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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、腫瘍ターゲティング素子として腫瘍血管特異抗体を単離、精製し、RI でラベルす

ることで腫瘍イメージングプローブとして機能することを明らかにした。さらに本抗体を用い

て immuno-PET/MRI の為のイメージングプローブとして開発すべく、MRI 造影剤としての金酸化

鉄複合ナノ粒子を PEG 修飾し、さらにその PEG 鎖先端に本抗体を修飾するための方法論を確立

した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we isolated and purified a tumor vascular endothelial cell specific 
monoclonal antibody as tumor targeting device. This monoclonal antibody which was 
labeled by RI functioned as a tumor imaging probe. Furthermore, we tried 
development as an imaging probe for immuno-PET/MRI using this antibody. As a 
result, we have established the technology to produce the PEGylated gold/iron oxide 
magnetic nanoparticles, which has modified monoclonal antibody on the tip of PEG 
chain, as a novel magnetic resonance imaging agent. 
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１．研究開始当初の背景 
 周知の通り、分子イメージング技術は、生
体内での分子プロセスの可視化に関する基
礎的。臨床的研究の総称であり、イメージン
グ技術の進展に伴い、その精度・応用範囲は
飛躍的な向上を遂げている。現在の分子イメ
ージングの応用は、多岐に渡り、より効果的
な創薬や病理の追及、オーダーメードな医療
などへの手がかりとして期待が集まってい

る。 
 しかしながら、この様な in vivo における
分子イメージングの成功は、プローブの性能
に大きく依存し、低分子有機化合物を中心と
したトライ・アンド・エラーによるプローブ
合成のみでは、診断における擬陽性の出現を
払拭可能な、特異性の高い腫瘍プローブの設
計は極めて困難であるのが現状である。さら
に PET や MRI といったイメージング技術の種
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類によって個別のプローブを設計せねばな
らないという致命的問題点も相まって、微小
病巣をも検出可能な、高い汎用性・診断能力
を有する造影剤の開発は困難を極めている
のが現状である。 
 そこで本研究では、工学系連携研究者らに
より開発された血中滞留性に優れた金複合
ナノ粒子へ PET核種ラベルされた腫瘍血管特
異的抗体を付与し、医学系連携研究者らによ
り開発された PET/MRI一体型イメージング装
置を有効活用することで、高い腫瘍特異性と
PET/MRI バイモーダルイメージングを同時に
達成可能な、immuno-PET/MRI とも言うべき微
小腫瘍の高感度検出・診断システムの開発を
目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 抗体・蛋白質を用いた分子特異的なイメー
ジングは、これまでその可能性は期待されつ
つも、その腫瘍特異性が不十分であるなどの
理由により応用例が少ない。従って、その技
術を確立する為の基礎検討を行う事が本研
究 の 目 的 で あ る 。 具 体 的 に は 、
immuno-PET/MRI の為のイメージングプロー
ブ開発を行い、腫瘍血管のイメージング・基
礎解析研究を実施する。このイメージングプ
ローブ開発にあたり、本研究で用いるモノク
ローナル抗体は、我々が独自に開発した新規
腫瘍血管マーカーに対するものであり、
VEGFR2 などの既存の腫瘍血管内皮マーカー
を標的とした場合よりも、より高精度な腫瘍
血管ターゲティングが期待できる。また、も
う一つのイメージングプローブとして新規
MRI 造影素材としての金酸化鉄複合ナノ粒子
を用いる。この金酸化鉄複合ナノ粒子は、連
携研究者の清野らによって開発された、酸化
鉄ナノ粒子の表面に直径数 nm の金コロイド
を担持した複合ナノ粒子である。金コロイド
は、古くから硫黄原子との間に強い特異的結
合を形成することが知られており、チオール
基（SH 基等）を含む生体分子を強固に吸着す
る特性を持っている。その為、金コロイドは、
ナノ粒子の表面を様々なチオール含有分子
で修飾する為の足場となり得る。 

本研究では、この２つのイメージングプロ
ーブを融合させる、即ち新規腫瘍血管特異抗
体を金酸化鉄複合ナノ粒子に修飾する為の
基礎検討を実施し、新規腫瘍診断システム開
発の可能性を検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) イメージングプローブとしての腫瘍血

管内皮細胞特異的モノクローナル抗体
の単離精製とその特性評価 

 VEGFR2 に対するモノクローナル抗体とし
て V2-02 と V2-05i、Roundabout homolog 4
（Robo4）に対するモノクローナル抗体とし

て R4-16 と R4-13i を用いた。V2-05i と
R4-13i は、細胞内侵入活性を有しており、
V2-02 と R4-16 は、細胞内侵入活性が低いク
ローンである。各クローンについて一本鎖抗
体(scFv)、Diabody 及び完全型抗体（IgG）を
作製し抗原特異性や親和性を評価した。また
それら抗体を 123I および 125I でラベル化して
担がんマウスに投与し、その体内動態を評価
した。 
 
(2) イメージングプローブとしての金磁性

ナノ粒子への抗体修飾とそのMRI造影能
評価 

 金磁性ナノ粒子は、連携研究者である清野
らの方法に従って作製した。今回の研究では、
金磁性ナノ粒子として Au/ MoldayION を用い、
Fig. 1 に示した方法に従い COOH 基と SH基を
有する PEG (COOH-PEG-SH)を室温下で混合す
ることで、Auが硫黄原子と強固に結合する特
性を利用して PEG 修飾 MoldayION を作製した。
さらにPEG鎖の COOH基と mAbの NH2基を反応
させることにより PEG鎖先端にモノクローナ
ル抗体を修飾した抗体-PEG-Au/MoldayION を
作製し、その抗原特異的な結合性及び in 
vitro MRI 造影能を評価した。さらに担がん
マウスに対して抗体-PEG-Au/MoldayION を投

Figure 1. The design of Ab-PEG-Au/MoldayION 
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与し、腫瘍に対する MRI 造影能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) イメージングプローブとしての腫瘍血

管内皮細胞特異的モノクローナル抗体
の単離精製とその特性評価 

 まず初めに我々がこれまでに同定してき
た腫瘍血管マーカーに対する抗体 (複数種
類)について一本鎖抗体(scFv)および完全型
抗体 (IgG)のリコンビナント蛋白質を高純
度かつ高収率で作製可能な系を確立した。ま
た、作製した抗体リコンビナント蛋白質の基
礎的特性を評価した結果、抗原リコンビナン
ト蛋白質に対し、特異的かつ極めて高い親和
性で結合することを明らかにした（Table 1）。
そこでこれら抗体の腫瘍ターゲティング素
子としての有用性を評価すべく、これら抗体
を 125I でラベルし、その体内動態を B16BL6
腫瘍モデルマウスを用いて評価した。その結
果、VEGFR2、Robo4 どちらに対する scFv も、
細胞内侵入抗体と低侵入抗体がネガティブ
コントロール抗体と比較して腫瘍組織内に
顕著に多く分布していることが明らかとな
った。さらに、興味深いことに投与 24 時間
後では細胞内侵入抗体は低侵入抗体と比較
して約 2倍もの抗体が腫瘍組織に分布してい
た（Fig. 2）。また同様の検討を Diabody を
用いて行ったところ、細胞内侵入抗体と低侵
入抗体は、腫瘍に顕著に集積しており、その
集積量 (%ID/g tissue)は scFv と比較して多
かった (Fig. 2)。 
 
Table 1. The affinity of cell-internalizing and cell 
low-internalizing mAbs against mouse recombinant 
antigen 

clone 
KD (nM) 

scFv Diabody IgG 
V2-05i 3.2  0.5  0.3  
V2-02 3.1 0.6  0.4  
R4-13i 5.2  1.1  0.5  

R4-16 5.4  1.2 0.5 

 
さらに、immuno-PET (SPECT)/MRI への応用

を目指し、作製した抗体リコンビナント蛋白
質に対するSPECT核種 (123I, 半減期13時間)
のラベル化条件の検討を試みた。その結果、
1分子のscFvに対し少なくとも1分子以上の
123I をラベル化することに成功した。 

そこで腫瘍血管特異的抗体(V2-05i scFvと
R4-13i scFv)を 123I でラベル化し、B16BL6 腫
瘍モデルマウスにおいて SPECT画像を撮影し
た。その結果、その分布を経時的に観察可能
であり、投与 24 時間後において腫瘍集積性
を確認することが出来、腫瘍のイメージング
プローブとして使用出来る可能性が示され
た（Fig. 3）。 

以上、本研究で単離した VEGFR2 及び Robo4
に対する細胞内侵入抗体がともに腫瘍へと

選択的に集積し、滞留性にも優れた腫瘍ター
ゲティングキャリアであることが示された。 
 
(2) イメージングプローブとしての金磁性ナ

ノ粒子への抗体修飾とその MRI 造影能評
価 

研究代表者は、既に MoldayION といった微
細な MRI用酸化鉄ナノ粒子表面に金を付与し
た複合ナノ粒子に対し、PEG などで表面修飾

Figure 2. Biodistribution and tumor accumulation 
of scFvs and diabodies in B16BL6 tumor bearing 
mice 
10 μg of 125I labeled anti VEGFR2 scFvs (A-C), anti 

Robo4 scFvs (D-F), anti VEGFR2 diabodies (G-I), 
and anti Robo4 diabodies (J-L) were intravenously 
administrated into B16BL6 tumor bearing mice. (A, 
D, G, J) Biodistribution of scFvs and diabodies. 24 
hrs after injection, the radioactivity distributed in 
each tissue were measured. %ID/g tissue were 
calculated as following formula; %ID/g tissue = 
[(count/g tissue) / (total injected count)] × 100 (%). ■; 
V2-05i (A, G), R4-13i (D, J) ■; V2-02 (A, G), R4-16 
(D, J) □; nega antibody. Values are shown as means 
± SE. *p<0.05, **p<0.01 vs.negative control 
antibody. Bl; blood, Tu; tumor, Li; liver, Sp; spleen, 
Br; brain, Lu; lung, He; heart, Ki; kidney. (B, C, E, F, 
H, I, K, L) Tumor blood ratio of scFvs in B16BL6 
tumor bearing mice. 2 hrs (B, E, H, K) or 24 hrs (C, 
F, I, L) after injection, the radioactivity of tumor and 
blood were measured. Tumor/blood ratio was 
calculated as following formula; Tumor/blood ratio = 
(count/g tissue of tumor) / (count/g tissue of blood). 
Values are shown as means ± SE. **p<0.01. 



 

 

することで、腫瘍検出用 MRI 造影剤の開発を
行 っ て い る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は 、
immuno-PET/MRI の為のイメージングプロー
ブ開発を念頭に、この造影剤について PEG を
介して抗体蛋白質を修飾した新たな造影剤
粒子を作製すべく、実際に腫瘍血管特異的抗
体として VEGVR2 に対する IgG 型抗体リコン
ビナント蛋白質並びに、既に臨床で抗体医薬
として用いられている抗体（リツキサン）を
用 い て 、 種 々 の 条 件 下 で 抗 体
-PEG-Au/MoldayION を作製した。その結果、
0.1 mg 抗体/1.5 mg PEG/mg Fe で各種抗体を
修飾することができた。そこで、VEGVR2 に対
す る 抗 体 を 用 い て 作 製 し た 抗 体
-PEG-Au/MoldayION の抗原特異性を評価した
結果、VEGVR2 を発現していない細胞に対して
は、ほとんど結合しなかったのに対して、
VEGVR2 発現細胞には、高い結合性を有するこ
と を 明 ら か に し た 。 さ ら に こ の 抗 体
-PEG-Au/MoldayION とコントロールとして
COOH-PEG-Au/MoldayIONをB16BL6腫瘍モデル
マウスに投与し、マウス固形腫瘍モデルの造
影を試みた（Fig. 4）。その結果、両者はと

もに、500 μg/マウスで投与 8 時間後、及び
24 時間後に腫瘍組織の中央部が黒く造影さ
れている様子が確認された。しかし、残念な
がら両者の造影能の強度には差が認められ
なかった。 
ま た リ ツ キ サ ン を 用 い た 抗 体

-PEG-Au/MoldayIONについてもCD20を発現し
た担がんマウスに投与し、その造影能を評価
したが、こちらも抗体を修飾していない
PEG-Au/MoldayION と比較して造影能の強度
に差は認められなかった。 
今後、がん種並びに造影剤の投与量や造影

条件について詳細に検討していく予定であ
る。 
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Figure 3. SPECT imaging of B16BL6 tumor bearing 
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(tumor/normal). Signal intensity of tumor 
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were calculated by imaging software, gpet view from 
each SPECT Image. The ratio of signal intensity of 
left thigh to that of right thigh were calculated 
respectively.   
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