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研究成果の概要（和文）：上皮成長因子（EGF）を分子プローブとして調製し、次に分子イメージング装置を立ち上げ
た。EGFはFmoc固相合成法により合成し、N末端にNODAGA(tBu)3を導入した。保護ペプチド樹脂をTFA処理し最終脱保護
を行い、HPLC精製し目的物を得た。次にジスルフィド結合を形成しフォールディングを行い、標識前駆体を得た。次に
、分子イメージング研究のためにSPECT/CT装置の立ち上げを行った。DOTA-octreotateをプローブとして、標識核種は6
7Gaを用いた。校正を行った後、H69腫瘍を植えたマウスを用いてSPECT撮像を行った。その結果、腫瘍組織のSPECTイメ
ージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：We prepared NODAGA-EGF as a molecular probe and set up the molecular imaging devic
e in Kumamoto University. EGF, which consists of 53 amino acid residues, was synthesized by Fmoc solid-pha
se method. After elongation of peptide chain, NODAGA(tBu)3 was introduced at N-terminus. Fully protected p
eptide resin was treated in TFA solution to cleave from resin and remove protection groups. After HPLC pur
ification, disulfide bonds were formed to give the labeling precursor. Next, to perform molecular imaging 
study, SPECT/CT was set up. We established a method to form stable complex with Ga-67 via DOTA chelator. S
PECT device was checked the accuracy of quantification and image resolution. SPECT imaging using 67Ga-DOTA
-octreotate was carried out on the mouse implanted with small cell lung tumor cell (H69). As the result, w
e could observe the accumulation of the Ga-67 in H69 tumor.
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１．研究開始当初の背景 

多くの上皮性腫瘍では EGFR（上皮成長因
子受容体）が過剰発現しており、また EGFR

発現腫瘍には抗EGF抗体医薬が適用できる。
よって非侵襲的に全身の EGFR を画像化・定
量することは診断・治療に重要である。しか
し今行われている抗体医薬をそのままポジ
トロン標識した PET イメージングでは抗体
の体内動態が緩慢なので患者の被曝量が大
きくなる。よって抗体より低分子でクリアラ
ンスが早いと考えられる EGF に着目し、こ
れを温和に PET プローブ化し、EGFR の分
子イメージング研究をすることにした。 

２．研究の目的 

（1）EGF の分子プローブ化と（2）EGFR

を分子イメージングするため、分子イメージ
ング装置の立ち上げ、（3）そして分子イメー
ジング撮像と、その結果を評価することを目
的とした。 

３．研究の方法 

（1）EGFとその受容体の細胞外ドメインとの
共結晶による X 線結晶解析の結果[Hideo 
Ogiso, et al. Cell, 110, 775–787 (2002)]
から、N 末端へ標識すれば結合活性への影響
は少ないと考えられた。そこで EGF の N末端
特異的放射標識を検討した。EGFは 53残基の
小タンパク質なので Fmoc 固相合成法を適応
して全長の合成を行い、温和に RI 標識でき
るキレータとして NODAGA を N 末端へ修飾す
ることにした。 
（2）研究代表者は、本課題の途上、熊本大
学へ異動した。そのため研究方法の大幅な変
更を余儀なくされた。熊本大学では分子イメ
ージング機器として PET 装置が無く、
SPECT/CT 装置が設置されていたので、標識核
種を SPECT核種に変更した。また SPECT 装置
での解像度、定量性を担保するため装置の立
ち上げ、校正を行った。 
（3）プローブへ SPECT 核種である 67Ga の標
識を行い、標的分子を発現する腫瘍を植えた
マウスを用いて SPECT 撮像を行った。また撮
像結果を評価するため、腫瘍組織を固定・パ
ラフィン包埋し、標的分子を免疫染色してそ
の発現部位を明らかにし、撮像結果と比較し
た。 
４．研究成果 
（1）NODAGA-EGFの合成 

53 残基の EGF の N 末端にキレータである
NODAGA を導入した NODAGA-EGF の合成を行っ
た。まずはモデルペプチドを用いて、N 末端
選択的に脱アミノ化を経て、アルデヒド基に
変換し、キレータ修飾する方法を検討したが、
システイン側鎖のチオール基で副反応が起
こり、これを避けることができなかった。そ
こで 53残基全長を Fmoc固相合成法により一
気に合成することにした。ペプチド鎖伸長後、
固相担体上で NODAGA(tBu)3 を用いてキレー
タの導入を行った。合成後、保護ペプチド樹
脂を TFA 処理し、担体からの切出しおよび最
終脱保護を行った。その結果、目的物前駆体

を純度良く得ることができた。次に、ジスル
フィド結合を形成する目的で、炭酸バッファ
ーに溶解し、そこに 5mM になるように
L-Cystein を加え反応を 1 時間行った。その
後、5mM になるように L-Cystine を加えて、
20 時間室温で反応を行った。反応後、ゲルカ
ラムにより精製を行い、目的物を得ることに
成功した。 
(2) SPECT/CT 装置の校正 
熊本大学へ異動後、分子イメージング装置

として SPECT/CT を用いることとした。現在
まで用いてきたキレータである DOTA、NOTAGA
に錯形成可能な SPECT核種として 67Gaを標識
核種として選択した。これまでに熊本大学で
は 67Gaを SPECT撮像で用いたことが無かった
ため、67Ga を用いて装置の校正を行い、コリ
メータの違いによる空間分解能評価、放射能
濃度と撮像画像から得たカウント値の関係
による定量性の評価を行った。まずは、67GaCl3

溶液を空間分解能評価用ファントムに入れ
て撮像した結果、ピンホールコリメータを用
いれば 0.5m 程度、マルチピンホールコリメ
ータを用いれば 0.8ｍｍ程度の空間分解能が
あることを確認した。（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 空間分解能評価の結果 
 
次に放射能濃度直線性評価ファントムを用

い、放射能濃度とカウント値の関係を確認し
た。67GaCl3溶液の濃度を倍々に希釈し、それ
らを区切られたファントームにそれぞれ入
れたものを撮像した。得られた SPECT画像か
ら各濃度の画像範囲に関心領域を置いてカ
ウント値を出した。結果、濃度とカウント値
は良好な直線性を示した。（図 2、図 3）以上
の結果から、SPECT/CT 装置により解像度良く、
高い定量性で分子イメージングできる事を
確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．放射能濃度直線性評価ファントム 
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図 4．放射能濃度とカウント値の関係 

 
 
（3）現在まで PET 撮像で用いた経験のある
ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 リ ガ ン ド の
DOTA-octreotateを用いて 67GaCl3の標識条件
を検討した。デリバリーで得た 67GaCl3 と
DOTA-octreotate を酢酸アンモニウム緩衝液
中で 90℃、20 分加熱し、67Ga 標識を行った。
その結果、10n モルの DOTA-octreotate に
40MBｑを標識することに成功した。得られた
67Ga-DOTA-octreotate を、ソマトスタチン受
容体が発現している肺小細胞癌細胞を植え
たマウスに 20MBq 投与し、SPECT 撮像を行っ
た。撮像は投与 60 分後から開始し、60 分間
撮像を行った。コリメータはピンホールコリ
メータを用いた。その結果、腫瘍にプローブ
が集積していることを確認できた。（図 5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ． 67Ga-DOTA-Octreotate を 用 い た
SPECT/CT 

 
腫瘍への集積は腫瘍塊の表層に高い集積を
示し、中心部は集積が低い結果であった。そ
こで同様の大きさの腫瘍塊をホルマリン固
定・パラフィン包埋し、組織切片を作成して、
ソマトスタチン受容体 2a の抗体を用いて免
疫染色した結果、表層部に標的分子の発現が
高く、中心部は壊死組織であることを確認し
た。（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．ソマトスタチン受容体 2a の免疫染色 
 
この結果から、SPECT 撮像で腫瘍組織に発現
する標的分子を解像度高く撮像することに
成功した。 
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