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研究成果の概要（和文）：本研究では、不安定動脈硬化プラークの早期診断を目指し、プロテオミクス解析にて同定し
たFatty acid-binding protein 5（FABP5）、Thrombospondin-4（TSP4）について、動脈硬化進展との関連性について
評価する共に、不安定動脈硬化プラークイメージングプローブ”99mTc-HVPA”を開発した。その結果、FABP5は不安定
動脈硬化プラーク形成に関わるType IV病変（AHA分類）、特に炎症性マクロファージに高発現することを見出し、99mT
c-HVPAはTSP4を標的とした不安定動脈硬化プラークイメージング剤としての基本的な性質を有していることを見出した
。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the relationship of the biomolecules (Fatty acid-bindi
ng protein 5 (FABP5) and Thrombospondin-4 (TSP4)) detected by proteomics analysis to the progression of at
herosclerotic state, and developed a novel imaging probe " 99mTc-HVPA" for early diagnosis of vulnerable p
laque. FABP5 showed higher expression in Type IV legion (AHA classification) in the vessels of atheroscler
otic model mice (ApoE -/- mice) and in the inflammatory (M1) macrophages. Furtheremore, we suceeded to dev
eloped 99mTc-HVPA which targeted to TSP4, and found that 99mTc-HVPA had a basic property as a SPECT imagin
g probe for diagnosis of vulnerable plaque.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

近年、動脈内のプラーク破綻とそれに伴う
血栓形成が、心筋梗塞や脳梗塞の発症に深く
関与していることが明らかとなってきた。そ
のため、動脈硬化の根幹的原因である動脈内
のプラークの不安定性を精度よく評価でき
る診断法の開発が臨床画像診断学の急務で
ある。このような背景の下、超音波診断法、
MRI、CT 等を用いた検討が行われているが、
形態的診断が主で、質的診断に有効な方法は
限定され、特に病変に発現する生体分子を質
的診断する手法は皆無である（Nat Rev Drug 
Discov, 2004）。一方、ポジトロン断層撮像装
置（Positron Emission Tomography; PET）、単
光子断層撮像装置（Single Photon Emission 
Computed Tomography; SPECT）を用いる核医
学分子イメージング法は、用いる分子プロー
ブが標的とする生体内機能分子の非侵襲的
インビボ画像化が可能であることから、動脈
硬化プラークの不安定化に関与する機能分
子を標的とする分子プローブを用いること
で動脈硬化の質的診断への応用が期待され
ている。これまでに 18F-FDG のマクロファー
ジへの集積性や、99mTc-annexin V のアポトー
シス細胞への集積性を指標とする動脈内プ
ラークの不安定評価が試みられている 
（JACC, 2006）ものの、臨床上最も切望され
る“破綻を起こす危険性の高い不安定プラー
クを特異的に検出することのできる分子プ
ローブ”は開発されていない。 
動脈硬化病変の進行・不安定化したプラー

クの形成には病変内部・周辺組織・血流中に
存在する様々な生体分子が関与しており、不
安定プラークの発生・進行を詳細に評価する
にはこれらの分子を網羅的に解析すること
が重要である。そこで、研究代表者のグルー
プではこれまでに動脈硬化モデルマウス
（ApoE 欠損（ApoED）マウス）より摘出し
た動脈組織のプロテオミクス解析を試み、病
変ステージの進行への関与が疑われる複数
のタンパク質を新たに同定することに成功
した（半澤ら、特開 2011-232218、Sakamoto et 
al., HUPO 2011, 10th World Congress）。同定さ
れたこれらのタンパク質のうち、特に不安定
動脈硬化プラーク形成に深く関わる病変ス
テージ IV、V 期における病変動脈血管におい
て、Fatty acid-binding protein 5（FABP5）、
Thrombospondin-4（TSP4）の発現量が正常マ
ウス由来動脈血管と比較して相対的に増加
することを認めた。そこで本申請課題では、
これらの知見を基に不安定動脈硬化プラー
クを特異的に検出可能な核医学診断剤の開
発を計画した。 
 

 
２．研究の目的 
 
本申請課題では、動脈硬化モデルマウス動

脈硬化病変組織プロテオミクス解析により

特に不安定動脈硬化プラーク形成に深
く関わる病変ステージⅣ、Ⅴ期に発現量
が増加した FABP5 の動脈硬化病変内で
の局在・発現細胞について、動脈硬化病
態との関連が報告されている FABP4 の
発現と比較検討し、不安定動脈硬化プラ
ークを特異的に検出するための標的分
子としての有効性について評価した。ま
た、FABP5 と同様に病変ステージⅣ、Ⅴ
期において発現量が増加した TSP4 を標
的 と し た 新 規 SPECT 用 診 断 剤
“99mTc-HVPA”を創製し、不安定動脈硬
化プラークの核医学診断剤としての有
効性について評価した。 

 
 
３．研究の方法 

 
（1）動脈硬化病変形成・進行における
E-FABPの発現量・局在変化に関する検討 
 
① 動脈硬化病変における組織学的検討 
高脂肪食投与下飼育した25・35週齢の 

ApoE KOマウスより大動脈を摘出し、パ
ラフィン包埋後、大動脈起始部の連続切片
を作製した。得られた組織切片について
Movat五重染色を行い、得られた染色像よ
りAHA分類に従って切片中の病変をType I
～Vに分類した。また、隣接切片について
、FABP5、FABP4並びにMac-2（マクロフ
ァージ細胞マーカー）それぞれ特異的に検
出する抗体を用い、免疫組織染色により、
各病変における各タンパク質の発現解析
を実施した。 

 
② 各種極性化マクロファージ細胞にお
けるE-FABP発現解析 
 RAW264.7マウスマクロファージ様細胞
をLipopolysaccharide（LPS）およびInterferon 
（IFN）、あるいはIL-4含有培地にて48
時間培養し、マクロファージ細胞のM1、
M2a極性化を行った。得られた各極性化細
胞よりmRNAを抽出し、逆転写反応を行っ
た後、リアルタイムPCR法を用いて
inducible nitric oxide synthase（iNOS、M1極
性化マーカー）、Macrophage mannose 
receptor（MMR、M2a極性化マーカー）、
FABP5、FABP4の発現量を求めた。 
 
（2）Thrombospondin-4を標的とした動脈硬
化診断用新規SPECT用分子イメージング
プローブ（99mTc-HVPA）の開発 
 
① TSP4イメージングプローブ 
（99mTc-HVPA）の設計・合成  

Abramsらの報告（J Nucl Med, 1990）に
従い、TSP4に対するモノクローナル抗体に



二官能性キレートである
6-Hydrazinopyridine-3-carboxylic acid（HYNIC
）を導入したHYNIC導入抗TSP4抗体（HVPA
）を作製した。さらに得られたHVPAを
99mTc(tricine)2と反応させることにより、
99mTc-HVPAを得た（図1）。得られたHVPAの
TSP4に対する認識能については表面プラズ
モン共鳴法を用いて確認した。また、
99mTc-HVPAのマウス血漿中における化学的
安定性について、添加24時間後まで経時的に
測定した。 

 

 
図 1  99mTc-HVPA の合成経路。 

 
② 99mTc-HVPA の動脈硬化病変集積能に関
する in vitro Auto Radiography（ARG）検討 
 ApoE KO マウス（35 週齢）および正常マ
ウス（35 週齢）より採取した大動脈起始部凍
結組織切片に 99mTc-HVPA を添加した後、イ
メージングプレートに露光し、ARG 測定を行
った。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）動脈硬化病変形成・進行におけるE-FABP
の発現量・局在変化に関する検討 
 
① 動脈硬化病変における組織学的検討 

FABP5 の ApoE KO マウス動脈硬化病変に
おける発現は、主に泡沫化マクロファージの
集積部位で観察され、Type IV 病変において
最も顕著であった（図 2.A）。また、FABP5
の染色陽性領域はマクロファージ細胞浸潤
領域と非常に良く一致し（図 2.C）、FABP5
がマクロファージ細胞の病変への浸潤に関
与することが示唆された。一方、動脈硬化病
変形成との高い関連性が報告されているも
のの我々のバイオマーカー探索では動脈硬
化病変進展との相関性が認められなかった
FABP4 について同様の検討を行ったところ、
FABP5 同様に Type IV 病変で顕著に高い発現
を認めた（図 2.A、B）。 

 
② 各種極性化マクロファージ細胞における
E-FABP発現解析 
 RAW264.7 細胞の M1、M2a 極性化につい
ては、それぞれ iNOS（M1 マーカー分子）お
よび MMR（M2a マーカー分子）の発現増大

を評価することにより確認した。また、
FABP4 および FABP5 はいずれも M1 極
性化マクロファージにおいて、M2a 極性
化マクロファージおよび未極性化マク
ロファージ（M0）と比べて有意に高い
発現を認めた（図 3）。以上の結果から、
FABP5 は FABP4 同様に動脈硬化病変の
M1 極性化マクロファージに発現し、動
脈硬化病変進展に寄与する可能性が示
唆され、不安定動脈硬化プラークを特異
的に検出するための標的分子として有
望であることを見出した。 
 

 
図2 A：ApoE KOマウス大動脈起始部
病変（AHA分類：Type IV）における
FABP4、FABP5の免疫組織染色。B、C
：FABP4およびFABP5の発現量とマク
ロファージ陽性領域との相関性。 
 

 
図3 M1/M2a極性化RAW264.7マウス
マクロファージにおける FABP4（A）
および FABP5（B）の発現解析。 

 
 
（2）Thrombospondin-4を標的とした動脈硬
化診断用新規SPECT用分子イメージング
プローブ（99mTc-HVPA）の開発 
 
① TSP4イメージングプローブ 
（99mTc-HVPA）の設計・合成  
 図１の合成経路に従い 99mTc-HVPA を
放射化学的収率 17.6±3.8％、放射化学的
純度: 99.5±0.1％にて得た。得られた



HVPA の TSP4 に対する結合能（解離定数）
は 10.4 ± 1.2 nM であり、HVPA の母体化合物
である抗 TSP4 モノクローナル抗体の解離定
数（3.6 ± 0.6 nM）とほぼ同等であったことか
ら、HYNIC の導入後も TSP4 に対する結合能
を保持していることを確認した。また、
99mTc-HVPA のマウス血漿中における放射化
学的純度を求めたところ、添加 24 時間後ま
で 99%以上であったことから、99mTc-HVPA
はマウスに投与した後も長時間血液中に安
定した状態で滞留することが示唆された。 
 
② 99mTc-HVPA の動脈硬化病変集積能に関
する in vitro Auto Radiography（ARG）検討 
 99mTc-HVPA を ApoE KO マウス大動脈起始
部組織切片に添加したところ、動脈硬化病変
部位において高い集積を認めた。一方、正常
マウス大動脈起始部組織切片に添加したと
ころ、血管内への集積はほとんど認められな
かった（図 4）。以上の結果より、99mTc-HVPA
は動脈硬化病変に集積することが示唆され
た。 
  
 

 
図 4 ApoE KO マウスおよび正常マウ
ス大動脈起始部における 99mTc-HVPA
の in vitro ARG 画像。 

 
 
以上、本申請課題では FABP5 が不安定動脈

硬化プラークを特異的に検出するための標
的分子として有望であることを見出すと共
に、TSP4 を特異的に認識する新規 SPECT 用
診断剤である 99mTc-HVPA が不安定動脈硬化
プラークイメージング剤としての基本的な
性質を有していることを見出した。 
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