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研究成果の概要（和文）：本研究では、動脈硬化病変に発現するThrombospondin-4を標的としたSPECT診断剤“99mTc-H
TA”を創製した。99mTc-HTAは動脈硬化モデルマウス血管内病変に集積したが、99mTc-HTAの母体骨格と同様のアイソタ
イプコントロール抗体を母体骨格にもつ99mTc-HNAも同様に病変部位に集積し、その集積局在はマクロファージ（Mf）
浸潤領域と類似した。そこで、Mfの極性化と99mTc-HNAの集積との関連性について評価したところ、99mTc-HNAはM1 Mf
に高集積することを見出した。以上より99mTc-HNAは動脈硬化病変内の炎症性マクロファージを描出することを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found thrombospondin-4 (TSP4) expressed highly in atherosclerotic 
lesions of mouse aorta. Thus, we developed anti-TSP4 monoclonal IgG radio-labelled with 99mTc 
(99mTc-HTA). 99mTc-HTA showed higher accumulation in atherosclerotic aortas of mice; however, we also 
found that the non-targeted monoclonal IgG radio-labelled with 99mTc (99mTc-HNA) showed similar 
distribution. Therefore, we next focused on the relationship between radio-labelled IgG accumulation and 
macrophage polarization. 99mTc-HNA showed higher accumulation in M1 macrophage than M2 and M0 macrophage. 
The expression levels of Fc gamma receptor I and II were also higher in M1 macrophage than M2 and M0 
macrophage. These results suggest that radio-labelled monoclonal IgG can visualize the active 
inflammation in atherosclerotic plaque formation independent of its target biomolecules.

研究分野： 放射性薬品化学

キーワード： 動脈硬化　SPECT　マクロファージ
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１．研究開始当初の背景 
動脈内のプラーク破綻とそれに伴う血栓

形成は心筋梗塞や脳梗塞の発症に深く関与
している。そのため、動脈硬化病変の評価に
おいては、早期治療を必要とする“破綻しやす
いプラーク（不安定プラーク）”を評価できる
診断法の開発が求められている (Circ Res, 
2012)。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（J Nucl Med, 
2010）。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。しかしながら、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。 
ところで、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。これまでに我々
のグループでは、動脈硬化モデルマウス
（ApoE 欠損マウス）の大動脈組織を用いて
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（ J 
Proteome Res, 2015）。同定されたタンパク質
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、細胞外マトリックス構
成分子である Thrombospondin-4（TSP4）の発
現量が増加し、血液中においては病変ステー
ジに関わらずその発現変化が認められなか
ったことから、TSP4 が不安定動脈硬化プラ
ークを特異的に描出するための標的分子と
して有望であると考えた。 

 
 
２．研究の目的 
本申請課題では、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TSP4に対する新規 SPECTイ
メージング剤“99mTc-HTA”を創製し、イン
ビボにおいて動脈硬化病変進行に伴うプロ
ーブの放射能集積量・局在変化を調べること
により、不安定動脈硬化プラークの核医学診
断プローブとしての有効性について評価す
ることを目指した。 

 

３．研究の方法 
 
（１） 新規SPECTイメージングプローブ 
（99mTc-HTA）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（HTA）を作製した。さらに
得られたHTAを99mTc(tricine)2と反応させるこ
とにより、99mTc-HTAを得た（図1）。得られ
た99mTc-HTAについて、サイズ排除クロマトグ
ラフィー法を用いて放射化学的純度を算出し
た。また、比較対照として、抗TSP4抗体と同
一サブタイプであるアイソタイプコントロー
ル抗体についても上記と同様の方法でHYNIC
導入抗体（HNA）を得た後、99mTc(tricine)2と
反応させることにより、99mTc-HNAを得た
HTA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-HTA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-HTA/HNA の合成経路。 
 
（２） 動脈硬化モデルマウスにおける
99mTc-HTA の体内動態 
 

99mTc-HTA（200-592 kBq/mouse）あるいは
99mTc-HNA （481-962 kBq/mouse）を ApoE-/-

マウスあるいは C57BL/6J（Wild）マウス（35
週齢、6 週齢より高脂肪食給餌）にそれぞれ
尾静脈投与し、投与 24 時間後に心臓採血に
より屠殺した後、各臓器を摘出した。摘出し
た臓器について、重量測定した後、放射能量
を測定した。摘出した大動脈血管について、
縦軸方向に割いた後イメージングプレート
に一晩露光し、オートラジオグラフィー
（ARG）測定に供した。また、摘出した大動
脈起始部については凍結薄切切片化した後、
上記と同様の方法で ARG 測定に供した。 

 



（３） 極性化マクロファージにおける
99mTc-HNA の細胞取り込み検討 
 
 RAW264.7 マウスマクロファージ様細胞を
Lipopolysaccharide（LPS）、Interferon gamma 
（INF）あるいは Interleukin-4（IL-4）含有培
地にて 48 時間培養し、M1（炎症応答惹起）、
M2（抗炎症応答）細胞へ極性化した。極性化
については Inducible nitric oxide synthase 
（iNOS）（M1 マーカー）および mannose 
receptor （MR）（M2 マーカー）の発現を
qRT-PCR 法により測定することにより確認
した。各極性化マクロファージに 99mTc- HNA
（100 kBq/0.1 g/2 ml PBS）を添加し、添加 1
時間後に 0.2N NaOH に溶解し、細胞由来の放
射能を測定した。また上記の細胞溶解液につ
いて、BCA 法により細胞由来のタンパク質量
を求めた。 
 
（４） 極性化マクロファージにおける Fc
受容体発現評価 
 
 （３）の方法で極性化した RAW264.7 マウ
スマクロファージ様細胞を RIPA buffer に溶
解した後、溶解液に含まれる FcReceptor I, II, 
III の含有量を Western Blot 法を用いて測定し
た。 
 
 
４．研究成果 
（１） 新規SPECTイメージングプローブ 
（99mTc-HTA）の設計・合成 
 

99mTc-HTA および 99mTc-HNA を図１の合成
経路に従い合成したところ、放射化学的収率
17.6±3.8％および 31.8±6.8%で得られた。また
得られた 99mTc-HTA および 99mTc-HNA の放射
化学的純度はいずれも 99%以上であった。得
られた HTA の TSP4 に対する結合能（解離定
数）は 10.4 ± 1.2 nM であり、HTA 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。一
方HNAについてはTSP4に対する結合能は認
められなかった。以上のことから、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-HTA 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 90%以上であ
ったことから、99mTc-HTA はマウス体内にお
いて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） 動脈硬化モデルマウスにおける
99mTc-HTA の体内動態 
 
 99mTc-HTA は ApoE-/-マウス大動脈において、
Wild マウスと比べて有意に高い集積を示し
た （ 0.24±0.07 (ApoE-/-) vs. 0.10±0.01 
(Wild) %ID/g, p<0.05）。一方、ApoE-/-マウス大
動脈における 99mTc-HTAの集積量はWildマウ

スと比べて有意に高くなると共に（0.22±0.03 
(ApoE-/-) vs. 0.12±0.02 (Wild) %ID/g, p<0.05）、
その集積量は 99mTc-HTA とほぼ同等であった
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２  99mTc-HTA/HNA投与24時間後におけ
る ApoE-/-マウスおよび Wild（C57BL/6J）マ
ウス大動脈の放射能集積量。 
 
また、 ApoE-/- マウス大動脈における

99mTc-HTA および 99mTc-HNA の放射能分布を
ARG 法により評価したところ、いずれの薬剤
も大動脈内の動脈硬化病変部位に局在する
ことを認めた（図 3）。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ 99mTc-HTA/HNA 投与 24 時間後におけ
る ApoE-/-マウス大動脈の ARG および明視野
（BF）画像。 

 
 さらに 99mTc-HNA 投与 ApoE-/-マウス大動
脈起始部における放射能分布はマクロファ
ージ（Mac-2）陽性領域と類似していること
を見出した（図４）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
図４ 99mTc- HNA 投与 24 時間後における
ApoE-/-マウス大動脈起始部 ARG 画像および
Movat 染色、Mac-2(マクロファージ)染色画像。 
 
以上の事から 99mTc-HNA は動脈硬化病変

内のマクロファージ浸潤領域に集積してい
ることが示唆された。 
 
（３） 極性化マクロファージにおける
99mTc-HTA の細胞取り込み検討 
 
 99mTc-HNA を M1、M2 極性化あるいは未極
性化（M0）RAW264.7 マウスマクロファージ
様細胞に添加し、添加 1 時間後に各細胞の放
射能を測定したところ、M1 マクロファージ
において M2 および M0 マクロファージと比
べて有意に高い放射能集積を認めた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 各極性化 RAW264.7 マウスマクロファ
ージ様細胞における 99mTc-HNA 集積量（添加
1 時間後）。 
 
（４） 極性化マクロファージにおける Fc
受容体発現評価 
 
 M1、M2 極性化あるいは未極性化（M0）
RAW264.7 マウスマクロファージ様細胞にお
ける各 Fc受容体の発現量を Western Blot 法
を用いて評価したところ、Fc受容体 I および
II については M1 マクロファージにおいて、
M2 および M0 マクロファージと比べて高い
発現を認めた。一方、Fc受容体 III について
はいずれのマクロファージにおいてもほぼ
同等の発現量であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図６ 各極性化 RAW264.7 マウスマクロファ
ージ様細胞における Fc受容体（FcR）I-III
の発現評価（Western Blot）。 
 
 
以上、本申請課題では不安定動脈硬化プラ

ークを特異的に発現する TSP4 を標的とした
SPECTイメージング剤である 99mTc-HTAの創
製に成功した。しかしながら、99mTc-HTA に
より動脈硬化病変内に発現した TSP4 を特異
的に可視化するにはさらなる改善が必要で
あることも示唆された。一方、モノクローナ
ル抗体を母体骨格とする 99mTc-HNAも動脈硬
化病変、特にマクロファージ浸潤領域に集積
することを見出すと共に、99mTc-HNA は炎症
惹起性マクロファージである M1 マクロファ
ージに高集積し、この集積はマクロファージ
に発現した Fc受容体由来である可能性を見
出した。本来の目的である病変内に発現した
TSP4 を可視化することによる動脈硬化診断
法 の 確 立 に は 至 ら な か っ たも の の 、
99mTc-HNA を用いることにより動脈硬化病変
内の炎症性マクロファージの可視化が可能
であることを見出した。 
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