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研究成果の概要（和文）：本研究では、動脈硬化プラークの不安定性を多角的に評価するための核医学イメージ
ングプローブの開発を行った。動脈硬化症の進展には、フェロトーシスと呼ばれる細胞死様式が関与するため、
フェロトーシス関連分子であるトランスフェリン受容体1 (TfR1) もしくは脂質過酸化物を標的としたプローブ
を作製した。新たに作製したプローブは、それぞれTfR1もしくは脂質過酸化物特異的な細胞集積を示し、プラー
クの不安定性を評価する新たな放射性プローブとなり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed nuclear medicine imaging probes for evaluating 
the instability of atherosclerotic plaque from various perspectives. Since the development of 
atherosclerosis involves ferroptosis, a recently discovered programmed cell death, we developed two 
probes targeting ferroptosis-related molecules, transferrin receptor 1 (TfR1) or lipid peroxides. 
The newly prepared probes showed TfR1- or lipid peroxide-specific cell accumulation, indicating that
 they could be novel probes to evaluate plaque instability.

研究分野： 放射性薬品科学

キーワード： フェロトーシス　PET　イメージング　動脈硬化　不安定性評価

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて見出した放射性プローブは、動脈硬化プラークの不安定性を評価する新たなプローブとなり得る
ことが示された。フェロトーシス関連分子のイメージングによりプラークの不安定性を評価した報告はこれまで
になく、18F-FDGや18F-NaFなどの従来のイメージング剤の弱点を補う、新たな動脈硬化イメージング手法の開発
へとつながることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
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）”を的確に診断することが重要であり、この観点から種々の侵襲的・非侵襲的画像診断法
が検討されている(Int J Mol Sci, 2020, 2992)。これらの中で、ポジトロン CT (PET) などの
核医学診断法は対応するイメージング剤を用いることで、プラークの不安定性を決定付ける因
子を分子・細胞レベルで画像化できる利点を持つ。実際、18F-FDG (炎症・マクロファージ活性)、
18F-NaF (石灰化) をはじめとして、動脈硬化の進展・不安定性に関わる種々因子の核医学イメ
ージング剤が検討されている (Ann Nucl Med, 2020, 305)。しかし、18F-FDG は初期病変を含む
炎症部位に非特異的に集積すること、18F-NaF は安定化した石灰化病変にも集積することが指摘
されており、これらの弱点を補いプラークの性状・不安定性を正確に把握できるイメージング剤
の開発が切望されている (Semin Nucl Med, 2020, 311)。 
最近、鉄依存性酸化ストレスに起因するフェロトーシスと呼ばれる細胞死の様式が、動脈硬化

の病態にも深く関与していることが報告された (Free Radic Biol Med, 2020, 92)。フェロト
ーシスは 2価鉄イオンの異常蓄積を起点とし、細胞内での活性酸素種 (ROS) の増大と脂質過酸
化を介して起こると考えられている。そこで申請者らは、フェロトーシスのマーカーとして、細
胞内への鉄輸送を担うトランスフェリン受容体 1 (TfR1) に着目した。実際に、TfR1 のノック
ダウンによりフェロトーシスが抑制されること (Mol. Cell, 2015,298)、フェロトーシス阻害
剤 Ferrostatin-1 により動脈硬化の進展抑制とともに鉄含量低下が認められること (Free 
Radic Biol Med, 2020, 160, 92) から、TfR1 及びフェロトーシスは動脈硬化プラークの形成・
進展において重要な役割を担っていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、フェロトーシス関連分子の PET イメージングが、動脈硬化プラークの不安定性
評価に有用であるか検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成するため、本研究ではフェロトーシス関連分子として (1) TfR1、(2) 活性
酸素種 (ROS) に着目し、これらの分子の局在を可視化できる放射性プローブを設計・合成した
後、イメージングプローブとしての基礎的評価を行った。 
 
(1)-① TfR1 を標的としたプローブ (68Ga-TfRB1G3) の作製 
TfR1 への高い結合親和性を有するリガンドの候補として、cystine dense peptide の 1 種で

ある TfRB1G3 を選択した。TfRB1G3 は、TfR1 に対して高い親和性と選択性を有することが報告さ
れている (J Mol Biol, 2020, 3989)。また、TfRB1G3 の標識に用いる PET 用核種として、ジェ
ネレータから簡便に入手可能な 68Ga を選択した。68Ga での標識反応を実施するため、TfRB1G3 の
N 末端に HBED-CC を導入した HBED-CC-TfRB1G3 を合成し、標識前駆体として使用した。 

68Ga 標識反応は、ジェネレータ (IRE EliT 社製) から溶出した[68Ga]GaCl3と HBED-CC-TfRB1G3
を HEPES 緩衝液中で混合し、室温で 10 分間静置することで実施した。放射化学的純度は、iTLC
及び逆相 HPLC 分析を用いて算出した。 
 
(1)-② 培養細胞を用いた 68Ga-TfRB1G3 の評価 
 68Ga-TfRB1G3 が TfR1 陽性細胞に対して TfR1 特異的な集積を示すか評価するため、TfR1 をノ
ックダウンした細胞に対する取り込み試験を実施した。まず、TfR1 陽性細胞である T98G に TfR1
特異的な siRNA (siTfR1) もしくは非特異的な siRNA (siCont) を処置し、3日間培養を行った。
その後、68Ga-TfRB1G3 (20 nM) と siRNA 処置した T98G 細胞を 37℃で 1時間インキュベートし
た。インキュベーション溶液を除去した後、細胞を氷冷 PBS で洗浄し、細胞を 0.1 M NaOH で溶
解した。細胞溶解液の放射能をガンマカウンターで、タンパク量を BCA アッセイで測定
し、%Dose/mg protein を算出した。また、TfR1 発現量はウェスタンブロッティング法を用いて
評価した。 
 
(2)-① 酸化ストレスを標的としたプローブ ([64Cu][CuI(BCA)2]3-と[64Cu][CuI(BCS)2]3-) の作
製 
フェロトーシスは鉄依存性の酸化ストレスに起因する細胞死であるため、酸化ストレスを標

的とした放射性プローブも、動脈硬化プラークの不安定性評価に有用となることが期待できる。
そこで本研究では、メタボリックトラッピングを用いた酸化ストレスイメージングプローブの
作製を計画した。メタボリックトラッピングとは、ある標的組織に集積したイメージングプロー
ブが、組織滞留性の高い化学形へと代謝を受けることで、標的組織に長時間滞留する現象を指す。
18F-FDG は、メタボリックトラッピングを介して様々な疾患部位に集積することが知られており、
メタボリックトラッピングを用いた疾患イメージングの有用性は、臨床レベルでも十分に実証



されている。 
本研究では、ある種のリガンドが酸化数 1 の Cu に対しては安定な錯体を形成する一方、酸化

数 2 の Cu に対しては安定な錯体を形成できない知見に着目した。このような性質を有するリガ
ンドの Cu 錯体は、Cu の酸化数が 1 の時には安定に存在できるが、ROS との反応により Cu の酸
化数が 2に変化した際に、錯体が崩壊して遊離の Cu を放出することが予想される。遊離の Cu は
細胞内外に存在するタンパクに補足されるため、ROS 存在量に応じた Cu の蓄積が期待できる。
このような性質を有するリガンドの具体的な候補として、bicinchoninic acid (BCA) と
bathocuproine disulfonate (BCS) を選択した。また、放射性の銅としては、PET 用核種であり
市販されている 64Cu を選択した。 
BCA 及び BCS の 64Cu 標識反応は、リガンド、還元剤であるアスコルビン酸、[64Cu]Cu2+を混合

し、60℃で 10 分間加熱することで行った。標識反応後の溶液を逆相 TLC (メタノール／0.1M 酢
酸緩衝液 pH 5 ＝ 6 : 4 (v : v)) で分析し、放射化学的収率を算出した。 
 

 
(2)-② [64Cu][CuI(BCS)2]3-の各種 ROS との反応 
 作製した[64Cu][CuI(BCS)2]3-の各種 ROS との反応性を評価した。本研究では、4種類の ROS (ヒ
ドロキシラジカル (•OH) (Org. & Biomol. chem., 2014, 4421)、脂質過酸化物 (LOOH) (Free 
Rad. Bio. & Med., 2021, 297)、スーパーオキサイド (O2

•-) (Am. J. Physiol. Cell Physiol., 
2004, C895)、過酸化水素 (H2O2)) を既報に従って調製し、評価に用いた。 
[64Cu][CuI(BCS)2]3-を各種 ROS (基質濃度 1 mM) と混合し、37℃で 30 分間インキュベートし

た。その後、反応溶液を逆相 TLC で分析し、TLC の原点に観察された放射能の割合を放出された
[64Cu]Cu2+として評価した。 
  
 
(2)-③ フェロトーシスが誘導された細胞に対する[64Cu][CuI(BCS)2]3-の取込み試験 
 フェロトーシスは鉄依存的な酸化ストレスに起因する細胞死の様式であり、特に脂質過酸化
物の生成がその大きな特徴として知られている。そこで本研究では、フェロトーシス誘導剤処置
した細胞に対して、[64Cu][CuI(BCS)2]3-が脂質過酸化物 (LOOH) 特異的な集積を示すか評価した。
フェロトーシス誘導剤としてはイミダゾールケトンエラスチン (IKE) を選択し、細胞株として
は IKE に対する感受性が高いことが報告されている HT-1080 を選択した。また、フェロトーシス
阻害剤として、フェロスタチン 1 (Fer-1) を用いた。 
 まず、HT-1080 を IKE 非存在下 (Cont)、IKE 存在下 (IKE)、IKE+Fer-1 存在下 (IKE+Fer-1) 
において 37℃で 6 時間インキュベートした。その後、インキュベーション溶液を
[64Cu][CuI(BCS)2]3-を含む培地に交換し、37℃で 30 分間インキュベートした。インキュベーショ
ン溶液を除去した後、細胞を氷冷 PBS で洗浄し、細胞を 0.1 M NaOH で溶解した。細胞溶解液の
放射能をガンマカウンターで、タンパク量を BCA アッセイで測定し、%Dose/mg protein を算出
した。また、HT-1080 細胞における LOOH の生成量は、脂質過酸化物特異的な蛍光試薬である
BODIPY™ 581/591 C11 を用いて評価した。 
 
(2)-④ [64Cu][CuI(BCS)2]3-の安定性試験 
 [64Cu][CuI(BCS)2]3-のインビボ PET イメージングプローブとしての有用性を評価するため、生
体内環境を模擬した条件における安定性試験を実施した。具体的には、中性緩衝液もしくはヒト
血漿中において[64Cu][CuI(BCS)2]3-を 37℃で 30 分間インキュベートし、逆相 TLC を用いて未変
化体の割合を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1)-① TfR1 を標的としたプローブ (68Ga-TfRB1G3) の作製 
 68Ga-TfRB1G3 は、リガンド濃度 5 μM、室温 10 分間の温和な反応条件下において、90%以上の
放射化学的収率で得られた。また、比放射能は約 20 MBq/nmol であった。 
 
(1)-② 培養細胞を用いた 68Ga-TfRB1G3 の評価 
 T98G (siCont) と T98G (siTfR1) に対する 68Ga-TfRB1G3 の集積量は、それぞれ 91.3±2.7, 
5.7±0.4%Dose/mg protein であった。この結果は、68Ga-TfRB1G3 が TfR1 特異的に T98G へ集積
したことを示し、TfR1 イメージングプローブとして有望な性質を有していることが明らかとな
った。なお、siRNA 処置による TfR1 発現量の変化は別途ウェスタンブロッティングによって評
価しており、siTfR1 処置によって TfR1 発現量は 90%以上低下していた。 
 
(2)-① 酸化ストレスを標的としたプローブ ([64Cu][CuI(BCA)2]3-と[64Cu][CuI(BCS)2]3-) の作
製 
 リガンド濃度 200 μM の条件下において、[64Cu][CuI(BCA)2]3-と[64Cu][CuI(BCS)2]3-はそれぞれ
44±3, 86±1%の放射化学的収率で得られた。[64Cu][CuI(BCS)2]3-がより高い収率で得られたとい
う結果は、[CuI(BCS)2]3-の安定度定数が[CuI(BCA)2]3-よりも高値を示したという報告 



(Electroanalysis 2018, 479) とも一致する。以降の検討では、より高い収率で得られた
[64Cu][CuI(BCS)2]3-のみを実験に用いた。 
 
(2)-② [64Cu][CuI(BCS)2]3-の各種 ROS との反応 
 [64Cu][CuI(BCS)2]3-を•OH、LOOH、O2

•-、H2O2とインキュベートした後に放出された[64Cu]Cu2+の割
合は、それぞれ 67 ± 2, 44 ± 13, 22 ± 3, 4 ± 1%であった。一方、•OH、LOOH、O2

•-、H2O2

の酸化還元電位は、それぞれ 2.3 (Biochem J, 1988, 287), 1.9 (FEBS Letters, 1990, 165), 
0.9 (Biochem J, 1988, 287), 0.38 (Redox Report, 2003, 179) V/NHE であり、放出された
[64Cu]Cu2+の割合は、それぞれの ROS の酸化還元電位に比例していた。この結果は、•OH や LOOH な
ど酸化力の強い ROS によって[64Cu][CuI(BCS)2]3-が選択的に酸化されることを示しており、
[64Cu][CuI(BCS)2]3-を用いた PET イメージングが、•OH や LOOH などの高い酸化力を持つ ROS の検
出に利用できることを示唆している。 
 
(2)-③ フェロトーシスが誘導された細胞に対する[64Cu][CuI(BCS)2]3-の取込み試験 
 [64Cu][CuI(BCS)2]3-の HT-1080 への集積は、Cont 群、IKE 群、IKE+Fer-1 群でそれぞれ、42 ± 
2, 54 ± 2, 47 ± 5 %Dose/mg protein であり、IKE 群での取り込み量は Cont 群に比べて約
30%増加した。また、蛍光試薬を用いて LOOH の生成量を評価したところ、LOOH の存在を示す緑
色蛍光が IKE 群で上昇し、IKE+Fer-1 群では Cont 群と同程度まで低下していた。この結果は、
[64Cu][CuI(BCS)2]3-の HT-1080 細胞への取込み量が LOOH の生成量に応じて変化したことを示し
ており、[64Cu][CuI(BCS)2]3-が LOOH を標的とした放射性プローブとして機能し得ることが示され
た。 
 
(2)-④ [64Cu][CuI(BCS)2]3-) の安定性試験 
[64Cu][CuI(BCS)2]3-を中性緩衝液、もしくはヒト血漿中においてインキュベートした後の未変

化体の割合は、それぞれ 78 ± 2, 9 ± 5%であった。この結果は、[64Cu][CuI(BCS)2]3-は中性溶
液中では安定に存在するものの、血漿中では速やかに崩壊することを示す。そのため、CuI 錯体
を母体とした放射性プローブをインビボ PET イメージングに用いるためには、より生体内安定
性の高い錯体を新たに設計合成することが必要であると考えられた。 
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