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研究成果の概要（和文）：まずinterleukin-8 (IL-8)に含まれるプロリンを非標識フルオロプロリンへと置換した[非
標識F]IL-8の合成と評価を行った。その結果、純度の高い[非標識F]IL-8が十分量得られることが明らかとなった。ま
たこの蛋白質のIL-8受容体への結合能は保たれていることを確認した。次に[18F]プロリンの合成に取り組み、問題な
く合成できることを確認した。この[18F]プロリンを用いてIL-8の合成を行い、更に精製を行ったところ、放射化学純
度が91％の[18F]IL-8が短時間で合成可能であることを明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：First, we synthesized [19F]-interleukin-8 (IL-8) which contained non-labelled fluo
roproline instead of proline using the cell-free protein synthesis system. We confirmed that pure and abun
dant [19F]-IL-8 could be obtained. The binding affinity of [19F]IlL-8 to IL8 receptors was retained. Next,
 we synthesized [18F]IL-8 using [18F]proline. After ion-exchanged chromatography, we could obtained [18F]I
L-8 which had 91% of radiochemical purity in a short time.
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１．研究開始当初の背景 
ポジトロン断層撮影法（positron	
 emission	
 
tomography,	
 PET）は様々な放射性薬剤を用
いて行う断層撮影技術である。近年、放射性
薬剤として低分子化合物を標識した薬剤に
加え、抗体やリガンドといった蛋白質を標識
した薬剤が開発された。申請者等は従来技術
の問題点である比放射能の低下や蛋白質の
性質変化をもたらすことのない、新規の蛋白
質ポジトロン標識法の確立を目的として研
究を進めてきた。我々は再構成無細胞蛋白質
合成法（転写因子や翻訳因子などの蛋白質合
成に必要な因子を全て別々に調整後、再構成
した in	
 vitro 蛋白合成システム）に着目し、
研究を行っている。	
 
	
 
２．研究の目的 
これまでに我々は[11C]メチオニンと無細胞
蛋白質合成法を用いることで、従来の標識法
の欠点を克服した蛋白質標識薬剤を簡便に
合成可能であることを報告してきた。そこで
本研究計画では、 [18F]プロリンと無細胞蛋
白質合成法を組み合わせた高比放射能蛋白
質合成法の確立を考えている。[11C]は半減
期が 20 分程度であり、被曝量が低く抑えら
れる利点があるものの、長時間の薬物動態研
究などには用いることができず、使用用途が
限られてしまうことが欠点であった。一方、
[18F]は半減期が 110 分程度であり、長時間
の撮影に適している。[18F]プロリンとプロリ
ンを置換した溶液を作製すれば、比放射能が
高く、従来の性質を維持し、更に長時間の撮
影も可能である理想的なポジトロン標識蛋
白化合物が合成できると考えられた。 
 
３．研究の方法 
これまでに実績のあるinterleukin-8	
 (IL-8)
を、無細胞蛋白質合成法を用いて、[18F]IL-8
を合成する。これにより[18F]プロリンの合成
や標識化合物の精製などのノウハウを得る。
次に[18F]標識による IL-8 の性質への影響を
IL-8 受容体への結合能を指標に検討する。そ
して[18F]IL-8 を実験用動物に注射し、動物用
PET-CT を用いて体内動態を解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
まず、プロリンを除いた 19 種類のアミノ酸
を含んだ無細胞蛋白質合成系に、コールド体
のフルオロプロリン（[19F]プロリン）を加え
て、37 度、2 時間反応させ、IL-8 が合成でき
るかどうか検討を行った。なおフルオロプロ
リンには、トランス体とシス体の二種類が存
在するため、両者について検討した。その結
果、シス体およびトランス体のフルオロプロ
リンのいずれもが IL-8 にとりこまれて問題
なく合成できることを、ウェスタンブロット
法を用いて確認した。また MALDI-TOF	
 MS に
より分子量を測定したところ、フッ素 4つ分
の分子量（IL-8 にはプロリンが 4つ含まれて
いる）が増加していることが確認でき、フル

オロプロリンが導入された IL-8 が合成でき
ていることも併せて確認をした。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 次に合成したフルオロプロリンを含む
IL-8 の IL-8 受容体への結合性について、125I
で標識された IL-8 および IL-8 受容体を強制
発現させた HEK293 細胞を用いた cell	
 
binding	
 assay により評価を行った。その結
果、従来の IL-8 の Ki 値が 5.9	
 nM であった
が、シス体のフルオロプロリンを導入した
IL-8 は 2.9	
 nM、トランス体のフルオロプロ
リンを導入した IL-8 は 1.4	
 nM と算出され、
プロリンをフルオロプロリンへと置換した
ものの、IL-8 受容体への結合性については、
全く低下していないことが明らかとなった。
トランス体のフルオロプロリンを含む IL-8
が最も IL-8 受容体に対する結合性が高かっ
たことから、標識アミノ酸はトランス体のフ
ルオロプロリンを用いることとした。	
 

	
 
	
 
	
 
[18F]プロリンの合成は下に示すスキームを
用いて行い、放射化学収率は 30%程度であっ
た。	
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この[18F]プロリンを用いて、無細胞蛋白質合
成系を用いて IL-8 の合成を試みた。30 分か
ら 120 分まで時間を振って確認したところ、
時間依存的に[18F]標識 IL-8 が合成できてい
ることが明らかとなった。更に陽イオンスピ
ンカラムを用いた精製を行い、30 分ほどの短
時間で精製が可能であること、放射化学純度
が 91％とイメージングを行うのに十分な純
度の標識 IL-8 が得られることがわかった。	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
またこの[18F]IL-8 が IL-8 受容体に対して十
分な結合性を示す事も確認した。得られた
[18F]IL-8をまず野生型マウスに投与してPET
イメージングを行い、体内動態を観察した。
その結果、尿路系以外の特定の臓器への集積
は認められなかった。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
	
 現在、IL-8 受容体を安定発現させた CHO 細
胞を nude マウスに移植し、このマウスを用
いてイメージングを行う準備を行っている。	
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