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《原著》

99mTcによる血球標識に関する研究　（第1報）

In　vitrOにおける99mTc赤血球標識の検討

内田　立身＊　秋月

田中鉄五郎＊　松田

健＊　　斉藤　　勝＊＊　木村　秀夫＊
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はじめに

　血球を99mTcで標識する試みは，すでに，赤血

球1’2），白血球3），血小板4），での報告があり，脾

シンチグラフィー5’6），血球の臓器分布7・8），循環

血液量の測定9，1°）などに利用されてきた．しかし，

従来の方法によって血球を標識するには，標識操

作がかなり繁雑であり，高い標識率が得られにく

く，また標識されながらelutionが見られる3’10’11）

などの欠点があり，われわれも，脾シンチグラフ

ィーへの応用でこの事実を指摘した6）．

　血球を99mTcで標識することは過去の報告をみ

ても利用価値が高く，広範囲にわたっており，そ

の後，多くの研究者によって標識法の検討がなさ

れてきた1－3・5・9“ll）．そして，このたび，フランス

原子力庁（CIS）製99mTc赤血球標識用キットが利

用できるようになったので，われわれはこれを赤

血球標識に利用してin　vitroの検討を行なった．

　血球標識においては，in　vivo　studyを行なう前

に，標識のさいの至適条件，種々の条件下におけ

る標識態度，標識血球よりのelutionの程度など

を詳細に検討することがきわめて重要であって，
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今回の成績より本標識キットは，従来の標識法よ

りも標識率が高く，elutionも少なく，in　vivo　study

に用いて有用であるとの結論を得たので，赤血球

におけるin　vitroの成績をここに報告する．

方　　法

　実験材料

　血液学的に異常のない健康人より得られた赤血

球を用いた．採血は，特に記載のない限り，抗凝

固剤としてヘパリン10単位を用いて行なった．

　99mTcはマリンクロット社のUltra　Techne　Cow

より得たもの0．1m1（0．2～0．5μCiに調整）を2ml

血液に対して用い，reducing　reagentとして（株）

ミドリ十字提供のCIS製99mTc赤血球標識用キ

ットおよび同キッドと比較のため，和光純薬製

SnC12・2H20を用いた．

　99mTc赤血球標識用キットは，　Sodium　pyrO・

phosphate　O．40　mg，　stannous　choloride　O．006　mg，

NaCl　4．5　mgをふくみ，無菌pyrogen－freeに作ら

れた粉末と，溶解液として10mlの無菌pyrogen・

free，　N2ガスを通した生理的食塩水より成り，使

用の度ごとに，粉末を溶解して用い，02に接触

させないことが注意さるべきこととなっている12）．

　99mTcによる赤血球標識法の検討

　1）99mTcのincubation　time

　ヘパリンで採血した血液2m1に，使用前に調

整した99mTc赤血球標識用キット溶液（以下遷元

用キット溶液と称する）O．5　ml（Sn量として0．3
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μ9）を加え，5分間室温にincubateしたのち，

1，500rpm　5分間遠沈し，血清および余分のSnを

ふくむ溶液をのぞく．その後，99mTc　O．1　m1を加

え，0，2，5，10，15，30分間室温に放置した．おの

おののサンプルを2回生理的食塩水で洗浄し標識

率（Labeling　Yield，％）を求めた．

　　　　　洗浄後の血液の放射能
　標識率一　　　　　　　　　　　　　　　×100
　　　　　加えた99mTcの放射能

　2）還元用キット溶液の量，反応時間と標識率

　　の関係

　2mlの血液に，次の各濃度をふくむように調

整した還元用キット溶液0．1m1を加えて5分間

室温に放置した（0，0．OOO6　pSg，0．006μg，0．06μg，

0・3μ9，0・6μ9，3．0μ9）．遠沈して余分のキット溶

液をのぞいたのち，0．1mlの99mTcを加え，5分

間のincubation，ついで2回生理的食塩水で洗浄

し標識率を求めた．

　また還元用キット溶液の反応時間と標識率の関

係をみるために，0．3μg（0．5m1）の溶液を加え，

0，2，5，15，30分incubateし，対照として，1週間

前に作製した同量の溶液を5分間incubateし，遠

沈して余分のplasma部分を除いたのち，0・1　ml

の99mTcを加え5分間室温に放置，生理的食塩水

で2回洗浄して標識率を求めた．

　3）標識順序の検討

　次の3通りの標識操作を行ない，標識率を比較

した．

　（i）標準的な標識操作として，血液2m1に還

元用キット溶液0．5m1（SnO．3μg）を加え，5分間

室温でincubateしたのち遠沈して上清を捨て，

99mTc　O．1　mlを加え5分間室温でincubateして2

回生理的食塩水で洗浄する（pre－tinning　method，

以下本法を標準法と略す）．

　（ii）血液2mlをまず生理的食塩水で洗浄し，

99mTc　O．1　mlを加え5分間室温でincubateする．

そののち還元用キット溶液0．5mlを加え，5分

間室温でincubateしたのち2回洗浄する（post・

tinning　method）．

　（iii）既報の標識法6），すなわち還元用キット溶

液05m1の代わりにSnC12・2H20　IOO　ptg（ACD

0．1mlに溶解）を加えるもの．（ACD：acid・citrate

dextrose；2．2　gm　trisodium　citrate　dihydrate，0．8

gm　citric　acid，2．5　gm　dextrose　in　100　ml　distilled

water）

　4）遷元用キット溶液を加えるさいのincuba－

tion・mediumによる相違

　血液1m1をmediumとして1．5　m1でACD
（pH＝5．4），　buffered　saline（pHニ7．6）およびACD－

plasma（pH＝7．5）に浮遊せしめ，おのおの還元用

キット溶液0．5m1を加え，遠沈して上清をすて

たのち，99mTc　O．1　m1を加えて標識し，2回洗浄

して標識率を検討した．

　5）温度の影響

　99mTcによる赤血球標識の温度による効果を検

討した．標準法による標識操作を，氷室（4°C），室

温（20°C）および37°Cで行ない標識率を比較し

た．

　6）Elutionの検討

　99mTc標識赤血球を6回まで生理的食塩水で洗

浄し，洗浄回数による標識率の減少を観察した．

また他の方法として，標識血球を0．5m1ずっ14

等分して3組作り，おのおのに，2m1のACD－
plasma，　ACD，　buffered　salineに浮遊し，0，30分，

1，2，4，17，24時間室温にincubateしたのち遠沈

し，血清と上清部分の放射能を求め，血球の標識

率の低下を検討した．

　7）ヘマトクリット（Ht）と標識率の関係

　正常人血液を濃縮または，同一人血漿で稀釈し

て，次に示す貧血から多血症までのHtを示す血

液を作製し，標準法で標識し，標識率を検討した．

Ht：8，15，20，26，35，41，50，57，62％．

　8）99mTcの量と標識率の関係

　標準法によって，99mTcの量を0．1　mlより1・O

mlまで増加せしめて得られる赤血球の放射性を

検討した．

成　　績

　標準的標識法を行なった79例の検討において

平均赤血球標識率は91．7土7．0％（mean士1．SD）で

あった．
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　1）　99mTcによるincubation　time

　Fig．1のように，99mTcを加えて5分で標識率

はほぼ最大に達し，以後plateauを維持した．し

たがって，99mTcのincubation　timeは5－10分で

十分である．

　2）還元用キット溶液の量，反応時間と標識率

の関係

　Table　lは還元用キット溶液の濃度を0，0．0006，

0．006，0．06，0．3，0．6，3．0μgと変えた時の標識率の

変化をみたもので，標識率は0．06μ9ではほぼ

plateauに達し，3．0μgまで濃度を高めても増加
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Fig．1　Time　course　of　99mTc　uptake　by　erythrocytes．

　　　Each　point　represents　the　mean　of　3　experi－

　　　ments　and　bars　represent土1　S．D．
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も，逆に減少も見られなかった．Table　2は，還

元用キット溶液を加えてからの時間と標識率の関

係で，加えた瞬間からただちに5分間の遠沈を行

ない，上清をすてて標識を行なっても90％以上

の標識率が得られた．また，1週間前に調整した

キット溶液を用いると，標識率は26％にすぎず，

そのつど調整することは不可欠である12）．

　3）標識順序の検討

　還元用キット溶液を99mTcの前に作用させるか

（pre－tinning），後に作用させるか（post－tinning）を

検討したところ，Table　3のようにpre－tinning

84．896，post－tinning　77．4％であった．　SnCl2　2H20

100　Pt9を用いたものでは，54．9％で，赤血球標

識用キットを用いた方が，標識率が高かった．

　4）還元用キット溶液を加えるさいのincuba・

tion・mediumによる相違

　Incubation　mediumとして，赤血球を生理的食

塩水に浮遊せしめたときが最も標識率がよく

（88．6％），っいでACD　67．9％，ACD－plasma　53．8％

の順であった（Table　4）．血液1m／にmedium

1．5m1を加えたため，標準法よりmediumの量が

Table　2　Dependence　of　99MTc　Uptake　by　Erythrocytes

　　　　on　Incubation　Time　of　Reducing　Reagent．

Incubation　time（min．） Labeling　yield　（％）

Table　l　Dependence　of　99mTc　Uptake　by　Erythro－

　　　　cytes　on　Reducing　Reagent　Concentration

μg／2ml　blood Labeling　yield　（％）

0

0．0006

0．006

0．06

0．3

0．6

3．0

10．2土0．3

13．2土2．9

23．8土1．1

71．0土4．8

72．3土4．5

76．7±6．0

76．4土0

　　　0
　　　2
　　　5
　　　15

　　　30
01d　reagent

No　reagent

93．5土7．3

100．2土1．7

97．7土1．1

98．2土1．3

95．0土6．1

26．1ヨ：16．3

10．4土4．9

　Each　figure　represents　the　mean（士S．D．）of　2－3

experlmentS．

　Microgram　of　reducing　reagent　indicated　was　dis－

solved　in　O．1m∫of　solvent　instead　of　O．5　m～in　usual　use，

so　that　the　labeling　yield　was　lower　than　the　mean　of

O．5m∫（91．7％）．

　Each　figure　represents　the　mean（土S．　D．）of　4－8

samples．

Table　3　Comparison　of　Labeling　Yield　by　Pre－and

　　　　Post・tinning　Method

Method Labeling　yield　（％）

Pre－tlnnlng

Post－tlnnlng

SnC12．2H20

84．8：と1．4

77．4土0．4

54．9±1．4

　Each　figure　represents　the　mean（±S．D．）of　5　experi．

ments．

Presented by Medical*Online



822 核医学　　14巻6号（1977）

Table　4　Labeling　Yield　of　Erythrocyte　Suspended　in

　　　　ACD，　Saline　and　ACD・plasma．

Table　6

Medium pH Labeling　yield

5．4

7．6

7．5

Elution　of　99mTc　from　Repeatedly　Washed

Erythrocytes

No．　of　Washings

ACD
Saline

ACD－plasma

Labeling　yield　（％）

67．9±　3．1

88．6±　1．9

53．8土11．3

　Each　figure　represents　the　mean（±S．D．）of　5　experi－

ments．

　Each　sample　consists　of　1．O　mt　of　whole　blood　and

1．5m∫　of　medium．

0
1
2
3
4
5
6

100

96．0±1．2

92．5±2．6

94．6土1．4

92．4土2．3

93．5：ヒ3．1

93．7：1：1．3

多く，標識率は低い（とくに（plasmaにおいて）

傾向があった．

　5）温度の影響

　標準操作を37℃で行なったときの標識率は，

92．4％と最も高く（Table　5），ついで室温（84．9％），

氷室では64．1％と最も低かった．したがって標

識率は37°Cで行なうのが最もよいが，操作の簡

便さを考え室温で行なった．

Table　s　Relationship　of　Temperature　to　99MTc　Uptake

　　　　by　Erythrocytes

Each　figure　represents　the　mean（土S．D．）of　3　samples．
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Temperature Labeling　yield　（％）

4CC

20°C

37°C

64．1土1．3

84．9土1．1

92．4±4．6

Each　figure　represents　the　mean（土S．D．）of　5　samples．

　6）Elutionの検討

　赤血球を標識しなかったfree　technetiumを除

くには，1回の洗浄で十分であった．6回まで標

識赤血球を洗浄しても，elutionによる標識率の

変化は認められなかった（Table　6）．さらにelution

を検討するため，ACD，　buffered　saline，　Plasmaに

浮遊した赤血球を，あらかじめ定めた時間室温に

放置し，血球と上清の放射能を求めた．Fig．2に

示したように，赤血球よりの99mTcのelutionは，

2時間では6％以内，4時間で10％以内である

が，24時間後では，plasmaで，11％，　ACD，　saline

で20％程度であった．

　7）Htと標識率の関係

　Table　7に示すように，　Ht　8％より62％の血

液に標準法で標識しても，標識率は85－97％であ

0

　　　　　　　17　　　　　　　　　　　　24
1NCUBATION　TIME　IN　HOURS

Fig．2　Elution　of　99mTc　from　erythrocytes　suspended

　　　in　ACD，　buffered　saline　and　plasma．　Bars

　　　represent土1　S．D．　of　2　experiments．　The

　　　upper　line　shows　the　percent　of　radioactivity

　　　of　erythrocytes　and　the　lower　shows　that　of

　　　supernatant．

Table　7 Relationship　Between　Hematocrit　and　Label－

ing　Yield

Hematocrit　（％） Labeling　yield　（％）

8
5
0
6
5
1
0
7
2

　
1
2
2
3
4
5
5
6

85．0±0．5

95．3±1．3

94．2±2．6

97．6土1．7

95．O　ri：2．0

95．6土3．0

94．1土0．5

94．2±3．5

93．89－3．2

Each　figure　represents　the　mean（±S．D．）of　2　samples．
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　　　　　0　　　012　　　0．1｛　　　0．6　　　0、8　　　1．O

　　　　　　　VOLUME　OF　Tc－99M　IN　判L

Fig．3　Relationship　between　volume　of　99mTc　and

　　　specific　activity　of　red　cells．　Each　point　re－

　　　presents　the　mean（±1　S．D．）of　2　experiments．

り，Htに関係なくよい標識率が得られた．

　8）99mTcの量と標識率の関係

　Fig．3のように99mTcの液量を0．1　m1より1．O

mlまで増加させると，血球の放射能は，これに

比例して直線的に増加を示した．Fig．3において

は，0．37μCi／m1（＝13，690　dps）の99mTcを用い，

放射能はこのToに換算してCPSで表現した．

考　　案

　99mTcで赤血球を標識する試みは，1967年

Fischerら1）によってはじめてなされたが，99mTc

を赤血球とincubateするのみで，標識は安定し

たものではなかった．その後，stannous　chloride

をreducing　agentとして用いるにいたって，安定

した標識が得られるようになったが，標識率は，

Eckelmanら5）40－60％，著者ら6）30－50％，Kurubin

ら9）80％，Schmidtら10）40－65％，　Ryol3）ら66％，

Atkinsら14）41－76％といずれも低率であった．近

年，99mTc標識化合物調整用キット化が進む中で，

赤血球においても，reducing　agentを無菌的に使

用できること，より迅速な操作で標識率を向上せ

しめることを目的にその試みが，Gutkowskiら15），

Smithら16），　Bardyら17）によってなされた．　Gut・

kowskiらは，キット化したstannous　glucohep一

823

tonateを用いるpre－tinning　methodで90％以上

の標識率を得，Smithらは，　freeze－dried　stannous

citrateを用いるpre－tinning　methodで97％yield

を得ている．またBardyらは，　stannous　choloride

の代わりにstannous　pyrophosphateを用い90％

以上の標識率を得た．CIS製99mTc赤血球標識

用キットは，Bardyの変法として作られており，

stannous　chloride，　sodium　pyrophosphate，　sodium

chloride，　sodium　hydroxydeをふくみ，その作用

機序として，まずstannous　pyrophosphateが赤

血球膜を通過して赤血球に入り，次いで加えた

99mTcが赤血球内に入るさい，加えたstannous　ion

がTcO4－ionをlower　valence，おそらくはTc（IV）

にして，hemoglobin（正確には910bin分画）と

の不可逆的結合を容易ならしめると考えられてい

る12・18）．そして，SnCl2・2H20を単独で用いたと

きよりも，stannous　pyrophosphateを用いた方が

標識率が高く，elutionが少ないというわれわれ

の成績は，Snイオンの赤血球膜の通過や，赤血

球内のSnイオンの存在様式が，　PyroPhosPhate

を伴った方が容易で安定していることを示してい

ると推察される．

　CIS製赤血球標識用キットを用いたさいの標識

率は，79サンプルで91．7±7．0％と，従来のSnCl2・

2H20法に比し，はるかに優れていた．またelution

も，6回までの洗浄操作で有意の減少はなく，24

時間放置しても20％以内で（Fig．2），これは

SnCl2・2H20を用いたSchmidtらの成績1°）（3回

の洗浄で40－48％に落ちる）や，われわれの成績6）

（8回で24－31％に落ちる）に比し優れている・

　標識操作の赤血球に対する傷害については，わ

れわれが100　Pt9　SnC12・2H20を用いて標識した

赤血球について赤血球浸透圧抵抗を調べたところ，

正常血球のそれと変わりなかったので6），　0・3μ9

Sn量の本キットでは問題ないと思われる．

　また還元用キットを用いるさい，そのつど調整

することが必須であった．pre・・tinningとpost－

tinning　methodの検討では，　pre－tinningの方が標

識率が良好であった．このことは，99mTcと赤血

球の結合はかなり100seであり，両者の結合を不
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可逆なものにするには，Sn＋＋－ionが必要であるこ

とを示している．また，標識にはSn“’の濃度も

重要であって，低濃度で標識率の低いのはもちろ

んであるが，標準法の102倍，103倍の濃度を用

いても，標識率の下がることが認められている17）．

また，99mTcを加えるさいのincubation　medium

はSchmidtの成績1°）でも，われわれの成績でも，

salineに浮遊せしめた方がよく，plasmaの存在は

標識率を下げるfactorであると思われる・したが

って，99mTcを加える前に，遠沈して余分の血漿

部分を除くことが必要となる．

　以上のようにCIS製赤血球標識用キットを用

いたさいの標識手順を詳細に検討した結果，方法

の項に記した標準的方法をさらに次の諸点で簡略

化することが可能である．

　1）還元用キット溶液を加える前に，plasmaを

除いた方が標識率がよいが，除かなくても90％

程度の標識率が得られる．

　2）還元用キット溶液の濃度は，示された通り

を用いるが，容量は大略0．5m～でよい．

　3）還元用キット溶液に浸す時間は，必ずしも

5分間でなくてよく，加えたのち，2，3回振塗し

てただちに5分間の遠沈操作にうつって差しつか

えない．

　4）99mTcのincubation　timeは5－10分で，37°C

で行なった方が標識率がよいが，室温でも差しつ

かえない．

　5）加える99mTcの液量は0．l　mlより1・Om1

の間で目的とする放射能を得るようにすればよい．

　6）標識後のサンプルの洗浄は1回で十分であ

り，90％程度の標識率があるので，目的によって

は洗わずともよい．

　7）使用する血液量は，厳密に2　mlである必

要はなく，貧血，多血症などヘマトクリットの異

なる場合も，これを考慮する必要はない．

　以上の通り，本キットを用いて90％以上の標

識率を得ることができたので，われわれは，標識

赤血球の熱処理を行なって，脾シンチグラフィー

を施行しており，良好な成績を得ている19）．また

われわれが従来から行なってきた白血球，血小板

Table　8　99mTc一標識血球の臨床的応用

A）99mTc標識赤血球

　①循環赤血球量の測定9）・10）

　②　熱処理法による脾シンチグラフィー6）・19）

　③　臓器分布ど脾血流量の測定

　④　99mTc赤血球アンギオグラフィー20）・21）

　⑤胎盤シンテグラフィー22）

　⑥　In　Vitroにおける抗体の検索23）

B）99mTc標識白血球

　①　好中球回転への応用3）・8）

　②炎症巣，Abscessの描出24）

　③　リンパ球回転への応用25）’26》

C）99m標識腫瘍細胞29）

D）99mTc標識血小板

　①　血小板回転への応用41

　②血栓症の部位診断

　③血小板消費の部位診断

への標識についても考慮中である．現在まで，文

献上に見られる，また考えられる99mTc標識血球

の臨床的応用は，Table　8の通りであり，これら

にCIS標識用キットの利用が可能である．

結　　論

　99mTcによる赤血球標識を，　CIS製赤血球標識

用キットを用いてin　vitroで検討した．血液2m1

にstannous　pyrophosphate　O．3μ9（キット液0．5

ml）を加え，遠沈して上清を除いたのち，99mTc

O．1mlを加え，5－10分間incubateした．

　標識後洗浄して標識率を求めたところ，79サン

プルで91．7士7．0％の良好な標識率を得た．標識

は室温より37°Cの方がよく，99mTcを加えて5－

10分で最大に達した．使用する血液のHtや加え

る99mTcの量には無関係であった．赤血球よりの

99mTcのelutionは，連続せる洗浄操作では認め

られず，ACD，　saline，　plasmaに浮遊させた場合，

24時間後に当初の放射能の10－20％の消失が見ら

れた．

　本標識用キットは，熱処理による脾シンチグラ

フィーやアンギオグラフィーに用いられるばかり
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でなく，白血球や血小板の標識にも有用であるこ

とを論じた．

　稿を終るにさいし，CIS　99mTc標識赤血球用キット

（TCK－11）を提供して戴いた株式会社ミドリ十字に深謝

します．
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Summary

　　　Blood　Cell　Labeling　with　Tectnetium－99m（1）

In　Vitro　Stu《1ies　Of　Red　Blood　Cell　Labeling　by　99mTc．

　　　　Tatsumi　UCHIDA，　Tsuyoshi　AKIZUKI，　Masaru　SAITO＊，　Hideo　KIMURA，

Tetsugoro　TANAKA，　Shin　MATSUDA，　Hiroshi　YOSHIDA　and　Shigeo　KARIYONE

The」Fj『rぷ’Depar’〃lent　Of　lnter〃a～ルfセ4’c‘〃θα〃∂Radioiso’qρ■Laboratorγ＊，・Fuk〃ぷ乃∫〃laルledical　College

　　Amethod　for　labeling　red　blood　cells（RBC）in

vitro　with　99mTc　by　using　CIS　kit　for　99mTc　RBC

label　is　described．　Two　ml　of　whole　blood　are

incubated　with　O．3μg　of　stannous　pyrophosphate

（0．5ml　of　kit　solution），　followed　by　removing　the

supernatant　and　incubation　of　99mTc　to　red　cells

for　5　to　10　minutes．　After　washing　of　two　times，

1abeling　yield　of　gl．7±7．0％was　obtained　in　79

samples．　Labeling　is　better　at　37°C　than　in　room

temperature，　and　maximum　labeling　occurs　after

5to　10　minuteS　inCubatiOn　with　99mTc．　No

dependence　on　hematocrit　of　each　sample　or

volume　of　99mTc　added　was　seen．　No　elution　of

99mTc　from　red　cells　was　shown　by　repeated　washes

of　the　labeled　cells　and　10　to　20％of　radioactivity

to　initial　counts　was　lost　in　ACD，　saline　and

plasma　24　hours　after　incubation　in　room　tem－

perature．

　It　was　discussed　that　99mTc　RBC　kit　could　be

used　not　only　for　spleen　scan　and　angiography　by

99mTC－labeled　RBC，　but　for　white　blood　cell　and

platelet　label　by　99mTc．
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