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1．緒 言

　核医学診断の分野において，放射能の性質にす

ぐれる99mTc（以下Tcと略す）を標識核種とする

癌診断薬の開発が非常に強く望まれている．著者

らは，最近，ジメルカプトコハク酸ΦMS）を配

位子にする5価Tc多核錯体，　Tc（V）－DMSを新

しい癌診断薬剤として考案し，この錯体の標識反

応ならびに得られた錯体の臨床応用における有用

性について検討した1）．

　現在，Tc（V）－DMSの基礎的研究ならびに臨床

研究が，さらに多角的に進められているが，本報

では，その一環として，臨床利用における重要な

課題である標識のキット化について検討した結果

を報告する．
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IL　実験方法

　1．Tc（V）・DMSキットの調製

　キット用バイアルは，150°C，90分間乾熱滅菌

したものを，また，その他の器具，およびゴム栓

は，すべて滅菌済みのものを使用した．また，ジ

メルカプトコハク酸（DMS），およびその他の試

薬類は，すべて半井化学薬品㈱より購入した試薬

特級品を，水は，注射用蒸留水を使用した．

　キットの調製は，DMS，　pH調整用NaHCO3，

賦形剤（グルコース，イノシトール，マンニトー

ル）を一定濃度に溶かした水溶液20・mlに，窒素

ガスを15分通した．続いて，これに，同じく窒素

気流下で調製したSnC12・2H20の0．l　NHCl溶

液を0．2m1加え，さらに15分間窒素ガスを通し

た後，その操作を続けながら，1m1ずつバイアル

に分注し，直ちに凍結乾燥を行った（6時間）．

　以上の操作で得られた凍結乾燥品を窒素ガスで
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充填させた状態で，ゴム栓で密封したものを，

Tc（V）－DMSキットとし，保存は，デシケータ中，

4°Cおよび25°Cで行った．

　2．Tc（V）・DMSの調製

　Tc（V）・DMSの調製は，以下に述べるようなキ

ットを用いた標識方法（以下キット法と略す），な

らびに前報で報告した標識方法1）（以下solution

法と略す）に従って行った．

　（i）キット法による標識

　第一ラジオアイソトープ研究所製ウルトラテク

ネカウから溶出したTcO4一生理食塩水溶出液の

pHを，　NaHCO3水溶液で約8に調整し，この

1m1を前述のキットに加え，よく振とうした．

最後に，0．22μmミリポァフィルタを通したもの

を検体とした．

　（ii）solution法による標識

　0．1MNaHCO32m1に，1．09　mg　DMSを溶解

し（3．0×10－3M），前述のジェネレータから溶出し

たTcO4－0．1　mlを加え，15分間窒素ガスを通し

た．別に窒素気流下で0．1NHCIに溶解し調製

した0．01MSnC12溶液20μ1をこれに加え（最

終濃度0．9×10－4M），さらに窒素ガスを，15分間

通した．最後に，0．22μmミリポアフィルタを通

したものを検体とした．

　3．分析方法
　標識体の放射化学的純度の検討には，主に薄層

クロマトグラフィ（TLC）を用い，必要に応じて，

担癌マウス体内分布実験を行った．TLCには，

日

0　　　　　　　　　　0，5　　　　　　　　　1，0

Fig．1TLC　patterns　of　Tc（V）－DMS　and　TcO4－．

　　　　solvent，　n－BuOH：AcOH：H20＝3：2：3．

　　　　Tc（V）－DMS：一一，　Rf＝0．40－0．50．

　　　　TcO4－：一一一・，　Rf＝0．65－O．70．

シリカゲルプレート（Merck社）を使用し，展開

溶媒には，n－BuOH：AcOH：H20－3：2：3を用い

た．Fig．1に，　Tc（V）－DMSの典型的なTLCパ

ターンを，TcO4一のそれと比較して示す．標識率

は，ラジオクロマトグラム上の全面積に対する

Tc（V）－DMSのヒ゜一ク（Rf－0．40～050）の面積比

によって求めた．なお，この展開溶媒において，

TcO4一は，　Fig．1のように，　Rf＝0．65～0．70，　Tc

コロイドは，原点付近にそれぞれピークを示す．

　また，担癌マウス体内分布実験は，以下のよう

に行った．左大腿部に，Ehrlich癌細胞を移植し，

一週間経過したddY系雄性担癌マウス（25～30　g）

に，検体50μ1を尾静脈より投与した．3時間後，

エーテル麻酔死させ，各臓器を摘出，臓器の重量

を測定し，放射活性を，ウエル型ガンマカウンタ

で測定した．結果は，％dose／g組織で表示した．

III．結果および考察

　Tc（V）－DMS錯体において，5価Tcの酸化状態

と多核化が一定に進んだ化学状態が必要である．

もし，この化学状態に変化が与えられれば，癌診

断薬としての機能が失われる．このことの典型的

な例は，3価Tcの酸化状態にあることが報告さ

れている2“’3），腎診断用Tc－DMS錯体にみられ

る1）．

　Tc（V）－DMS標識方法に関しては，著者らは，

これまでに「実験方法」の部に記載したsolution

法を確立したが，本研究では，さらに，標識操作

を簡易にすることを目的として，Sn2＋とDMSの

混合体を主成分とし，TcO4一の添加のみで標識の

行われるTc（V）－DMSキットの作製を計画した・

　このタイプのキットは，一般のTc放射性医薬

品キットにみられるものであるが，これによる

標識反応は，pHの変動，ならびに大過剰下での

Sn2＋，およびDMSの濃度変化を，反応初期に伴

うことが理由となって，化学状態を相違する多種

類の錯体を形成することが多い．特に，化学的に

多様な多核錯体では，この影響を受けやすく，事

実，多核錯体構造を基本構造にする多くのTc放

射性医薬品において，その成分が単一である例は，
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Table　l　Effect　of　added　NaHCO3　on　the　pH　of　DMS

　　　　solution

NaHCO3／DMS　ratio＊ pH

　
’
）
0
0
0
（
U
O

O
O
1
2
3
4
．
5

2．85

3．02

3．50

6．10

6．62

6．88

7．00

＊N　aHCO3／DMS　ratio＝moles　of　NaHCO3　added

per　mole　of　DMS（DMS＝3．0×10『3M）．

きわめて少ない．

　したがって，Tc（V）－DMSキットの作製にあた

って，標識反応溶液のDMS，　Sn2＋濃度に変動の

少ない状態を与えうるSn－DMS錯体をキットの

主成分にすることを基本的に考えた．さらに，

solution法で求められた標識条件を参考にして，

Tc（V）－DMS調製に最適のキット作製，ならびに，

このキットによる標識反応を，以下のように検討

した．また，shelf－lifeの観点から，　Sn－DMS錯体

反応溶液の凍結乾燥品を用いるキットが望まれる

ので，これにっいても必要な研究を併せて行っ

た．

　1．　pH

　前報で報告したように1），Tc（V）－DMSの標識反

応においては，5価Tcの形成に有利なpH　8付

近のアルカリ域4）で最も高い収率が得られる．し

たがってSn－DMS錯体からなるキットを使用す

るTc（V）－DMS調製においても，　TcOべを添加

した時，このpHを与える条件をそなえたキット

の調製が必要である．しかし，pH　8では，　Sn2＋

の加水分解のため，安定なSn－DMS錯体形成が

維持されない．事実，pH　8で調製したキットに，

TcO4一を加えた時，　TLC分析は，　TcO4一のみの

検出結果を示した．

　そこで，キットに加えるTcO4一溶出液を，あ

らかじめNaHCO3水溶液で，　pH　8に調整し，一

方，キットに，Sn－DMSの錯体形成と，　Sn2＋の

加水分解の進行のバランスを考慮して，必要最少

限のNaHCO3をpHの調整のために加える方針
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を取り，以下の検討および考察によって，その

NaHCO3の濃度を定めた．

　DMS溶液にNaHCO3を加え，　NaHCO3／DMS
比とpHの変化との関係を調べた結果（Table　1），

NaHCO3／DMS比一2のとき，急激なpHの上昇
（pH　6．10）が認められた．　DMSのプロトンの解離

定数は，pK1－2．71，　pK2＝3．48，　pK3＝8．89，　pK4

－10．79であるので5），この結果は，きわめて妥

当である．一方，DMSは，2個のカルボキシル

基が解離したpH域において，　Zn2＋，　Ni2＋など金

属イオンが安定な錯体を形成することが知られて

いるので5・6），Sn2＋との反応にも，このDMSの

解離イオンが有利と考えられ，かっNaHCO3／

DMS比一2のときには，　pHの上昇が6程度に

抑えられる条件が満たされている．したがって，

DMSに対して2等量のNaHCO3を加えること
にした．

　2．DMSとSn2＋濃度

　pHとともに，　DMSおよびSn2＋濃度は，　Tc

（V）－DMSの標識に影響する最も重要なパラメー

タである．これらのそれぞれについてTLCで検

討した結果をFig．2に示す．

　DMS濃度と，　Tc（V）－DMSの標識率との関係

を（A）に示す．なお，Sn2＋1．0×10’4M，　NaHCO3

は，1．で定めたDMSに対して2等量を加え，さ

らに賦形剤としてグルコース10mg／mlが用いら

れた．DMSの濃度が75×10－4M～3．0×10－3M

の範囲で，Tc（V）－DMSが高い標識率で得られた．

しかし，7．5×10－4Mでは，　Rf値の高い方向に，

わずかにピークが崩れ，不安定な錯体の混入が高

くなったことが示された．一方，6．0×10－3M以

上になると，Rf－0．30～0．40および原点付近に，

別種のピークが現れ，Tc（V）－DMSのピーク（Rf

＝0．40～O．50）が減少し，DMS濃度増加によって，

他種の多核錯体ができることを示している．この

結果DMSの濃度として，1．5～3．0×10－3Mが最

適と考えられ，　solution法と同濃度の3．0×10－3M

を選んだ．

　Sn2＋濃度と，Tc（V）－DMSの標識率との関係を

（B）に示す．DMS濃度は，先に選んだ3．0×10－3M，

Presented by Medical*Online



80 核医学　24巻1号（1987）

（A）

ユ00

ハ
ew　80

）

田　60

ξ
日qo
kd

820
3

O

lO－4

100

08
（

が

）

06

0向

02

薯
0
9
日
自
Φ
ρ
3 0

（B）

ユ0－3 10－2

DMS　Concentration　　｛　H　｝

10－1

　　　　　　　　　　　　SnC12　Concentraヒion　　（　｝｛　）

Fig．2　Studies　on　Tc（V）－DMS　kit　preparation　parameters：（A）DMS　concentration，

　　　（B）SnCl2　concentration．　Yield（％）obtained　from　TLC（solvent，　n－BuOH：

　　　AcOH：H20＝3：2：3）by　integration　of　peak　areas　under　Rf＝0．40－0．50．

またNaHCO3濃度，グルコース濃度は前述のと

おりである．Sn2＋の濃度が1．0～8．0×10－4Mの

範囲で，最も高い標識率が得られた．5．0×10－5M

以下の濃度では，TcO4一のピークが現れ，錯体形

成反応が，進行しなかった．また，1．6×10－2M

以上のSn2＋濃度では，原点付近のピークが増加

した．これは，Sn2＋の高濃度下では，　Sn2＋の加

水分解が進み，それに伴って，Tcコロイドが形

成されたことを示す．solution法と同程度のSn2＋

濃度1．0×10｝4Mで高い標識率が得られるが，そ

の濃度以下で急激に標識率が低下し，また，Sn2＋

は，キット保存中，試薬類の中で最も化学変化す

る可能性が大きい．したがって，solution法の約

2倍の濃度の2．0×10”4Mを最適条件として選ん

だ．

　3・賦形剤
　キット作製において，一般に行われているよう

に，Sn－DMSの反応液の凍結乾燥操作を容易に
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するために，全溶液量の1～2％程度の賦形剤を

加えることを考え，賦形剤として，グルコース，

イノシトール，マンニトールを選び，キット調製

を検討した．他の試薬類の濃度は，これまでの検

討結果に従った．Tc標識後の標識溶液のTLC分

析では，ほとんど差がなく，どの賦形剤を使って

も，単一なTc錯体のピークが得られた．しかし，

マウス体内分布実験の結果（Table　2），癌への集積

には，それほど大きな差が見られないが，一方，

血液クリァランスにおいて，グルコースを賦形剤

としたキットを用いて得られた標識体に最も早い

傾向が認められた．この結果から，癌イメージン

グに重要な癌／血液比において，グルコースに最

Table　2　Kit　excipient：Effect　on　Biodistribution

Excipient Glucose＊　Inositol＊＊　Mannitol牌

Tumor
Blood
Intestine

Liver

Kidney
Stomach

Bone
Muscle

　　　　％dose／g　tissue＊＊＊

0．33　（0．03）　　0．34（0．08）　　0．38　（0．10）

0．15　（0．03）　　0．18　（0．04）　　0．30　（0．09）

0．19　（0．04）　　0．19　（0．04）　　0．35　（0．08）

0．20　（0．03）　　0．28　（0．07）　　0．38　（0．09）

4．31　（1．65）　　2．58（0．55）　　5．82（1．54）

0．22（0．18）　　0．14（O．03）　　0．15（0．03）

6．13　（0．77）　　7．20（0．80）　　6．12（2．00）

0．05　（0．02）　　0．05　（0．04）　　0．08　（0．03）

　　　Tumor／Blood　ratio口＊
2．30（0．42）　　1．83　（0．08）　　1．29　（0．08）

　＊10mg／m1

縛20mg／ml
＊＊＊3　hours　post－injection，　Mean士（1　SD）of　5　animals
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も高い値が得られたので，グルコースを賦形剤と

することに定めた．グルコースの効果については，

その代謝やTcとのキレート形成能が原因する可

能性があり，今後の興味のある課題として残され

る．

　4．キットのshelf－life

　次に，このキットを長期間保存した後の有効性，

すなわちshelf－1ifeを検討する目的で，25°Cおよ

び4°Cで種々の期間キットを保存した後，それを

用いて，Tc標識を行い，標識溶液のTLC分析を

行った．その結果，25°Cの保存下，1日後では，

Tc（V）－DMSの単一ヒ゜一クが検出されたが，2週

間保存後では，ほとんどTc（V）－DMSのピークは

認められず，大部分は，TcO4一として検出された．

一方，4°Cの保存下の状態では，3か月後でも，

TLC分析上は，変化が認められなかった．

　4°Cでの保存状態をさらに詳しく検討するため，

1，2，3か月保存したキットを用いてTc（V）－DMS

を調製し，担癌マウス体内分布を調べ，その結果

を，solution法によって標識したTc（V）－DMSの

それと比較した．Table　3に示すように，3か月

保存のキットにおいても，それを用いて得られた

標識体の示す癌／血液比は，solution法による標

識体の示すそれとほとんど同じであった．

　このように，キットは，調製後，4°Cの条件下

で3か月間は有効であると認められた．

Table　3　Biodistribution　of　99mTc（V）－DMS　in　Ehrlich　tumor　bearing　mice＊

Kit　shelf－life（months）†

Solution　method 1 2 3

Tumor
Blood
Intestine

Liver

Kidney

Stomach

Bone
Muscle

0．20　（0．07）

0．10　（0．02）

0．29　（0．04）

0．18　（0．06）

1．97　（0．25）

0．30（0．21）

4．71　（0．85）

0．09　（0．08）

2．06　（0．67）

％dose／g　tissue＊＊

0．33（0．03）

O．15（0．03）

0．19　（0．04）

0．20（0．03）

4．31　（1．65）

0．22　（0．18）

6．13　（0．77）

0．05　（0．02）

0．42　（0．07）

0．21（0．05）

0．15（0．03）

0．22　（0．03）

3．23　（0．51）

0．30（0．11）

6．23　（0．51）

0．08　（0．02）

Tumor／Blood　ratio＊＊

2．30（0．42） 2．00（0．33）

0．38　（0．06）

0．21（0．05）

0．21　（0．17）

0．24（0．05）

3．32　（0．45）

0．13（0．11）

5．93　（1．03）

0．06　（0．03）

1．87　（O．24）

†stored　at　4°C，＊3hours　post－injection，＊＊Mean±（1　SD）of　5　animals・
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Table　4　Tc（V）－DMS　kit　content

mg／m1 Concentration

DMS
SnCI2・2H20

NaHCO3
Glucose

0．547

0．045

0．504

10

3．0×10－3M

2．0×10－4M

6．0×10－3M

10mg／ml

　以上の検討結果をTable　4にまとめる．　Tc（V）－

DMS（1　m1用）キットは，　DMS　O．547　mg（3．0×

10－3M），　SnC12・2H200．045　mg（2．0×10－4M），

NaHCO30．504　mg（6．0×10－3M），グルコース10

mg／m1を，「実験方法」に記載した手順で加え，

Sn－DMS錯体を形成させた後，その反応溶液を凍

結乾燥することによって調製される．標識は，ジ

ェネレータから溶出されたTcO4一生理食塩水液

を，NaHCO3溶液でpH　8に調整し，その1m1
を，キットに加えて振とうすることによって完了

する．また，キットの保存期間は，4°C条件下，

3か月である．

　前述したように，多核錯体が単一の成分として

得られることは，きわめてまれである．今回，キ

ット法によって，Tc（V）－DMSが，高い標識率で

得られたことは，Tc（V）－DMSの癌診断薬として

の有用性を，さらに示したものであると考える．

　このキットの使用によって，Tc（V）－DMSの日

常的臨床応用が可能になり，現在すでに400例以

上の臨床診断が行われるに至っている．これまで

に，甲状腺髄様癌や，骨肉腫，軟部組織腫瘍など

の診断に対する有用性が評価されており7’”11），さ

らに，その検討が続けられている．
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