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《原著》

2－Amino－2－methyl－butanoic　acid（2－AMB）

一
腫瘍集積性および体内挙動からみた腫瘍診断薬としての可能性一

柴　　和弘＊ 森 厚文＊ 久田　欣一＊＊

　要旨　α一Aminoisobutyric　acid（α一AIB）の類似体である2－Amino－2－methyl－butanoic　acid（2－AMB）の腫

瘍診断薬としての可能性を検討した．2－AMBとa－AIBをBUcherer変法によりC－14標識合成し，エール

リッヒ担がんマウスを用いて経時的体内分布，全身マクロオートラジオグラフィおよび代謝実験を行い，

2・AMBとのα一AIBを比較した．その結果，2－AMBは，α一AIBに比べ腫瘍集積率がやや低いものの，十分

悪性腫瘍に対する特異的親和性を保持しており，さらにCt・・AIBで低値を示す腫瘍一肝臓，胃，腸比も改善さ

れ，ほとんどの臓器（腎臓，膵臓を除く）における腫瘍一臓器比が高値を示した．両者の代謝を比較してみる

と，2－AMB，α一AIBともほとんど尿から未代謝物のまま排泄され，投与後24時間で，2－AMBは，92．3％，

α一AIBは48．6％と2－AMBの方が約2倍ほど速く体外へ排泄された．以上のことから，2－AMBは，病巣

部不明の場合の検索に優れた腫瘍診断薬と考えられた．

1．はじめに

　11C一α一Aminoisobutyric　acid（11C一α一AIB）は，

SchmallとBiglerl・2）によって合成され，腫瘍集

積性に優れていることから腫瘍診断3）や治療効

果4）の判定などへの利用，また取り込まれた後も

代謝をうけないことからアミノ酸輸送能5）の測定

などに利用できるといわれている．

　腫瘍診断への利用に関しては，他の一般臓器

（肝臓，胃腸，腎臓，膵臓）への集積も高いため6），

脳腫瘍検出には有望であるが，他の臓器腫瘍には

適用は困難であり，腫瘍診断薬としては限界があ

る．

　しかし，その化学構造を修飾して，その特異的

腫瘍集積性を保持しながら，一般臓器への取り込

みのみ低下させるように工夫することにより，腫

瘍診断薬としての有用性が高まると期待される．
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そこでct－Aminoisobutyric　acid（α一AIB）の類似体

で，α一AIBにメチル基をつけた2－Amino－2－methyl－

butanoic　acid（2－AMB）にっいて，14C一標識合成

を行い，その腫瘍親和性を調べ，腫瘍診断薬とし

ての可能性を検討した．

II．方　　法

　1．経時的体内分布

　動物としてエールリッヒ担がんマウスを使用し

た．すなわちddYマウス（雄，体重30～35　g）の

大腿部皮下にエールリッヒ腹水がんを移植し，

8～9日経過後に直経約1cmの結節を形成した担

がんマウスを使用した．

　14C－2－AMBおよび14C一α一AIBはBUcherer変

法にて合成した7）．合成した14C－2－AMB（比放射

能7．2　mCi／mmol），14C一α一AIB（比放射能7．l　mCi／

mmo1）を1匹当たり18．5　kBq（0．5μCi）ずつ尾静

脈より注射し，投与後10分，30分，60分，120分

にそれぞれ4匹ずつ頸動脈より脱血した後屠殺し，

腫瘍および各臓器を摘出した．摘出臓器はただち

に重量を測定し，一晩低温暗所で放置後，組織燃

焼装置（Aloka　ASC－113）にて燃焼し，14CO2を捕

集し，その放射能強度を液体シンチレーションカ
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ウンタ（Aloka　LSC－703）にて測定した．これらの

測定値から投与量を100％とした場合における臓

器組織lg当たりの集積率（％dose／9）および腫

瘍一臓器比を求めた．値は，平均値±標準偏差で

示した．なお，臓器集積率は，マウスの体重差に

よる相違を補正するため，マウスの体重を25g

に基準化した値で示した．

　2．全身マクロオートラジオグラフィ

　エールリッヒ腹水がんを後背部に移植した

ddY系雄マウスに14C一標識化合物111kBq（3μCi）

を静注し，投与後60分で頸椎脱臼にて屠殺した．

全身を5％カルボキシメチルセルロースで包埋し

てドライアイスーヘキサン（－70～－80°C）で凍結

し試料ブロックを作成した．クライオミクロトー

ム（LKB社製PMV　2258）で厚さ20／tmの試料切

片を作成後，X線フィルムに標準線源とともに密

着させ，4週間露出後現像した．得られたオート

ラジオグラムは，Video　Digitizer　System（NEC

製TI22A－CCDカメラ，　AD変換ボードおよび

PC－9801　VM　21を組み合わせたシステム）にてフ

ィルム黒化度をディジタル化し，標準線源から得

られた標準曲線より放射能濃度（μCi／g）を求め，

これを投与量（／iCi）で割ることにより集積率（％

dose／9）に換算した．20％W／Vゼラチン溶液に

各種濃度の14C一標識化合物を混ぜ凍結（－70°～

－ 80°C）後，厚さ20μmの切片を作成したものを

標準線源として用いた．

　3．代謝・排泄

　工一ルリッヒ担がんddY系雄マウスに14C一標

識化合物を1匹当たり37kBq（1．oμCi）ずつ尾静

脈より投与し，代謝ケージにて飼育した．投与後

1，2，4，8，24時間の尿，糞，呼気を採集し，放射

能強度を測定し体外への排泄速度を求めた．尿に

ついては，薄層クロマトグラフ（TLC）（シリカゲ

ル60F254アルミニウムシート）を用い，　n一ブタ

ノール：酢酸：水（25：6：25）で展開することに

より代謝物の同定を行った．

III．結　　果

　1．経時的体内分布

　工一ノレリッヒ担がんマウスにおける14C－2－

AMBおよび14Cα一AIBの経時的腫瘍集積率およ

び腫瘍一臓器比をTables　l，2に，また各臓器の

経時的集積率曲線をFig．1に示す．腫瘍集積率

（％dose／g）に関しては，いずれも時間経過ととも

に増加傾向を示している．しかし，投与後10分，120

分でα一AIBが13．59土1．48，19．83土2．14（％dose／9），

2－AMBがIL16土0．54，14．78土0．34（％dose／9）と

Table　l　Tissue　distribution　of　l4C2・amino－2－methyl－butanoic

　　　acid（2－AMB）in　Ehrlich　tumor　bearing　mice
（％dose／9）

Tissue 10　min 30　min 60　min 1　20　min

Tumor

Blood

Muscle
Liver

Kidney

Lung
Stomach
Pancreas

Heart

Brain

S．intestine

11．16土0．54

2．7±0．3

8．8±L6

4．7士0．5

0．3士0．0

2．2士0．3

3．0：とO．5

0．3士0．0

5．5土0．4

24．9士4．7

2．5土0．4

＊．Normalized，to　body　weightZof　25］g

＊＊Values　represent　mean±SD．（n＝4）

13．41：とL56 14．40：］：2．05

Tumor　to　tissue　concentration　ratio

4．9ゴ0．7

11．4士1．5

4．9±0．5

0．4：ヒ0．2

3．6士0．4

4．6：と0．9

0．5」：0．0

5．7土1．1

25．3：七3．5

4．3土0．4

7．6±0．5

12．4士0．9

5．2±0．9

0．6土0．2

5．7：と0．4

5．8土0．4

0．6士0」

5．9土0．6

24．4：｝：L7

6．6土0．9

14．78土O．34

13．8土1．6

12．9±L6

7．7±1．O

L4土0．4

10．0：LL4

9．9土L3

1．2±0．2

7．0土Ll

22．9土L6

11．0土1．2
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Table　2

2－Amino－2－methyl－butanoic　acid（2－AMB）

Tissue　distribution　of　14C一α一aminoisobutyric　acid（α一AIB）in

　　　　　Ehrlich　tumor　bearing　mice

（％dose／9）
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Tissue

Tumor

Blood

Muscle
Liver

Kidney

Lung
Stomach
Pancreas

Heart

Brain

S．intestine

　10min

l3．59土L48

5．1土1．2

12．2土1．4

3．1土0．2

0．3土0．0

2．9土0．4

2．0土0．2

0．3土0．1

6．1土2．4

18．2土1．9

1．8土0．3

＊Normalized　to　body　weight　of　25　g

＊＊Values　represent　mean土S．D．（n＝4）

　30　min

l3．25土2．69

　60min

19．98：ヒ2．36

Tumor　to　tlssue　concentratlon　ratlo

8．2土1．6

16．4士L9

1．9土0．7

0．3：とO．1

4．2土0．8

2．3」：O．7

0．4」：0．1

4．0土LO

18．4士3．3

1．9土0．2

15．4土1．8

16．5土2．4

2．6土0．5

0．7：とO．1

7．6土1．7

3．3土0．5

0．8土0．1

4．7土1．6

20．9土2．8

3．9土0．3

120　min

19．83土2．14

20．4士2．1

13．2：｛：4．0

2．3士0．3

0．8土0．1

8．6土0．8

4．6土0．7

1」士0．2

3．1±0．9

16．5士1．6

4．1士0．8
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Fig．1　Time－actMty　curves　of　14C－2－AMB　and　l4C一α一AIB　in　Ehrlich　tumor　bearing

　　　mice．

α一AIBの方が腫瘍集積率が高値を示した．一方，

他臓器への取り込みに関しては，α一AIBは，肝臓，

胃，腸，腎臓，膵臓などの腹部臓器への集積率が

高いなど，臓器による差が大きいのに対し，2－

AMBは，膵臓，腎臓を除く一般臓器への集積率

が一様に低く，臓器による差が少なかった．

　その結果，腫瘍一臓器比を比較すると，腫瘍一

血液および筋肉比は投与後10分から120分まで

α一AIBの方が高値を示すものの，2－AMBも投与

後30分，60分，120分で，腫瘍一血液比が4．9±

0．7，7．6土0．5，13．8±1．6，腫瘍一筋肉比が11．4±

L5，12．4±0．9，12．9±1．6と十分高い値であった．

その他の臓器の腫瘍一臓器比は，腫瘍一肝臓，胃，

小腸心臓および脳比において2－AMBが，明ら
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Fig．2　Autoradiograms　of　Ehrlich　tumor　bearing　mice　at　60　min　after　being　injected

　　　with　14C－2－AMB　and　14C一α一AIB．
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Table　3　Tumor　uptakes　and　tumor　to　tissue　ratios

　　　　obtained　from　quantitative　autoradiograms

　　　　　　　　　　　　　　　　　（％dose／9）

2－AMB
Ct－AIB

Tumor　uptake
Tumor　to　Tissue　ratio

0
／
5

8
4
T

l
〔
∠

Muscle

6
3

6
1
0

「
∠

可
」

Liver

4
3

0
4
・

1

0．1 0．2 0．3

Specific　actlvity　（uCi／9）

0．4

Fig．3　Correlation　between　specific　activity　and　digi－

　　　tized　number．

Table　4　Total　excretion　of　14C－2－AMB　and　14C一α一

　　　　AIB　in　Ehrlich　tumor　bearing　mice

　　　　　　　　　　　　　　　　　（％of　dose）

　　　　Total　excretion　　Urine　　　　Feces　　　CO2

2－AMB　　　92．3％　　　92．0％　　　0．3％　　一
α一AIB　　　　48．6％　　　　47．5％　　　　1．1％　　　一

　＊24　hour　after　injection　of　37　kBq（1μCi）per　mouse

　＊＊Mean　of　four　animals

かに優れており高値を示した．

　2．全身マクロオートラジオグラフィ

　14C－2－AMBと14C一α一AIBをそれぞれ投与した

エールリッヒ担がんマウスのオートラジオグラム

をFig．2に示す．2－AMBは腫瘍，腎臓膵臓に

強い集積がみられる．その他の臓器は体内分布実

験と同様に一様に低い集積であることが視覚的に

確認できる．α一AIBは，腫瘍，腎臓，膵臓に強い

集積がみられるほか，肝臓，胃壁，小腸壁，心臓に

もかなり集積が見られる．Fig．3にゼラチン溶液

で作製した標準線源より得られたフィルム黒化度

のディジタル値とlg当たりの放射能濃度（μCi／g）

の相関曲線を示す．相関曲線は双曲線1／y－

0．019＋6．442×10－3×1／xで近似でき相関係数は

r＝0．99であった．

　Table　3にオートラジオグラムから求めた腫瘍
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集積率（％dose／9）と腫瘍一臓器比を示すが，臓

器摘出法の値（Tables　1，2）と同様の傾向を示し

た．しかし，腫瘍集積率は臓器摘出法の方が，約

30％ほど低値であった．これは，方法論的に臓

器摘出法の方が，測定試料に壊死部がより多く含

まれているためと考えられる．一方，オートラジ

オグラムで黒化度の低い部位の値は，精度が低く

なるため，腫瘍一臓器比（特に摂取率の低い臓器）

はオートラジオグラフィ法より臓器摘出法の方が

精度が高いと考えられる．

　3．代謝・排泄

　投与後24時間までの排泄率をTable・4に示す．

2－AMBの排泄率は投与後24時間で92．3％と投与

の大部分が排泄されたのに対し，α一AIBの場合は

48．6％と体内にまだ50％近く残存しており，両

化合物の排泄率は異なった値を示した．

　しかし，両化合物とも尿中に排泄放射能の98％

以上が検出され，主な排泄経路は尿と考えられ

た．なお糞には微量の放射能しか検出されず呼気

中（14CO2）には全く検出されなかった．代謝物を

調べるため，マウス24時間尿をシリカゲル薄層ク

ロマトグラフィ（TLC）で展開したところ，2－

AMB，α一AIBとも放射能ヒ゜一クは1つしか認めら

れなかった．未変化体との同時クロマトグラフィ

の結果，未変化体と推定され，2－AMB，α一AIBと

も代謝をうけないでそのまま排泄されると考えら

れた．

IV．考　　察

　アミノ酸を核医学診断に利用しようという試み

は，セレノメチオニン8・9）以来，膵臓診断10’－13）お

よび腫瘍診断3・14’v16）の分野で広く研究がなされ

ている．アミノ酸の腫瘍診断への応用は，①腫瘍

組織では一般に正常組織よりアミノ酸代謝，タン

パク代謝が充進している．②腫瘍の細胞膜の変化

によりアミノ酸の膜輸送能が変化しているなどの

腫瘍と正常組織との生理的・生化学的相違に基づ

いて腫瘍の診断ならびに治療効果の評価に利用し

ようというものである．

　しかし，現在までにいろいろな生理的アミノ酸

弼

および非生理アミノ酸について検討されているも

のの，いずれも適用範囲が一部の臓器，すなわち

脳腫瘍，骨肉腫等に限られている．著者らは以前

に非生理的アミノ酸である脂環式アミノ酸がメチ

ル基などの比較的小さい側鎖を特定の位置に導入

することにより，脂環式アミノ酸の特異的な腫瘍

への取り込みはあまり変化せず，正常組織への取

り込みのみが低下することを報告した1？）．2－AMB

（2－methylbutanoic　acid）は，α一AIBにメチル基を

導入したものであり，α一AIBの優れた腫瘍集積性

を保持し，さらにα一AIBの欠点であった正常臓

器（肝臓，胃，腸等）への高い集積が減少するこ

とが推測された．そこでわれわれは，頭部，胸部

など全臓器に適用可能な腫瘍診断薬の開発をめざ

して，今回2－AMBについて検討し，α一AIBと比

較を行った．ポジトロン断層（PET）への応用を考

えた場合，通常は短半減期核種である11C（T1／2：

20．38min）を使うため時間的制約を受け，　RI投

与後10分あるいは30分での腫瘍集積率，腫瘍一臓

器比を比較する必要がある．2－AMBは投与後30

分での腫瘍集積率が13．41土1．56％dose／gとα一

AIBの13．25士2．69％dose／gと同じくらい高い集

積を示しており，また腫瘍一臓器比も投与後30分

で，2－AMBが腫Of　一肺，心臓，肝臓，胃，小腸

および脳比がそれぞれ3．6士0．4，5．7土1．1，4．9土

0．5，4．6土0．9，4．3士0．4および25．3土3．5であり

α一AIBに比べて肺がほぼ同じ値である以外は，

2－AMBが明らかに優れている．腫瘍一血液，筋

肉比は，α一AIBの方が高値を示すが，ポジトロン

断層（PET）で撮像する場合には，二次元イメー

ジと異なって，筋肉および臓器内の血液の影響は

少ないと考えられる．事実，PETと同様のイメー

ジと考えられる全身マクロオートラジオグラム

（Fig．2は投与後60分像であるが，30分像でもほ

ぼ同じイメージ）において，2－AMBの方が腫瘍

と臓器のコントラストが良いのが視覚的によく観

察される．

　一方，1231のような単一光子（single　photon）核

種で標識した場合を想定し，投与後2時間で比較

すると，2－AMBの腫瘍集積率は，α一AIBよりも
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低いが，それでも14．78土0．34（％dose／g）と十分

高値を示した．また両化合物ともに，腫瘍検出に

重要な因子である腫瘍一臓器比が時間経過ととも

に増加傾向を示すが，2－AMBの方がその傾向が

著明であり，投与後2時間で腫瘍一血液，筋肉，

肺，胃，小腸および脳比がいずれも約10倍以上と

高値を示し，またそれ以外の腫瘍一臓器比も高値

を示すため，明らかにα一AIBより優れている．

また臨床に繁用されている67Ga－citrate（投与後24

時間で腫瘍摂取率2．61土0．10（％dose／g），腫Ut　一

血液，筋肉，肝臓，肺，胃，心臓比がそれぞれ

1．86±0．13，　4．29土0．39，　0．58土0．03，　1．67±0．13，

1．00土0．12，3．14士0．04）と比較しても明らかに優

れている．2－AMBは，膵臓，腎臓を除いた一般

臓器の集積が少ないため，とくに病巣部不明の場

合の検索に優れた腫瘍診断薬と考えられる．

　2－AMBは，α一AIBと同様にほとんど未変化体

のまま尿から排泄されるが，投与後24時間でα・

AIBが投与量の48．6％しか体外へ排泄されない

のに対し，2－AMBは92．3％と大部分が排泄され

た．すなわち2－AMBの場合，α一AIBと同様に腫瘍

のアミノ酸代謝充進に伴い腫瘍に高率に取り込ま

れるが，細胞膜の変化などにより排泄が障害され

るため，時間経過とともに増加傾向を示すのに対

し，一般臓器の場合には天然アミノ酸との相違の

程度の差によって，2・AMBの方がα一AIBより迅

速に排泄される．その結果2－AMBの方が腫瘍一

臓器比が有意に高値を示すと考えられる．さらに，

種々の人工アミノ酸を合成し構造活性相関を検討

することにより，より優れた腫瘍親和性物質の開

発が期待される．
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Summary

2－Amino－2－Methyl－Butanoic　Acid（2－AMB）

　　－A　Potential　Tumor－Seeking　Agent一

Kazuhiro　SHIBA＊，　Hirofumi　MoRI＊and　Kinichi　HlsADA＊＊

＊Ro4わ輌ぷo∫ρρe　Ce〃’er，＊＊Depa〃〃le〃tげ」～r〃ctearルled’d〃e，

∫c乃oo～ofルled’c∫〃θ，　Ka〃azawa　Un’versitγ，　Ka〃azawa，」φα〃

　　α一aminoisobutyric　acid（α一AIB）has　been　shown

to　be　potentially　useful　as　a　tumor－seeking　agent．

However，　tumor　imaging　withα一AIB　is　limited　by

its　low　tumor　to　tissue　ratios．　We　synthesized　C－

14－1abeled　2－amino－2－methyl－butanoic　acid　（2－

AMB），　analog　of　ct－AIB　with　2－methyl　group　using

modified　BUcherer　method　in　order　to　seek　better

tumor－seeking　agent　thanα一AIB．　Comparative

tissue　distribution，　whole－body　autoradiographic

and　metabolic　studies　of　these　two　agents　in　Ehrlich

tumor　bearing　mice　were　carried　out．

　　2－AMB　was　found　to　have　significantly　higher

tumor　to　tissue　ratios，　especially　in　liver，　lung，

stomach，　heart　and　small　intestine　thanα一AIB，

although　2－AMB　had　slightly　less　tumor　uptake

thanα一AIB．　Autoradiograms　showed　that　2－AMB

has　better　tumor　localization　than　ct－AIB．24　hours

after　inj　ection，　the　rate　of　excretion　of　2－AMB　was

92．3％and　2－AMB　was　excreted　twice　as　fast　as

α一AIB．　Most　of　these　two　agents　was　excreted　with

urine，　and　thin－1ayer　chromatograms　showed　that

these　two　agents　are　not　metabolized　in　tissues．

　　These　results　suggest　that　2－AMB　may　be　prom－

ising　as　a　suitable　tumor－seeking　agent．

　　Key　words：　2－amino－2－methyl－butanoic　acid，

α一aminoisobutyric　acid，　Tumor－seeking　agent，

Tissue　distribution，　Whole－body　autoradiogram．
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