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概要
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腫低細胞における "Ga-citrate("Ga)の集積機序を明らかにするために，培旋細胞を用いて 1251-transferrin(Tf) 

と"Gaの動態を種々の条件で検討し，すでに知られている鉄の細胞内集租過程と比較した。HeLaS3における

67Gaの摂取は培地中の Tf濃度によって変化し ，また経時的に増加した。67Gaは細胞内に蓄租されており，ほと

んど排泄されなかった。細胞膜運動が抑制されている 4℃では， ”Gaは摂取されなかった。1"1-Tfは細胞表面の

Tf receptorと特異的に結合して細胞内に摂取されており， 37℃では著明に排泄されるが 4℃では排泄が少な

かった。したがって，少なくても invitroにおいては Tfの関与した '7Gaの腫批細胞集栢機序が存在し， "Ga

は鉄の receptor-mediatedendocytosisの過程と同様な機序によ って腫瘍細胞へ取込まれると考えられた。

1.はじめに

核医学に おける腫瘍イメージングでは， 67Ga・

citrateびGa)が日常臨床に広く用いられてい

る。67Gaは悪性腫瘍のみならず炎症巣にも集積

し必ずしも腫瘍特異性がないこと， また腸管へ

の排泄があり消化器癌の検出能力が低い等の欠

点が指摘されてきたに もかかわらず，現在でも

その使用量は年々増加する傾向がある＂ 。最近，

より特異性の高い腫瘍イメージングを目指して，

放射性同位元素標識モノクローナル抗体を用い

た免疫シンチグラフィが精力的に研究され，そ

の臨床応用が期待されている鸞しかし， 67Ga

に代って日常臨床に広く用いられるようになる

には，解決しなければならない多くの問題が残

されている。

"Gaの腫瘍集積機序に関しては，多くの研

究報告があるにもかかわらず，不明な点が多

い”。Larsonら4)は， 67Gaの腫瘍細胞への集積

は transferrin(Tf) と結合した "Gaが細胞の

Tf receptorを介して取込まれることを報告し

ている。我々も培焚細胞を用いた invitroの実

験から，腫瘍細胞への 67Gaの集積に影響する種

々の因子を検討し報告してきた 5,6,7)0

一方， Tfとそ の receptor系は生体における

鉄の輸送に重要な役割を果 している ことが知ら

れている。 さらに，近年，この系は細胞の増殖

や分化および免疫系においても機能している可

能性を示唆する結果が報告され，注目されてい

る8)。 また，細胞へ鉄を供給する Tf-Tf receptor 
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系は， receptor-mediated endocytosisの格好の

モデルとして，種々の細胞でその機能の解析が

進んでいる 悶

今回我々は，培養細胞における 12'I-Tfおよ

び 67Gaの動態を種々の条件で検討し，すでに報

告されている鉄の receptor-mediatedendocyto-

sisによる細胞内襲積の機序と 67Gaの腫瘍細胞

内集積機序との比較を試みた。

2.実験の材料と方法

2.1 培養細胞

使用した細胞は HeLaS3で， 10% fetal calf 

serum, 60μg/mlカナマイシン， 0.3mg/mlグ

ルタミンを 含ん だ minimumessential medium 

(MEM)中で monolayerのかたちで培養維持さ

れているものを用いた。

2.2 放射性同位元素

"Ga-citrateびGa)は第一 ラジオア イソ ト

ープ研究所製のものを生理食塩水で希釈して用

しヽた。

1251-transferrin (12'I-Tf) は人 apoTf (90% 

以上 ironfree)に 呵 をラク トペルオキシダー

ゼ法で標識した。製造時の比放射能は 14-16

μCi (518-592 kBq) / μgであり，標識率はペー

パークロマ トグラフィ （展開溶媒 ：75%MeOH) 

で 94% 以上であ った。吸培の防止と安定性を高

めるた め に bovineserum albumin (BSA)を

lmg/mlの濃度に加えた。12'I-Tfは凍結保存し

ておき，実験時に溶解し phosphatebufferで希

釈して用いた。

2.3 "Gaの摂取と排泄の測定

HeLa S3における 67Gaの摂取と排泄の測定

は，先に報告した方法5)にしたがって行 った。

略記すると，細胞を プラスチックシャ ーレ にま

き込み， 37℃で 20~24時間培養 した後，培地

を人 apoTfを 0-lOOOμg/mlに含んだ MEM

に交換した。 さら に，67GaをlμCi(37 kBq) /ml 

の濃度に加え ，4℃または 37℃で 0.5-24時間

培蓑して "Gaを細胞に取込ませた。その後，

cold PBSで細胞を洗浄し ，シャーレ から細胞

をはがしてプラスチソ ク試験へ移した。 さらに，

細胞をcoldPBSで遠心により洗浄して，細胞に

取込まれた 67Gaの放射能および細胞数を測定し

た。そして，培地中に加 えた 67Gaの全放射能に

対する細胞数 10門固あ たり摂取率 (%dose/10' 

cells) を求めた。

今回の実験ではシャーレの表面から細胞を剥

離するのに 2つの方法を用いた。ひとつは ラバ

ー・ ボリー スメン を用いて物理的にかき取 る方

法， 他のひとつは 0.2% trypsin液を用い 37℃

で 15分間の処理で細胞をはがす方法であり ，両

者による 67Gaの摂取への影響を検討した。

細胞から 67Gaの排泄の測定では，”Gaを細

胞とともに 3また は 24時間培養して取込ま せ

た後，coldPBSで洗浄し， 67Gaを含んでいな

い新しい培地 (TfをlOOμg/mlの濃度 に含む）

に交換した。 さらに， 4℃ または 37℃ で 6~24

時間培蓑し， 67Gaの摂取の測定の場合と 同様

の方法で細胞 中の 67Gaの残存放射能 を測定 し

た。そして， 3または 24時間の 67Gaの摂取量

を100% として残存率 （％） を計算した。

2.4 1251-Tfの摂取と排泄の測定

HeLa S3における摂取と排泄の測定は， 67Ga

の場合と 同様の方法で行った。ただし ，125I-Tf

の培地中の濃度は 0.5μCi(l9kBq)/ml (Tfの濃

度は約 0.05μg/ml,BSAの濃度は約 2.5μg/ml)

を用いた。また， 1"I-Tfの容器への吸着を防

止するた めに，細胞洗浄に用いた coldPBSに

は 0.5% BSAを添加した。

3.結果

Fig. 1に HeLaS3における 125LTfと "Ga

の摂取におよぼす MEM中の Tf濃度および try-

psin処理の影評を検討した結果を示した。この

実験では，細胞を 1251-Tfまたは 67Gaとともに

37℃ で 6時間培務を 行 い，摂取率を求めた。

125I-Tfの摂取率は MEM中の Tf濃度が高くな

るにつれて著明に減少 した。また， ラバー• ポ

リースメンを使用 (trypsin処理なし ） して細

胞を剥離した場合と trypsin処理を行った場合

を比較すると， 1251-Tfの摂取率は trypsin処理

によって著 明に滅少 し，trypsin処理 をしない

場合 の 10-30%であ った。一方，67Gaの摂取

率は培地中の Tf濃度とともに増加し ，50μg/ml

の濃度でピークに達 したが，さらに Tf濃度が

増すと漸次滅少した。また， trypsin処理の影響

は少なく ，trypsin処理をしない場合の 70-96%

にと どまった。
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Fig. 2に HeLaS3における 1"1-Tfと “Ga

の摂取の経時的変化を4℃ と37℃ で検討した結

果を示した。1251-Tfの摂取は MEMonly (Tfの

添加はなし）の培地中で， 67Gaの摂取は MEM

にlOOμg/mlの Tfを添加した培地中で測定し ，

また両者の測定ともラバー ・ポリスメンを使用

した。"Gaの摂取率は，37℃では培蓑時間に比

(A) 1251-transfemn 
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例して直線的に増加した。 しかし， 4℃では培蓑

時間に無関係に低値を示し，ほとんど摂取され

なかった。一方，125LTfの摂取率は， 37℃ で

は培地中へ 1"I-Tf投与後急速に増加し， 3時間

で平衡に達した。4℃では平衡に達する時間が

37℃ の場合よりも遅れたが， 6時間で 37℃ の

場合と同程度の摂取率を示し た。
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Fig. 1 Effect of various concentrations of human transferrin and 

trypsinfzation on 125卜transferrin(A) and "Ga・citrate(B) uptake 

by Hela S3. Cells were incubated with 0.5μCi/ml'251-transferrin 

or lμCi/ml 67Ga-citrate for 6 hours at 37°C. 
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Fig. 2 Time course of 125トtransferrinand "Ga-citrate uptake by He La 

S3 at 4℃ or 37℃ 
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Table 1にHeLaS3における '"I-Tfと"Ga

の摂取およびその排泄を 4℃と 37℃で検討した

結果 を示し た。1251-Tfと67Gaの摂取の測定は

Fig. 2の場合と同様の条件で行い，排泄の測定

は両者とも MElVIにlOOμg/mlの Tfを加えた培

地中で行った。37℃ で摂取された "Gaの細胞

中の残存率は， 4℃および 37℃のいずれにおい

ても 90%程度であり ，67Gaの細胞からの排泄

は少なかった。一方，37℃で摂取された 1"I-Tf 

の細胞中の残存率は，37℃ では 5-15% と低値

で，著明な排泄が認められた。 しかし， 4℃で

は残存率が 83% であり， 排泄が抑制された。

4℃で摂取された 125LTfの細胞中の残存率は，

4℃ でも25%程度と小さく，排泄が多くなった。

Table 1 Comparison of uptake and excretion of 1251-transferrin(Tf) 
and 67ca-citrate in Hela s 3 

6 uptake(% dose/ 1 o~cells) a retention (%) 
4 C0 37 C0 

1251-Tf 

67ca 

1251-Tf 
67Ga 

3 hr-uptake 

2.8士0.9(4'C) 
4. 3士0.7(37'C) 
1. 5士0.3(37'C) 

24 hr-uptake 

2.6士0.6(37°C)
10. 5士2.6(37'C)

6 hr-retention 

25.2 
83. 1 14. 8 
87. 7 88. 1 

12 hr-retention 

5.4 
90. 1 

a. Cells were incubated with 0. 5 μCi /ml 1251-Tf in MEM 

only or 1 μCi/ml 67ca in MEM containing 100ぃ：g/ml Tf. 

4.考察

"Ga-citrateを生体に静注すると ，血液中では

そのほとんどが血漿中にあって transferrin(Tf) 

と結合している こと が知られており 1019 67Ga-Tf 

として各組識へ輸送される。腫瘍組識では，新

生血管の増成，血管壁の膜透過性の充進， extra-

cellular spaceの増加が認められ＂',これらの性

状が血液中の 67Gaが正常組識よりも腫瘍組識

により多く集積する因子として考えられている 。

腫瘍細胞表面付近に運ばれた ”Gaが細胞内に

摂取される機序に関して，Larsonら41は，培養

細胞を用いた invitroの実験から ，鉄の場合と

同様に "Ga-Tfは腫瘍細胞表面の Tfreceptor 

を介して endocytosisによって摂取さ れるとい

う説を報告した。この報告以来， ”Gaの腫瘍集

積と鉄代謝との関連が増々重要視され，研究が

進められている。

一方，近年 Tfreceptorは種々の腫瘍細胞で

も存在することが見出さ れ，その関与による鉄

の細胞内摂取の過程が詳細に研究されている 。

その概要は 9し鉄 2原子と結合した di-ferricTf 

は細胞表面の Tfreceptorと結合し ，そ のま ま

細胞内へ endocytosisによ って取込ま れる。そ

の後，小胞内の pHの変化によって鉄のみを放

出し，apoTfとTfreceptorは細胞表面ヘリサ

ィクルされ，再利用される。このサイクルはか

なり速<,4-14分で細胞内に取込まれた Tfの

半分が apoTfとして細胞外へ出てくると 言われ

ている 8)。今回我々は，このような鉄における

receptor-mediated endocytosisの過程が "Ga

の場合にも成立するか否かの検討を，培養細胞

を用いた invitroの実験系で行った。

HeLa S3の 1"I-Tfの摂取率は，培地中の Tf

濃度の増加に伴って著明に滅少した。この結果

は， HeLaS3の細胞表面に Tfreceptorが存

在し， 1251-Tfは培地中の Tfと競合しながら特

異的にTfreceptorと結合することを示してい

る。また， 1251-Tfの摂取率は trypsin処理に よ

って著明に減少した。trypsinはタンパク分解酵

素であり，この処理によ って細胞表面の Tfre-

ceptorと結合した 125I-Tfが分解除去されるも

のと考えられる。また， Tfとその receptorの

細胞内から細胞外ヘリサイクルされる時間を考

胞すると， trypsin処理の 15分の間に細胞内に

摂取された一部の 1251-Tfが細胞外へ放出されて

いることも予想される 。したがって，1"I-Tfの

摂取率 を評価す る場合には， trypsin処理を用

いるのは不適当と考えられる。

培地中の Tfi農度の変化に伴う HeLaS3の
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"Gaの摂取率の変化は， Larsonら4)の EMT-6

sarcomaを用いた実験結果と同様の傾向を示し

た。以前に報告＇ ）したとおり ，67Gaは培地中で

高率に Tfと結合しており， Tfと結合した 67Ga

は細胞表面の Tfreceptorを介して細胞内に取

込まれていると推定できる。また， "Gaの摂取

率は trypsin処理の影響をほとんど受けなか っ

た。これは， 67Gaは 125LTfとは異なり，そのほ

とんどが細胞内へ摂取されていて簡単に細胞外

へ放出されないことを示している。

125lTfと 67Gaの摂取を経時的に検討した結

果では，37℃における 125LTfの摂取率は培養

時間 3時間で平衡に達したが， 67Gaの摂取率は

24時間まで直線的に増加した。この結果は，

"GaがTfと結合して細胞内に endocytosisによ

って取込まれても細胞内での両者の動態は異な

り，＂ Gaだけが細胞内に菩栢されていると考え

られる。また， 4℃で細胞膜の運動が抑制され

ていると考えられる状態では， 125LTfの摂取率

は 37℃の場合とあまり変化しないのに対し，

"Gaはほとんど摂取されなかった。37℃の培養

では細胞は増殖し細胞数が増加するが 4℃では細

胞数の増加がないこと， 37℃と 4℃では 125LTf

の標識の安定性に違いがある可能性があること

等から， 37℃と 4℃における長時間の摂取率を

絶対値として比較するのは問題があるかもしれ

ない。 しかし， この結果から， 125LTfと細胞表

面の Tfreceptorとの結合は低温でも著明に変

化しないが， Tfを介した "Gaの集積には細胞

膜運動が必要であることが推定できる。

細胞へ摂取さ れた 125LTfと"Gaの動態の差

異をさらに明らかにするために，両者の細胞か

らの排泄を検討した。HeLaS3に摂取された

"Gaはいずれの条件でもほとんど排泄されず，

細胞内物質と強く結合しているものと考えられ

る。一方， 37℃で摂取された 125LTfは， 37℃

では著明に排泄されるが， 4℃では排泄が少な

かった。この結果は， 37℃で摂取された '"I-Tf 

は細胞表面の Tfreceptorに結合しているだけ

ではなく ，そ の多くは細胞内に取込まれており ，

37℃では細胞内の 125LTfはリサイクルされて

細胞外へ排泄されるが， 4℃では細胞膜運動が

抑制されているため細胞内に残存していると推

定される。 4℃で摂取された 125LTfは細胞表面

の Tfreceptorと結合しているだけと考えられ，

4℃においても排泄が多かった。

以上の今回の我々の実験結果から， 67Gaは鉄

の receptor-mediated endocytosi sの過程と同様

な機序によ って腫瘍細胞内へ取込まれていると

結論づけられる。すなわち， "Ga-Tfとして腫

瘍細胞表面の Tfreceptorと結合し，そ のまま

endocytosisによって細胞内に取込まれる。その

後細胞内で、"GaはTfから離れて他の細胞内物

質と結合して蓄栢され， Tfおよびその receptor

は細胞表面および細胞外ヘリサイクルされてい

るものと推定できる 。 しかし ，今回の実駿は

in vitroのものであり，生体における 67Gaの腫

瘍組識への集柏が Tfの関与のみで説明できる

かは即断できない。生体において， Tfの関与し

た "Gaの腫抵集租の直接的な証明は未だなされ

ていない。また， Haysら12)は，担癌ラットの

"Gaの分布におよぼすスカンジウムや鉄等の影

響を検討した結果から，正常軟部組識の "Gaの

集租は Tfとの結合によって増加するが，腫抵

組織では free"Gaかタンパク質との loosely

bound formの "Gaが集積すると報告している 。

生体では多くの因子が複雑に影器しあい解析は

困難であるが，＂ Gaによる腫瘍シンチグラフィ

の有用性を高めるために，生体における "Gaの

菓租機序をさらに解明する必要があると考えら

れる。
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