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要旨

1.背景と研究目的

糠尿病は高血糖を特徴とする代謝性疾患であり、インスリンの分泌不全やインスリンの作

用不足により引き起こされる。近年、インスリンを分泌する勝。細胞の減少や機能不全が、

所々の臨床所見や高血糖が出現する前から起こっていることが相次いで報告されており、 8

細胞量は、糖尿病の早期発見や治療にとって重要なバイオマーカーと考えられている。

しかし、現在行われている唯一の8細胞量の測定法は生検であり、侵襲性が強いため、糖

尿病の発症前や発症早期に検査を行うことや、治療効果あるいは病態の進行をモニタリング

するため経時的に検査を繰り返すことは困難である。従って、侵襲性の低いβ細胞量測定法

の開発は、早期発見や早期治療、治療効果の判定などにつながると期待されている。

一方、近年のイメージング技術の向上とケミカルバイオロジーの進歩により、生体内にお

ける機能分子の時間的・空間的・量的変化を非侵襲的に知ることが可能となってきた。様々

なイメージング機器の中で、陽電子放射断層撮像法 (Positronemission tomography， PET) 

は、被検体から放出されるガンマ線を体外で計測するため、侵襲性が低く、高感度で定量性

が高いという特徴がある。このため、これまでに8細胞量測定用のPETプローブがいくつか

開発されてきたが、いまだ診断薬として確立されたものはない。

そこで、 β細胞量を評価するために、我々はβ細胞に高度に発現しているソマトスタチン

受容体に着目した。ソマトスタチンは8細胞やその他の隊内分泌細胞に作用し、インスリン

をはじめとする隊内分泌ホルモシの分泌を制御する重要なレギュレーターと考えられている。

勝内分泌細胞からなるランゲルハンス島において、げっ歯類では8細胞が60・70%と多数を占

めており、そのソマトスタチン受容体の発現は、。細胞量測定に対するバイオマーカーとな

り得る。

本研究では、ソマトスタチンの代謝耐性アナログであるoctreotideに、b訟mctionalchelator 

と呼ばれる機能性分子である 1，4，7，10-旬traazacyclododecane-1，4，7，10・tetraaceticacid 

ωOTA)を導入し、放射性核種である68Gaで標識した68Ga-DOTA-octreotideをPETプロー

プとして用い、健常ラット及び糖尿病モデルラットでPET撮像を行って、 β細胞量で評価で

きる可能性を探ることを目的としている。



2.方法

2-1 田Ga-DOTA -octreotideの合成

DOTA-octreo抵deは標準的な回相合成法により合成した。 68Gaによる放射能標識は、

Zhernosekovらによって既に報告されている既知の方法を用いて行った。すなわち、市販の

田Ge/68Gaジェネレーターから溶出させた68Gaを陽イオン交換カラムによって精製し、

HEPES緩衝液に溶解させたDOTA-octreotideを加え、反応液のpHを3.5に調整した。こ

れをマイクロウェーブで 140'C・ 15分間反応させた後、カラムを通して精製し、最終的な目

的物であるPETプローブ、 68Ga-DOTA-octreotideを得た。

2-2 動物の準備

8-9遇齢のオスのSprague-Dawleyラットで体重がおよそ250グラムのものを用いた。PET

撮像前には、1.5%のイソフルレン麻酔下で投与用の静脈ルートを尾静脈に確保し、ラットを

PETカメラのガントリー内に固定した。撮像中は体温測定プローブを紅門に挿入し、体温を

モニターしながら体温調節器によって体温が37'Cに保たれるようにした。

糖尿病モデルの作成には、ラット体重あたり 70mglkgのストレプトゾトシン (Sτ却を腹

腔内に投与してβ細胞を選択的に破壊した。STZ投与後 15日の血糖値は457:t16.9mg/dl (健

常群は116:t6.47mg/dl)と高血糖を示した。

2-3 PET撮像

全てのPET実験は動物用のPETカメラを用いて行った。1.5%イソフルレン麻酔下でラッ

トをPETカメラのガントリーに固定し、曲Ge-曲Ga線源を用いて減弱補正用のトランスミッ

ションスキャンを30分行い、次いでPETプローブを投与して90分間の腹部スキャンを行っ

た。 PETプローブの放射能投与量は25.7土2.77MBqであった。また、物質としての投与量

(マスドース)は1.26:t0.14問であった。

また、曲Ga-DOTA-oc仕切tideの集積がソマトスタチン受容体との特異的な結合によるもの

かど、うかを検証するため、非標識のoctreotideを過剰量投与してプロッキング実験を行った。

約 1000倍の非標識体を投与して受容体をブロックした後、 1分後にPETプローブの投与を

行った。対照には同量の生理食塩水のみを投与した。

PET画像の画像再構成には、定量性に優れた数学的な再構成法であるFiltered

back-projection法 (FBP法)と、画質に優れた統計学的な再構成法である Ma対muma

poste討ori法 (MAP法)を用いた。 PET画像解析は専用ソフトを用いて行った。 3次元的な

関心領域 (Volumetricregion ofinterest， VOI)の設定にはMAP法による画像を用い、その

VOIをFBP法画像に載せて放射能集積値を抽出しその時間経過(Time-activityc田 ve)を得

た。臓器当たりの集積を示す割合(%叫jecteddose， %回)の算出は、動物の体重とPETプ

ロープの投与量によって補正を行い、正規化した。

2・4 Exvivo bio必stribution実験

全てのPET撮像後、 PETプローブ投与後120分で動物を安楽死させ、生理食塩水で潅流

、した後、臓器と組織を摘出した。それぞれの試料はガンマカウンタで放射活性を測定し、時

間による減衰の補正を加えて、投与PETプローブ量に対する割合を組織重量19あたりで

(%ID/g)算出した。

2-5 データ分析

データは平均±標準誤差で示してある。異なる群の有意差を明らかにするために t検定を

用い、有意水準を 5%とした。

3.結果

3・1 健常ラット豚における68Ga-DOTA-octreotideの集積

健常なラットでは、勝脱と腎に高い集積が認められた他、 E撃にもはっきりとした集積が認

められた一方、肝では集積が弱かった。勝と肝のTime-activitycurveによると、勝では投与

後 1分以内に急激な放射活性の上昇を認め、その後も徐々に増加してゆき、撮像終了時(投

与後90分)には0.99:t0.24%回に達した。対照的に、肝では投与後15秒でピークに達し、

その後は急速に減少して撮像終了時には0.17:t0.08%IDに過ぎなかった。薬物の排t世に関わ
る臓器である、腎と勝脱ではかなり高い集積が認められ、撮像終了時には前者は1.64:t0.58%

ID、後者は 12.8:t0.63%IDを示した。

3・2 非標識otreotideを用いたブロッキング実験における勝集積

跨E光・腎・肝では回Ga-DOTA -octreotideの集積が認められたが、解剖学的に勝があるべき

場所には集積が認められなかった。 exvivo biodistributionのデータにおいても、障での集穣

は有意に減少しており、放射活性は対照群のわずかに3.49%に過ぎなかった。

3-3 STZ誘発糖尿病モデルラットにおける勝集積の減少

68Ga-DOTA-octreotideの勝での集積がβ細胞量の変化を表すかどうかを調べるため、 STZ

誘発糖尿病モデルラットを用いてPET撮像を行った。 PET画像は勝集積の減少を示し、 ex

vivo biodistributionのデータでは健常ラットの47.3%の放射活性を示し、有意な減少を認め

た。



4.考察

本研究では、 68Ga-DOTA-octreotideを用いたPET撮像により8細胞量の評価が可能かど

うかを健常ラットおよひ糖尿病モデルラットにおいて検証し、 68Ga-DOTA-octreotideが糖尿

病の診断や治療効果の判定に対する診断薬になり得る可能性を示した。

これまで、 S細胞量測定のためにいくつかのPETプローブが開発されてきた。それらはS

細胞に対して親和性や選択性がよいにもかかわらず、血vivoでのイメージングにおいて十分

な可能性を示すことができたものはごく少数であった。例えば、 vesic叫armonoamine 

transporter 2をターゲットとする[llc1Dτ'BZや[18F]FP-(+)-DTBZはβ細胞量測定用PETプ
ロープとして報告されているが、肝への高い集積がβ細胞量の過大評価をもたらす可能性が

ある。しかも、勝外分泌細胞への非特異的な集積も報告されている。対照的に、

曲Ga-DOTA-∞treotideは腎への高い集積を考慮する必要があるものの、肝やその他の豚近傍

の消化管よりも勝集積がはるかに高い。特に、 DTBZ由来のPETプローブに比べて肝集積が

低い点は、肝内の移植勝島を評価する場合のよいツールと成り得る。

一方、放射性ソマトスタチンプナログほこれまでいくつか報告されてきたが、これらはソ

マトスタチン受容体を発現している神経内分泌腫療の検索や治療のために利用されてきた。

l1lIn-DTPA-octreotide (Octreoscan@)は商業的に入手可能で(ただし、日本では現時点で未承

認)、シンチグラフィや単一光子放射断層撮像 (Singlephoton emission computed 

tomography， SPECT)の診断薬であり、神経内分泌腫蕩やソマトスタチン受容体を発現して

いるその他の腫蕩の検知・検出のために、最も一般的に利用されている薬剤である。また近

年は陽電子放出核種で標議されたPET用の放射性ソマトスタチンアナログも報告されてきた

が、これらはいずれも勝。細胞の測定用ではなく、あくまでもソマトスタチン受容体発現腫

蕩に対するものであった。本研究は、ソマトスタチンアナログが勝。細胞量のPET測定に利

用できる可能性を初めて示した点に意義がある。なお、1l1In-SPECTの画質と定量性はPET

に及ばないので、市販のOctreoscan⑧をヒトでの勝β細胞量の測定に用いることは難しいと

考えられる。

結論として、健常ラットにおいて68Ga-DOTA-∞treotideが勝に高集積を示すのは、ソマト
スタチン受容体との特異的な結合であることを我々は論証した。 STZ誘発糖尿病モデルラッ
トにおけるPET画像とexvivo biodistributionのデータは、回Ga司DOTA-octreotideの勝への

集積が8細胞量を反映することを示した。よって、曲Ga-DOTA-octreotideは8細胞量を評価

するPET診断薬と成り得る可能性を持つ。
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糖尿病は高血糖を特徴とする代謝性疾患であり、インスリンの分泌不全やインスリンの作用不足により

引き起こされる。近年、インスリンを分泌する勝H細胞の減少や機能不全が、所々の臨床所見や高血糖

が出現する前から起こっていることが相次いで報告されており、 H細胞量は、糖尿病の早期発見や治療
にとって重要なバイオマーカーと考えられている。しかし、現在行われている唯一のB細胞量の測定法
は生検であり、侵襲性が強いため、糖尿病の発症前や発症早期に検査を行うことや、治療効果あるいは

病態の進行をモニタリングするため経時的に検査を繰り返すことは困難である。従って、侵襲性の低い

8細胞量測定法の開発は、早期発見や早期治療、治療効果の判定などにつながると期待されている。一
方、近年のイメージング技術の向上とケミカルバイオロジーの進歩により、生体内における機能分子の

時間的・空間的・量的変化を非侵襲的に知ることが可能となってきた。様々なイメージング機器の中で、

陽電子放射断層撮像法 (positronemission tomography， PET)は、被検体から放出されるガンマ線を

体外で計測するため、侵襲性が低く、高感度で定量性が高いという特徴がある。このため、これまでに

8細胞量測定用のPETプローブがいくつか開発されてきたが、いまだ診断薬として確立されたものは

ない。そこで、 B細胞量を評価するために、 β細胞に高度に発現しているソマトスタチン受容体に着目
した。ソマトスタチンはβ細胞やその他の隣内分泌細胞に作用し、インスリンをはじめとする枠内分泌

ホルモンの分泌を制御する重要なじギュレーターと考えられている。勝内分泌細胞からなるランゲルハ

ンス島において、げっ歯類ではβ細胞が 60・70%と多数を占めており、そのソマトスタチン受容体の発

現は、。細胞量測定に対するバイオマ}カーとなり得る。本研究では、ソマトスタチンの代謝耐性アナ

ログである octreotideに、 bifunctionalchelatorと呼ばれる機能性分子である

1，4，7， 1O-tetraazacyclododecane-l，4， 7，10・tetraaceticacidωOT.A)を導入し、放射性核種である 68Ga
で標識した 68Ga-DOTA-octreotideをPETプローブ、として用い、健常ラット及び糖尿病モデルラット

でPET撮像を行って、 H細胞量で評価できる可能性を探索した。

得られた結果は以下のごとくである。

(1)健常ラットでは、勝脱と腎に高い集積が認められた他、鮮にもはっきりとした集積が認められた

一方、肝では集積が弱かった。勝と肝の Time-activitycurveによると、目撃では投与後 1分以内に急

激な放射活性の上昇を認め、その後も徐々に増加してゆき、撮像終了時(投与後 90分)には 0_99:!: 

0_24%IDに達した。対照的に、肝では投与後 15秒でピークに達し、その後は急速に減少して撮像終

了時には 0_17土 0_08%IDに過ぎなかった。薬物の排世に関わる臓器である、腎と勝脱ではかなり高

い集積が認められ、撮像終了時には前者は1-64:!: 0_58%ID、後者は 12_8:!:0_63%IDを示した。

(2)非標識 otreotideを用いたブロッキング実験では、勝目先・腎・肝に68Ga-DOTA -octreotide集積

が認められたが、解剖学的に膝があるべき場所には集積が認められなかった。 Exvivo biodistribution 

のデータにおいても、停での集積は有意に減少しており、放射活性は対照群のわずかに 3-49%に過ぎ

なかった。

(3) 68Ga-DOTA-octreotideの綜での集積がH細胞量の変化を表すかどうかを調べるため、 STZ誘発

糖尿病モデルラットを用いて PET撮像を行った。 PET画像は勝集積の減少を示し、 exV1VO 

biodistributionのデ」タでは健常ラットの 47.3%の放射活性を示し、有意な減少を認めた。



これまで、 B細胞量測定のためにいくつかの PETプローブが開発されてきた。それらはB細胞に対

して親和性や選択性がよいにもかかわらず、 mVlVOでのイメージングにおいて十分な可能性を示すこ

とができたものはごく少数であった。 68Ga.DOT A-octreotideは腎への高い集積を考慮する必要がある

ものの、肝やその他の隣近傍の消化管よりも隣集積がはるかに高い。本研究により、健常ラットで

68Ga. DOTA .octreotideが勝に高集積を示すのは、ソマトスタチン受容体との特異的な結合であること

が示され、 STZ誘発糖尿病モデ、ルラットにおける PET画像と exvivo biodistributionのデータは、

68Ga. DOTA .octreotideの隣への集積が8細胞量を反映することを示した。従って、

68Ga:. DOTA .octreotideはH細胞量を評価する PET診断薬と成り得る可能性を持つことが示唆された。

本研究は糖尿病早期診断指標となることが期待される梓8細胞量を 68Ga.DOTA.octreotideを用いた

PET撮像によりソマトスタチン受容体発現量を計測することにより推測することの可能性を証明した

ものであるが、従来殆ど行われなかった画像診断による勝島機能評価法の開発について重要な知見を得

たものとして価値ある集積と認める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があると認

める。




