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１．はじめに 

 悪性腫瘍患者に対する放射線療法や化学療法の治療効果の判定は，主として CT (computed tomography)や

MRI (magnetic resonance imaging)，US (ultrasonography)によって画像化される形態的変化に基づいて行

われてきた。しかし治療後の腫瘍組織には，線維組織や壊死組織，障害を受けた癌細胞などが含まれ，残存

する組織が常に増殖可能な癌細胞集団とは限らないという治療上の問題があった。それに対し，核医学診断

法では，従来より腫瘍親和性薬剤として 67Ga-citrate (Ga)が用いられ，SPECT (single photon emission 

tomography)を用いることにより腫瘍の機能的な断層画像診断が得られる。一方、最近、グルコース類似薬で

ある FDG (18F-2-deoxy-2-fluoro-D-glucose)を用いた PET (positron emission tomography)が開発され，腫

瘍診断に臨床応用されている。Minn ら 1)は，頭頸部の扁平上皮癌で成長の早い腫瘍には遅い腫瘍よりも多く

の FDG が取り込まれることを報告し，FDG 集積が細胞周期依存性であることを示唆している。本研究では，

これら腫瘍トレーサーの集積メカニズムをさらに詳細に検討するため、ヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞を用い， 

Ga 集積と FDG 集積の細胞周期依存性を詳細に調べた。 

 

２．材料と方法 

2.1 培養細胞と細胞同調法 

 培養癌細胞としてヒト子宮頸癌由来の HeLa S3 (RCB0191, 理化学研究所)を用いた。培養液は 10％fetal 

calf serum (FCS)を添加した Eagle's minimal essential medium (MEM)を用い，5 ％CO2・37℃の条件下で培
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養を行った。培養容器には Nunc (USA)社製組織培養フラスコ (容量 50 ml，培養面積 25 cm2)を用いた。培養

細胞数は細胞同調が完了した時点で 1 3×106 個となることを目標に調整した。細胞同調法は，Knehr ら 2)

の方法による高濃度 thymidine (TdR)によるダブルブロッキング法にて行った。同調処理が終了した直後を 0

時間として以後 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14 時間経過後にそれぞれの培養フラスコを 4℃に急冷保存し RI

投与実験にそなえた。 

2.2 FDG と Ga の投与 

 Ga は第一ラジオアイソトープ研究所製を用い，培地 1 ml あたり 74 kBq (2 μCi)目標に投与した。FDG は，

仁科記念サイクロトロンセンター (NMCC) で合成し，各ステージに同調された細胞を含む培養フラスコに対

し，培地 1 ml あたり 370 kBq (10μCi)を目標に投与した。また，細胞は RI 存在下で 37℃ 30 分間の培養を

行った後，trypsin で細胞を浮遊させ，5％ FCS  0.1％ グルコース添加 PBS (phosphate buffered saline)

で 3 回洗浄した。細胞内に取り込まれた FDG あるいは Ga の放射能は，ガンマーカウンターを使用して計測し

た。その後血球計測板で細胞数を測定し，単位細胞数あたりに集積した RI 量を求めた。 

2.3 FCM による DNA 量の測定 

 細胞同調の確認および相対的 DNA 量の測定と DNA 合成能の測定には，FCM を用いた。細胞核 DNA 量を測定

するために，2％ Triton X-100に細胞を浮遊させ裸核した。その後RNase (最終濃度0.5％)を添加後propidium 

iodide (PI) (最終濃度 50 μg/ml)で DNA を染色，細胞数を 1×106個に調整し DNA 量を測定した。また TdR

類似体の BrdU (bromodeoxyuridine)を用いて，DNA 合成能を調べた。培養フラスコには BrdU (最終濃度 10 μ

M) を投与し，37℃で 30 分細胞培養した。細胞を trypsin で浮遊させた後 70％冷エタノールにて 1時間固定

した。PBS にて洗浄後，4N 塩酸にて 20 分間処理し二重鎖 DNA の単鎖化を行った。ホウ酸・ホウ砂緩衝液で塩

酸を中和化し PBS で洗浄，細胞数を 1×106個に調整し anti BrdU-FITC を加えた。さらに PI (最終濃度 5 μ

g/ml)にて細胞核 DNA を染色し，FCM にて測定した。 

 

３．結 果 

3.1 細胞周期と FCM 

 細胞核 DNA 量と S 期に取り込まれる BrdU 量を FCM によって分析し，本実験で用いた TdR ダブルブロッキン

グ法による細胞同調が，正しく行われているか否かを確認するとともに，同調処理終了後からの経過時間と

細胞周期との関係を調べた。その結果、同調処理終了直後の 0時間には，ヒストグラムのピークは 2N よりわ

ずかに 4N よりに移動しており S期前期に同調されていた。その後 2時間 7 時間と経過するに従いそのピーク

は G2/M 期である 4N に移動，さらに 12 時間経過後には，G1 期である 2N に移動することが明らかになった。

一方、anti BrdU-FITC と PI による BrdU/DNA 二重染色の FCM により、同調処理終了直後を 0 時間とすると，

0時間における BrdU を取り込んだ細胞は 106個中 73％であった。さらに 2時間後には 90％と最大の取り込み

を示した。その後 BrdU 集積量は減少に転じ，7時間後は 9％，12 時間後には 5%に低下した。 
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3.2 Ga 集積と細胞周期 

 Fig. 1 に Ga 集積と各細胞周期との関係を示す。横

軸には同調処理が終了してからの経過時間，縦軸には

Ga 集積量と細胞数を最大 100％とした相対値でプロ

ットした。Ga 集積は 4 時間後から上昇に転じ，8時間

後には最大に達した。その後急峻に減少に転じ，10

時間後にはピーク時の約 40％まで低下した。FCM 所見

および細胞数変化から Ga 集積のピークは，G2/M 期で

あり，S期と G1 期では Ga 集積が低下することが示さ

れた。 

3.3 FDG 集積と細胞周期 

 FDG 集積は，同調処理終了直後と 7 時間後にピークを持ち，その後，次第に減少し，同調処理終了直後の

約 40%まで減少した。DNA 合成の指標である BrdU 集積のピークは 2 時間後であり，その後急峻に低下し 8 時

間後以降の集積は数％となった。このことから，細胞集団は同調処理直後にはすでに S 期に入っており，2

時間後にピークに達し約 6時間後には S期から G2 期へ移行することが示された。また 7時間後の FDG 集積の

2 番目のピークは，BrdU 集積および FCM 所見より G2/M 期と思われた。細胞数は同調処理が終了してから一定

であったが，9 時間経過後から上昇に転じ，12 時間後には細胞数が 2 倍になった。このことから，多くの細

胞は 9時間経過後から分裂を開始し，12 時間後には分裂が完了して G1 期に入ったことが示された。 

 

４．考 察 

 Ga は古くから腫瘍親和性薬剤として用いられてきた。Ga SPECT は PET と比較し空間分解能と感度という点

で劣るが，多くの施設で簡便に行うことが可能で，腫瘍の治療効果判定や，再発巣の検出および悪性度の推

定に用いられてきた。Ga 集積と FDG 集積の特性を知ることは，SPECT と PET を検査目的によって使い分ける

際，極めて重要であろう。Ga は，FDG と同様に増殖の盛んな腫瘍細胞や，未分化な腫瘍細胞に多く集積する

とされている 3)。その際 Ga は，癌細胞の transferrin receptor (CD71)に結合し細胞内に取り込まれる 4)。

Chitambar ら 5)は CD71 の発現が DNA 合成期の鉄イオン需要の増大によると報告している。また，Van 

Leeuwen-Stok ら 6)は，リンパ腫細胞株 (U-937, U-715)を同調させ，Ga 集積と CD71 の発現との関係を調べた。

その結果，両者は細胞周期に依存し S 期と G2/M 期で増大するが，特に G2/M 期で最大となることを示してい

る。今回の研究では，CD71 の発現に関する実験を行わなかったが，Ga 集積については G2/M 期で最大となり

S 期は G1 期と同程度に低かった。我々の成績は，Van Leeuwen-Stok らの成績と多少異なっていたが，G2/M

期で集積が最大となる点で一致している。 

 Minn ら 7)は頭頸部癌の FDG-PET において，FDG 集積が組織学的悪性度に依存せず，腫瘍の分裂能に依存し

ており，腫瘍細胞が S期と G2/M 期にある割合が多い組織では FDG の強い集積として描出されることを報告し
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ている。これらの所見は G0 期あるいは G1 期にある細胞には，FDG が集積しにくいことを示すものである。

本研究では，培養細胞を G1 期から M 期まで連続的に細胞を同調させ FDG 集積との関係を調べた。その結果，

FDG は，S 期前半と G2/M 期によく集積するが，G1 期では急激に集積低下がおこることがわかり，Minn らの成

績を in vitro で証明する結果となった。腫瘍の増殖速度と FDG 集積に関し，いくつかの報告 8-10)がある。そ

れらによると，FDG 集積は，増殖速度が低い腫瘍より高い腫瘍で高値を示し，腫瘍悪性度の良い指標になる

ということが示されている。今回の成績から，これは腫瘍組織中の S期前半と G2/M 期にある細胞の割合が反

映したものと推測される。 

 Ga や FDG を用いて得られる核医学画像には，これら腫瘍トレーサーの細胞周期依存性が反映されているほ

かに，腫瘍組織中の腫瘍実質/間質比も反映されていると推測される。両者のうち，どちらの影響が大きいか

不明であり，今後の検討課題である。 
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