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Abstract: Early detection and quantitative evaluation of deposited amyloid is extremely important in treating patients 
with amyloidosis. we made a precursor EMSB and 19F-EFSB labeled stable isotope fluorine on EMSB to develop a new 
imaging probe18F-EFSB that detects systemic amyloidosis by PET examination. In this study, the following three were 
carried out as basic research for clinical application of 18F-EFSB for diagnosis (1)histochemical analysis to amyloid using 
19F-EFSB, (2)investigation of optimal synthesis condition of 18F-EFSB, (3)quality control of 18F-EFSB. As a result of 
histochemical analysis, 19F-EFSB specifically accumulated in all disease type amyloid. Therefore, it was shown that 18F-
EFSB also accumulates in amyloid.18F-EFSB was efficiently labeled with a radiochemical purity of 81.7 ± 5.1%(n=3) 
by reaction at 200 degree for 5 minutes. Quality control (radiochemical purity test, pH measurement, endotoxin test, 
sterility test) performed was no problem. By clearing some quality control in the future, 18F-EFSB may be a clinically 
applicable tracer capable of detecting amyloid in the whole body. 
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Ⅰ. はじめに 
  
 アミロイドーシスは不要性タンパク質であるア

ミロイドが種々の臓器に沈着することにより進行

性の機能障害を引き起こす難病である 1,2)。進行し

た疾患に対しての治療は未だ大きな問題があるた

め、患者が十分な治療効果を得るためには早期診断

が重要となる 3)。しかしアミロイドーシスの一般的

な組織診断方法であるコンゴーレッド染色は、生検

が必要であり侵襲的で限局的な情報しか提供され

ない検査であるため、早期診断は依然として困難で

ある 3-5)。これらの問題を解決する方法として、アミ

ロイドイメージング用 positron emission tomograp- 
hy(PET)プローブを用いて in vivo でアミロイドを画

像化する診断法が注目されている 6)。  

 これまでにアミロイドを画像化する標識薬剤と

して、限局性のアミロイドーシスであるアルツハイ

マー型認知症の原因物質とされるアミロイドβに

特異的に集積する Pittsburgh compound-B(11C-PiB)、
[11C]2-(2-[2-Dimethylaminothiazol-5-yl]ethenyl)-6-(2-
[fluoro]ethoxy)benzoxazole(11C-BF227)、18F-Florbetapir
などが開発され臨床で研究されている 7-9)。さらに

近年の研究で 11C-BF227、18F-Florbetapir は心アミロ

イドーシスの沈着アミロイドを検出するプローブ

として有用であると報告されている 10,11)。一方、全

身性のアミロイドーシスを PET で診断した報告は

ほとんどない。 
 以前、安東らはコンゴーレッド誘導体で生体内に

投与可能な診断試薬(trans,trans)-1-bromo-2,5-bis-(3- 
hydroxycarbonyl-4-hydroxy)styrylbenzene (BSB)を開
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発し、毒性・発がん性などの問題が少ないことから、

シンチグラフィーで使用可能であることを示唆し

た 12)。さらに中園らは BSB の誘導体として 1-Meth- 
oxy-2,5-bis-styrylbenzene (MSB)を開発し、組織化学

的検査のみならず全身のアミロイドを検出する有

用な PET 薬剤となることを示唆した 13)。今回松永

は MSB に放射性フッ素を標識するために、前駆体

1(2-mesyl-ethoxy)-2,5-bis-styrylbenzene(EMSB) と 、

EMSB に安定同位体フッ素を標識した 1(2-[19F]fluo- 
rine-ethoxy)-2,5-bis-styrylbenzene(19F-EFSB)を開発し

た。EMSBに 18Fをラベリングした標識薬剤 1(2-[18F] 
fluorine-ethoxy)-2,5-bis-styrylbenzene(18F-EFSB)は、全

身のアミロイド沈着を PET で検出する新たなアミ

ロイドーシス用標識薬剤になると考えられる 13)。 
 本研究の目的は、18F-EFSB を臨床で使用可能な標

識薬剤にするための基礎研究として(1) 19F-EFSB の

アミロイドへの反応性を組織化学的分析により検

討すること、(2)EMSB に 18F を標識合成する際の最

適な合成条件を検討すること、(3)18F-EFSB の品質

管理を行うことである。 
 

Ⅱ. 使用機器および方法 
 
2.1 様々な病型の沈着アミロイドに対する 19F- 
    EFSB の反応性の検討 
2.1.1 使用標本 
 実験で用いたすべての標本は、組織病理学検査に

おいてコンゴーレッド染色や遺伝子診断、免疫組織

化学によって確定診断に至った厚さ４μm の連続

切片を使用した。病型別に、AL アミロイドーシス

患者 6 名(男性 5 名、女性 1 名、70.0±6.4 歳)、AA
アミロイドーシス患者 2 名(男性 1 名、女性 1 名、

50.0±46.7 歳)、トランスサイレチン型家族性アミロ

イドポリニューロパチー (FAP: Familial Amyloid 
Polyneuropathy)患者 3 名(男性 2 名、女性 1 名、52.7
±12.0 歳)、野生型トランスサイレチン由来老人性

全身性アミロイドーシス (SSA: Senile Systemic 
Amyloidosis)患者 3 名(男性 2 名、女性 1 名、76.0±
2.6 歳)、アミロイド沈着無し患者 4 名(男性 1 名、女

性 4 名、50.3±7.1 歳)であった。生検部位は消化管

5 例、心筋 3 例、皮膚 2 例、腸管・腎臓・十二指腸・

骨髄・骨格筋・気管支 1 例、不明 2 例であった。 

2.1.2 組織染色方法 
 コンゴーレッド染色には Congo red(Merck KgaA、

ドイツ)、フェノール(ナカライテスク株式会社、京

都)、酢酸(ナカライテスク株式会社、京都)、キシレ

ン(ナカライテスク株式会社、京都)、エタノール(ナ
カライテスク株式会社、京都)、ワイゲルト鉄ヘマト

キシリン液 2(武藤化学株式会社、東京)、IHC Wash 
Buffer 3(株式会社ファルマ、東京)、IHC Wash Buffer 
2(株式会社ファルマ、東京)、マリノール(武藤化学

株式会社、東京)を使用した。パラフィン切片は脱パ

ラフィンするため、キシレン、100％エタノール、

90％エタノール、80％エタノール、70％エタノール

の順にそれぞれ 1 分間ずつ浸したあと、蒸留水で水

洗した。組織をコンゴーレッド溶液(Congo red: 1000
μl、フェノール: 50μl、酢酸: 10μl)に浸し遮光下で

30 分間染色したあと、蒸留水で洗浄した。さらにヘ

マトキシリンで染色し、IHC Wash Buffer 3 で 3 回、

IHC Wash Buffer 2 で１回洗浄した。組織を脱水する

ため 70％エタノール、80％エタノール、90％エタノ

ール、100％エタノール、キシレンの順に浸したあ

と、マリノールを用いてカバーガラスで封入した。

組織の観察には光学顕微鏡Bx51(オリンパス株式会

社、東京)、偏光レンズ(オリンパス株式会社、東京)
を使用した。観察では、組織が橙赤色に染色されて

いる、かつ偏光顕微鏡下の観察でアップルグリーン

を呈した箇所をアミロイド陽性と判定した。 
 19F-EFSB 染色には 19F-EFSB(熊本大学薬学部、熊

本)と Dimethyl sulfoxide(株式会社エムピーバイオジ

ャパン、東京)、Glycerol Gelatin(SIGMA、アメリカ)
を使用した。19F-EFSB はジスチリルベンゼン誘導体

であることから強い蛍光を示す。標本はコンゴーレ

ッド染色で使用した同一患者の連続切片を使用し

た。コンゴーレッド染色時と同様に脱パラフィンを

行ったあと、蒸留水で脱水した。組織を 19F-EFSB 溶

液 (19F-EFSB を Dimethyl sulfoxide で質量％濃度

0.01％に希釈)に浸し遮蔽下で 30 分間浸漬したあと、

組織を蒸留水で洗浄した。自然乾燥したあと、

Glycerol Gelatin を用いてカバーガラスで封入した。

組織の観察には蛍光顕微鏡Biozero(株式会社キーエ

ンス、大阪)を使用した。 
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Fig. 1 EMSBの構造式および 18F-EFSBの反応式 

 
2.1.3 組織染色の分析方法 
 同一患者の連続切片を用いてコンゴーレッド染

色と 19F-EFSB 染色を行った。組織におけるコンゴ

ーレッド陽性部位と 19F-EFSB 蛍光部位の相同性を

目視で比較した。 
 
2.2 18F-EFSB の最適な合成条件の検討 
2.2.1 標識合成に用いた使用薬品および機器 
 標識合成にはアセトニトリル(脱水)(関東化学株

式会社、東京)、kryptofix 222 (Merck KgaA、ドイツ)、
炭酸カリウム(和光純薬工業株式会社、大阪)を使用

した。Sep-Pak Accell Plus QMA Plus Light Cartridge は

Waters(アメリカ)から購入した。EMSB は熊本大学

薬学部で合成されたものを使用した。 
 標識合成に用いた 18F は日本赤十字社熊本健康管

理センターPET-CT 診断センターで製造されたもの

を使用した。標識合成装置は標識化合物供給システ

ム 11C-メチル合成装置 Ver 1.2.4(JFE エンジニアリン

グ株式会社、東京)を使用した。 
 
2.2.2 合成方法 
 kryptofix 222 と炭酸カリウムの混合溶液(kryptofix 
222: k2CO3: acetonitrile: distilled water =220mg: 70mg: 
3ml :3ml) 0.4ml を Sep-Pak QMA に通すことで 18F を

反応容器に溶出した。溶媒を除去するために窒素ガ

ス気流中で 150℃5 分間加熱乾固した。5 分間冷却

した後、無水アセトニトリル(0.4ml)を加えて再度

150℃5 分間共沸蒸留することで水の残留痕跡を除

去した。 
共沸が終了した反応容器に、EMSB を無水アセト

ニトリルで質量％濃度 0.4％に希釈した溶液を加え

てフッ素化を行った。本合成は EMSB のメシル基

を 18F に置換することで行われる(Fig. 1)。最適な合

成条件を検討するため反応時間と温度をそれぞれ

調べた。初めに反応温度 180℃で固定し 2.5 分間、

5 分間、7.5 分間、10 分間、15 分間と変化した。最

適な反応時間を決定した後、反応温度を 150℃、

170℃、190℃、200℃、210℃と変化した。合成は各

反応条件で 3 回ずつ行った。 
 
2.2.3 HPLC 使用機器、分析条件および放射化学的純 
    度の算出方法 
 High performance liquid chromatography(HPLC)装
置は、高圧送液ポンプ uf-6050SZ2(ユニフローズ、

東京)、カラム wakosil-ii 5c18ar Φ4.6mm×250mm(和
光純薬工業株式会社、大阪 )、放射線検出器は

RI0704(JFE テクノス株式会社、神奈川県)、UV 検出

器 EYELA UV-9000(東京理化器械株式会社、東京)を
使用した。キュリーメーター井戸型 NaI シンチレー

ションカウンタは ICG-7(日立アロカメディカル株

式会社、東京)を使用した。溶離液は、アセトニトリ

ルと水の混合溶液(80：20)を用いた。流速は 2ml/min、
UV は 254nm とした。 
 はじめにコントロールデータとして、HPLC を用

いて 18F の放射能(RA: Radioactivity)スペクトルと

ultraviolet(UV)スペクトル、EMSB の UV スペクトル

を分析した。その後、合成後の溶液の RA スペクト

ルと UV スペクトルを分析した。合成後の反応液の

HPLC 分析結果を画像解析ソフト ImageJ(NIH)14)で

表示し、RA ピークの面積を求め、放射化学的純度

を下記の式より求めた。 
 放射化学的純度＝ 18F-EFSB の RA ピーク面積/ 
(18F の RA ピーク面積+ 18F-EFSB の RA ピーク面積) 
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2.3 18F-EFSB の品質管理 
2.3.1 使用機器および薬品 
 本研究では品質管理として、放射化学的純度試験、

pH 測定、無菌試験、エンドトキシン試験、以上の 4
つを実施した。 
 精製には Sep-Pak Accell Plus QMA Plus Light 
Cartridge(Waters、アメリカ)を使用した。pH 測定で

はリトマス試験紙(東洋工業株式会社、東京)を使用

した。無菌試験では無菌性試験キッド Oxoid Signal 
Blood Culture System Thermo Scientific 20pkg 
BC0100M BC0100 BC0102M(Thermo Fisher Scientific、
アメリカ)を使用した。エンドトキシン試験ではエ

ンドトキシン検出用試薬 Limulus ES-2 Single Test 
wako(和光純薬工業株式会社、大阪市)を使用した。

インキュベートには IC100W(ヤマト科学株式会社、

東京)を使用した。 
 
2.3.2 品質管理の手順 
 合成後の溶液を Sep-Pak QMA に通過させ、フリ

ーの 18F-を除去することで精製を行った。精製した

溶液を使用して pH 測定、エンドトキシン試験、無

菌試験をそれぞれ 5 回ずつ実施した。pH 測定はリ

トマス試験紙に対して、精製液を数滴滴下した。エ

ンドトキシン試験はライセート試薬と精製液 
0.2mL を試験管中に混合し、37℃のインキュベータ

に 60 分間安置するゲル化法で行った。無菌試験は

ブラッドカルチャーに精製液を 1ml 加えて、37℃の

インキュベータに 1 週間安置した。 
 
2.3.3 品質管理の分析方法 
 精製後の放射化学的純度試験は、2.2.3 に述べた

使用機器と分析条件を用いて、同様に放射化学的純

度を算出した。pH 測定はリトマス試験紙の pH 値

を目視で判定した。エンドトキシン試験は加熱終了

後、試験管を 180 度転倒しゲル形成が生じている場

合は陽性、生じていない場合は陰性と判定した。無

菌試験では、細菌が発生した二酸化炭素の量を測定

器で計測し、体積増加が 2ml 以上の場合を陽性、そ

れ以下の場合を陰性とした。 

 
 
 

Ⅲ. 結果 
 
3.1 様々な病型の沈着アミロイドに対する 19F- 
    EFSB の反応性の検討 
 Fig. 2 に種々の全身性アミロイドーシスに対する

コンゴーレッド染色と 19F-EFSBの染色結果を示す。

左の行からからコンゴーレッド染色(CR: Congo red)、
コンゴーレッド染色時偏光レンズ下観察 (PL: 
polarized light)、19F-EFSB 染色である。AL、FAP、ア

ミロイド沈着無しは消化管生検、AA は腎生検、SSA
は心筋生検である。矢印で示すように、すべての組

織においてコンゴーレッド染色により橙赤色を示

す箇所があり、偏光顕微鏡下観察でアップルグリー

ンの複屈折を呈した。すべての病型のアミロイドに

おいて、19F-EFSB の集積部位はコンゴーレッド陽性

部位と一致していた。 
 
3.2 18F-EFSB の最適な合成条件の検討 
 Sep-Pak QMA から抽出した 18F の放射能は 70～
250MBq であった。18F、EMSB、200℃5 分間で合成

した反応液の HPLC 分析結果をそれぞれ Fig. 3、Fig. 
4、Fig. 5 に示す。HPLC 分析の上段は RA スペクト

ル、下段は UV スペクトルである。縦軸は信号強度

(mV)、横軸は保持時間(minute)である。ここで保持

時間は、物質がカラムに流入してから溶出されるま

での時間を示している。なお UV スペクトルは機器

の不良により上下反転して表示している。18F の RA
ピークは 1.8 分(peak 1)、UV ピークは 2 分(peak 2)と
2.5-2.8 分(peak 3)に出現した。EMSB の UV ピーク

は 1.9 分(peak 1)と 3.3-4.4 分(peak 2)に出現した。反

応条件 200℃5 分間で合成した反応液の RA ピーク

は 2 分(peak 1)と 4-5.5 分(peak 2)、UV ピークは約

1.8-2.0 分(peak 3)、2.2-2.5 分(peak 4)、3-4.0 分(peak 
5)、4.5-5.8 分(peak 6)、8.9-10.2 分(peak 7)に出現した。 
 Fig. 6 に反応時間の変動による放射化学的純度の

結果を示す。放射化学的純度は 2.5 分間で 70.2±
9.3%、5 分間で 74.8±5.8%、7.5 分間で 69.6±7.6%、

10 分間で 68.2±5.0%、15 分間で 64.6±3.2%であっ

た。放射化学的純度は 5 分間の加熱でピークになり、

その後緩やかな減少を示した。これより最適な反応

時間は 5 分とした。Fig.7 に反応温度の変動による

放射化学的純度の結果を示す。放射化学的純度は
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Fig. 2 様々な種類のアミロイドへ対するコンゴーレッド染色と 19F-EFSBの相同性検討結果 

 (スケールバー: CR, PL=500μm、19F-EFSB=100μm) 

 
150℃で 56.7±9.6％、170℃で 69.9±2.1％、190℃で

75.8±1.5%、200℃で 81.7±5.1%、210℃で 84.9±
1.6％であった。反応温度が高くなるにつれて放射

化学的純度は向上した。 
 
3.3 18F-EFSB の品質管理 
 精製後の HPLC 分析の結果、RA ピークは 2.2 分

(peak 1)と 5.7 分(peak 2)に、UV ピークは 2 分(peak 
3)、2.4-2.8 分(peak 4)、3.8-4.5 分(peak 5)、6 分(peak 

6)、10 分(peak 7)に出現した(Fig. 8)。精製後の放射

化学的純度は 95.1±3.4％(n=5)であった(Table 1)。リ
トマス試験紙による pH 測定は全て 6.5-7.5 の範囲

であった。エンドトキシン試験はゲル形成が生じな

かったため陰性であった。無菌試験は体積増加が

0.5ml 程度であったため陰性であった。 
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Fig. 3 18Fの HPLC分析結果 

 

 

Fig. 4 EMSBの HPLC分析結果 

 

 
Fig. 5 200℃5 分間の反応条件で合成された反応液の HPLC分析結果 

 

Ⅳ. 考察 
 
4.1 様々な病型の沈着アミロイドに対する 19F- 
    EFSB の反応性の検討 
 18F-EFSB の安定同位体である 19F-EFSB を用いて、

アミロイドへの反応性を検討した。Fig. 2 に示すよ

うに、全ての標本においてコンゴーレッド染色によ

り橙赤色を示し、偏光顕微鏡下観察で緑色の複屈折

を呈する箇所が存在したため、アミロイドの沈着が

証明された 3-5,12)。各病型におけるコンゴーレッド染

色陽性部位と 19F-EFSBの蛍光部位は完全に一致し、

アミロイド沈着組織以外には反応性を示さなかっ

た。よって 19F-EFSB は全ての全身性アミロイド―

シスの病型に対するアミロイドへ特異的に集積す

ることが明らかとなった。現在まで主にアミロイド

βを検出することを目的に、コンゴーレッド誘導体

でスチリルベンゼンを有する様々なアミロイド検

出薬剤が開発されている 13)。Fig. 1に示すように 19F-
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Fig. 6 反応時間による放射化学的純度の変化(反応温度 180℃固定) 

 

 

Fig. 7 反応温度による放射化学的純度の変化(反応時間 5分固定) 

 
EFSB も前駆物質 EMSB と同様にスチリルベンゼン

骨格を保持しているため、アミロイドへ集積したと

考える。これより放射性フッ素で標識した 18F-EFSB
においても、アミロイドへ集積すると推察する。 
 
4.2 18F-EFSB の最適な合成条件の検討 
 本研究では 18F-EFSB の最適な合成方法を確立す

るため、最適な反応時間と温度を求めた。はじめに

コントロールデータとして 18F を分析したところ、

RA ピークは peak 1、UV ピークは peak 2 と peak 3
が出現した(Fig. 3)。peak 2 と peak 3 は Sep-Pak QMA
から 18F を溶出する際に用いた混合溶液に含まれる

kryptofix 222 および炭酸カリウムのピークである。

前駆体 EMSB の UV スペクトル peak 1 は未同定、

peak 2 はメインピークである(Fig. 4)。Fig. 5 に示す

通り、合成後の反応液の RA ピークは peak 1 と peak 
2 が出現した。反応液の RA に出現した peak 2 は、

合成された 18F-EFSB のピークと考えられる。反応

液の peak 3 は未同定である。peak 4 は炭酸カリウ

ム、peak 5 は EMSB、peak 6 は 18F-EFSB のピークで

あると考えられる。peak 7 に関しては EMSB の 2 量

体であると推察する。 
 反応温度 180℃で固定し適切な反応時間を検討し

たところ、Fig. 6 に示す通り反応時間 5 分で放射化
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Fig. 8 精製後の 18F-EFSBの HPLC分析結果 

 
学的純度は 74.8±5.8％とピークに達し、時間の延

長に伴い放射化学的純度は緩やかに減少した。

Kumar らは、反応時間の延長は放射線分解を誘発す

ると報告している 15）。本研究において反応時間の延

長により生じた放射化学的純度の低下は放射線分

解の影響によるものと考える。次に適切な反応温度

を検討した結果、Fig. 7 に示す通り反応温度の増加

に伴い放射化学的純度は上昇した。しかし 210℃の

加熱の際に反応容器が破損したことより、200℃の

加熱が最適であると決定した。以上より 200℃5 分

間の反応は、迅速かつ高い放射化学的純度を獲得で

きる有用な合成条件であると考える。 
 
4.3 18F-EFSB の品質管理 
 放射化学的純度試験・pH 測定・エンドトキシン

試験・無菌試験、以上 4 つの品質管理を実施するこ

とで 18F-EFSB が臨床応用可能な標識薬剤であるか

明らかにした。 
 合成後の 18F-EFSB を Sep-Pak QMA に通し、フリ

ーの 18F-を除去することで精製した。ポジトロン核

医学利用専門委員会は目的物以外の放射能は総放

射能の 5％以下であることを推奨している 16）。本研

究の放射化学的純度試験は 95.1±3.4％であった。

Sep-Pak QMA は溶液の導入速度により 18F-の吸着力

が異なる 16）。本研究では精製を手動で行っているこ

とから、放射化学的純度の変動は手技によるもので

あり、導入速度が速かったことが原因と考えられる。

精製後の溶液は微黄色であり、粒子の存在は認めら

れなかった。pH は中性であり、無菌試験、発熱性

試験ともに陰性であった。以上より有害菌および異

物の混入は無いと考える。 

Table 1精製後の放射化学的純度 

回数 精製後の放射化学的純度(%) 

1 97.8 

2 96.8 

3 88.7 

4 97.3 

5 94.1 

平均 95.1±3.4 

 
 本研究の精製方法は溶媒がアセトニトリルであ

るため、標識薬剤を生体に投与することはできない。

今後は精製液をロータリエバポレーター等で加熱

乾固したあと、残渣を生理食塩水で溶解することで、

生体へ安全に投与可能な注射用薬剤になると考え

られる 17)。 
  

Ⅴ. 結語 
 
 新たな全身性アミロイド―シス用の標識薬剤 18F-
EFSB の臨床応用に向けた基礎研究として(1)19F-
EFSB のアミロイド集積性に関する検討、(2) EMSB
に 18F を標識合成する際の最適な合成条件の検討、

(3)18F-EFSB の品質管理を行った。19F-EFSB は様々

な病型の全身性アミロイド―シス患者のアミロイ

ドに集積したことから、放射性標識薬剤 18F-EFSB
も同様にアミロイドへ集積することが示唆された。

18F-EFSB は 200℃5 分間の反応により迅速かつ効率

よく合成することができた。今回実施した品質管理

である放射化学的純度試験、pH、無菌試験、発熱性
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試験は問題なかった。今後は生体に投与可能な標識

薬剤にするため、溶媒を生理食塩水にする必要があ

る。 
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