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In our previous study, tricarbonyl 99mTc-labeled TSPO-binding ligand, named 99mTc-CB256, having positively 
charge (+1) was investigated but did not show promising results in in vivo environment despite of a nanomolar 
binding affinity for TSPO. Because the overall positively charge of 99mTc-CB256 would likely interrupt its target 
protein uptake, we herein designed the neutral tricarbonyl-99mTc labeled TSPO-binding ligand (99mTc-CB257, 
1). 99mTc-CB257 was prepared by the facile incorporation of the [99mTc(CO)3]+ into a N-(hydroxycarbonylmethyl)-
2-picoly moiety in CB257. The radiochemical yield of 99mTc-CB257 after HPLC purification was 54.1 ± 2.4% 
(decay corrected, n = 3). The authentic Re-CB257 (2) was synthesized by using (NEt4)2[Re(CO)3Br3] in 69.0% 
yield. The binding affinity of 2 for TSPO was measured in leukocyte and showed approximately 280 times 
higher than that observed for the positively charged (+1) ligand, Re-CB256 (Ki = 0.57 ± 0.06 nM versus 159.3 
± 8.7 nM, respectively). Our results indicated that 1 can be considered potentially as a new SPECT radiotracer 
for TSPO-rich cancer and provides the foundation for further in vivo evaluation related with abnormal TSPO-
overexpression environments.

ABSTRACT
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Introduction

중추신경계의 미세아교세포(microglial cell)는 신경계의 

활성화, 항상성 유지에 기여하며, 알츠하이머병, 파킨슨병, 

헌팅턴 등의 다양한 퇴행성 신경계 질환, 뇌경색 또는 뇌손

상 그리고 뇌 감영 등의 질환에서 미세아교세포의 활성화 밀

접하게 관련되어 있음이 알려져 있다. 세포의 성장, 사멸, 스

테로이드의 합성 등의 생물학적 과정에 주요한 역할을 담당

하는 미토콘드리아의 외막에 존재하는 막 관통 단백질인 18 

kDa 전이체 단백질(translocator protein, TSPO)의 발현증

가는 특별히 활성화된 미세아교세포(activated microglial)

에서 주로 관찰되고 있다(1,2). 또한, 최근 발표된 논문에 의
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하면 뇌, 간, 유방, 전립선 암 등의 특정 종양에서도 TSPO의 

발현이 정상세포와 달리 높게 분포하고 있어, 종양을 표적으

로 하는 영상 바이오마커로 이용될 수 있다. 따라서, 다양한 

의료용 방사성동위원소가 표지 된 TSPO 선택적 타겟 방사성

추적자는 중추 신경계 질환의 진단 뿐만 아니라 종양의 진단, 

나아가 치료용으로도 응용이 가능하다(3,4). 

1984년, TSPO 평가를 위한 양전자방출단층촬영(Positron 

Emission Tomography, PET)용 방사성추적자로 C-11(반

감기 20.4분)이 표지 된 [11C]PK11195가 최초로 개발되었다

(5). 하지만, [11C]PK11195는 짧은 반감기, 비특이적 결합, 그

리고 낮은 신호대잡음비(signal to noise ratio)의 문제점으

로 인하여 널리 사용하기에는 한계가 있다(6,7). 그 결과 지

난 30여년간 TSPO 영상화를 위한 새로운 방사성추적자가 개

발되어 왔으며, 대표적으로 [11C]DAA1106, [11C]PBR28, [18F]

Fluoromethyl-PBR28, [18F]CB251, [18F]FPBR28 등의 화

합물이 보고되었다(8-12).

하지만 현재까지 보고된 TSPO를 표적 하는 방사성추적

자는 대부분 PET용 방사성동위원소를 이용하였으며(13,14). 

단일광자방출단층촬영(Single photon emission computed 

tomography, SPECT)용 방사성추적자 개발 연구는 소수에 

불과하다. 대표적으로 SPECT 영상에 이용되는 방사성동위

원소인 99mTc은 사이클로트론 및 관련 부대시설 없이 발생기

로부터 쉽게 용출하여 사용이 가능한 장점이 있으며, 제조 및 

영상 획득 측면에서도 효율적인 6시간의 적당한 반감기를 가

지고 있다. 또한, 다양한 Tc-99m 표지 방법 중에서 트리카

르보닐기를 이용한 표지 방법은 높은 화학적 안정성과 함께 

작은 사이즈로 인해 화학적, 생물학적 특징 변화가 적다는 이

점도 갖고 있다(15,16). 또한 PET용 TSPO 진단의약품과는 

달리 Tc-99m로 표지 된 TSPO 표적 진단의약품은 주기율

표에서 7B족에 속해있는 치료용 방사성동위원소 Re-188과 

Re-186으로 치환이 가능하여, TSPO 발현이 특이적으로 높

은 종양의 경우 진단과 치료를 동시에 실현할 수 있는 기회

를 제공할 수 있다. 이러한 배경을 바탕으로 본 연구팀은 이

전 연구 결과에서 특이적으로 TSPO에 결합하며 메탈이 결합

할 수 있는 di-(2-picolyl)amine기를 가진 imidazopyridine 

기반 TSPO 표적 방사성추적자(CB256)를 보고한 바가 있다

(17-19). 99mTc-CB256은 +1가의 양전하를 가진 화합물로써 

in vitro 실험에서 nM 수준의 결합친화도를 보여주었다(19). 

하지만 TSPO 과다발현 질환모델에서 SPECT를 이용한 in 

vivo 영상 획득 실험 결과, 진단용으로 쓰이기에 유의미한 결

과를 보여주진 못하였다. 이에 본 연구에서는 화합물의 전하

에 따라 결합친화도 및 체내 분포가 달라질 수 있음이 보고한 

바가 있어(20) 체내에서 이상적인 분포와 함께 결합친화도를 

증진 시키기 위한 목적으로 전하를 띄지 않은 방사성추적자, 

99mTc-CB257를 고안하였다(Figure 1). Rhenium-185/187 

또는 technetium-99m 표지방식은 99mTc-CB256과 동일한 

트리카르보닐기를 사용하였으며, 이의 합성과 TSPO에 대한 

결합친화도를 평가 및 비교하고자 한다.

Materials 

1. 장비 및 시약

모든 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

와 TCI (Tokyo, Japan) 제품을 구입하여 특별히 명시되

지 않는 한 추가 정제 없이 사용하였다. 화합물의 분석에 

사용된 1H-NMR은 Varian 400 MR (400 MHz, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)을 이용하였으며, 

Electrospray mass spectrometry (ESI-MS)는 Agilent 

6130 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)를 사용하였다. 고성능액체크로마토그래피(High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC)는 semi-

preparative column (Waters, Xterra RP18, 10 μm, 10 x 

250 mm)을 이용하고, UV 검출기 (254 nm) 및 gamma-

ray 검출기(Biocan)가 장착 된 Agilent 1220 infinity 시스

템을 사용하였다. 전개 용매는 HPLC용 용매(J. T. Baker, 

U.S.A.)를 사용하였으며 HPLC 분리 전 membrane 필터

(Whatman, 0.20 μm, GE Healthcare, U.S.A)를 이용하

여 정제 후 사용하였다. HPLC 분리 시 사용된 용매 조건은 

60% CH3CN-H2O (including 0.1% trifluoroacetic acid)

Figure 1. Structure of 99mTc- or Re-CB256 and 99mTc- or Re-CB257
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이며, 유속은 3 mL/min 속도로 분석하였다. Na99mTcO4는 

99Mo/99mTc 용출기(Samyoung Unitech Co., Ltd., Korea)

로부터 용출하여 fac-[99mTc(CO)3(H2O)3]+를 합성 후 표

지 하였으며, 비방사성동위원소 Re이 도입된 기준물질은 

[NEt4]2[ReBr3(CO)3]를 사용하여 알려진 방법과 유사한 조

건에서 합성하였다(21,22). 최종 전구체 중간물질인 CB254

는 이탈리아 University of Bari “Aldo Moro”의 Nunzio 

Denora 교수로부터 제공받아 사용하였다. 

2. 전구체(CB257, 3) 합성

CB254 (60 mg, 0.12 mmol)가 녹여져 있는 tetrahydrofuran 

(6 mL)에 N-(2-carboxylmethyl)-N-(2-pyridinylmethyl)-

1,1-dimethylethylester-glycine, potassium carbonate (26 

mg, 0.12 mmol), K2CO3 (16 mg, 0.12 mmol)를 가하였다. 

혼합물을 상온에서 18시간 동안 교반 후 dichloromethane

과 증류수(30 mL, v/v = 1:1)를 첨가하고 유기층을 추출하

였다. 분리된 유기층을 sodium sulfate anhydrous로 소량

의 물을 제거 한 후 flash column chromatography (10% 

EtOAc/hexane)를 이용, 분리, 정제하였다. 얻어진 화합물 

(50 mg, 0.08 mmol)를 trifluoroacetic acid:CH2Cl2 (2 mL 

,v/v = 1/2)에 녹였다. 혼합물을 상온에서 4시간 동안 교반 

후 감압 조건 하에서 용매를 제거하였다. 최종물질은 flash 

column chromatography (40% EtOAc/hexane)로 분리하

였으며, 무색의 용액 형태(10 mg, 71%)로 얻었다. 1H-NMR 

(400 MHz, CDCl3) õ 10.6 (s, 1H), 8.49 (d, J = 8.0 Hz, 

1H) 8.17 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 

7.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.46 

(d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 7.09-7.08 

(m, 1H), 6.80 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 4.09 (s, 4H), 3.63 (s, 

2H), 3.42 (s, 2H), 3.29 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 3.13 (t, J = 

8.0 Hz, 2H), 1.56-1.46 (m, 4H), 0.86-0.73 (m, 6H); MS 

(ESI) m/z calcd. for [C31H35ClN6O4 + H]+: 591.2; found: 

591.4 (100%).

3. Re-CB257 (2) 합성

CB257 (3, 3 mg, 5 μmol)을 메탄올 1 mL에 녹인 후 

(Net4)2[ReBr3(CO)3] (5.7 mg, 7.5 μmol)을 첨가하였다. 혼

합물을 80 °C에서 1 시간 동안 교반 후에 감압 하에서 용매

를 제거한 후 prep-HPLC를 이용하여 분리 정제하였다(TR 

= 16.2분, 3 mg, 69 %). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) õ 

8.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.01 

(d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.91 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.56 (d, J 

= 8.0 Hz, 1H), 7.51-7.41 (m, 4H), 6.91 (t, J = 8.0 Hz, 

1H), 5.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.65-4.53 (m, 3H), 4.06 

(s, 2H), 3.95-3.91 (m, 2H), 3.31 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 

3.15 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 1.56-1.49 (m, 4H), 0.88-0.77 

(m, 6H); MS (ESI) m/z calcd. for [C34H34ClN6O7
187Re ]+: 

861.1; found 861.2 (100%);for [C34H34ClN6O7
185Re ]+859.1; 

found 859.2 (39%).

4. 99mTc-CB257 (1) 합성

보고된 방법에 따라 합성된 [99mTc(H2O)3(CO)3]+ (0.25 

mL, ~370 MBq)(21,22) 용액에 메탄올(0.25 mL)에 녹여

진 화합물 3 (1 mg, 1.6 μmol)을 첨가하였다. 혼합물을 80 

°C에서 20분 간 반응하고 상온으로 식힌 후 15 mL의 증류수

로 희석하였다. 희석된 용액을 C18 light Sep-Pak 카트리

지에 흡착하고 5 mL 증류수로 씻어준 후, 90% MeOH/H2O 

(2 mL)로 용출하였다. 용출한 용액은 prepative-HPLC 시

스템을 이용하여 목적화합물을 분리, 정제하였다(TR = 15.8

분). 얻어진 용액은 다시 증류수(15 mL)로 희석한 후 C18 

Light Sep-Pak 카트리지에 흡착, 5 mL 물로 씻어준 후, 

90% EtOH/H2O (2 mL)로 용출하였으며, 생리식염수를 이

용 10% EtOH/saline 이하로 맞춰 사용하였다. 최종 분리된 

99mTc-CB257은 기준물질 Re-CB257 (2)과 HPLC에 동시 

주입한 후 약 1분 차이를 두고 용출됨을 확인하였다. 총 합성

시간은 90분 소요되었으며, 방사화학적 수율은 54.1 ± 2.4% 

(n = 3), 방사화학적 순도는 >99%이었다.

5. TSPO 결합친화도 평가

사람의 혈청에서 분리한 백혈구는 50 mL의 헤파린첨가

혈액(heparinized blood)으로부터 림프구 분리 배양기를 사

용하여 피콜-하이팩 농도구배(Ficoll-Hypaque gradient)

를 이용하여 원심 분리한 백혈구는 동결 보존하였다. 분석 

전날에 세포를 해동하고, 동량의 버퍼(50 mM의 HEPES, 

pH 7.4)로 희석한 후 균질화하며, 4 °C에서 15분간 20,000 

g로 원심 분리하였다. 얻어진 백혈구를 2.4 mL의 완충액에 

재현탁하여 -70 °C에서 보존하며, 단백질 농도는 브래드포

드(Bradford) 분석법을 사용하여 계산하였다. 체외결합도는 
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백혈구(100 μL의 재현탁 막)를 100 μL의 방사성리간드([3H]

PK11195, Specific activity: 83.4 Ci/mmol), in 1 x PBS)와 

억제 시험으로 화합물 2 (0.124-10,000 nM) 및 0.07 nM의 

방사성리간드([3H]PK11195) 50 μL를 함유하는 반응 혼합물 

1 mL를 실온에서 30분간 반응하였다. Cell havester를 사용

하여 2회 세척한 후 결합방사능 양을 베타카운터로 측정한 후 

결합친화도(Ki) 값을 계산하기 위해 PRISM 소프트웨어를 사

용하였으며, 비선형 분석을 실시하여 획득하였다.

Results and discussion

TSPO에 결합하는 중성의 99mTc-표지 CB 화합물 유도체를 

합성하기 위해, 기존의 CB256의 99mTc 표지 포켓에서 한 개의 

2-picolyl 기를 N-methly acid기로 바꿈으로써 트리카르보

닐 Tc-99m이 도입 시 생기는 전하를 없앴다. 전구체 CB257 

(3)을 합성하기 위해 CB245에 N-(2-carboxylmethyl)-N-

(2-pyridinylmethyl)-1,1-dimethylethylester-glycine, 

potassium carbonate를 첨가하고 N-alkylation을 통하여 

합성하였다. Technetium과 Rhenium 원소는 같은 족 화합

물로 화학적 성질이 유사하여 99mTc-CB257 (1)과 비교하기 

위한 기준 물질로서 Re-CB257 (2)을 합성하였다. 전구체

인 CB257을 녹인 메탄올 용액에 [Net4]2[ReBr3(CO)3]를 첨

가한 후 80도에서 가열하면서 반응 진행 정도를 HPLC로 

모니터링를 이용하여 확인하였다. 기준물질 2의 합성반응은 

HPLC에서 CB257 (tR = 4.5 min)의 피크가 사라질 때까지 

진행하였으며, 머무름시간 16.2분에서 69%의 수율로 분리

하였다. 최종적으로 얻어진 2는 NMR과 LC-MS로 구조를 

확인하였다. 99mTc이 표지 된 1 화합물은 알려진 방법에 따

라 99mTcO4
-와 CO 가스를 이용, fac-[99mTc(H2O)3(CO)3]+를 

합성한 후 CB257이 메탄올에 녹아있는 용액에 첨가하였다. 

혼합액을 80도에서 20분간 가열한 후 고성능액체크로마토

그래피를 이용하여 분리, 정제하였다. 총 합성시간은 약 90

분 소요되었으며, 방사화학적 수율은 54.1 ± 2.4% (n = 3, 

decay-corrected), 방사화학적 순도는 99% 이상이었다. 기

준 물질로 합성한 2과 1은 분석용 고성능액체크로마토그래

피에 동시 주입한 후 분석함으로써 최종 목적 화합물을 확인

하였으며, 2과 1의 머무름 시간은 각각 8.27분과 7.59분에 

용출되었다(Figure 2, HPLC conditions: column (Xterra 

RP18, 5 μm, 4.6 x 250 mm), 254 nm, 60% CH3CN/0.1% 

TFA, flow rate: 1 mL/min).

TSPO에 대한 결합친화도는 사람 혈청에서 TSPO가 높게 

발현되어 있는 것으로 알려진 백혈구를 추출하여 측정하였

다. 경쟁물질로 [3H]PK11195를 사용하였으며, Re-CB257 

(2)의 결합친화도는 Table 1에 요약하였다. 전하를 띄지 않

은 Re-CB257의 TSPO에 대한 결합친화도는 0.57 ± 0.06 

nM로 PK11195 (1.38 ± 0.13 nM) 보다 약 2배 높은 결합

친화도를 보여주었으며, +1의 양전하를 가진 Re-CB256에 

Scheme 1. Synthesis of CB257 (3), 99mTc- (1) and Re-CB257 (2). Reagents and conditions: a) (i) N-(2-carboxylmethyl)-N-(2-pyridinylmethyl)-1,1-dimethylethylester-glycine, 
K2CO3, THF, r.t, 16 h, (ii) TFA:CH2Cl2, r.t, 4 h; b) (Net4)2[ReBr3(CO3)], MeOH, 80 °C, 1 h for 2 and [99mTc(CO)3(H2O)3]+, MeOH:saline (v/v = 1/1), 80 °C, 20 min for 1.

Figure 2. Coinjection HPLC profile of 99mTc-CB257 (1) and Re-CB257 (2). (A) 
gamma-ray spectrum. (B) UV spectrum (254 nm). 
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비해 약 280배의 높은 결합친화도를 보여주었다. 이는 di-

(2-picolyl)amine을 가진 Re-CB256이 PK11195 보다 낮

은 결합친화도를 보여준 것과 전혀 다른 결과이다(19). Re-

CB256의 경우, di-(2-picolyl)amine로 인해 생기는 입체 

장애(steric hindrance) 때문에 결합친화도가 떨어지는 것

으로 추측 할 수 있다. 본 연구의 결과는 선행 연구의 결과를 

뒷받침하는 것으로 di-(2-picolyl)amine 구조를 입체 장애

가 적은 구조로 바꾼 결과, 결합친화도가 증진된 것으로 예측

되며, 더불어 Re-CB256은 양전하를 가지고 있는 구조이고 

Re-CB257은 전하가 없는 구조로서 전하에 따라 TSPO의 결

합친화도에 영향을 줄 수 있다는 것을 보여준다. 결과적으로 

기존의 다른 바이오마커 관련 연구와 같이 전하에 따라 결합

친화도 및 체내 분포에 영향을 준다는 결과와 일치하는 결과

라 할 수 있다. 이는 추후 TSPO 방사성추적자 개발 또는 최

적화 과정시 금속 방사성동위원소 기반 방사성추적자를 디자

인 할 경우 고려되어야 하는 중요한 요소 중에 한가지 사항이 

될 수 있을 것으로 보인다. 

Conclusion 

본 연구에서는 전하를 달리한 Tc-99m 표지 TSPO 방사성

추적자(99mTc-CB257, 1)를 높은 방사화학적 수율 및 순도로 

합성하였다. 트리카보닐 레늄이 표지된 CB257은 기존 양전

하를 가진 Re-CB256 보다 약 280배 높은 TSPO 결합친화

도를 보여주었으며 PK11195와 유사한 결합친화도를 확인할 

수 있었다. 이러한 in vitro 결과는 기존 CB256의 구조를 최

적화한 CB257이 TSPO 표적 방사성추적자로서 보다 우수할 

것으로 예측되며, TSPO 과다 발현 질환모델에서 SPECT 영

상 결과가 기대된다. 
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