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Introduction 

약물동역학 (PK) 연구, 특히 생체 분포는 생물학적 

활성 분자 투여 후에 모든 주요 조직에서 중요한 정

량 및 추적 정보를 제공한다. 또한 의약품의 전임상 안

전성 평가 및 개선된 치료 전략의 개발을 위해서도 필

요하다(1). 다양한 방사성 동위원소 중 technetium-

99m(99mTc)은 핵의학 분야에서 영상 진단 및 신약 후

보 단백질의 생체 분포를 평가하는 데 가장 일반적

으로 사용되는 방사성 핵종이다. 짧은 반감기 (6시

간), 140keV의 유리한 γ 광자 방출 (SPECT 이미징

에 사용 가능), 환자에게 낮은 피폭량, 저렴한 가격 및 

99Mo/99mTc generator의 탁월한 가용성으로 인해 초

기 연구에 가장 적합한 방사성 동위원소다(2). 99mTc 

을 이용한 약물동역학 데이터는 생체 분포 및 치료 전

략을 개발하는 데 도움이 될 뿐만 아니라 전임상 및 임

상 연구에 유용할 수 있는 중요한 체계적인 정보를 제

공한다. 핵의학 분야에서 저분자 생리활성 물질, 펩타

이드, 단백질 및 항체 등의 단백질 의약품 후보에 99mTc 

표지를 위한 몇 가지 방법이 개발되었다(3-4). 그 중 
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ABSTRACT Recently, antibody-like scaffold proteins have received a great deal of interest in diagnosis and therapy 
applications because of their intrinsic features that are often required for tumor imaging and therapy. Intrinsic 
issues that are associated with therapeutic application of antibody-like scaffold proteins, particularly in cancer 
treatment, include an efficient and straightforward radiolabeling for understanding in vivo biodistribution and 
excretion route, and monitoring therapeutic responses. Herein, we report an efficient and straightforward 
method for radiolabeling of antibody-like scaffold proteins with the [99mTc(OH2)3(CO)3]+ (99mTc-tricarbonyl) by 
using a site-specific direct labeling method via hexahistidine-tag, which is a widely used for general purification 
of recombinant proteins with His-affinity chromatography. Repebody is a new class of antibody-like scaffold 
protein that consists of highly diverse leucine-rich repeat (LRR) modules. Although all possible biomedical 
applications with repebody are ongoing, it’s in vivo biodistribution and excretion pathway has not yet been 
explored. In this study, hexahistidine (His6)-tag bearing repebody (rEgH9) was labeled with [99mTc]-tricarbonyl. 
Repebody protein was radiolabeled with high radiolabeling efficiency (>90%) and radiolabeled compound was 
more than 99% pure after purification. These results clearly demonstrate that the present radiolabeling method 
will be useful molecular imaging study. 
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Waibel 등은 hexahistidine (His6)을 함유한 single-

chain Fv antibody에 [99mTc(OH2)3(CO)3]+을 이용

한 매우 안정하고 쉬운 표지방법(His6 site-specific 

direct labeling method)을 보고하였다(5-7). 재조합 

단백질의 N-terminus에서 태그 된 His6를 사용한 방

사성 표지는 몇 가지 이점을 제공할 수 있다. 생체 분

자의 N-terminus에 위치한 peptide 기반 chelating 

group의 임계 분석 결과, N-terminus의 amino acid 

조성이 생물학적 분배 측면, 특히 간 흡수 및 간 담즙 배

설에서 핵심적인 역할을 한다는 것을 보여주었기 때문

이다(8-10). N-terminus에 극성 또는 전하를 띄는 친

수성 side chain을 갖는 amino acid group을 사용하

면 일반적으로 간 흡수를 감소시키고 낮은 수준의 간 담

즙 배설을 유발하였다. 그러나 C-terminus의 구성은 

대개 그 효과와 무관하다(11-13). N-terminus에 부착

된 chelator를 이용하여 99mTc가 표지 된 단백질은 상

당히 낮은 간 흡수 및 생체 내 안정성을 보여준다(14).

Interleukin-6 (IL-6)는 조혈, 면역 반응, 종양 형

성 과정 및 염증을 포함한 광범위한 생물학적 활성을 조

절하는 중요한 역할을 하는 cytokine 계열의 활성 분자

이다(15). IL-6 신호에 저항하는 주요 치료법은 anti-

receptor monoclonal antibodies (mAb), ligand-

neutralizing mAb, tyrosine kinase 억제제의 사용

을 포함한다(16-17). mAb를 이용한 항IL-6 치료법은 

IL-6 생산을 무효화시키고 암세포의 증식을 극적으로 

억제한다. 그러나 제한된 임상 효능, 높은 생산 비용, 

낮은 종양 흡수율, 큰 크기로 인한 혈장으로부터의 느

린 제거율과 같은 몇 가지 결점이 있다(18). 그러므로 높

은 흡수율이나 건강한 조직으로부터의 빠른 제거율 같

은 향상된 효능을 지닌 새롭고 견고한 치료 항체의 개발

이 필요하다. 대체 결합 scaffold protein의 개발은 작

은 크기, 단순한 구조, 안정적이고 높은 가용성을 제공

할 수 있으며 표적 친화성 및 특이성 외에도 다양한 분

자 특징의 특정한 조정을 가능하게 할 수 있다(19-21).

방사성동위원소로 표지 된 DARPins (22), affibody (23), 

anticalin (24), knottin (25) 그리고 fibronectin domain 

(26)과 같은 antibody-mimetic protein은 전임상 연

구에서 종양 영상화용 조영제로서의 가능성을 보여주었

다. 그 중 repebody는 대외 항원에 대한 적응 면역 반응

으로 매우 다양한 leucine-rich repeat(LRR) 모듈로 

구성된 새로운 인공 결합 scaffold다(27). Repebody

는 가용성 표현 수준이 높고, 라이브러리를 쉽게 만들 

수 있으며, modular engineering을 이용한 결합 특

성의 설계가 용이하다(27-28). Repebody 라이브러

리는 phage display로 구성되어 있고, isothermal 

titration calorimetry를 통해 human IL-6의 선택

된 repebody의 결합 친화성은 human IL-6과 수용체 

사이의 상호 작용을 효율적으로 억제할 수 있다는 것을 

시사했다(28).

본 연구에서는 human IL-6표적 repebody (rEgH9)

의 건강한 마우스의 주요 장기에서 생체 분포 및 혈중농

도를 연구하기 위해서 [99mTc(OH2)3(CO)3]+를 사용하여 

repebody (rEgH9)에 태그 된 His6를 이용하여 표지 방

법을 보고하고자 한다.

Materials

실험 과정에서 사용된 sodium boranocarbonate 

(CORM-A1, #SML0315), sodium tetraborate 

decahydrate (#S9640), sodium L-tartrate dibasic 

dihydrate (#228729), sodium carbonate (#451614)

는 Sigma-Aldrich Korea에서 구매하여 사용하였다. 

표지 반응에 사용된 방사성 동위원소 [99mTc]NaTcO4

은 새한산업에서 구입하였다. 구매한 모든 시약은 정

제 과정 없이 사용하였다. 실험에 사용된 단백질

은 hexahisidine (His6)-tag을 포함하는 repebody

를 합성하여 정제과정을 거친 후 사용하였다. 표지 

반응 후 정제과정에서 Merck사의 Amicon Ultra 

0.5 mL Centrifugal Filter (10 kDa)을 사용하였

다. TLC plate는 Merck사의 TLC silica gel 60 F254 

(#1.05554.0001)를 구매하여 사용하였고, 이를 radio 
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TLC scanner (Capintec, Int., #CRCⓇ-25R)를 통

해 분석하였다. 

Protocol 

1. 99mTc 활용 repebody 단백질의 표지

1.1) Tricarbonyl 전구체 kit의 제작

1.1.1) Sodium boranocarbonate (CORM-A1) 

49.5 mg을 H2O 5.5 mL에 녹인다. (Vial 1)

1.1.2) Sodium tetraborate decahydrate 31.35 

mg (0.08 mol), sodium L-tartrate dibasic 

tartrate dihydrate 93.5 mg (0.41 mol), sodium 

carbonate 78.65 mg (0.74 mol)을 5.5 mL H2O

에 녹인다. (Vial 2)

1.1.3) Vial 1을 Vial 2에 넣어 준 후, 질소로 

bubbling을 한다.

1.1.4) 세척된 kit 보관용 vial에 앞서 준비한 수용

액을 1 mL씩 소분한다.

1.1.5) 나누어진 kit vial을 각각 질소로 충분히 

bubbling을 해준다.

1.1.6) 각각 고무마개로 막은 후 급속냉각을 시킨다.

1.1.7) 냉각시킨 kit vial의 고무마개를 살짝 열고, 

하루 동안 동결 건조시킨다.

1.1.8) 질소로 bubbling한 후에 냉동실에 보관하

여 사용한다.

1.2) 99mTc-tricarbonyl (99mTc(H2O)3(CO)3+)의 합성

1.2.1) [99mTc]NaTcO4 1 mL를 tricarbonyl kit에 

넣고 잘 녹을 수 있도록 살짝 흔들어 준다. 

1.2.2) 반응물을 100 °C, water bath에서 30 분

간 반응시킨다. 

1.2.3) 반응이 종료되면 약 5~10분간 실온에서 열

을 식힌다.

1.2.4) 1 N HCl을 사용하여 pH 7.4로 맞춘다. 

1.2.5) TLC와 radio-TLC scanner를 활용하

여 표지 반응을 분석한다. (용매: 생리식염수, 

Methanol/HCl (99:1) 용액).  

1.3) 99mTc-tricarbonyl 활용 repebody 단백질의 표지

1.3.1) His6-tag를 포함하는 단백질 repebody는 

본 연구팀이 이전에 보고한 방법을 활용하여 합성

하였다(28).

1.3.2) 단백질 repebody를 생리식염수에 녹인 용

액 (1 mg/mL) 100 μL에 99mTc-tricarbonyl (120 

MBq) 100 μL를 첨가하여, 37 °C에서 1 시간 동안 

반응한다.

1.3.3) 표지 반응이 종료되면 Amicon Ultra 

Centrifugal Filter (10 kDa)을 활용하여 정제한

다(12,000 rpm, 10분).

1.3.4) TLC와 radio-TLC scanner를 활용하여 

순도를 분석한다. (용매: 생리식염수, Methanol/

HCl (99:1) 용액).

2. 99mTc 표지 된 repebody 단백질의 안정성 

   검사 및 histidine challenge

2.1) 마우스 혈청 내 안정성 검사

2.1.1) 99mTc-repebody (1.85 MBq/100 μL)에 마

우스 혈청 (900 μL)를 첨가하여, 37 °C에서 24 시

간 동안 반응한다.

2.1.2) TLC와 radio-TLC scanner를 활용하여 

반응물의 안정성을 분석한다. (용매: 생리식염수, 

Methanol/HCl (99:1) 용액).

2.2) Histidine challenge

2.2.1) 99mTc-repebody에 과량의 histidine (1000 

당량)을 첨가하여, 37 °C에서 24 시간 동안 반응

한다. 

2.2.2) TLC와 radio-TLC scanner를 활용하여 

반응물의 안정성을 분석한다. (용매: 생리식염수, 

Methanol/HCl (99:1) 용액).
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Results & Discussion

본 연구의 전체 반응 과정을 Figure 1과 같이 요약

할 수 있다. Tricarbonyl 전구체의 99mTc 표지 반응

의 TLC 분석 결과는 Figure 2와 같으며, 확립된 프

로토콜을 통해 약 95% 이상의 방사화학적 수율로 

99mTc-tricarbonyl을 얻을 수 있었다. 정제 과정 없

이 repebody 단백질과 1 시간 동안 반응하여 radio-

TLC로 분석하였을 때, 90%의 높은 방사화학적 수율로 

99mTc-tricarbonyl 이 단백질과 반응하였음을 알 수 

있었다. 반응하지 않은 99mTc-tricarbonyl은 10 kDa 

cut-off filter를 활용 원심분리 정제하여 specific 

activity가 925 MBq/mg이며, 방사화학적 순도는 99%

이상의 99mTc 표지 repebody를 얻을 수 있었다. 99mTc

표지된 repebody 단백질의 생체 내 안정성을 알아보기 

위해 진행한 안정성 검사에서 마우스 혈청 내에서 24 

시간 후 98% 이상의 안정성을 나타냈다 (Figure 3). 

또한 99mTc 표지 복합체의 결합강도를 평가하기 위하여 

Figure 1. Synthetic procedure of  99mTc-repebody protein.

Figure 2. Radio TLC chromatogram in methanol/HCl (99:1) (left) and saline (right). (A) [99mTc(OH2)3(CO)3]+; (B) After purification of 99mTc-repebody protein.
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histidine challenge를 수행하였다. 99mTc-repebody

에 과량의 histidine (1000 당량)을 넣어 24시간 동안 

확인하였고 95% 이상의 방사화학적 순도를 확인하였

다 (Figure 3). 따라서 본 프로토콜을 통해 합성된 물질

(99mTc-repebody)이 체내 분포 평가 및 단일 광자 단층

촬영을 통한 거동 연구가 가능함을 보여준다.

Conclusion 

본 프로토콜에서는 His6-tag을 포함하는 단백질을 

방사성 테크네튬을 사용하여 표지 하는 방법을 소개

하였다. 이 방법을 사용하여 99mTc표지 tricarbonyl을 

95% 이상의 방사화학적 수율로 얻을 수 있었다. 표지 

된 99mTc-tricarbonyl을 repebody 단백질과 반응하였

을 때 높은 방사화학적 수율로 반응하는 것을 관찰할 수 

있었으며, histidine challenge에서 높은 안정성을 보

여주었다. 따라서 본 연구의 합성 프로토콜은 방사성 동

위원소 테크네튬을 활용하기 위한 전구체 tricarbonyl

의 제작 및 단백질 표지 방법을 제공함으로써 향후 분자

영상 연구에 유용하게 활용될 것으로 기대된다.
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