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研究成果の概要（和文）： 本研究では、ほぼすべてのがんに適応し、がん組織へ高選択的に効果を示す
survivinを標的とした内用放射線治療薬剤の開発を目指した。そこで、がん細胞標的ペプチドのカチオン性ベー
タ-ヘアピンペプチド(CHPs)を担体としたsurvivin標的ペプチドの開発を試みた。
　研究期間内に、全く新しいメカニズムにてsurvivinに結合するペプチド分子の開発に成功し、既存の低分子化
合物よりも強い抗腫瘍活性を有するr9-INC-7cを見出した。また、がん細胞への選択性の高いSVS-1誘導体の開発
を行った。今後は、SVS-1誘導体とsurvivin結合分子を融合させた内用放射線治療薬へと展開していく。

研究成果の概要（英文）：   In this study, we aimed to develop radiopharmaceuticals targeting 
survivin with the aim of developing internal radiotherapeutic agents that can be applied to nearly 
all cancers and show high selective effects on cancer tissues. Therefore, we designed survivin 
target peptides using cationic β-hairpin peptides (CHPs) as cancer cell carriers.
   Within the research period, we succeeded in developing several peptides that bind to survivin 
with a completely new mechanism and found r9-INC-7c with stronger antitumor activity than reported a
 low molecular compound (S12). We also developed SVS-1 derivatives with high selectivity for cancer 
cells. In the future, we plan to develop fusion peptides of SVS-1 derivatives and survivin binding 
molecules as cancer-specific internal radiotherapeutic agents.

研究分野： 放射線科学
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１．研究開始当初の背景 
 

がんの内用放射線治療は、がんが転移など
を起こして全身に分布して、手術や外部放射線
療法では根治が困難な場合でも、全身のがん
組織に対する治療を行うことができるという利点
を有している。また、用いる放射性薬剤から放
出される β-線やオージェ電子は一定の飛程を有
しており、薬剤の結合した組織の周辺部位も殺
傷できるため、一般の治療薬剤が到達困難な
固形腫瘍の組織に対しても効果的ながん治療
が達成されることが期待される。現在臨床で用
いられる薬剤として、甲状腺がんを標的とした
131I 標識ヨードカプセルや B 細胞悪性リンパ腫を
標的とした 90Y 標識 CD20 抗体（ゼヴァリン）等
が挙げられ、良好な治療成績を示しているが、
使用範囲が限られることや、ゼヴァリンに関して
は抗体であるため、長い体内半減期のため体
内被曝が大きいという問題点も挙げられる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ほぼすべてのがんに適応でき、
がん組織へ高選択的に効果を示す内用放射線
治療薬剤の開発を目的とした。そこで、最もが
ん選択的な蛋白の一つであり、かつがん細胞
の放射線治療抵抗性の獲得に深く関与してい
る survivin を標的とした放射性薬剤の開発を目
指した。Survivin は細胞内蛋白であるため、薬
剤が細胞膜を通過する必要がある。本研究で
は、がん細胞の膜電位が正常組織に比べてよ
り負に帯電している性質を利用して、カチオン性
βヘアピンペプチド(CHP)を担体としたがん細胞
選択的な取り込み機構にて細胞内への到達を
狙う。細胞内に入った放射性薬剤は、がん細胞
内の Survivin 蛋白に結合した後、直接的な放射
線障害と併せて、Survivin蛋白を退縮させること
で放射線抵抗性を減弱させ、飛躍的な抗がん
作用を示すことが期待される(図 1)。 
 
 

 
図１ がん高選択的な内用放射線治療戦略の
概念図 
 
 
 

３．研究の方法 
 
Survivin 標的分子の開発 
(1) Survivin 蛋白と特異的に結合するタンパク

質の部分配列を有する 7-22 残基から成る
様々な部分ペプチドを固相合成法にて合
成した。 

(2) リコンビナントヒト survivin タンパク質を発
現、精製して、ペプチド分子の親和性評価
を QCM（Quartz Crystal Microbalance：水
晶振動子マイクロバランス）法により行い、
Kd 値、Bmax を求めた。 

(3) 結合親和性の高いペプチド分子に関して、
FITC 標識体を合成し、共焦点レーザー
顕微鏡にてHeLa細胞への集積を観察し
た。併せて、survivin の抗体染色も行い、
FITC 標識ペプチドの結合部位との相関
性についても検討した。 

(4) 膜透過性ペプチドの r9 を 導 入 し た
survivin 標 的 分 子 を 合 成 し 、
MDA-MB-231 細胞や MIA PaCa-2 細胞
等を用いた抗腫瘍効果を MTT アッセイ
にて評価した。 

 
CHP の開発 
(1) SVS-1 誘導体の合成 

がん細胞標的ペプチドとして、SVS-1 誘導
体の開発を目指し、KV 繰り返し配列のア
ミノ残基数の異なった 3 種のペプチドを考
案し、それぞれを FITC にて標識した蛍光
標識ペプチドの設計を行った。すべてのペ
プチドは Fmoc 固相合成法にて合成し、
HPLC により精製した後、MALDI-TOF 質
量分析で確認を行った。 

(2) SVS-1 誘導体の FITC 標識 
合成した樹脂上の SVS-1 誘導体に FITC 
(5 eq)、DIPEA (5 eq)を加え、遮光下で一晩
振とうし、標識を行った。 

(3) SVS-1 の 67Ga 標識 
合成した樹脂上の SVS-1 に、ブロモ酢酸を
ペプチド鎖の N-末端に結合させた後、
1,4,7-Triazacyclononane (TACN) を加えて
3 h 振 と う し た 。 反 応 後 、
t-butyl-2-bromoacatate と DIPEA 加えて 2 h
振とうすることで NOTA 導入を行った。合
成した NOTA 導入 SVS-1 (NOTA-SVS-1) 
に HEPES buffer 中で 67Ga-citrate を加えて
30 min 加温し 67Ga 標識を行った。 

(4) 細胞内取り込み実験 
12well plate にて KB 細胞 (ヒト口腔上皮が
ん由来) 、HeLa 細胞 (ヒト子宮頸部がん
由来)、 3T3-L1 細胞 (マウス線維芽由来) 
に標識ペプチドを添加することで細胞への
取り込みを評価した。FITC 標識ペプチドは
蛍光強度の測定、67Ga 標識ペプチドはγ-
カウンタで放射能の測定を行うことで細胞
内への取り込み量を算出した。 
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４．研究成果 
 
Survivin 標的分子の開発 
 異なった 2 種類のタンパク質由来の INC ペプ
チドおよび Bor ペプチドをそれぞれ開発し、
QCM にてヒトリコンビナント survivin タンパク質
への親和性を評価したところ、合成ペプチドは、
アミノ酸配列によって、結合親和性が大きく異な
ることが示された。また、INC ペプチドの中では、
INC-7c が最も親和性が高いことが明らかになっ
た。Bor ペプチドの中では、非天然アミノ酸を含
有している nn-Bor-11 が最も親和性が高いこと
が示された。スクランブルペプチド (sc-INC-7c、
sc-Bor-11)は survivin への結合性を示さなかっ
た（Kd > 1000 nM）ことから、ペプチド分子のアミ
ノ酸配列が survivin 蛋白の認識に極めて重要
であることが明らかになった。また、抗がん剤と
し て の 応 用 を 考 慮 し た 膜 透 過 性 ペ プ チ ド 
(d-Arg)9 を導入した r9-INC-7c  (Kd= 97 nM)等
のペプチド分子も母体ペプチドと同程度の
survivin への高親和性を有することを見出した。 
 
 
表１ 合成ペプチドの Survivin 蛋白への結合親
和性 

 
続いて、INC ペプチドの中で最も親和性が高

かった INC-7c に関して、FITC にて蛍光標識し
た FITC-INC-7c を作成し、HeLa 細胞への集積
を共焦点レーザー顕微鏡を用いて、観察した。
また、抗 Survivin 抗体を用いた抗体染色を行っ
た。その結果、FITC-INC-7c は survivin 蛋白発
現に相関した集積を示すことを確認できた。 
 

 
図2 FITC-INC16-22の HeLa 細胞における蛍光画
像および抗 survivin 抗体の染色画像 
 

r9-INC-7c および既存の survivin 二量体形成
部位への高親和性低分子化合物 S12（Berezov, 
Oncogene, 2011）の MDA-MB-231 細胞（ヒト乳
がん細胞株）を用いた抗腫瘍効果をMTTアッセ
イにて評価した。また、ウエスタンブロッティング
にて survivin 発現変化を評価した、 

r9- INC-7c は 1.0 μM で 15%、10 μM で 40%
の強い増殖抑制効果が認められた。S12 は 1.0 
μM で 2.1%、10 μM で 25%の増殖抑制効果にと
ど ま っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ よ り 、
r9-INC-7c の添加により、survivin タンパク質
の退縮が認められた。従って、r9-INC-7c は、
survivin の退縮効果に基づく抗腫瘍活性を有し、
さらに既存の低分子化合物の S12 よりも高い
抗腫瘍活性を有することが示された。また、合
成ペプチドの抗腫瘍活性効果は、survivin 蛋
白発現減少を伴うことが確認された。 

 
 
図 3 MTT アッセイによる各種化合物の抗腫瘍
活性評価 (MDA-MB-231 細胞). 
 
 
CHP の開発 
 
KV 繰り返し配列のアミノ残基数が 4,6, 8 のペ

プ チ ド を 設 計 し 、 そ れ ぞ れ を Fluorescein 
isothiocyanate (FITC) にて標識した 3 種の蛍光
標識ペプチドを合成した。さらに SVS-1 において
は 67Ga 標識を行い基礎的な評価を行った。 
 
 
図 4 FITC 標識および 67Ga 標識 SVS-1 誘導体

の設計 
 

FITC-SVS-1 誘導体のがん細胞(KB)への取
り込みは、正常細胞(3T3-L1)に比べて有意に高
かった。また、KV配列の長さが細胞内取り込み、
がん細胞選択性に大きく影響し、FITC 標識
SVS-1 が最も高いがん細胞への集積を示した 
(図５)。 

Peptides Kd
a (nM)

INC-7a 214.3 ± 46.3 

INC-7b 248.0 ± 61.0 

INC-7c 91.4 ± 4.9 

INC-19a 160.0 ± 40.3 

INC-7d 116.5 ± 20.4 

INC-7e 254.5 ± 23.0 

INC-7f 108.3 ± 14.7

INC-8 134.6 ± 31.1

sc-INC-7c > 300

INC-7c(Q17N) 167.5 ± 27.4

nn-INC-7c 97.13 ± 24.3

r9-INC-7c 101.6 ± 49.3

Peptide Kd
a (nM)

Bor-22a 124.2 ± 68.3 

Bor-22b 84.8 ± 21.3 

Bor-11 43.6 ± 10.7 
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nn-Bor-11 14.0
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図 5 FITC-SVS-1 誘導体の細胞内取り込み評
価. 
 
続いて、FITC-SVS-1 の細胞内局在をさらに詳

細に追跡するため、共焦点レーザー顕微鏡を
用いた検討を行った。その結果、FITC-SVS-1
は KB 細胞の細胞膜に局在する傾向にあること
が示唆された（図 6）。 
 

 
図 6 共焦点レーザー顕微鏡における KB 細胞
の蛍光染色画像.(a) Nucleus, (b) Bright field, 
(c) FITC-SVS-1, (d) Merge. 
 
続いて、67Ga-SVS-1 の細胞内取り込み評価を

行ったところ、正常細胞に比べて、がん細胞へ
の有意に高い取り込みが確認された。 

 
図 7 67Ga-NOTA-SVS-1 の細胞への取り込み評
価.*p < 0.01, **p < 0.001 compared with 3T3-L1 
cells. (Kruskal-Wallis test with post-hoc test). 
Values are mean ± SEM (n=5-12).  
 
今後の展望 

 本研究にて、全く新しいメカニズムにて survivin
に結合するペプチド分子の開発に成功し、既存
の低分子化合物よりも強い抗腫瘍活性を有す
る r9-INC-7cを見出した。また、がん細胞への選
択性の高い SVS-1 誘導体の開発を行った。 
 今後は、SVS-1 誘導体と survivin 結合分子を
融合させた新たな内用放射線治療薬へと展開
していく。 
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