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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん選択的な治療や診断を目指し、survivinを標的としたセラノスティ
ク薬剤の開発を目指した。そこで、Stanford大学のGambhir教授との共同研究にて、survivin標的ペプチドの開
発や評価、さらにはナノDDS薬剤への展開を試みた。研究期間内に、survivinに結合するペプチド分子の開発に
成功し、さらにアポトーシスを伴う抗腫瘍活性効果を有することを見出した。さらに、金ナノ粒子へペプチド分
子を修飾したナノDDS薬剤への展開を検討した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop theranostic agents targeting survivin for
 cancer selective treatment and diagnosis. Therefore, in collaboration with Professor Gambhir of 
Stanford University, we synthesized and evaluated survivin targeting agents. In addition, we tried 
to develop nano DDS agents using survivin targeting peptides as carriers. During the research 
period, we succeeded in developing peptides that bind to survivin protein. We further found that the
 peptides have antitumor activities via apoptosis. Finally, we tried to develop gold nanoparticles 
modified with the peptides.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　Survivinは多くのがん組織に高発現している一方、ほとんどの分化後の正常細胞ではその発現は極めて低レベ
ルである。本研究では、Stanford大学との共同研究にて、がん選択的な治療や診断を目的とした新たなsurvivin
標的ペプチド分子の開発に成功し、ナノDDS薬剤への展開の可能性も切り開いた。また、本研究期間内で様々な
国際的な研究ネットワークの構築を達成することができたため、今後は、さらなる国際共同研究にて、survivin
をはじめとした様々な標的に対するがんの治療や診断に役立つセラノスティク薬剤の創製に繋がることが期待さ
れる。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

Survivin は、最もがん特異的な蛋白の一つであり、その発現レベルの高いがん組織は、抗が
ん剤や放射線治療に抵抗性を示し、予後不良に繋がる [1]。Survivin は、最も小さな inhibitor of 
apoptosis (IAP) 蛋白質ファミリーの一つであり、XIAP 等の他の IAP 蛋白と結合してカスパーゼ
の作用を阻害することでアポトーシスの阻害を行う。また、染色体の運搬を担う複合体の構成
蛋白であり、染色体の位置、紡錘体の集合、細胞質分裂を調節している。Survivin は、がんの
進行に深く関与する PI3K / AKT 経路により活性化される。また、がん抑制遺伝子の p53 により
発現抑制を受ける。多くのがん細胞では、上記のシグナル伝達が制御不能になっており、結果
的に survivin は、ほとんどのがん細胞で高発現している。また、survivin の発現上昇に伴い、抗
アポトーシス機能や細胞分裂機能が亢進するため、あらゆるがん治療への抵抗性が上昇するこ
とが知られている。このため、survivin を標的とした薬剤は、がん選択性な抗癌剤や放射線増
感剤として期待されている。 
 
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)。 
 
  
また、Survivin を標的とする内用療法薬剤を臨床応用するには、Survivin のがん組織における

発現量や発現部位を非侵襲的に検出して、治療効果の予測や効果判定ができる診断薬が必要と
なる。そこで、in vivo イメージングの領域で卓越した研究業績を有する Stanford 大学Department 
of Radiology のGambhir 教授との共同研究にて、Survivin を標的とするマルチモーダルイメージ
ングプローブおよび therapy(治療)と diagnostics(診断)が同時にできる薬剤の”theranostic agents (セ
ラノスティク薬剤)”の開発も併せて目的とした。 
 
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。 

(5) 金ナノ粒子への導入を行うため、マレイミド修飾ペプチド分子の合成を行った。 
 
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、Bor-11d
が最も親和性が高いことが示された。Bor-11d のアミノ酸壊変型である Bor-11da, Bor11db, およ
び Bor11dc は、survivin に親和性を示したものの、Bor11d よりは親和性は低下した。スクラン

Survivin標的分子
CHPペプチド
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がん細胞

正常細胞

Survivinの退縮
(放射線抵抗性の減弱）

直接的な放射線治療効果
細胞死

図１ がん高選択的な内用放射線治療戦略の概念図. 



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。 
 
 
 

INC-7c に関してはさらなる詳
細な検討を行った。まず、FITC
標識 INC-7c を作成し、survivin 高
発現細胞株の MDA-MB-231 細胞
と survivin 低 発 現 細 胞 株 の
MCF-10A を用いた蛍光染色を行
ったところ、survivin の発現に相
関した集積を示した。Bor ペプチ
ドに関しては現在詳細について
検討を行っているところである。 
 
 
 
 続いて、INC ペプチドの細胞
増殖抑制効果を MTT アッセイ
に て 評 価 し た と こ ろ 、
r9-INC-7c では survivin 高発現
細胞の MDA-MB-231 細胞と
MIA Paca-2 細胞ではどちらも
阻害効果は見られたものの、そ
の増殖抑制効果は大きく異な
り、MIA Paca-2 に対する効果の
方が大きいことが見出された。
スクランブルペプチドである
r9-scINC-7c は MIA Paca-2 にお
いて増殖抑制効果が確認され
たが、r9-INC7 に比べるとその
効果は小さかった。また、既存
の低分子化合物である S12 に
関しては r9-INC7c に比べると
２つの細胞いずれに対しても
増殖抑制効果は低いことが分
かった。なお、survivin 低発現
細胞に関しては、r9-INC-7c の
有意な増殖抑制効果は確認さ
れなかった。 
 
続 い て 、 r9-INC-7c を MIA 

Paca-2 細 胞 に 処 置 し た 後 、
AnnexinV/PI にて染色し、フロー
サイトメトリーにて解析したと
ころ、濃度依存的にアポトーシス
が増加することを確認した。従っ
て、MIA Paca-2 細胞への抗腫瘍活
性は、アポトーシスを伴うことが
示唆された。 
 

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 107.7 ± 53.3 

Bor-22b 83.5 ± 17.4 

Bor-11a 143.3 ± 10.7

Bor-11b 193.3 ± 33.7

Bor-11c 93.5 ± 10.7 

Bor-11d 49.6 ± 10.8 

sc-Bor-11d > 1000

Bor-11da 192.1 ± 78.8 

Bor-11db 153.1 ± 95.8 

Bor-11dc 548.3 ± 190.9

r9-Bor-11d 100.0 ± 10.7

Cyclic r4-
BOR-11d 293.7 ± 24.8

MDA-MB
-231

(High survivin
expression)

MCF-10A
(Low survivin
expression)

100 µm

FITC-INC-7c
(10 µM)

Anti-survivin
antibody Merge

MDA-MB-231A B MIA PaCa-2

C MCF-10A

S12

r9-INC-7c

r9-scINC-7c

10 µMControl 50 µM

Annexin V

P
I

4.7 % 8.6 %

83.2 % 3.5 %

0.4 % 29.4 %

17.8 % 52.4 %

0.4 % 44.2 %

5.8 % 49.6 %

図２ FITC-INC-7c の細胞内 survivin への結合性評価. 

表１ 合成ペプチドの Survivin 蛋白への結合親和性. 

図３ MTT アッセイによる INC ペプチドの細胞増殖抑制効果. 

図４  r9-INC-7c 暴露後の MIA Paca-2 細胞における
AnnexinV/PI 染色後のフローサイトメトリー. 



 これまでの検討により、INC ペプチドが、survivin を標的としたがんの診断と治療どちらにも
有用であることが示唆されたため、よりがん組織への到達性を高めるためにナノ粒子化を試み
た。すでに Gambir 研ではカーボンナノチューブなどを用いて極めて腫瘍選択性の高いナノ粒
子薬剤が開発されており、当初の予定ではカーボンナノチューブを担体とした DDS 薬剤の開発
を計画していたが、最近の研究より、カーボンナノチューブの毒性が低くないことが示唆され
ており、本研究ではより毒性の低い金ナノ粒子を用いることとした。そこで、r9-INC-7c のマレ
イミド修飾および金ナノ粒子へチオール基を介した修飾を行った。Gambhir 研ではナノ粒子の
基本的な取扱い、精製や
修飾法も習得できたの
で、帰国後に金ナノ粒子
の DDS 薬剤としての粒
子径の最適化を検討中
である。今後は継続した
国際共同研究を行い、現
在の医療における課題
を克服しうるがんの治
療や診断に役立つ様々
なセラノスティク薬剤
の開発に繋げていくこ
とを計画している。 
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