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研究成果の概要（和文）：転移に関する因子であるKiss1受容体に着目し、その検出薬剤開発を行った。肺腺
癌、肺扁平上皮癌、小細胞肺癌、甲状腺髄様癌の病理切片を用い、我々の開発したリガンド誘導体法を検討した
結果、kiss1受容体を染色する薬剤の開発に成功した。次にKiss1受容体を検出するためのSPECTプローブ開発を
行った。リガンドにGa-67標識を行い、腫瘍モデルマウスに投与した結果、腫瘍を検出できた。これによりKiss1
受容体を標的としたSPECTプローブ開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We have been focusing on Kiss1 receptor (Kiss1R), which might be a key role 
factor of metastasis, and developing the stainer and SPECT probe for Kiss1R. Kisspeptin10 is a 
ligand of Kiss1R and consists of10 amino acid residues. Kisspeptin10 was derivatized as the stainer 
and SPECT probe. Kisspeptin10 stainer was visualized the localization of Kiss1R in pathological 
tissue sections of lung adenocarcinoma,  lung squamous cell carcinoma, small cell lung carcinoma and
 medullary thyroid carcinoma. Next, Kisspeptin10 was labelled with 67Ga. 67Ga-labeled Kisspeptin10 
was injected to the mouse bearing medullary thyroid carcinoma cells to take the SPECT/CT. As the 
result, Kisspeptin10 was highly accumulated in carcinoma. We concluded that the stainer and SPECT 
probe for Kiss1R were developed successfully.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
乳 癌 、 卵 巣 癌 な ど の 転 移 に stromal 
cell-derived factor-1 (SDF-1)/ CXC 
chemokine receptor4(CXCR4)シグナルの関与
が報告されている。その機序は、CXCR4 を発
現する癌細胞が、そのリガンドである SDF-1 
を発現する脳、骨、肝臓等の組織に親和性を
持つことで接着、増殖し転移が成立する。よ
って CXCR4 を高発現するほど予後が悪いと
考えられる。肺小細胞癌も同様の機序で転移
することが報告されている。肺小細胞癌は肺
癌患者の 15%を占め、未だ有効な治療法が確
立されておらず、治療のための治療標的分子
発現診断法、転移巣への薬効予測法が重要で
ある。申請者らは、この肺小細胞癌の転移能
に着目し、転移に関わる分子を標的とした診
断・治療法の開発を目指している。 
また申請者らはヌードマウスに肺小細胞癌
細胞を皮下投与し、肺転移した細胞を回収、
培養、また動物に投与という操作を繰り返し、
選択を重ね、高転移株の作製をすでに行って
いる。そこで、本研究では高転移肺小細胞癌
細胞を用い、転移に関わる CXCR4 に関連する
因子に着目し、その検出法を開発し、個別化
医療へ展開できる基盤を形成する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は CXCR4 分子に関連する因子
に着目し、①リガンド薬剤を用い、病理組織
切片上でその標的受容体に結合させ、その局
在を光学顕微鏡下で明らかにするための新
規染色法を確立すること、また転移性癌の治
療には、転移部位での薬効評価が重要となる
ので、目的②としてリガンド薬剤をプローブ
化し、SPECT/CT で全身転移巣への薬剤集積
を評価する方法を開発する。以上より、リガ
ンド薬剤でミクロな組織からマクロな全身
までを評価できる技術の開発と、その治療へ
の応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
CXCR4 はすでに多くのリガンド薬剤が報告

され、イメージング薬剤としても臨床研究が
行われている。一方、CXCR4 に関連して、転
移・予後予測因子としてその潜在的能力が期
待されているKiss1受容体に我々は着目した。
Kiss1受容体のリガンドであるkisspeptinは
54 残基のアミノ酸から成るペプチドである。
受容体結合能はそのＣ末端側10残基にある。
その kisspeptin10 誘導体を用いて、Kiss1 受
容体検出用の染色剤およびSPECTプローブを
調製することにした。 
 

(1) 染色剤の調製 
まず染色剤の調製では、kisspeptin10 誘導

体を Fmoc 固相法にて合成し、樹脂上でその
Ｎ末端にタグとしてフルオレセイン(FL)修
飾を行った。FL-kisspeptin10 を樹脂から脱
保護し、ＨＰＬCで精製し目的物を得た。 
 

(2)kiss1 受容体発現腫瘍のスクリーニング 
 得られた FL- kisspeptin10 を用いて 11 種
（H69：肺小細胞癌, H69AR：肺小細胞癌, 
H358：ヒト細気管支肺胞上皮癌, H226：肺扁
平上皮癌, H2170：肺扁平上皮癌, ECC4：直
腸由来小細胞癌, MCC13：メルケル細胞癌, 
TT：甲状腺髄様癌 , RIN5F：インスリノーマ, 
PC12：褐色腫由来細胞, MtT/SM：下垂体腫瘍）
の腫瘍細胞株で kiss1 受容体発現を Western 
ligand blot 法により確認した。各細胞溶解
をゲルにアプライし、SDS-PAGE を行った後、
ニトロセルロース膜に転写した。膜上の
Kiss1 受容体を FL-kisspeptin10 により検出
した。 
 
(3) Kiss1 受容体発現腫瘍の染色 
次に病理切片での染色性を確認するため

に肺腺癌、肺扁平上皮癌、肺小細胞癌、甲状
腺 髄 様 癌 の 病 理 切 片 を 用 い て 、 FL- 
kisspeptin10 を用いてリガンド誘導体染色
を行った。各病理切片を水和後、FL- 
kisspeptin10 と反応させ、組織中の Kiss1 受
容体を検出した。 
 
(4) Kiss1 受容体イメージングプローブ開発 
次に SPECT 用のプローブ開発として

kisspeptin10 誘導体のＮ末端にキレーター
として DOTA 修飾を行った。DOTA に Ga-67 標
識を行い SPECT プローブとした。SPECT/CT で
撮像実験を行うためのモデルマウスの作製
を行った。高度免疫不全マウスの右わきに TT
細胞を植えてモデルマウスを作製した。その
マウスに 67Ga-DOTA-kisspeptin10 を投与し、
1時間、2時間、4時間後に解剖し、経時的に
SPECT プローブの臓器分布を確認した。次に
SPECT/CT を用いて投与４時間後の撮像を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) 染色剤の調製 
Fmoc固相合成法によりFL-kisspeptin10を

合成し、目的物を 27％の収率で得ることに成
功した。 
 
(2) kiss1 受容体発現腫瘍のスクリーニング 
11 種の腫瘍細胞株を Western ligand blot

で解析した結果、9 種の腫瘍細胞株（H69, 
H69AR, H358, H226, H2170, ECC4, MCC13, TT, 
RIN5F）で kiss1受容体の発現を確認できた。
この結果、kiss1 受容体は多くの腫瘍に発現
が見られる受容体であることが判った。また
我々の開発した Western ligand blot 法と染
色剤で簡便に多くの腫瘍細胞株中のkiss1受
容体を検出することができた。 
 
(3) Kiss1 受容体発現腫瘍の染色 
肺腺癌、肺扁平上皮癌、肺小細胞癌、甲状

腺髄様癌の病理切片を染色した結果、肺腺癌、
肺扁平上皮癌、甲状腺髄様癌は腫瘍組織が一
様に染色された。しかし当初予期していたこ



とと異なり、肺小細胞癌は染色部位が不均一
ですべての腫瘍組織で受容体を発現してい
る訳で無いことが判った。このことから肺腺
癌 、 肺扁平 上 皮癌、 甲 状腺髄 様 癌 は
kisspeptin10 誘導体により微小腫瘍を鋭敏
に検出することが可能であるが、肺小細胞癌
は検出標的として適さないことが判った。本
研究の結果から、腫瘍細胞株では細胞が一様
なため kiss1 受容体発現の有ることから、小
細胞肺癌でもkiss1受容体を標的として微小
転移腫瘍も検出可能と想定していたが、実際
の小細胞肺癌病理検体を我々の開発したリ
ガンド誘導体と染色剤で染色することで、組
織内のkiss1受容体発現の不均一性が明確に
なり、本検出薬剤が不適であることが判った。
よって本検出薬剤をSPECTプローブとして開
発する際には、当初の計画を変更し、肺小細
胞癌以外の腫瘍組織で開発を行えば良いこ
とも判った。 
 
(4) Kiss1 受容体イメージングプローブ開発 
Fmoc 固 相 合 成 法 に よ り DOTA- 

kisspeptin10 を合成し、目的物を 33％の収
率 で 得 る こ と に 成 功 し た 。 DOTA- 
kisspeptin10 に 67GaCl3 を反応させ、67Ga- 
DOTA-kisspeptin10 の調製に成功した。高度
免疫不全マウスで作製した甲状腺髄様癌細
胞 を 担 持 し た マ ウ ス に 67Ga- 
DOTA-kisspeptin10 を投与した。経時的な変
化を検討した結果、プローブは血中安定性が
高いことが判った。また腫瘍以外にも肝臓、
脾臓に高い集積を示すことが判った。投与後
2 時間を経過すると血中の濃度が低くなり腫
瘍が鮮明に検出ることが判った。 
 
(5) 結論および考察 
 本研究では癌転移に関連する因子として
kiss1 受容体に着目し、その染色剤とイメー
ジングプローブの調製に成功した。 
染色剤を開発し、様々な腫瘍で標的発現を

スクリーニングした結果、多くの腫瘍で広く
発現を確認できた。本技術は他の腫瘍細胞株
および病理検体から抽出したタンパクの解
析にも応用できると考えられる。今後、この
技術で簡便に標的受容体を発現する腫瘍を
スクリーニングできると期待される。 
また標的疾患としては当初、肺小細胞癌を

想定したが、病理検体で検討した結果、kiss1
受容体の発現が不均一なことから標的とし
ては不適切であることが判った。本研究では
染色剤を用いて実際の病理検体を用いてそ
の標的受容体の発現を可視化し、腫瘍組織の
中でどの程度の割合で標的受容体が発現し
ているのかを検討することが可能である。前
臨床段階において、in vivo研究の前段階に、
実際のヒト検体で評価できるので、薬剤に対
して適応する疾患をスクリーニングするこ
とができる。本技術も様々な薬剤開発に応用
できると考えられる。 
イメージングプローブの調製では 67Ga標識

に成功した。SPECT/CT を用いて全身分布を可
視化することに成功した。開発したプローブ
は血中安定性が高いので、クリアランスが悪
く腫瘍を投与早期検出するためにはまだ改
善の必要があると思われる。しかし、現段階
の化学構造においても腫瘍への集積性はあ
り、投与後 2時間経てば腫瘍を鮮明に可視化
できることが判った。また本研究では、将来、
高転移腫瘍細胞株を用い、微小転移を起こし
たマウスを本プローブで撮像し、転移巣を早
期に検出できるようにプローブを改良して
いく予定である。また他の腫瘍疾患の病理検
体を染色することで、適応疾患を明らかにし、
臨床研究への展開を図りたいと考えている。 
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