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研究成果の概要（和文）：本研究では、多角的なイメージング法による高精度ながん診断への応用を目指し、最
もがん選択的な蛋白の一つであるsurvivinをin vivoで選択的に検出できる放射性核種や蛍光分子にて標識した
分子プローブの開発を目的とした。放射性プローブとして、放射性ヨウ素にて標識した低分子プローブの合成と
評価を行い、細胞レベルでsurvivinの発現に相関した結合性を示す化合物を見出した。また、蛍光プローブへの
応用を目指し、survivinに高親和性を示すペプチド分子の開発に成功した。さらに開発したペプチド分子を用い
て、survivinに結合することにより蛍光を放出する蛍光プローブの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, We aimed to develop molecular probes labeled with 
radionuclides or fluoresce dyes that can selectively detect the most cancer-specific survivin for 
high precision cancer diagnosis by multimodal imaging method. As radioactive probes, we synthesized 
and evaluated small molecule probes labeled with radioiodine. We found prospective molecules that 
showed consistent binding with the expression of survivin in cell cultures. We also succeeded in 
developing peptides that exhibited high affinity to survivin. Using the peptides as survivin binding
 molecules, we succeeded in developing fluorescent probes that emit fluorescence by binding to 
survivin.

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。従って、理想的ながんの画像診断の標的部位となりうるが、これまでにsurvivinを特異的に捉えた診
断薬は未開発である。本研究では、がん画像診断への応用を目指し、survivinを標的とした低分子型放射性プロ
ーブと、ペプチドを母体化合物とした蛍光プローブの開発を行い、今後のsurvivinを標的としたがん診断さらに
はがん治療に向けた新たな知見を提供することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

Survivin は多くのがん細胞に高発現している一方、正常細胞ではほとんど発現が見られない。Survivin は
細胞質では抗アポトーシス能を有する二量体として存在する一方、セントロメアや紡錘体では単量体として
存在し、INCENPやBorealin蛋白と蛋白
質複合体を形成して(図１)、細胞分裂の
主要な役割も担う(Jeyaprakash, Cell, 
2007)。Survivinは、がんの生存や増殖に
関わる様々な生体分子と複雑な相互作
用を示し、未だその機能の全容は明らか
ではないが、その発現が高いがん患者は
化学療法や放射線治療に抵抗性を示し、
予後不良に繋がると報告されている。そ
こで、survivin の分子標的薬剤が、選択
性な抗がん剤として期待され、臨床試験
が展開されている（Coumar, Cancer Treat 
Rev, 2013）。 

 
一方、survivinを標的とした分子プローブを用いたpositron emission tomography (PET)やsingle photon emission 

computed tomography (SPECT)等の核医学画像診断は、がん選択的な診断やsurvivinを標的とした抗がん剤の
投与計画の支援や治療効果判定のツールとして大変有用と考えられる。そこで我々は近年、survivin を標的
としたSPECT用診断薬剤への応用を目指し、放射性4,6-diaryl-3-cyano-2-pyridinone (DCP) 誘導体の開発を行
った。DCP誘導体は、がん細胞においてsurvivinの発現に相関した結合性を示したが、体内動態などの改善
が必要であることが示され、新たな分子プローブ開発が必要であることが示された(Fuchigami T, et al, Bioorg 
Med Chem Lett, 2015.)。一方、核医学診断より解像度と簡便性の点において勝る近赤外蛍光分子をsurvivin標
的分子に、結合させた分子プローブを開発することで、survivin が関与するがんの発生や進行のメカニズム
を細胞レベルや生体レベルで詳細に解析できると期待される。しかしながら、そのような蛍光プローブはこ
れまでに報告例が全くない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、多角的なイメージング法による高精度ながん診断への応用を目指し、最もがん
選択的な蛋白の一つである survivinを in vivoで選択的に検出できる放射性核種や近赤外蛍光分
子にて標識したマルチモーダルイメージングプローブの開発を目的とした。そこで、survivin
を標的とした以下のような➀ 放射性プローブ、② 蛍光プローブの開発を目的とした。 
(1) 放射性プローブの開発 

Berezov らによって報告されている
survivin 二量体形成部位に高親和性を示す
3-phenethyl-2-indolinone (PI)誘導体である 
S12(Berezov A, et al., Oncogene, 2012)の Br
原子を I原子に置換し、さらに異なる置換
基を導入した IPI-1, IPI-2, IPI-3を新たに設
計した。本研究ではそれらの化合物の合成、
放射性ヨウ素標識、および survivin を標的
とした放射性プローブとしての有用性の
検討を目的とした。 
 
 
(2) 蛍光プローブの開発 
 ペプチド分子などの中分子薬剤は、低分子化合物より survivin への結合性や特異性が優れて
いることが期待される。そこで、survivin が細胞分裂の時に INCENP や Borealin と特異的なタ
ンパク質複合体を形成することに着目し
て、INCENPや Borealinより誘導体新たな
ペプチド分子の設計、合成および survivin
標的分子としての基礎的な評価を目的と
した。 
 続いて、survivin に結合した時にのみ蛍
光を発する survivin 結合応答型蛍光プロー
ブの開発を目的とした。すなわち、開発し
たペプチド分子に、その認識部位に相当す
る survivin 由来部分ペプチドをリンカーに
て結合させ、C 末端に蛍光色素として
fluorescein (FAM)などの蛍光分子を、N 末
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図 1 Survivin結合分子の標的部位. 

図２ 放射性ヨウ素標識 PI誘導体の設計.. 

図３ Survivin結合応答型蛍光プローブの設計. 



端に DABCYL などの消光分子を導入した分子を設計した(図３)。このような分子は、survivin
標的分子と Survivin由来部分ペプチドが分子内で水素結合または疎水性相互作用にて結合し、
折りたたみ構造をとった状態では、FRETの原理に基づき消光しているが、survivinに結合した
時には、分子内結合が解除され FAMと DABCYL間に距離が生じて FRET消光が減少して蛍光
を発するようになると期待される。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 分子プローブの合成 
 放射性ヨウ素標識 PI誘導体は、スズ前駆体の合成を行ったのち、過酸化水素存在下、酸性条
件にて Na125Iを反応させることにより合成を行った。 
 ペプチド分子は、一般的な固相合成法を行い、その後蛍光および消光分子の導入を行った。 
 
(2) Survivinへの親和性評価 
 リコンビナントヒト survivinタンパク質の作製を既報の手法に従って行った(Berezov A, et al., 
Oncogene, 2012)。合成化合物の survivin への親和性は、水晶振動子マイクロバランス(QCM)法
にて評価した。 
 
(3) がん細胞の survivinへの結合性評価 
 Survivin高発現株の MDA-MB-231 細胞と survivin 低発現株の MCF-10Aをそれぞれ用いて、
survivinへの分子プローブの結合性を検討した。 
 
(4) 担癌マウスにおける分子プローブの体内分布実験 
 MDA-MB-231細胞をヌードマウス（日本 SLC,BALB/cSlc-nu/nu）に移植し、125I標識 PI誘導
体を尾静脈投与し、各時間後に安楽死させた後、臓器を摘出して単位重量当たりの放射能集積
を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 放射性プローブの開発 
 合成した PI誘導体の survivinへの親和性をQCMで評価したところ、S12ではKd値が 77 nM、 
IPI-1では Kd値が 68 nMと算出され、ヨウ素置換した IPI-1は S12と同程度の rSurvivinへの親
和性を有することが示唆された(表１)。さらに、置換基を変換した IPI-2, IPI-3 についても、
survivinへ結合性は示したものの、IPI-1に比べて親和性は低下していた。以上の結果から、IPI-1
について、さらなる検討を行う事とした。 
続いて、細胞株を用いた放射性プローブの結合性に関する検討をしたところ、[125I]IPI-1 は、

MCF-10A 細胞に比べて、MDA-MB-231 細胞において有意に高い集積率を示した(図４)。また、
S12を用いた阻害実験にて、MDA-MB-231細胞においてのみ、阻害剤の濃度依存的に有意な集
積率の減少が観察された。以上の結果から、[125I]IPI-1は survivinの発現量に応じた結合性を有
することが示された。 

 
 

[125I]IPI-1 の担癌マウスにおける体内放射能分布を検討したところ、腫瘍/筋肉比は時間経過
とともに増加し、30分後から 180分後にかけて 1.2から 2.4まで上昇し、筋肉組織よりも腫瘍
組織への滞留性が高いことが示された。しかし、腫瘍/血液比は投与 30 分後から 180 分後まで
0.6～0.9 の値を推移しており、いずれの時点においても 1 を上回ることはなく、腫瘍への放射
能の集積は低いことが明らかになった。また、S12の同時投与により、[125I]IPI-1の survivin選
択性を評価したところ、投与 30分後において腫瘍/筋肉比は 0.8となり、[125I]IPI-1のみを投与
したときの腫瘍/筋肉比(1.2)と比べて若干の減少が見られたが、腫瘍/血液比についてはほとんど
変化が見られなかった。以上の結果から、[125I]IPI-1の腫瘍への集積性は核医学診断薬剤として
は不十分であることが示され、S12 による腫瘍組織への集積の減少は見られたものの、有意な
survivinへの特異的結合は示されなかった。今後は、survivinへの結合性を損なうことなく、腫
瘍への集積性を向上させる分子設計が必要であるものと考えられる。 

Compounds Kd (nM) 

S12 77.0 ± 23.2 

IPI-1 68.3 ± 2.6 

IPI-2 168.6 ± 46.2 

IPI-3 140.0 ± 22.6 

 

表１ PI誘導体の survivinへ
の親和性. 

図４ [125I]IPI-1の培養細胞への結合性評価. 



(2) 蛍光プローブの開発 
まず、survivin蛋白に直接結合できる 7-22残基のペプチド分子を開発したところ、リコンビ
ナントヒト survivinタンパク質への結合性を有することを見出した。続いて、survivin結合応答
型蛍光プローブへの応用を目指し、親和性の最も高かったペプチド分子を母体化合物として、
Fluoresceinと DABCYLが立体的に近接し、survivinが結合した時に Fluoresceinと DABCYLが
離れるような配列を有するペプチド分子 (SFP) を設計、合成した。QCM 法を用いた結合飽和
実験により、SFPsは survivinに対していずれも結合性を示し、Kd値=0.20-1.74 µM と算出され
た。蛍光スペクトル測定の結果、これら SFPsは survivin非存在下ではほとんど蛍光を発しない
のに対し、survivinを存在させることによって、蛍光強度が 1.79-2.66倍に上昇した。最も蛍光
強度が上昇した分子プローブは、ループ構造中に剛性ヘリカルリンカーのポリプロリンを導入
した SFP5であった。また、SFP5は HSA存在下での蛍光強度の変化が 1.16倍と、ほぼ変化し
なかった（図５）。従って、所期の通り SFP5は survivinに結合した後、Fluoresceinと DABCYL 
FRETの距離が離れ、特異的に蛍光を発することが示唆された。 
続いて、SFP5を用いて、survivinを高発現しているMDA-MB-231細胞における蛍光イメージ
ングを行ったところ、SFP5集積による強い蛍光染色部位が確認され、さらに抗 survivin抗体に
よる蛍光染色部位との一致が観察された。一方、survivinがほとんど発現していない MCF-10A
細胞においては、SFP5の蛍光強度は極めて低レベルであった(図６)。従って、SFP5が培養細胞
においても、survivinの発現量に相関して蛍光を放出する事が示唆された。 

 

 
以上の結果より、今回開発した SFP5が、survivinを特異的にイメージングできる survivin結
合応答型蛍光プローブとして機能しうることが示された。今後は膜透過ペプチドの導入などに
よるさらなる構造の改変により、in vivoにて survivinを特異的にイメージングできる蛍光プロ
ーブの開発を行っていく。 
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