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研究成果の概要（和文）：肝細胞増殖因子（HGF）は、がん細胞膜上の受容体METに結合し、シグナルを活性化す
ることで、複数の悪性形質を誘導することが知られている。本課題は、活性型HGFに選択的に結合し、活性を阻
害する特殊環状ペプチド (HiP8)を用いて、HGFによって形成されるがん微小環境を描出し、腫瘍特性を反映した
診断法を確立することを目的に行われた。検討の結果、ビオチンを標識することで、腫瘍組織内の活性型HGFを
選択的に検出する病理診断プローブとして使用できること、また金属キレータを修飾し、放射性同位元素である
Cu-64を配位することで、低侵襲な診断法であるPETの分子プローブとして利用できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aberrant activation of HGF and its receptor MET signaling is well-known to 
participate in the acquired resistance to molecular targeted drugs. However, current diagnostic 
approaches to know activation of HGF-MET pathway are insufficient. We recently identified a 
macrocyclic peptide, HGF-inhibitory peptide-8 (HiP8) which selectively binds to biologically active 
HGF. In this study, we attempted to specifically detect active HGF in tumor microenvironments for 
diagnosis by using HiP8. In immunohistochemical staining of active HGF in human cancer tissues using
 biotinylated HiP8, the HiP8-proved active HGF showed good correlation with staining scores and 
localization for MET activation, compared to staining of total HGF. Moreover, in tumor-xenograft 
models using human HGF-knock-in mice, Cu-64-labeled HiP-8 accumulated in xenografts overexpressing 
HGF at higher levels than those in HGF-negative xenografts.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： HGF　MET
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題によって達成された活性型HGFの選択的検出は、腫瘍組織内のHGF-METシグナルの活性化状態を反映した診
断を可能にし、分子標的薬の治療効果を予測するための新たな診断法になる可能性がある。この診断法が実現す
れば、「分子標的薬＋MET阻害剤の併用療法」により、従来の化学療法と比較して、高い治療効果が期待できる
症例を選定することが可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景(Background at the beginning of the Research) 
がん微小環境と薬剤耐性 
非小細胞肺がんに分類される肺腺がんにおいて、現在までに数多くのドライバー遺伝子が同定
され、近年では多くの症例について分子標的薬による治療が可能になった。しかし実際には、標
的となる遺伝子変異を有する腫瘍であっても、治療抵抗性を示すケースが一定の割合で発生し、
臨床的課題として認識されている。これは薬剤耐性に代表される悪性形質の発現が、がん細胞自
身の性質に加えて、腫瘍組織を構成する間質細胞や細胞外マトリックスなどのがん微小環境に
よっても制御されることを意味している。そのため、悪性形質をもたらす微小環境を早期に検出
し、腫瘍特性を理解したうえで適切な治療法を選択することは、難治性固形がん治療に共通する
理想であり、早急に達成すべき目標である。 
 
がん微小環境における HGF-MET シグナルの機能 
肝細胞増殖因子 (Hepatocyte growth factor: HGF)は、種々の悪性形質発現に寄与する代表的ながん
微小環境因子である。主に間質に存在する細胞によって合成される HGF は、活性のない前駆体
として細胞外に分泌され、全身に広く分布している。通常、組織の損傷や疾患の進行に伴い、局
所的に一部が活性型へと変換され、受容体型チロシンキナーゼである MET を活性化する。活性
化した HGF-MET シグナルは、細胞増殖や運動、血管新生、細胞死の回避を促すことで組織の修
復・再生を担う。一方がん細胞は、この生理機能を逆手に取り、生存に必要なバイパスシグナル
を形成し、分子標的薬に対する薬剤耐性を獲得することが知られている。 
 
そのため、腫瘍組織における活性型 HGF を選択的に検出する手法は、腫瘍組織内の HGF-MET
シグナルの活性化状態を反映した診断を可能にし、分子標的薬の治療効果を予測するための新
たな診断法になる。この診断法が実現すれば、「分子標的薬＋MET 阻害剤の併用療法」により、
高い治療効果が期待できる症例を選定することが可能になる。 
 
２．研究の目的(Purpose of the Research) 
HGF-MET シグナルの活性化状態を把握することは、予後や治療効果を予想する上で重要である。
しかし、そのためには全身に分布する前駆体型 HGF の中から、腫瘍組織において局所的に変換
された活性型 HGF を選択的に検出する必要があり、これまで技術的に困難であった。最近、我々
は環状ペプチドのスクリーニング系である RaPID 法を用いることで、活性型 HGF に選択的に結
合し、活性を阻害する環状ペプチド(HGF-inhibitory peptide-8: HiP8)の単離に成功した。本課題は、
HiP8 を病理診断プローブとして利用し、活性型 HGF を選択的に検出することで、悪性形質をも
たらすがん微小環境を対象とした診断法の確立を目指すものである。 
 
３．研究の方法(Research Methods) 
３－１：病理診断ツールとしての応用 
ヒト肺がん組織アレイに対し、末端部分にビオチンを導入した HiP8、または HGF 全体を認識
するモノクローナル抗体およびリン酸化した MET に対する抗体を対照として使用し、免疫蛍光
染色を実施した。検出は蛍光標識されたストレプトアビジン、または２次抗体を使用した。それ
ぞれ染色された領域は、Image J を用いて抽出し、画像解析によって定量化した。 
 
３－２：PET イメージングの分子プローブとしての応用 
a) 培養細胞 
HGF 依存的に薬剤耐性を獲得するモデル細胞して、肺がん細胞株 PC-9 親株および同細胞に
HGF 遺伝子を導入・過剰発現させた細胞 (PC-9/HGF)を、それぞれゲフィチニブ感受性細胞、
耐性細胞として使用した。 
b) PET プローブ 
末端に金属キレータを修飾した HiP8 に対し、放射性同位元素である 64Cu を混合・配位させ、
PET プローブを調製した。標識後のペプチドは、Biacore 等を用いて親和性が低下していないこ
とを確認し、実験に使用した。 
c) 実験動物 
評価に使用する実験動物は、よりヒトの病態を反映したモデルを作製するため、ヒト HGF の
cDNA をマウス HGF 遺伝子領域に挿入した「ヒト HGF ノックイン SCID マウス（ヒト化マウ
ス）」を使用した。 
 
ヒト化マウスに PC-9 細胞、PC-9/HGF 過剰発現細胞をそれぞれ担がんし、移植後 3 週間かけて
腫瘍を形成させ、マウスモデルを作製した。PET プローブを尾静脈より投与し、90 分間のダイ
ナミックスキャンを行い、プローブの体内動態および腫瘍への集積を観察した。実験終了後腫瘍
を摘出し、マウンターを用いて線量を計測することで、プローブの集積を定量化した。 



 
４．研究成果(Research results) 
４－１：病理診断用プローブとしての応用 
HiP8 を分子プローブとした病理診断が可能であるか検討するため、市販の肺がん患者由来組織
アレイを使用し、活性型 HGF の選択的検出を試みた。 
前駆体型および活性型 HGF の両者を認識する抗体を用いた免疫染色では、間質組織の広範囲に
HGF の発現・分布が確認され、活性化した MET 受容体 (p-MET)の染色像と一致する領域は限定
的だった（14.1±11.0 %）。一方、ビオチン標識された HiP8 を用いた場合は、腫瘍組織と間質の境
界領域が染色され、p-MET 陽性領域と非常によく一致した (58.4±24.9 %) (図 1)。この結果は、
HiP8 を病理診断プローブとして使用することで、活性型 HGF を選択的に検出することが可能に
なることを意味している。 

 
一方でこの結果は、HGF-MET シグナルの活性化領域は、腫瘍組織内で不均一に分布しており組
織の一部を検査対象とする生検に代わる診断法の必要性を示唆している。 
 
４－２：PET プローブとしての応用 
陽電子放射断層撮像法（PET）は、放射性同位元素標識した分子プローブを投与することで、低
侵襲に全身を診断することが可能な技術であり、高い定量性と空間分解能を持つ。また、CT や
MRI のような腫瘍の位置や形体情報を得るための検査技術とは異なり、特定分子の取り込みや
発現量など、病変組織の性質を反映した診断技術といえる。そこで、生検に代わる診断法として、
HiP8 を用いた PET 診断の概念実証 (proof-of-concept)を試みた。 
非小細胞肺がん由来 PC-9 細胞は、EGF 受容体 (EGFR)に遺伝子変異を有し、分子標的薬である
ゲフィチニブに対し感受性を示す細胞株であることが知られている。この細胞に HGF 遺伝子を
導入・過剰発現させることで、薬剤耐性を獲得することが知られている(図 2)。 

これらの細胞をヒト化マウスに担がんし、薬剤耐性腫瘍モデルを作製してイメージング試験を
実施した。ペプチド末端に金属キレータを導入した HiP8 に、64Cu を配位させたものを分子プロ



ーブとして使用し、PET イメージングを行った。その結果、対照の薬剤感受性腫瘍と比較して、
耐性腫瘍には約 3 倍高いプローブの集積が確認された。 
現在、HiP8 を用いた診断法の実現化に向け、各種条件の最適化を進めている。 
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