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	Phase 0：　実現可能かどうかの提案，イメージング実験が可能かの研究相談，基礎的アプローチ．
Phase I：　Phaseゼロの具体性が出たイメージング準備研究．研究期間：1年～2年．PET使用含まず．
Phase II：　Phase Iを終え、成果の出始めた実現性の高いもの．PETなどの専門家の共同研究体制が確立している．研究期間：1年～2年．PET/SPECTの使用1～2回程度．

Phase III：Phase IIレベルを終え，具体的な合成行程を含めて完成度が高く，本格的研究に入っているもの．研究期間：1年～3年　PET/SPECT使用3回以上．

	プロジェクト名
	PET撮像型WT1ワクチンプローブ投薬スクリーニング検査法の開発

	利用予定の核種と動物(該当区分に○)
	動物
	 eq \o\ac(○,1)マウス
2.ラット
3.ラビット
	核種
	18F-FDG，18F合成有，11C合成有，64Cu合成 eq \o\ac(○,有)，68Ga合成有，

89Zr合成有，SPECT核種既製品，SPECT核種合成有

	研究計画
	
近年、新たな癌治療法として癌抗原ワクチン療法が注目されている。この療法は、癌に対してワクチンとなるような抗原を投与し、癌を標的とする免疫細胞を誘導し、癌細胞を選択的に攻撃する。癌ワクチン抗原としてWT1（Wilm’s tumor 1）ペプチドが期待されている。
WT1は、449個のアミノ酸からなるタンパク質で、9個のアミノ酸ペプチドが、癌細胞表面のHLA分子と結合して存在する。これを利用して免疫を活性化させ、癌細胞を攻撃するのがWT1ワクチン療法である。WT1ペプチドを体内に投与することで、リンパ球を刺激、リンパ球数が増加する。それらが血液によって運ばれて癌細胞に近づく。そして、癌細胞表面のWT1を発見し、癌細胞を攻撃する。一方、正常細胞の表面にはWT1が少なく、攻撃されない為、癌特異的に攻撃できる治療法である。
WT1ワクチンの適応は癌部でのWT1発現の多寡に基づいて判定される。従来のWT1検査法は、定量性が乏しく、侵襲性も高い病理組織学的検査に依存している。そこで今回、われわれは、PET撮像型WT1ペプチド癌ワクチン療法スクリーニング法を確立したいとの着想に至った。PETの特性である高い検出能力と定量性、非侵襲性、生体内での正常組織と癌細胞の比較の簡便性などの点において、従来法を凌駕、差別化でき、優位性を持つ。

1.口腔癌担癌マウスモデル作製

BALB/c nu/nuマウスにWT1ペプチドの発現量が異なる3種類のヒト口腔扁平上皮癌由来細胞（HSC4細胞、SAS細胞、KB細胞）を背部皮下に担癌させ、モデルマウスを作製、以降の実験に供する。
2.PETプローブ化WT1抗体によるPET撮像～腫瘍内WT1発現の比較

WT1モノクローナル抗体（Lab Vison Corp. WT1Ab-5）をPETプローブ化（キレーター修飾、Cu64精製）する。同プローブを担癌マウスモデルに尾静脈より投与し、投与直後から12時間ごとに144時間後（14タイムポイント）まで、イソフルラン吸入麻酔下でPET撮像し（Clairvivo PET;（株）島津製作所）、WT1ワクチンプローブの分布状況をPET画像上で検討する。
3.腫瘍内部のPET画像解析値と、摘出腫瘍でのガンマカウンター計測値の比較

マウスより血液、各臓器、腫瘍を摘出し、ガンマカウンターにて、それらの放射性物質取り込み量測定し、プローブ分布量として数値化し、PET画像でのプローブ分布計測値と比較し、PET画像でのWT1定量性精度を検討する。

	得られた成果
	○ヒトならびにマウス由来口腔癌細胞株におけるWT1発現の検討
ヒト口腔扁平上皮癌由来細胞（HSC4細胞、SAS細胞、KB細胞）、ならびにマウス由来口腔癌細胞株sq-1979を培養し、トリゾール他でRNA、タンパクを回収、リアルタイムPCRおよびウェスタンブロッティングに供した。対象はWT1タンパク、mRNAであり、タンパク発現に際してはThermo scientific WT1 Ab-5マウスモノクローナル抗体を購入、検討に供した。さらにそれぞれの細胞株をBALB/c nu/nuマウス、C3Hマウスの背部皮下に担癌させ、モデルマウスを作製した。ウェスタンブロットならびに免疫染色の結果より、WT1発現の検討に用いた抗体の特異性が低く、良好な結果を得ることができなかった。今後、再度の抗体の選択および至適化が必要と考えられた。
○EGFR発現を指標としたPET撮像の分子イメージング至適化の検討
WT1ペプチドを用いたPET撮像による検討に先立って、分子イメージング研究として用いられることの多いEGFR抗体試薬を利用したEGFR-PET撮像を行い、本研究におけるモデルマウス実験系でのPET撮像至適化を計画し、現在進行中である。EGFR抗体試薬としては、口腔癌に対する分子標的薬として2012年臨床的に認可されたアービタックスを放射線標識、Zrを用いてキレート、プローブ化し、撮像を4月以降予定している。現在、BALB/c nu/nuマウス、C3Hマウスの現在背部皮下に担癌させ、モデルマウスを作製し、腫瘍の最適な増大時期である4月以降PET撮影予定である。
各細胞株におけるEGFR発現量の検討は、ウェスタンブロット法ならびに免疫組織学的染色法で行い、その多寡によって利用細胞を分類した（cell signaling technology EGF receptor D38B1マウスモノクローナル抗体）。
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癌抗原ワクチン療法における、


WT1ワクチンのPETプローブ化による定量的かつ非侵襲的なスクリーニング法の確立を目指す。








