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研究成果の概要（和文）：本研究では、生細胞で標的代謝経路の活性をイメージングするための蛍光プローブを
開発した。標的としては重要なエネルギー生産経路の１つである脂肪酸β酸化を選択し、蛍光団であるクマリン
に基質部位である脂肪酸を導入したプローブを設計した。本プローブが生細胞内で脂肪酸β酸化を受けてプロー
ブの脂肪酸が分解された後にクマリンを放出することで、脂肪酸β酸化活性を生細胞でOff-Onイメージングする
ことに成功した。さらに、薬剤による外部刺激による脂肪酸β酸化活性の変化も蛍光イメージングで検出できる
こと、病態モデルマウスから単離した肝臓の初代培養細胞でも脂肪酸β酸化活性を検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed a novel fluorescent probe for detection of 
fatty acid beta oxidation (FAO), an important metabolic pathway for generating energy, in live 
cells. We designed a fluorogenic probe possessing a fatty acid moiety as a substrate of FAO. We 
expected the probe to be metabolized by the sequential enzymatic reactions of FAO pathway and 
release fluorophore, resulting in turn-on imaging of FAO activity in live cells. Using this probe, 
we successfully achieved the turn-on imaging of FAO activity and FAO activity change upon treatment 
of drugs in live cultured cells and hepatocytes isolated from mouse. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　代謝経路活性　脂肪酸β酸化　生細胞イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
代謝経路の活性は疾病細胞と通常細胞とで大きく異なることから、標的代謝経路の活性を評価可能なツールの開
発は疾病メカニズムの解明や創薬に重要である。本研究で開発された蛍光プローブは、重要なエネルギー生産経
路である脂肪酸β酸化の活性を生細胞で蛍光イメージング可能な世界初のケミカルツールであり、これまでの手
法より高分解能かつ簡便に脂肪酸β酸化活性を評価可能である。さらに、本プローブは化合物刺激に伴う脂肪酸
β酸化活性の変化も検出可能であることから、脂肪酸β酸化研究や本経路が関連する疾病の新規薬剤開発への応
用が期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 疾病細胞における代謝は通常細胞とは異なることが知られていることから、これを解明し新
しい創薬につなげるための研究が盛んに行われている。例えば、好気的条件においても解糖系
に ATP 生産を依存しているという Warburg 効果は、ガン細胞における特異的な代謝の代表例と
して広く受け入れられている。さらに、疾病の種類によって変化している代謝経路が異なるこ
とから、様々な標的代謝経路の活性を検出する手法の開発は疾病ごとの特異的な代謝の理解に
必須である。しかし、従来の同位体標識した基質の量を測定する手法では生細胞での解析が困
難であり、かつ細胞集団の平均値しか得ることができない。最近の代謝研究では細胞ごとの代
謝の違いである代謝不均一性の解明が重要視されていることから、細胞ごとの標的代謝活性の
違いを検出する手法の開発が求められている。	
	 一方、蛍光プローブは酵素の活性を生細胞・一細胞レベルで測定することが可能であるため、
代謝の観点からの疾病メカニズムの解明や創薬につながると期待出来る。しかし、多様な生体
分子を検出するための蛍光プローブが開発されてきたにもかかわらず、これまで代謝経路の活
性を検出するための蛍光プローブの開発例はほとんど無いのが現状である。これは、代謝酵素
の基質選択性が高く、さらに代謝経路が複数の酵素から構成されているため、代謝経路の活性
を検出する蛍光プローブの設計が困難であることが原因と考えられる。そのため、蛍光プロー
ブをはじめとする、代謝経路の活性を検出することが可能な新規ケミカルツールを開発するこ
とができれば、疾病における代謝研究に大きく貢献できることが期待される。 
	
２．研究の目的	
	 本研究では、エネルギー生産経路の 1 つである脂肪酸β酸化（β酸化）の活性を生細胞で検
出可能な蛍光プローブを開発し、代謝経路を検出するケミカルツールの開拓を行うことを目的
とする。本プローブを開発することで、刺激に伴うβ酸化活性の変化を一細胞レベルで追跡す
ることや、疾病モデルでのβ酸化活性変化の検出を目指す。さらに、本プローブを用いて生細
胞でのβ酸化の活性を変化させる新規化合物探索への展開も目指した。	
	
３．研究の方法	
	 脂肪酸β酸化とは脂肪酸を分解しATP生
産に用いられるアセチルCoAや NADH、FADH2
を生産する経路のことである(図 1a)。β酸
化は前立腺ガンなどでは解糖系以上のエ
ネルギー生産経路であることが報告され
ているほか、心筋症や最近重要な健康問題
となっている非アルコール性脂肪肝炎
（NASH）と深く関連することも報告されて
いる。β酸化のメカニズムは、まず脂肪酸
がカルニチンシャトルを通じてミトコン
ドリア内に輸送される。続いて、酸化・水
和・酸化の各反応を経た後、脂肪酸がβ位
で開裂することで脂肪酸が2炭素短くなり
アセチル CoA が放出される（図 1b）。短く
なった脂肪酸はさらに同様のメカニズム
で 2炭素ずつ短くなり、最終的に全ての炭
素がアセチル CoA となる。	
	 これを踏まえ、β酸化を検出するための
蛍光プローブとして図2の戦略を考案した。
本プローブは蛍光団のヒドロキシ基に奇
数の脂肪酸を導入しており、初期状態では
蛍光が Off 状態となっている。プローブが
β酸化を受けて脂肪酸が短くなり、最終ス
テップにおいて酸化・水和反応を受けたの
ちにヘミアセタールを生じる。ヘミアセタ
ールは不安定であるため自発的に分解す
ることで蛍光色素が放出され、蛍光 On と
なることを期待した。	
	
４．研究成果	
	 本研究では、まずβ酸化の基質となる蛍
光色素を探索した。モデル脂肪酸であるノナン酸（炭素数 9,	C9）にロドール、ナフタルイミ
ド、7-ヒドロキシ-4-メチルクマリンを導入した 3種類のプローブを合成し、これらの細胞内で
の挙動を追跡した。肝臓ガン由来である HepG2 細胞にプローブを添加し、細胞を破砕後に
HPLC/ESI-TOF-MS で解析したところ、ロドール、ナフタルイミドを有するプローブについては
構造変化を起こしていないプローブが検出されたことから、β酸化を受けないことが分かった。
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図 1.	β酸化	(a)一般式	(b)分解メカニズム	
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図 2.	β酸化検出戦略	



一方クマリンを有するプローブの場合は、短くなった脂肪酸(C7,	C5)や水和された脂肪酸を有
するプローブが検出された。これらのプローブはβ酸化の阻害剤であるエトモキシルを添加し
た時はビーク強度が大きく減少したことから、クマリンを有するプローブはβ酸化の基質にな
ることが分かった。しかし、このプローブでは長時間インキュベート後も放出されると期待さ
れる 7-ヒドロキシ-4-メチルクマリン自体は検出されなかったことから、β酸化が途中で止ま
ることも判明した。そこで、β酸化後にクマリンが放出されるプローブ構造を検討するために、
7-ヒドロキシクマリンの 3 位に様々な置換基を導入したプローブの HepG2 細胞内での挙動を
HPLC/ESI-TOF-MS で評価した。その結果、3 位に N-(2-ヒドロキシエチル)カルボキサミド基を
導入したプローブ（図 3）において、クマリンが放出されることが分かった。さらにクマリン
の放出はエトモキシル共存下や炭素数が偶数（C8）のプローブでは確認されなかったことから、
プローブがβ酸化を受けて想定している機構でクマリンが放出されたと考えられる。	
	 続いて、β酸化活性の生細胞蛍光イメージングを行った（図 3）。β酸化を受ける前のプロー
ブは 405	nm に吸収を持たないが、β酸化を受けた
後のクマリンは405	nm付近に吸収のピークトップ
を有するため、共焦点レーザー顕微鏡での検出が
可能となる。HepG2 細胞にプローブを添加して共
焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、クマリン
蛍光が細胞内から検出された。一方この蛍光はエ
トモキシル共存下や末端カルボン酸を有さない脂
肪鎖のみのプローブでは検出されなかったことか
ら、β酸化活性の生細胞蛍光イメージングに成功
したと言える。A549、HeLa、LNCaP 細胞株など他
のガン由来の細胞でも同様の傾向が見られたこと
から、様々な細胞でのβ酸化活性の検出が可能で
あることが分かった。また、細胞から検出される
クマリン蛍光は、β酸化を活性化させることが知
られている化合物（Wy14643、AICAR）を添加した
時は上昇し、β酸化の阻害剤（ranolazine）を添
加した時は減少することも分かり、本プローブに
よって外部刺激に伴うβ酸化活性の変化を追跡可
能であることも見出した。	
	 最後に、疾病モデルでのβ酸化活性の変化を追
跡可能かを検討した。β酸化は非アルコール性脂
肪肝炎（NASH）の進行と深く関連していることが
分かっている。そこで、NASH モデルマウスを作成し、単離した肝臓の初代培養細胞でのβ酸化
活性のイメージングを検討した。まず健常マウス肝臓の初代培養細胞でβ酸化活性が検出可能
であることを、蛍光イメージングと HPLC によって確かめた。続いて NASH モデルマウス肝臓の
初代培養細胞にプローブを添加したところ、健常マウスの細胞と比較してクマリン蛍光強度が
大きく減少することが分かった。一方、NASH 症状を改善すると報告されている bezafibrate（β
酸化の活性化剤）を経口投与した NASH モデルマウスの肝臓細胞では、クマリン蛍光が健常マウ
ス細胞の場合と比較して大きく増加することが分かった。本プローブを用いて疾病モデルの初
代培養細胞でもβ酸化活性の変化を追跡可能であることが分かった。なお、これらの蛍光変化
は、肝臓スライスの HE 染色による脂肪滴の増減とよく相関が見られた。	
	 以上より、本研究によってβ酸化経路の活性を生細胞で検出可能な新規蛍光プローブの開発
に成功した。本プローブはβ酸化経路にとどまらず、ある特定の代謝経路全体の活性を生細胞
で検出可能な初めての蛍光プローブである。これらの成果は論文として投稿しており、現在リ
バイス実験を行っている。	
	 また、本プローブを用いたβ酸化活性の蛍光イメージングは共焦点レーザー顕微鏡のほか蛍
光顕微鏡でも可能であり、薬剤刺激に伴うクマリン蛍光強度の変化も検出可能であった。そこ
で、蛍光イメージングを利用したハイスループットスクリーニングによる、β酸化活性を変化
させる新規化合物探索を行う系も構築し、化合物ライブラリーからのスクリーニングを開始し
た。今後、β酸化活性を変化させる新規薬剤の発見と、それを利用した脂肪酸β酸化が関連す
る疾病に対する新しい創薬への展開を目指す。	
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図 3.	β酸化の生細胞イメージング	
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