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研究成果の概要（和文）：本研究では、がんマーカー酵素であるGSTP1を標的とし、特性の異なる蛍光プローブ
を開発した。既存の蛍光プローブに必要であったプロドラッグ化を行わずとも培養細胞に適用できるプローブ
Ps-TG3を開発し、細胞イメージングに成功した。また、赤橙色GSTP1蛍光プローブであるPs-CFの開発にも成功し
た。Ps-CFはがんマーカー酵素であるGGTを標的とする緑色蛍光プローブと併用でき、GSTP1とGGT活性の同時検出
を可能とする。本結果はGSTP1を含む複数種のがんマーカー酵素の同時検出を可能とすることから、今後微小が
ん検出やGSTP1のメカニズムを明らかにする上で重要な知見と考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed fluorescent probes with different properties 
targeting GSTP1. We developed a probe, Ps-TG3, which can be applied to cultured cells without 
prodrugation, which was required for existing fluorescent probes, and succeeded in live cell 
imaging. We also succeeded in developing a red-orange GSTP1 fluorescent probe, Ps-CF, which can be 
used in combination with a green fluorescent probe targeting GGT, another cancer marker enzyme, to 
enable simultaneous detection of GSTP1 and GGT activity. Since these results enable the simultaneous
 detection of multiple cancer marker enzymes, including GSTP1, it is considered important findings 
for the detection of small tumors and clarification of the mechanism of GSTP1.

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　GST　グルタチオン　レドックス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、がんで高発現している薬物代謝酵素GSTP1を標的とした、物理化学的特性や蛍光特性の異なる複
数種類の蛍光プローブを開発することに成功した。これらの蛍光プローブは、微小がんの検出やGSTP1の機能解
析のための有用なツールとなり得る。ただし、より汎用性の高いプローブを得るには、プローブの特性に改善の
余地があることから、さらなる構造最適化なども検討する必要がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
がんは不均一な細胞集団であり、がん幹細胞のような一部の細胞群が、悪性化・多剤耐性化の

中心的な役割を担う。また、発現している遺伝子や酵素の活性も、個々の細胞では一様でない。
ゆえに、悪性化や多剤耐性化に重要な酵素を一細胞レベルで検出することは、適切な治療法の開
発や治療薬を評価する上で非常に有用である。 
グルタチオン S-転移酵素（GST）は、低分子化合物やタンパクに対して、還元型グルタチオン

（GSH）を付加する薬物代謝酵素である。約 20種類のヒト GST のうち、GSTP1は多くのがんおよ
び前がん病変で過剰発現しており、多剤耐性化によるがんの悪性化に重要な役割を果たす。最近
の研究によって、GSTP1 は細胞増殖に関与するタンパクや他のタンパクと相互作用しており、ま
た、リン酸化に伴う活性上昇ががん細胞の薬剤耐性を促進することが明らかとなってきた。すな
わち、GSTP1活性は細胞内で動的に制御されているため、その役割を明らかにするためには、生
きた細胞内でその活性を捉える必要がある。しかしながら、既存の活性測定法では生きた細胞内
の解析は困難である。 
そこで、「がん細胞での GSTP1 活性の制御メカニズム、及び悪性化・多剤耐性化への寄与」を明

らかにし、新たな治療法・治療薬の開発につなげるためには、細胞内において GSTP1 活性を直接
測定する方法を開発することが不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生細胞において GSTP1 活性をリアルタイムに検出できる蛍光プローブ群を創製す
る。これを利用して、がんにおける GSTP1 の役割を明らかにすることで、がん細胞の悪性化・多
剤耐性化メカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
GSTは一般的に基質特異性が低く、特定の GST 分子種に対する特異的な基質を創製することが難
しい。我々は病態生理学的に重要な GST 分子種である GSTP1 に対して高い選択性を有する基質
を探索し、GSTP1 特異的な基質 2-ニトロ-5-メシルベンズアニリドを得た。また、この構造を反
応点として、TokyoGreen(TG)骨格を蛍光団として利用した蛍光プローブ Ps-TG を開発した。Ps-
TG は GSTP1 選択的に反応を受け、ニトロ基の脱離に伴うグルタチオン化によって、強蛍光性分
子へと変換される。その蛍光 OFF-ON 原理はドナー励起型光誘起電子移動（d-PeT）である。すな
わち、消光部位として機能する 2-ニトロ-5-メシルベンズアニリドは、分子内にニトロ基が存在
するため高い還元電位を有する。そのため、蛍光団の近傍に存在することで、励起状態にある蛍
光団からの電子移動が起こることで蛍光が消光される。しかし、分子内のニトロ基が GSTP1 活性
依存的にグルタチオンへ置換されると還元電位が低下し、励起蛍光団からの電子移動が起こら
なくなるため、発蛍光性となる。このような d-PeT による消光メカニズムは汎用性が高く、異な
る蛍光団などを用いた場合にも利用できることから、本メカニズムを念頭に置き、GSTP1によっ
て脱ニトロ化反応を引き起こす蛍光プローブの開発を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞膜透過型 GSTP1プローブの開発 

研究開始時に既に開発していた GSTP1 活性検出蛍光プローブ Ps-TG は細胞膜を拡散で透過す
るほど脂溶性は高くないことから、蛍光団のフェノール性水酸基をアセチル基で保護した化合
物 Ps-TAc として細胞へ投与する必要があった。しかしながらフェノール性水酸基は pKaが低く
水溶液中で Ps-TG へと加水分解されてしまう。また細胞培養に利用されるＦＢＳなどの成分は
エステラーゼ活性成分を含んでおり、容易に加水分解される。そこで、これらの欠点を克服した
蛍光プローブ Ps-TG3 を開発した。Ps-TG3は Ps-TG と同じ母核・蛍光団を有するが、Ps-TG にお
けるメシル基を、より脂溶性の高い 4-メチルベンジルスルホニル基に変換したものである。こ
れによって分子の脂溶性が増し、アセチル化せずとも、細胞膜を透過することが容易になった。
また、グルタチオン化物を細胞外へ排出する活性を持つ MRP（多剤排出トランスポーター）に対
する阻害剤である MK571 を同時に投与することで、Ps-TG3 の細胞内での蛍光強度を増加させる
ことを見出した。これらを併用することで、培養細胞の GSTP1 活性を蛍光顕微鏡および FACSに
て高感度に検出できることを明らかにした。 
 
(2) 異なる蛍光波長をもつ GSTP1 プローブの開発 

GSTP1 特異的な反応点であるユニットを Ps-TG などキサンテン以外の蛍光団とつなげること
により、OFF/ON 型蛍光プローブを開発できないかと考え、4-ブロモナフタルイミド、ロドール、
カルボフルオレセイン、TokyoMagenta（TM）などの蛍光団の誘導体を合成し、in vitro 酵素ア
ッセイおよび培養細胞を利用して評価した。リコンビナント GSTP1 を用いた酵素アッセイでは、
蛍光団によって差こそあれ、どの蛍光団の場合でも顕著な蛍光強度の増加が観察できた。特に、
4-ブロモナフタルイミド型分子 Ps-Naph は 390nm 励起、ロドール型分子 Ps-JRho は 540nm で励



起することで非常に大きな蛍光強度上昇を示した。一方、カルボフルオレセインおよび
TokyoMagenta を蛍光団として利用した蛍光プローブ Ps-CF および Ps-TM では、GSTP1 による反
応によって、それぞれ 20倍、９倍の蛍光強度上昇を示した。以上の分子をそれぞれ GSTP１発現
細胞に適用し、活性イメージングを行った。Ps-Naphおよび Ps-JRho は GSTP1発現細胞で顕著な
蛍光強度上昇を示した。しかしながら、Ps-JRho は細胞膜透過性が低く、フェノール性水酸基の
アセチル化が必要であることや、細胞内での非特異的な蓄積によって S/N 比が損なわれること
から、細胞への応用には適用できないことが明らかとなった。これに対して、Ps-CF では、MRP
阻害剤である MK571 と同時投与することによって、高い S/N 比で GSTP1 活性を捉えることがで
きた。また、GGT活性を検出できる蛍光プローブ ProteoGREEN-gGlu との共投与により、GSTP1 と
GGT の同時検出が可能であることが示された。本結果は緑色以外の GSTP1 蛍光プローブによっ
て、複数種類のがんマーカー酵素を同時検出することが可能であることを示唆する結果であり、
今後のがん検出に有用であることを示唆するものである。 
 
(3) GST反応性ナフタルイミド誘導体の発見 
上記の実験において開発した Ps-BrNaph の反応生成物を LC-MS 解析したところ、予想された

反応点以外にブロモナフタルイミド骨格の 4 位のブロモ基がグルタチオンへと置換された分子
が予想された。そこで当初付与していた GSTP1反応点を持たない HE-BrNaph（N-hydroxyethyl 4-
bromonaphthalimide）を合成し、酵素アッセイを行ったところ、Ps-TGに比べて反応性には劣る
ものの、GSTP1 反応性があることが明らかとなった。すなわち、ナフタルイミド骨格の 4位に脱
離基を持つ分子は GSTの基質になり得ることが明らかとなった。また、GSTP1 発現細胞に対して
HE-BrNaph を投与することによって、内在性の GSTP1 活性を捉えることができることが示され
た。 

次に HE-BrNaph のイミド側鎖が GST サブタイプ選択性に及ぼす影響を明らかにするためにい
くつかの化合物を合成して評価した。その結果、エチレングリコール鎖を介してトリフェニルホ
スホニウムカチオン（TPP+）を有する分子 TPP-BN1が GSTA2の非常に優れた基質となることが明
らかとなった。また、10種類の GST分子種（alpha, mu, pi クラス）のリコンビナントタンパク
を用いて TPP-BN1 と HE-BrNaph の反応性を直接比較した。その結果、GSTP1 以外の GST におい
て、TPP-BN1は HE-BrNaphよりも高い反応性を有することが明らかとなった。これは、TPP 部位
を付与することによって、GSTへの反応性を増加させることができることを示唆する結果である。
TPP部位は一般的に分子をミトコンドリアへ標的化させるために用いられることが多いが、本研
究の結果からは GST による反応性を増加させることができる構造として利用できることが示唆
された。本発見は今後 GST分子種特異的な蛍光プローブを開発する上で礎となる結果である。今
後、さらなる分子種選択性のメカニズムを明らかにし、GST 分子種選択性の高い蛍光プローブを
開発するために極めて有用な知見であると考えらえる。 
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