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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では機能性小分子プローブをデザイン・合成し、生きた状態での生体内分子が有する
生理機能の直接観測を行う。この目的のため、in vivo（動物個体）における可視化解析のため
の化学原理を精査し、生命科学研究に応用可能なスペックにみあう分子プローブ開発を行う。
この結果、生物個体内の分子動態解析への応用や蛋白質の生体内ラベル化法が可能となり、化
学を用いた新時代の生命科学研究を展開してきた。

研究成果の概要（英文）：
One of the great challenges in the post-genome era is to clarify the biological significance of 

intracellular molecules directly in living cells.  If we can visualize a molecule in vivo, it is possible to 
acquire biological information, which is unavailable if we deal with cell homogenates.  One possible 
approach is to design and synthesize chemical probes that can convert biological information to 
chemical output. Novel MRI probes with tunable switches and novel methods to label target proteins 
with functional molecules are developed. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、有機化学、物理化学及び生化学

の境界領域に属し、それぞれの知識を用いる
ことで機能性分子を創製する。このため、オ
リジナルの研究道具を作成することができ、
従来の研究方法とは違う独創的なアプロー
チをとることができる。特に、酵素活性の可
視化や蛋白質のラベル化の in vivo 応用で、

既存の技術において、実用化レベルのものは
極めて少ない。従って、これらの技術の開発
には、新しい原理に基づいた方法論の確立が
必要であり、本研究の学際的な知識の融合が
鍵となる。この結果、作製した機能性分子を
用いた新規の解析法により、in vivoにおける
遺伝子発現の可視化や生体内機能分子の機
能解析が可能となる。
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２．研究の目的 
本研究では機能性小分子プローブをデザ
イン・合成し、生きた状態での生体内分子が
有する生理機能の直接観測を行う。この目的
のため、in vivo（動物個体）における可視化
解析のための化学原理を精査し、生命科学研
究に応用可能なスペックにみあう分子プロ
ーブ開発を行う。

３．研究の方法 
具体的には、（１）横緩和時間変化型 MRI
プローブの開発、（２）細胞内蛋白質の特異
的修飾法の開発を行い、生物個体における分
子挙動を観察できる化学ツールの設計法を
確立する。この展開を行うことで、有機合成
が得意とする多様な標的への分子設計と、分
子生物学技術を融合させることができ、これ
までにない機能性小分子デザイン法が確立
される。この結果、生物個体内の分子動態解
析への応用や蛋白質の生体内ラベル化法が
可能となり、化学を用いた新時代の生命科学
研究を展開する。

４．研究成果 

（１）酵素活性を in vivoで検出する 19F-MRI
プローブの開発
これまでに、常磁性緩和促進（PRE）を利
用して、加水分解酵素活性を 19F MRIによっ
て検出する手法を開発してきた。この原理に
基づいて、新たに Gd-FC-lac を開発した。
Gd-FC-lacは細菌酵素-ラクタマーゼ（Bla）
によって加水分解を受けると、Gd3+錯体と
19F の距離が離れ、Gd3+からの常磁性効果に
よって消失していた 19F MRI シグナルが増
大する。合成した Gd-FC-lacを含む中性緩衝
液にリコンビナント Bla を添加したところ、
反応が進行するにつれて 19F MRI シグナル
の増大が見られた。さらに、このシステムに
より、細胞膜表面付近に存在する Bla活性の
みを 19F MRIで検出することを可能とした。
 本研究テーマでは、遺伝子発現の指標とな
るレポーター酵素活性を検出する 19F MRI

プローブを作製し、生細胞および個体内にお
ける遺伝子発現を 19F MRI によって可視化
する。この目的のため既に、Gd-DFTP-gal
をデザイン・合成した。このプローブは -
ガラクトシダーゼ（-gal）によって加水分解
を受けると、自動的に分解する。既にマウス
胎児脳において、片側第４層に発現させた
-gal 活性を検出できることを明らかにした。
本研究では、このプローブを用いてレポータ
ー酵素である-gal 活性を検出することによ
り生細胞及び個体内での遺伝子発現を 19F 
MRIで可視化した。
 マウスを用いた in vivo 実験に分子量が小
さい 19F MRI プローブを応用する際に必ず
問題となる点として分子運動性の抑制が挙
げられる。MRIは蛍光や PETなどのイメー
ジング法と比較して感度が低い点が問題で
ある。この問題をプローブデザインによって
解決する為には、プローブ内の 19F数を増加
させることが一番の近道である。しかし、単
純に 19F 数を増加させると、19F の疎水性の
ため血清蛋白質や脂質分子と相互作用しや
すくなり、目的部位への送達が阻害されるだ
けでなく、19F の分子運動が抑制される。こ
の分子運動抑制の結果、T2 が短縮され 19F 
MRI信号は低下し感度はかせげない。高感度
を保つためには、19Fの運動性を確保しつつ、
数多くの磁性的に単一の 19Fを増やす分子設
計が必要不可欠である。
これまでに報告されている、１分子内に多
数の 19F 原子を導入可能なナノ粒子型 19F 
MRI造影剤は、大別すると 2種類ある。
１つは、19F 修飾官能基と親水基から成る

19F修飾ポリマーである。19F修飾ポリマーは、
側鎖に標的指向性の機能を付与したリガン
ドや蛍光色素を導入可能である。しかし、分
子量の大きいポリマーに 19F原子を直接結合
することで 19Fの分子運動が低下し、T2が低
下する。したがって、19F NMRピークの線幅
のブロード化を引き起こし、19F MRI信号強
度も低下するため、高感度な 19F MRI造影剤
とは言い難い。

図１．PRE効果の説明
(a) 磁化率と T2の関係 (b) PREを原理とした MRIプローブのデザイン



もう１方のナノ粒子はパーフルオロカー
ボン (PFC)をミセル化したエマルジョンで
ある。PFCは、炭化水素の水素原子を全てフ
ッ素原子で置換した有機化合物の総称であ
る。PFCは、化学的に非常に安定で、生物学
的に不活性な有機化合物であり、分子量に占
めるフッ素の割合が高いため、非常に高い
19F MRI感度を持つ。しかしその一方で、非
常に疎水性が高いため、そのままでは生体イ
メージングに適した物質ではないため、分散
剤を用いてミセル化させたものが使われる。
ミセル内の PFC は液体状態で内包され、フ
ッ素の運動性が確保されているため、T2の減
衰はほとんどなく、高感度な 19F MRI造影剤
である。この点から、PFC内包ミセルは細胞
の動態追跡に応用されている。しかし、PFC
内包ミセルはミセル同士が水溶液中で融合
し、徐々に大きな粒子が生成するオストワル
ド熟成が引き起こされるため、生体内での安
定性が非常に低い。また表面の機能化の際、
有機溶媒を用いることは出来ないので多様
な表面修飾が困難である。
上記の問題点を克服し、高感度かつ多様な
機能化が可能な 19F MRI 造影剤の開発する
ために、我々はコア-シェル型のパーフルオロ
クラウンエーテル(PFCE)内包シリカナノ粒
子を新たに考案した。コアとなる PFCE は
PFCの一種で、化学シフトが等価なフッ素を
20個有している。さらに PFCの中でも特に
高い 19F MRI感度を有している。また、シェ
ルを構成しているシリカ(SiO2)は生体適合性
が高く、有機溶媒・水溶液中・高温下でも高
い分散性を示す。このため PFCE内包シリカ
ナノ粒子は高感度な PFC 内包ミセルの問題
点を克服した 19F MRI 造影剤であると考え
た。

PFCE内包シリカナノ粒子は、PFCE内包
ミセルを鋳型として表面でシリカ重合を行
うことで合成した。作製した PFCE内包シリ
カナノ粒子を電子顕微鏡によって観察した
結果、直径が約 50 nmのコア-シェル型ナノ
粒子が生成していることが確認された(図
2a)。さらに、水溶液中・室温環境下で 7 日
間粒径が変化しないことが動的光散乱によ
り確認できた。次に、PFCE内包シリカナノ
粒子が in vivo において観測可能か検討を行
うために、担癌マウスを用いた実験を行った。

担癌部位では、血管内皮細胞間に 100 ~ 200 
nm 程度の大きな間隙が空いており高分子の
漏出が起こりやすい。またリンパの発達が未
熟であるため、漏出した物質がその場に留ま
る Enhanced Permeation and Retention 
(EPR)効果が知られている。しかし、表面修
飾をせずにシリカナノ粒子を投与しても、オ
プソニ化が起こり体内のマクロファージに
捕食され、血中滞留時間が短くなるため、十
分な EPR 効果を期待できない。そこで血中
滞留性を向上させるべく、PFCE内包シリカ
ナノ粒子表面にポリエチレングリコール
(PEG)を導入した PEG 修飾 PFCE 内包シリ
カナノ粒子を作製することとした。続いて、
担癌マウスに尾静脈から投与し、1H/19F MRI
撮像を行った。19F MRI測定の結果、癌組織
から非常に強い 19F MRI 信号が観測された
(図 2b)。一方、PEGを修飾していない PFCE
内包シリカナノ粒子においては、癌組織から
の信号は観測されなかった。一連の実験によ
って、PFCE内包シリカナノ粒子は水溶液中
で安定かつナノ粒子表面に様々な機能性官
能基を導入可能であり、in vivoにおいても十
分な感度を有していることが示された。

（Ⅱ）in vivoにおける蛋白質の機能性分子ラ
ベル化技術の開発
本テーマでは、特定の蛋白質を選択的に機能
性分子でラベル化することにより、動物個体
内の蛋白質の可視化を試みる。細胞標識とし
て標的蛋白質を用いれば、局在・挙動などの
in vivoイメージングが可能となる。さらに、
合成プローブの添加時間の調整によって、パ
ルスチェースラベル化や、pH 等をセンシン
グする機能プローブの導入によって免疫担
当細胞の機能変化追跡が可能となる。標的蛋
白質を可視化するには、蛍光蛋白質との融合
蛋白質として発現させる手法が一般的とな
っている。一般的には、タグと呼ばれるペプ
チドあるいはタンパク質を目的蛋白質に融
合させ、そのタグに特異的に蛍光色素などを
結合させる方法が行なわれている。そこで，
既存の蛋白質ラベル化法の弱点を克服する
ために、①内在性でないこと，②融合させた
目的蛋白質の機能を阻害しないこと、の二つ
のポイントを考慮し、蛍光ラベル化法の開発
に取り組んだ。上記の条件を考慮して、タグ
蛋白質として Blaを選んだ。脱アシル化過程

図２．PFC含有シリカナノ粒子
(a) ナノ粒子の TEM像 (b) ナノ粒子を用いたがん組織の 19F MRI像



に関与する Glu を Asn に変異させた変異型
酵素 E166NTEMでは、脱アシル化が起こらな
い。すなわち、基質が変異型酵素に共有結合
した反応中間体が安定に存在する。そこで、
この E166NTEMをラベル化タグとして利用し、
図に示す分子プローブをデザイン・合成し発
蛍光型の蛋白質ラベル化に成功した。
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年 12月
(6) 第 22回日本 IBM科学賞受賞 2008年 11
月

ホームページ等 
http://www-molpro.mls.eng.osaka-u.ac.jp/ 
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