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研究成果の概要（和文）：　本研究では、前立腺がん細胞に選択的に取り込まれ局在化（凝集）することで非蛍
光性（OFF）から蛍光性（ON）へとスイッチングするOFF/ON型蛍光プローブを開発し、前立腺がん細胞のリアル
タイムイメージングの実現を目指した。
　凝集することで非蛍光性から蛍光性へとスイッチングする凝集誘起発光（AIE）型色素部位と、前立腺がん細
胞に選択的に結合し細胞内への取り込みを誘発するリガンド部位を導入した蛍光プローブ候補分子ライブラリを
合成した。共焦点レーザー顕微鏡による細胞イメージング実験の結果、洗浄操作をおこなうことなく前立腺がん
細胞をリアルタイムイメージングできるプローブ分子を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we develop OFF/ON-type fluorescent probes that switch from 
non-fluorescent (OFF) to fluorescent (ON) by selectively taking up and localizing (aggregating) in 
prostate cancer cells. To achieve this purpose, we focused on aggregation-induced emission (AIE), 
which is non-fluorescent in the dispersed state but fluorescent in the aggregated state. We designed
 and synthesized probes containing an AIE-type dye moiety and a ligand site which selectively binds 
to prostate cancer cells and induces intracellular uptake. As a result of cell imaging experiments 
using a confocal laser microscope, we succeeded in discovering a probe capable of real-time imaging 
of prostate cancer cells without washing.

研究分野： 超分子化学

キーワード： 蛍光プローブ　自己組織化　凝集誘起発光　がん細胞　超分子　生体分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 近年、AIE特性を利用した分子センシングならびに細胞イメージングが試みられるようになっており、色素骨格
や検出対象のバラエティー拡張は重要な課題となっている。過酸化水素などに応答してAIE挙動を示す蛍光プロ
ーブが開発され細胞イメージングが試みられているが、特定細胞への選択的取りこみを実現した例はほとんどな
い。よって、本研究で細胞認識部位（リガンド部位）の導入によりがん細胞選択的なAIE挙動を示す蛍光プロー
ブを開発することができれば、重要な知見を与えうると期待できる。

※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 
がんの早期発見を目指すうえで、ターゲットとするがん細胞や組織を選択的に可視化（イメー

ジング）できる“蛍光プローブ”の開発が有用である。プローブに要求される特性として、①特
定がん細胞に選択的に集積する（取り込まれる）こと、②検出に十分な輝度の蛍光を発すること、
③正常細胞・組織に悪影響を与えない（生体親和性を示す）ことが挙げられる。ここで留意すべ
きが、投与するプローブのうち細胞内に取り込まれるプローブ量は極めて少量であり、ほとんど
のプローブは細胞外に拡散するという点である。一般的な蛍光団は常に蛍光性の“always ON型”
であり細胞内外で同等の蛍光シグナルを発する。よって、always ON 型蛍光プローブを用いた場
合、細胞外に残存するプローブ由来のバックグラウンド蛍光が強く、標的のがん細胞を高感度に
検出することが困難である。これらの課題を克服するには、特定がん細胞の細胞内小器官に局在
することで非蛍光性（OFF）から蛍光性（ON）へと蛍光特性がスイッチングする OFF/ON 型蛍光プ
ローブの開発が有用である。 
 
２．研究の目的 
本研究では前立腺がん細胞を検出ターゲットとして設定し、前立腺がん細胞に選択的に取り

込まれ蓄積することで非蛍光性から蛍光性へとスイッチングする OFF/ON 型蛍光プローブの開発
を目指した。 
 
３．研究の方法 
蛍光の OFF/ON を制御するにあたり、分散状態では非蛍光性であるのに対して凝集状態では蛍

光性へとスイッチングする光物理現象である凝集誘起発光（Aggregation-Induced Emission, 
AIE）特性に着目した[1]。当研究室では分子の集合状態に依存して可視光領域における色調変化
を示すハロゲン化マレイミド型色素骨格を独自に見出し、色調変化型超分子材料の開発を進め
てきた[2,3]。本色素骨格の構造拡張を検討しているなかで、AIE 特性を示す色素骨格 H-AAC を新
たに発見した[4]。本研究では AIE 型色素部位として H-AAC を採用し、前立腺細胞を高感度に検出
することができる OFF/ON 型蛍光プローブを開発することとした。 
 

４．研究成果 
(1) AIE 挙動を示す蛍光プローブの開発 
当研究室で見出した AIE 特性を示す蛍光色素

部位 H-AAC[4]と、前立腺がん細胞表層のレセプタ
ータンパク質（PSMA）と選択的に結合するリガン
ド部位 DUPA[5]、それらを連結するリンカーとし
て炭化水素鎖（C6）と 0～2 残基のアミノ酸・ペ
プチド（Phe（F）または Tyr（Y））を導入した蛍
光プローブ候補分子ライブラリ H-AAC-C6-AAn-
DUPA（n = 0～2）を設計・合成した（図 1上）。
なお、ペプチド骨格のアミノ酸配列を変更するこ
とで、分子集合能（親水性―疎水性バランス）な
らびに細胞取り込み能を制御しようと考えた。以
後、各分子をアミノ酸配列に合わせて Fn, Yn, 
FY, YF と表記する。蛍光プローブ分子中に存在
する DUPA は、前立腺がん細胞表層の PSMA とリガ
ンド－レセプター相互作用によって選択的に結
合し、その後細胞内に取り込まれると期待した
（図 1下）。 
合成した分子ライブラリについて、水系溶液中

における凝集能と蛍光特性を評価した。その結
果、アミノ酸の残基数および配列に依存して蛍光
強度や蛍光色（青～黄緑）が異なることが明らか
となった（図 2）。 
 

  

図 1. 蛍光プローブの分子構造と概要図 

 
図 2. 蛍光プローブの蛍光特性 



(2) 前立腺がん細胞イメージングの検討 
(1)で見出した AIE 型蛍光プローブが前立腺がん細胞イメージング用蛍光プローブとして十分

機能しうるか評価した。ヒト前立腺がん細胞（LNCaP）培養ディッシュに蛍光プローブを添加し、
共焦点レーザー顕微鏡によって生細胞イメージングを試みた。その結果、アミノ酸配列に依存し
て細胞内への取り込み能・検出能が異なることが明らかとなった。特に、F1 を用いることで洗
浄操作をおこなうことなく LNCaP 細胞をリアルタイムイメージングすることに成功した。さら
に、F1 について細胞選択性を評価した。PSMA を発現していない HeLa 細胞についてイメージング
を試みたところ、細胞内において蛍光は観察されなかった（図 3A）。また、PSMA 阻害剤を用いて
競合阻害実験をおこなったところ、阻害剤存在下では細胞内における蛍光強度が大幅に減少し
た（図 3B）。以上の結果から、F1 はリガンド－レセプター相互作用を介して細胞内へ取り込まれ
ることが示唆された。加えて、エンドサイトーシス阻害実験として低温条件下（15 ℃）におけ
る挙動を観察したところ、F1 の細胞内への取り込みが阻害された。このことから、F1 はエンド
サイトーシスを経由して細胞内に取り込まれた可能性が高い。なお、本成果について論文投稿準
備中である。 

 
以上のように、前立腺がん細胞を選択的に検出可能な AIE 型蛍光プローブの開発に成功した。

近年、AIE 型蛍光プローブを用いた細胞イメージングへが盛んに試みられているが、特定細胞へ
の選択的取りこみを実現した例はほとんどない。この点で、本研究で提案した細胞認識部位（リ
ガンド部位）を蛍光プローブに導入するという分子設計指針は先駆的かつ有用であるといえる。
また、本系は蛍光プローブ分子中の DUPA を各種細胞に対するリガンド構造に変更することで任
意の細胞選択性が付与できるという点で汎用性が高く、その学術的意義は大きいと考えている。  
今後は、検出ターゲットの拡張ならびに、細胞イメージングに適した長波長領域の蛍光色を示

す色素骨格の開発などを進めていく予定である。 
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図 3. (A) 細胞選択性評価、(B) 競合阻害実験 （条件：λex = 405 nm, λem = 400-700 
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