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研究成果の概要（和文）：がんの低酸素環境に特異的な蛍光プローブをはじめ、新しい蛍光変化

メカニズムに基づく蛍光プローブの合理的な設計方法を確立することに成功し、バイオイメー

ジングにおいても、その有用性について確認することが出来た。 

  
研究成果の概要（英文）：Rational design methodology of the novel fluorescent probe to detect 

the enzymatic activity not only in test tube but also in cell was developed. For example, the 

fluorescent probe which could be activated in the bioreductive condition can detect the 

tumor hypoxia. The fluorescent probe showed clear differences in fluorescence behavior 

between hypoxic and aerobic conditions in the live cell.  
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１．研究開始当初の背景 
癌には、正常組織には存在しない癌特有の

微小環境が形成されている。このような微小
環境は、癌細胞であれば由来に関係なく存在
しているため、これに応答する蛍光プローブ
の開発は、普遍的な癌の診断用プローブとし
て有用である。本申請提案当初は、癌の微小
環境を標的とした検出プローブは、まだその
数は少なく、様々な種類のプローブが望まれ
ている状態であった。 

 

２．研究の目的 
そこで本研究では、癌組織の低酸素環境に

応答して蛍光が OFF から ON へと変化する

蛍光プローブを開発することを目指した。ま
た、合理的な蛍光プローブの設計指針を得る
ことも期待された。 

 

３．研究の方法 
バイオイメージングに有効とされる長波

長励起可能で pH 感受性の蛍光色素である
SNARF を基本骨格とし、低酸素細胞選択的
な脱離基を導入したライブラリーを構築す
る。その初期スクリーニングは、酵素アッセ
イ系で評価し、最適化された蛍光プローブに
ついて、低酸素条件と常酸素条件で培養した
細胞を用いたイメージングやフローサイト
メトリーによって、低酸素細胞への選択性を
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評価し、in vivo イメージングまでの展開を視
野に入れる。また、他にも様々な誘導体を設
計・評価し、それらの活性と構造の相関を評
価することで、バイオイメージングに有効な
蛍光プローブの合理的設計の知見を得る。 

 
４．研究成果 
①癌低酸素環境特異的蛍光プローブの開発 
(発表論文 13および特許出願) 
がんの低酸素環境に応答し、同時に周辺の

pH 環境をセンシングできる蛍光プローブの
開発をおこなった。 

蛍光性レシオ型 pH プローブとして知られ
る SNARF のフェノール性水酸基に低酸素環
境選択的に還元され、脱離することが知られ
ているニトロベンジル基を導入した UTX-12

を設計・合成した。これら UTX-12 の水溶液
中での分光学的特性を SNARF と比較して評
価した。次に、ニトロ還元酵素によるニトロ
基の還元過程を吸収スペクトルおよび蛍光
スペクトルにて評価した。また、異なる酸素
環境下で調製した肝臓由来のミクロソーム
や細胞での蛍光測定および蛍光イメージン
グを評価した。 

UTX-12 は、水溶液中においてラクトン構
造を形成しているため、SNARF と比較して
ほぼ無蛍光であった。一方、ニトロ還元酵素
がニトロ基を還元するのをトリガーとして、
SNARF が放出され、強い蛍光を発すること
が測定確認された。このことから、ニトロ基
の還元をトリガーとして、SNARF が放出さ
れることが明らかとなった。また、放出後の
SNARFは本来の pHプローブとしての機能を
保持しており、反応液の pH に応じた蛍光波
長の変化が確認された。さらに異なる酸素環
境下で調製したミクロソームおよび細胞内
においては、低酸素環境選択的に強い蛍光が
確認された。これらのことから、UTX-12 は
低酸素環境選択的に活性化される蛍光性 pH

プローブであることが明らかとなった。 

②SNARF を基本骨格とした蛍光プローブの

設計戦略(発表論文 12 および投稿準備中デー

タ) 

標的物質の非侵襲的かつ特異的な検出を
可能とする蛍光プローブは、生命機能を理解

するための有力なツールとなる。その蛍光プ
ローブの設計には検出対象との選択的な反
応前後におけるシグナル変化をいかに誘起
するかが重要であり、そのための合理的な設
計戦略がこれまでにもいくつか報告されて
いる。しかし、検出対象が有する特性は多様
であるため、我々にとっては多くの蛍光プロ
ーブの設計戦略の中から、目的に合わせて選
択することが有効と考えられる。そのために
も、様々な指標によって定義される蛍光プロ
ーブの設計戦略が必要となる。そこで①の研
究過程で、pH 感受性蛍光色素 SNARF を母
骨格とし、そのフェノール性水酸基に検出対
象との反応部位を導入した一群の蛍光プロ
ーブを設計・評価し、その構造と蛍光特性の
相関について系統的に評価した。その結果、
我々の設計した SNARF骨格を基にした蛍光
プローブは、導入する反応部位の疎水性とい
うこれまでにない指標に基づいて蛍光シグ
ナル変化を定義できることが明らかとなっ
た。さらには、その疎水性を指標とすること
で望みの蛍光応答性を有する蛍光プローブ
を合理的に設計できることも確認した。また、
その蛍光変化メカニズムは水溶液中におけ
る蛍光プローブの自己集合体形成に起因す
る事が明らかとなった。これらの知見を基に
標的酵素の細胞内での活性を評価するため
に設計した蛍光プローブは、試験管内同様、
細胞内においても期待通りの機能を発揮す
る事が確認された。 

③細胞内 pH 計測に適した新規 SNARF 誘導

体の設計とその機能評価(発表論文 12) 

細胞内 pH は、細胞機能の調節因子として
働いており、その計測は細胞内反応の制御機
構を理解する上で重要である。細胞内 pH を
非侵襲的に高感度かつ簡便に計測する手段
として、pH 感受性蛍光プローブを細胞内に
導入して行う計測が有効である。様々な pH

感受性蛍光プローブの中でも SNARF は、レ
シオメトリーによる正確な pH の計測が可能
なため、有用である。SNARF を細胞内に導
入して使用するためには、SNARF のフェノ
ール性水酸基(OH 基)を保護することで脂溶
性を高め、細胞膜を透過させる戦略が有効で
ある。細胞内に導入された SNARF 誘導体は
加水分解され、本来の SNARF としての機能
を回復し、pH の計測が可能となる。しかし



 

 

ながら、従来の誘導体は、加水分解前に既に
蛍光を有しているため、残存すると正確な
pH 測定に支障をきたす。また、洗浄操作な
しでは細胞内外の区別も困難である。そこで
②で示した戦略に基づき、初期蛍光がなく、
かつエステラーゼ応答能を有する改良型
SNARF(UTX-40)を設計した。 

UTX-40 は設計通り、水溶液中においてほぼ
無蛍光であり、脱アセチル化で蛍光強度が著
しく上昇することが確認された。また
SNARF-OAc、SNARF-OAM と比べて細胞内
への取り込みが亢進していることも明らか
となった。最終的には、UTX-40 を用いての
実際の細胞内 pH の計測および薬剤添加に伴
う細胞内 pH 変化の追跡までを達成した。 

④細胞内 pH 測定のための新たな SNARF 誘

導体の開発 (発表論文 10) 

細胞内 pH を計測するための③とは別の戦
略として、蛍光色素骨格の疎水性を高めた新
たな SNARF 誘導体を設計・評価した。この
SNARF 誘導体は、従来の SNARF に比べ、
疎水性が高いため、親水性基の保護の必要が
なく、そのまま細胞内へと効率的に導入する
ことが可能であった。さらに、蛍光波長が従
来の SNARFと比較し長波長化することに成
功しており、よりバイオイメージングに適し
た誘導体を獲得することに成功した(下図)。 

 

⑤エステラーゼ応答性レシオ型蛍光プロー
ブの開発(発表論文 11) 

 SNARF の有するレシオ型 pH プローブと
しての特徴をうまく利用することで、レシオ
型の酵素応答プローブの開発も可能と着想
した。そこで、SNARF の pH 感受性に関与
するフェノール性水酸基を②の戦略とは逆
に親水性が高く、エステラーゼで脱保護され
る置換基で保護することにより、蛍光性かつ
pH 非感受性の SNARF 誘導体を設計した。
設計通り、エステラーゼと反応することで、
色調が大きく変化するレシオ型蛍光プロー
ブの開発に成功した(下図)。 
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