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研究成果の概要（和文）：癌の悪性化と密接に関わっている低酸素がん細胞を可視化することを

目的として、非侵襲的な生体イメージングに適した近赤外領域の蛍光を利用するプローブの開

発を本研究で行った。まず、低酸素環境選択的な還元反応を利用するべく、密度汎関数法に基

づいて論理的なプローブ分子の設計・合成、ならびに培養細胞を用いた蛍光顕微鏡による評価

を行った。その結果、低酸素環境下の細胞において特異的に蛍光が増強する化合物を創出した。 
 
研究成果の概要（英文）：To visualize the hypoxic status of various tumor cells which are 
considered to be closely related to malignancy, I developed a probe that emit near-infrared 
fluorescence, which is suitable for non-invasive bioimaging, under hypoxia. First, to utilize 
hypoxia selective reductive metabolic reaction, I designed and synthesized probe molecules 
rationally in the aid of calculation based on density functional theory. Then, I evaluated 
them using culture cells by fluorescent microscopy. As a result, I invented a molecule that 
emit near-infrared fluorescence in tumor cells under hypoxic condition specifically. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在、日本人の2人に1人ががんにかかり、
3人に1人ががんで死亡している。しかしなが
ら、高齢化の影響を除いた年齢調整死亡率は
ほぼ横ばいか減少傾向にあり、がん死亡率の
増加は、日本人の高齢化が主な原因と考えら
れる。そこで新たながん治療戦略として、が
ん細胞を根絶やしにせずとも、共存も可とし

て患者のQOLを維持することを優先させる、
休眠療法や化学予防が注目される。また、転
移・再発がんの早期発見のための診断法の開
発が強く求められている。このような背景の
もと、申請者はがんの低酸素・低栄養微小環
境を標的とするin vivo分子イメージングプロ
ーブの開発を目指して研究を行ってきた。 
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(2) 固形がん組織では腫瘍血管が無秩序で脆
弱なために十分な酸素供給が行われず、低酸
素状態が引き起こされる。この腫瘍内低酸素
は放射線や化学療法抵抗性の重要な要因であ
り、また、最近のがん幹細胞仮説によれば再
発や転移を招く温床とも考えられ、その克服
は長年の課題である。このような腫瘍内低酸
素領域をイメージングして診断に生かすこと
によって、がんの再発・転移の予測と予防が
可能になるものと考えられる。現在、非侵襲
的ながん診断法としては放射性プローブを用
いた核医学的イメージングが挙げられるが、
検査者や被験者の被爆の危険性を伴う。その
一方、蛍光イメージングは特異性、選択性、
および分析の簡便性において優れた特性を有
している。とりわけ比較的波長の長い近赤外
領域 (650–1,000 nm) 光においては生体内物
質による吸収は限られており、さらに近赤外
領域光は可視光に比べて生体組織への透過性
が高く、生物を生きた状態のまま非侵襲的に
イメージングするには有利であるため、近年
大変に注目されている。 
 
(3) そこで申請者は、上述のごとくがん治療
上重要な標的である低酸素がん細胞を特異的
かつ非侵襲的に生きた状態で可視化すること
を本研究での目的とし、その手段として近赤
外蛍光低酸素小分子プローブを論理的に開発
することを着想した。分子設計のキーとなる
低酸素センシングデバイスとして、高い還元
電位を有する電子欠乏性ヘテロ芳香環に着目
した。これらは生体内還元代謝で不安定な活
性種を生じるが、酸素が存在すればただちに
酸化されてもとの不活性型にもどる。そこで、
近赤外蛍光色素として代表的なトリカルボシ
アニン構造を有し、かつ低酸素下で活性化し
て生体高分子と共有結合を形成することによ
り選択的にトラップされる低酸素プロドラッ
グ型プローブを第一世代の近赤外蛍光プロー
ブとして開発したところ、in vitroでの低酸素
親和性及び in vivo 担がんマウスにおいてが
ん組織集積性が認められた。（日本薬学会年
会第 129年会 2009年 3月、京都、ポスター
ハ イ ラ イ ト 選 出 お よ び 特 許 出 願
(2009–050992))。このように低酸素トラップ
型の蛍光プローブで一定の有用性を示すこと
が出来たが、これらの化合物では常酸素環境
下でのバックグラウンド蛍光が比較的大きい
ことが問題となった。 
 
(4) 一方、西本ら、および堀らによって、低
酸素還元代謝によって脱離する保護基を利用
して蛍光特性が大きく変化するケージドプロ
ーブが報告されているが（S. Nishimoto, et 
al., ChemBioChem, 9, 426–432 (2008), H. 
Hori, et al., Bioorg. Med. Chem. 17, 
6952–6958 (2009)）、これらの蛍光波長は紫

外または可視光領域に属し、in vivoでイメー
ジングを行うには不利なものである。実際、
前者は培養細胞の溶解質での評価を行ってい
るのみであり、後者は培養細胞のイメージン
グに留まっている。 
 
(5) また、低酸素環境特異性を有する同様な
脱離反応を利用することにより蛍光が増大す
る低酸素 in vivo 近赤外イメージングプロー
ブ開発の報告が、最近長野らにより行われた
（T. Nagano, et al., J. Am. Chem. Soc., 132, 
15846–15848 (2010)）。しかし、このプロー
ブでは急性の虚血のイメージングにとどまっ
ており、がん低酸素のイメージングは行われ
ていない。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえ、本研究においては第
二世代の蛍光プローブとして、低酸素組織選
択性に優れ、生物を生きた状態のまま非侵襲
的に in vivo イメージングできる真に実用的
な近赤外蛍光プローブの開発を目指した。ま
ず、常酸素環境下でのバックグラウンド蛍光
を 抑 え る 方 法 と し て 、 d-PET (donor 
photoinduced electron transfer) による蛍
光の消光機構ならびに化学反応に伴う
d-PET の解除を論理的に蛍光プローブをデ
ザインする指針として新たに導入すること
とした（詳細は第３項「研究の方法」欄に詳
述）。すなわち、低酸素微小環境で選択的に
活性化される蛍光プローブとして、常酸素下
でプローブ分子の蛍光がマスクされている
が、低酸素微小環境で選択的な化学変換反応
を利用することによりマスクされていた蛍
光が回復するような分子を設計し、低酸素組
織選択性の向上を狙うことが原理的には可
能である。見出したリード化合物をさらに構
造展開し、固形がんの低酸素領域を in vivo
で近赤外蛍光イメージングするための第二
世代蛍光プローブを創出することを本研究
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 上述の分子機構に基づく低酸素蛍光プロー
ブを創製するために、第１項「研究開始当初
の背景」の第３節で述べた第一世代プローブ
の時と同様、私は芳香族ニトロ化合物の還元
反応に着目した。すなわち、cytochrome P450 
reductaseなどの酵素により芳香族ニトロ化
合物は1電子還元を受けるが、常酸素下ではこ
の1電子還元体が速やかに酸素分子へと電子
を渡すために更なる還元反応が進行しない。
それに対して低酸素下では電子受容体である
酸素分子が周囲に十分存在しないためにさら
に還元反応が進行し、最終的には6電子還元さ
れてアミンへと変換される反応が進行するこ
とが知られている。その際に芳香環のフロン



 

 

ティア軌道（HOMOおよびLUMO）のエネル
ギーレベルが大きく上昇する（例えば、
B3LYP/6-31G*レベルにおけるGaussian03
を用いた密度汎関数法に基づく計算によると、
ニ ト ロ ベ ン ゼ ン の HOMO: –7.596 eV, 
LUMO: –2.229 eVに対して、アニリンの
HOMO: –5.367 eV, LUMO: 0.266 eVである）。
このフロンティア軌道の大幅な上昇は、先述
のd-PETによる蛍光の制御とその解除に結び
つけることによって蛍光のon/offを達成する
ことが可能であると考えた。すなわち、蛍光
物質においては蛍光部位 (fluorophore) が光
照射を受けてHOMOからLUMOへと1電子励
起し、その電子が基底状態へ戻る際に蛍光を
発する。この時、蛍光部位の近傍にPET 
modulatorとして働く置換芳香環が存在して
そのLUMOが蛍光部位のLUMOよりも低い
場合には、置換芳香環へ励起された電子が移
動するので蛍光が生じない (Figure 1, left 
figure)。その一方、蛍光部位の近傍の置換芳
香環のLUMOが蛍光部位のLUMOよりも高
い場合には置換芳香環への電子移動が生じず、
その結果蛍光が生じる (Figure 1, right 
figure)。 
 

 
以下、研究の方法について詳述する。 
 
(1) 近赤外蛍光プローブ候補化合物の分子設
計、各種置換基を導入した一連の上記誘導体
の合成および光学特性の評価 
まずPETメカニズムにより所期の蛍光の制
御が出来るよう、fluorophoreならびにニトロ
基を含むPET modulatorのフロンティア軌道
を種々の置換基により調節したトリカルボシ
アニン類の合成を行った。また、対照化合物
として、低酸素環境下に生体内で還元されて
生成することが期待されるアミノ誘導体の合
成も行った。なお、この分子設計の際には
Gaussian03による密度汎関数計算の結果を
参考として行った。ついでこれらの化合物の
光学特性・蛍光特性の検討をそれぞれ分光光
度計・蛍光光度計を用いて行い、近赤外領域
における蛍光強度が、ニトロ体からアミノ体
へとnitroreductaseによって還元されることに
より大きく上昇する化合物を選抜した。 
 

(2) E. coli由来 nitroreductaseを用いた低酸
素応答性の評価および培養がん細胞の溶解質
を用いた低酸素応答性の評価 
 選抜された化合物を用い、簡便なin vitroで
の低酸素応答性の評価としてnitroreductase
による酵素反応に付して蛍光特性の経時変化
を蛍光光度計を用いて観測した。ならびにこ
の酵素反応の解析をLC-MSを用いて行った。
続いて、cytochrome P450 reductaseの高発現
ヒト肺がん細胞であるA549細胞の溶解質を
用い、nitroreductaseの場合と同様の実験を
行って低酸素応答性の評価を行った。 
 
(3) 培養がん細胞を用いた顕微鏡下イメージ
ングによる低酸素応答性の評価 
選抜された化合物をA549細胞に適用して
蛍光顕微鏡にて経時的な観測を行い、生きた
細胞の系において低酸素条件下で選択的に活
性化されることによってはじめて蛍光が発現
することの評価を行った。 
 
(4) in vivo実験動物を用いた機能評価 
担がんモデルマウスを用い、選抜された化

合物を投与した際にin vivoダイレクトイメー
ジングによって低酸素癌組織に選択的に近赤
外蛍光が認められるか否かの評価を行った。
その際に、実際のプローブの取り込みをex 
vivoにより評価した。また動物での体内動態
の検証もあわせて行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 低酸素近赤外蛍光プローブ GPU-327 の
創製 
 第３項「研究の方法」の第１節で述べたよ
うに、PETメカニズムに注目して低酸素領域
特異的な芳香族ニトロ化合物の還元的代謝反
応に基づいた分子の設計･合成ならびに評価
を行った。その結果、近赤外蛍光色素として
はインドレニン5-位にメトキシ基を導入した
トリカルボシアニン誘導体を用い、一方のイ
ンドレニン窒素原子に3,5-ジニトロベンジル
基を導入した化合物GPU-327の光学特性を 
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Figure 1. Schematic molecular orbital diagram of the fluorescence off/on 
switch including the PET process. 
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Figure 2. Reduction of GPU-327 to give GPU-328, and the emission spectra 
(excited at 764 nm) of GPU-327 and 328 (0.377 mM, 0.075 %DMSO) in 0.1 M 
sodium phosphate buffer (pH 7.4).

GPU-328

GPU-327



 

 

評価したところ、本化合物の蛍光は非常に弱
いものであったのに対し、化学的にジアミノ
体へと還元されたGPU-328においては蛍光
が近赤外領域にて50倍に増大することを見出
した (Figure 2) 。 
  
(2) GPU-327の in vitro低酸素特異性の評価 
 nitroreductaseを用いた系、ならびにA549
細胞の溶解質を用いた系のいずれにおいても
低 酸 素 条件 下に b-NADPHの 存 在 下 、
GPU-327の添加により経時的に近赤外蛍光
が増大することが明らかとなった。その一方
、常酸素条件下ではこの蛍光の増大は小さい
ものであった。また、二つあるニトロ基がい
ずれもアミノ基へと還元されることを当初予
想していたが、いずれの系においても一方の
ニトロ基のみが還元されていることが
LC-MSの結果より明らかとなった。すなわち
、nitroreductaseを用いた系においては一方
のニトロ基がヒドロシキアミノ基に変換され
た状態で反応が止まり、A549細胞の溶解質を
用いた系では一方のニトロ基がニトロソある
いはアミノ基へと還元されていた。 
 
(3) GPU-327の細胞イメージングによる低酸
素応答性の評価 
 A549細胞のライブセルイメージングを1.0 
mMのGPU-327を用いて行った所、常酸素培
養下に比較して低酸素培養下で優位な近赤外
蛍光の増大が認められた。この低酸素下にお
ける蛍光強度は12時間後に最大に達し、常酸
素下と比較して2倍の強度であった。以上の結
果より、本プローブが低酸素がん細胞を近赤
外蛍光で可視化することが明らかとなった。 
 
(4) in vivo実験動物を用いた機能評価 
ヒト膵臓がん由来SUIT-2/HRE-luciferase

細胞を用いて担がんモデルマウスを作成し、
GPU-327をi.v.投与してin vivoダイレクトイ
メージングを行った。しかしながら肝臓およ
び腎臓に専ら近赤外蛍光が認められ、がんへ
の集積は全く見られなかった。蛍光の
tumor/background比も2未満と低いものであ
り、またex vivoの結果からも低酸素がん領域
には蛍光は存在しないことが明らかとなった。 
 
(5) 今後の展望 
  GPU-327 が低酸素近赤外蛍光プローブと
して in vitroの培養細胞系では機能するもの
の in vivo のマウスでは機能しなかった原因
は、体内動態に問題があると考えている。
GPU-327 の肝臓と腎臓への集積性を回避す
るべく、体内動態の重要なファクターである
構造活性相関パラメータ（logP, pKa, logD, 
polar surface area, molecular refractivity, 
rotatable bonds など）の解析を行い、
GPU-327をリードとする in vivoでの蛍光プ

ローブの分子設計に反映させる。得られた化
合物を再び機能評価に付して構造活性相関解
析を行って最適構造へと導き、低酸素組織選
択性に優れ、生物を生きた状態のまま非侵襲
的に in vivo イメージングできる真に実用的
な低酸素近赤外蛍光プローブの開発を行う。 
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