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研究成果の概要（和文）：本研究は, 環境刺激に鋭敏かつ可逆的に応答する機能性ポリマーを基

盤とするバイオハイブリッド型蛍光プローブの開発と細胞内温度又は pH のイメージングを目

的とした. 温度応答性ポリマー, 蛍光分子及びリガンド分子を組み合わせた蛍光プローブは, 
自身の下限臨界溶液温度 (30oC) を境に低温域で発光, 高温域で消光したほか, マクロファー

ジ様細胞への効率的な取り込みが確認された. 本研究により,標的細胞内の微小環境変化を検知

する蛍光プローブ開発の可能性が示唆された. 
 
研究成果の概要（英文）：Our research focuses on the developing dual pH- and temperature-responsive 
fluorescent probe and applying to the cells for monitoring inside their micro-environment.  To construct 
the novel fluorescent probes, we use the temperature- responsive polymer, which is one of the most 
representative “intelligent polymer” that exhibits hydrophilic-hydrophobic change in the vicinity of its 
lower critical solution temperature.  In this study, we developed biohybrid fluorescent probe based on 
the intelligent polymer and investigated their fluorescence change and kinetic change in the cell 
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１．研究開始当初の背景 

蛍光イメージングは現在, 医学, 生物学
など多分野に渡り, 生体分子の時空間的計
測や生物機能解析のための必要不可欠なツ
ールとなっている. 中でも GFP を代表とす
る蛍光タンパク質を標的分子に発現させる

手法は最も汎用されているものの一つであ
り, 吸収・蛍光特性のバリエーションを拡
げた人工蛍光タンパク質の開発も精力的に
行われている. また, 低分子型蛍光プロー
ブは従来, 金属イオンや活性酸素のイメー
ジングに使用されてきたが, 最近ではタン
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パク質の蛍光ラベリング剤としても利用さ
れている. しかし前者はその分子サイズの
問題から (GFP; ~27 kDa) 標的分子元来の
性質, 挙動を妨げるという指摘がされてお
り, 後者に関しては, 使用時におけるプロ
ーブ自身の細胞膜透過性の問題や細胞内に
おける pH, 温度のような物理的, 化学的刺
激を鋭敏に感知できるものが少数であると
いう問題があった. 一方, 高分子化学分野
においては, 外部刺激に応答して, その構
造性質を大きく変化させる機能性ポリマー
の開発応用が盛んであり, 再生医学や DDS
分野において実用化が進んでいる. これに
付随してポリマーの精密合成法も進歩を遂
げており, 任意の分子量サイズのグラフト, 
ブロックポリマーを得ることが可能となっ
た. この反面, 本分野のイメージング技術
への応用は殆どなされていない. このよう
な背景から申請者は, 従来の蛍光イメージ
ング法が不得手としてきた環境変化の捕捉
を, 刺激応答性を有する機能性ポリマーで
補完できれば, 今までに無い画期的な分析
方法が構築できると考えた. 
 
２．研究の目的 

生体は内部や外部の環境が変化しても, 
その状態を一定に保持するホメオスタシス
を有しているが, 一旦これが破綻すると疾
病や障害に繋がる. 究極的にはミクロな細
胞内環境 (シグナル伝達, 酵素反応, pH な
ど) が異常をきたした結果, マクロな身体
の病的な表現形として現れる. このため, 
細胞内の環境変化やシグナル伝達物質の精
密な動態解析が可能となれば, 病気の発症
予測や進行度の検証, 薬物療法などを行っ
た際の効果確認に非常に有用な情報が得ら
れる. 今回申請者は環境刺激に鋭敏かつ可
逆的に応答する機能性ポリマーを基盤とする
バイオハイブリッド型蛍光プローブの開発と細
胞内環境変化のイメージングに関する基礎的
研究を行った. 具体的には, ①; pH, 温度に
応答するポリマー, ②; ①で受けた刺激応
答を光シグナルへと変換する蛍光分子 , 
③; 細胞内ターゲッティングを指向した分
子, 以上①~③を同一分子中に併せ有する
バイオハイブリッドを合成した (図 1).  

次いでマクロファージ様細胞を用いて, 
開発した分子の細胞膜透過能, 標的能を精
査し, 細胞内環境変化の時空間的分析を試
みた. 本研究は刺激応答性蛍光ポリマーの
理論的設計, 生体内での効率的発光システ
ムの確立など物理化学, 分析化学の力を最

大限に発揮して, 今まで生体イメージング
分野で実用化に至っていないバイオハイブ
リッド型蛍光プローブに関する基礎研究, 
医療診断技術などへの貢献を目的としたも
のである (図 2). 

 
 
３．研究の方法 

開発したプローブは, ①;外部刺激 (環境
変化) に応答する機能性ポリマー, ②;刺激
応答を光シグナルへと変換する蛍光分子, 
③;細胞内ターゲッティングを指向した分
子, 以上 3 つの部位を併せ有するものであ
る. 
① 機能性ポリマー; 本研究では計測する環
境変化として, 温度及び pH を取り上げた. 
前者においては温度応答性ポリマーである
PNIPAAm を用いた. PNIPAAm の相転移温
度は32oCであるが, 親水性又は疎水性基を
導入することで転移温
度を自在に制御可能で
ある. このポリマーは
相転移温度で膨潤-親
水性, 凝集-疎水性と
いった性質構造変化を
生ずる (図 3). 
②前述したポリマーの相転移前後の性質構
造変化を認識する蛍光分子には, 親水的環
境で発光, 疎水環境で消光する fluorescein, 
coumarine, 逆に疎水環境で発光する dansyl
誘導体を選択した (図 4). 

 
③リガンド分子には, 生体膜の構成成分で
膜融合性を有するフォスファチジルエタノ
ールアミン誘導体 (DOPE) を選択した 
(図 5). 

 
①~③を用いて合成したプローブの分子
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図2. バイオハイブリッド型蛍光プローブを用いる細胞環境変化イメージング
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量及び分子量分布は GPC で確認したほか, 
NMR, TOF-MS や IR などの分光機器を駆使
して, 蛍光及びリガンド分子の導入率を検
証した. さらに溶液の温度 (又は pH) を変
化させて透過率測定を行いプローブの刺激
応答性の確認と, 相転移温度 (又は pH) の
算出を行った. また同様に外部条件を変化
させて個々のプローブの蛍光強度を測定し, 
相転移条件付近で大きく変化する特性を有
する蛍光ポリマーを選定した (図 6). 

 
  マクロファージ様細胞 (RAW 細胞) を
用いて, 蛍光プローブの細胞膜透過能を評
価した. プローブを細胞に添加, インキュ
ベートした後, 時系列ごとに, その取り込
み量を共焦点顕微鏡やフローサイトメータ
ーで観察した. 次にリガンド分子の導入効
果を確認するため, DOPE 導入ポリマーと
非導入ポリマーを用いてこれらの細胞透過
性の違いを観察した.  
 
４．研究成果 
(平成 22 年度) 温度応答性ポリマーである
ポリ-N-イソプロピルアクリルアミドは下
限臨界溶液温度 (32oC) を境に低温域で親
水性, 高温域で疎水性を示す. これに親水
性条件下で強い蛍光を発するフルオレセイ
ン誘導体を 0.1 mol%導入し, 温度応答性蛍
光ポリマーを合成した. このポリマーは期
待通り, 下限臨界溶液温度 (30.5oC) を境
に低温域で強い蛍光を発し, 高温域で急激
な蛍光強度の減弱が確認された (図 7).  

 
またフルオレセインは酸解離定数を 6.5

に有し, より塩基性条件下で強い蛍光を発
することが知られているが, 合成ポリマー
はこの pH 応答性も有していた. これによ
り, 温度, pH の両環境変化に応答する蛍光
ポリマーを開発した. また, フルオレセイ
ンの代わりに, ダンシルクロリド誘導体を
導入したポリマーは下限臨界溶液温度を境
に, 高温-強蛍光, 低温-弱蛍光性を示した. 
次いでこの蛍光ポリマーを, 膜融合脂質で
あるフォスファチジルエタノールアミン誘
導体と連結し, バイオハイブリッド型蛍光
プローブを作製した. このプローブは, 元
となる蛍光ポリマーの性質を維持してい
た. 
(平成 23 年度) 本年度は前年度で開発した
蛍光プローブのうち最も目的に即したもの
を選定し, 細胞実験を行った. 種々検討の
結果, 用いるプローブは次の 3 つのパーツ
から構成されるものを選択した, 1) 温度応
答性ポリマー, ポリ-N-イソプロピルアク
リルアミド, 2) クマリン誘導体 (蛍光物質), 
3) フォスファチジルエタノールアミン誘
導体 (DOPE, 膜融合脂質). このプローブ
は 32oC を境に低温域で親水性-発光, 高温
域で疎水性-消光を示す. マクロファージ
様細胞 (RAW 細胞) を用いて, プローブの
細胞取り込み効率を共焦点レーザー顕微鏡
観察にて評価した. この結果, プローブは 
6 時間で細胞に取り込まれることを確認し
た. 次いでプローブと DOPE を有さない蛍
光ポリマー間で比較を行ったところ, 前者
がより効率的に細胞内に取り込まれること
が確認された. さらに培養温度の違いによ
る比較を行ったところ, 高温時にプローブ
がより多く細胞内に取り込まれることが明
らかとなった. これは, 高温下でプローブ
が疎水性を示し, 細胞膜との親和性が向上
したためと推察された. 本研究により, 環
境応答性ポリマーに蛍光物質及びリガンド
分子を結合させることで, 標的細胞内の微
小環境変化を検知する蛍光プローブ開発の
可能性が示唆された. 
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