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研究成果の概要（和文）：  
本研究では「ストレスホルモンプローブの開発と高輝度化、及び生体・心筋組織への応用」を

目標にしたものであり、新たな人工生物発光酵素の樹立、高性能ストレスホルモンプローブの開
発、生体・心筋イメージングに至るまで多彩な研究を遂行できた。このように材料から応用まで
研究開発の連鎖反応を起こしたことによって、当初の目標を上回る爆発的な成果を得ることがで
きた（業績欄参考：論文10報（筆頭, 交信著者）、研究発表15件（筆頭）、英語単行本２冊（分
担執筆）等）。 

本研究期間中、①従来の最高輝度発光酵素（深海フランクトン由来）より10倍程度明るくて、
発光安定性の優れた生物発光酵素に成功した（例：Kim et al. Anal. Chem., 2011, 83, 8732）。また、
②全く新しい人工発光酵素を樹立しartificial luciferase (ALuc)と名付けた（例：特願2012-237043）。こ
の特許は、産総研の中で「特許1類（上位3％以内）」として分類され外国出願も決定されている。
③また新規ストレスホルモン可視化プローブの開発と分子設計改良により以前より約10倍程度
検出感度が向上した。更に約15人の健常人の唾液からストレスホルモンを計測することに成功し
た（例、Kim et al. Bioconjugate Chem., 2011, 22, 1835）。④更に発光性の心筋組織の樹立に成功してお
り（参考図右段の真ん中）、他の生体イメージングや専用のスライド式発光計測装置の開発にも
成功した。⑤これらの一連の研究成果を踏まえ、本技術の普及のために多数の原著論文、レビュ
ーや進歩総説を発表した。 

これらの研究成果は、大局的には、人への生体影響の作用機序の解明、個人の感受性の差に基
づく評価、動物個体に苦痛を与えない化学物質評価法の構築などに貢献する。また、波及効果と
しては、化学物質の安全性評価だけでなく、創薬分野への応用も強く期待できる 
 
研究成果の概要（英文）： 

  The present study was purposed to construct an advanced assay system for stress hormone-like chemicals in 

mammalian cells and cardiac tissues. In respect to the purpose, I conducted a variety of studies ranging from 

creation of new artificial luciferases emitting superluminescence (basic study), development of efficient stress 

hormone probes, and imaging of stress-hormonal events in cardiac tissues (applications). These diverse studies 

enabled us to conduct publication of 10 scientific papers (as the first and corresponding author) and two research 

reviews in book chapters, and 15 presentations in the academic societies.  

  In specific, I created superluminescent variants of a copepod luciferase as a new bioluminescent material (Kim et 

al. Anal. Chem., 2011, 83, 8732). Further, I generated a series of artificial luciferases that exert an excellent optical 

intensity, prolonged bioluminescence, and heat stability. The corresponding patent was selected as a patent of 

Category 1 in AIST (meaning rating within-top-3% among AIST patents). I also genetically synthesized diverse 

single-chain probes that sense stress hormones in saliva with high selectivity and sensitivity. The excellent 

sensitivity to stress hormones was achieved by an optimization of the molecular designs. I demonstrated the fidelity 

of the probes through examination of stress levels in the saliva of 15 volunteers (Kim et al. Bioconjugate Chem., 

2011, 22, 1835). This research infrastructure was further utilized to develop an efficient slide-equipped optical 

device for many hormone samples. I also created a light-emitting cardiac tissue that are beating and emits light in 

response to stress hormones and chemicals.  
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図の説明：研
究成果を一つ
のポンチ絵に
纏めた。(1)新
規発光材料の
樹立から、(2)

ストレスホル
モン可視化プ
ローブ等の開
発、(3)生体や
心筋細胞への
適用に至るま
で、幅広いス
トレスホルモ
ン研究の展開
ができた。 

  All the present research activities contribute to investigation of the molecular events related to life phenomenon 

and creation of new methodology evaluating hormone effects in the made cardiac tissues instead of scarifying 

model animals. 
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研究分野： 

科研費の分科・細目： 

キーワード：生物発光酵素, 一分子型生物発光プローブ, ストレスホルモン,イメージング, 超

高輝度, バイオ診断, 心筋組織分化,高輝度化 
 
１．研究開始当初の背景  

従来における化学物質の生体影響を評価
する手法では、⑴人への生体影響の作用機序
の解明、⑵個人の感受性の差に基づく評価、
⑶動物個体に苦痛を与えない低侵襲的評価
が困難であった。  

 

２．研究の目的  
本研究では、従来法の限界を克服し、優れ

た化学物質評価法を確立する鍵として下記
の点を目標として定めた。 

⑴新規高輝度発光酵素の開発とそれに基づ
くストレスホルモンプローブの開発・性能向
上。 

⑵未分化細胞（ES 細胞など）に生物発光プロ
ーブ遺伝子を導入した後、分化誘導後の臓器
組織で、プローブの性能（応答性、発光強度、
相関性等）評価。 

⑶細胞特異的なプラスミドを利用した、選択
的プローブ導入方法の確立。 

 

３．研究の方法  
・上記研究目標を達成するために、まず、高

輝度で高性能の分子認識プローブを開発し、
このプローブを導入した各種哺乳動物由来
の培養細胞や未分化細胞（ES 細胞）を用いて
ストレスホルモンや化学物質の活性評価を
試験管の中で行う。 

・心筋組織で好適に作動する生物発光プロー
ブを合成する際、既開発の高輝度生物発光酵
素を基盤とした分子設計を行う。 

・前記プローブ遺伝子を心臓内各細胞種に特
異的に導入するためのプラスミドや試薬を
検討する。 

・心臓発生の危険因子とされてきた各種化学
物質のホルモン活性を、当該系で評価する。
具体的には、ストレスホルモン様化学物質、
喫煙によって発生する発ガン性物質、薬剤候
補物質等による影響を評価する。 
 
４．研究成果（下記図・業績欄参考）  
当該研究計画書で定めた目的として「スト

レスホルモンプローブの高性能化と高輝度
化」を掲げたことから、まず新規高輝度生物
発光酵素を樹立した（特許②；論文⑧⑤）。 

また、前記高性能発光酵素の開発と共に、
ストレスホルモンプローブの分子構造を最適

 



化する研究も同時に進行させ、プローブの高
輝度化・高感度化を達成した（特許④；論文
②④）。 

具体的には、深海発光プランクトン由来の
生物発光酵素にポイント変異を導入すること
により、従来酵素より約10倍程度明るくて、
発光安定性の優れた生物発光酵素を樹立でき
た（論文⑧）。更に研究を重ね、発光酵素の
輝度を従来最高輝度より2桁明るい人工発光
酵素の樹立にも成功した（特許②）。この輝
度は、従来もっとも汎用されているHRPより
も明るい発光抗体の開発にも成功した。これ
らの発光技術を従来ストレスホルモンプロー
ブ円滑に適用するためにその周辺技術（測定
デバイスや反応溶液）を開発した（特許①③）。 

この努力により従来のストレスホルモンプ
ローブに比べて約10倍程度検出感度と輝度の
向上を達成できた。この高感度性を用いて約
15人の健常人の唾液からストレスホルモンを
計測することに成功した。この結果をアメリ
カ化学会（ACS）のBioconjugate Chem等に報告
した（論文⑨⑩）。 

また、前記ストレスホルモンプローブの分
子設計に関する当該研究から得た新しい知見
を元に、スマートなホルモン可視化に適した
分子設計手法に関する論文を発表した（論文
⑦）。このホルモン可視化技術を応用して化
学物質の毒性評価系を確立した（論文①⑥）。 

この一連の研究から、ストレスホルモンを
高感度で検出する材料、プローブ設計、手法
に関する新たな研究成果を対外に発信できた
（20件の学会発表参考）。 

 この先進ストレスホルモン評価技術を基
に、当該可視化プローブを ES 細胞に適用し
発光性心筋組織に分化させることに成功し
た。この際、ホルモンや各種化学物質の活性
を輝度と脈動で同時計測することに成功し
た。 

このような発光技術の進展に関する総説
を権威ある国際ジャーナルに多数報告した
（例:論文③）。 
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