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研究成果の概要（和文）：Gタンパク質共役型受容体(GPCR)は二量体化することにより重要な生理作用を示すことが明
らかになってきており、創薬においてGPCR二量体が有用な標的となっている。我々は以前に、GPCRのひとつであるCXCR
4の二量化状態を選択的に認識する二価結合型CXCR4リガンドを創製している。本研究では二価結合型CXCR4リガンドを
基に、CXCR4が過剰発現したがん細胞を標的としたin vivoイメージング・分子プローブを創出した。具体的には、近赤
外領域で吸収‐蛍光放出するシアニン系色素を導入し、CXCR4二量体に結合したときにのみ蛍光を発するスイッチオン
・オフ型の検出方法を有する試薬を創出した。

研究成果の概要（英文）：Assembly status of G protein-coupled receptors (GPCR) on the cellular surface is o
f great interest because the multimerization of GPCR could play pivotal roles in cellular functions. The b
ivalent ligands with polyproline linkers for CXCR4 have been shown to work as molecular ruler because of t
he rigid structure of polyproline helices. To expand the utility of the ligands with rigid linkers and exp
lore the possible multimeric form of GPCR, the effect of near infrared dye labeling for the poly-L-proline
 linkers were addressed utilizing our bivalent-type CXCR4 ligand. The poly-L-proline linkers containing th
e NIR-dye at the middle or end of the linkers were prepared and their fluorescent and binding properties w
ere analyzed to produce novel detection methods with a switch-on-off type . 
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１．研究開始当初の背景 
GPCR はゲノム創薬研究における中心のタン
パク質であり、現存する医薬品の 30%以上が
さまざまな GPCR を標的としている。より効率
的な創薬という観点からは GPCR の詳細な構
造や機能の解明が望まれているが、膜型受容
体であることから X線結晶構造解析が非常に
困難である。近年になって、GPCR の二量体
化もしくは多量体化がシグナル伝達において
重要であることが示唆されている。二価型で
結合するリガンドは各リガンドの結合による相
乗効果によって高い親和性と特異性が得られ
ることが知られているが、これまではリガンド間
をつなぐリンカーには構造的な柔軟性が大き
いポリエチレングリコール(PEG)や芳香族を含
む炭素鎖が用いられていたので、結合親和性
や特異性の向上は不可能であった (V. J. 
Hruby, et. al., Bioconjugate Chem., 18, 1101, 
2007)。我々は GPCR のひとつであるケモカイ
ンレセプターCXCR4 に関して、リンカーとして
強固なヘリックス構造をとるポリプロリン鎖を用
いることで結合親和性の高い二価結合型リガ
ンドを構築し、二量体状態の可視化に成功し
ている(3 ぺージの図 2 に二価結合型リガンド
の構造を記載した)(T. Tanaka, et. al., J. Am. 
Chem. Soc. (Commun.), 132, 15899, 2010)。ま
た、蛍光ラベル化二価型リガンドは CXCR4 を
過剰発現する種々のがん細胞を特異的に認
識し、細胞表面上での CXCR4 の状態を観察
することが可能になった。 
 
２．研究の目的 
G タンパク質共役型受容体(G-protein coupled 
receptor; GPCR)等の膜型受容体は、二量体
化することにより重要な生理作用を示すことが
明らかになってきており、また、創薬研究にお
いて GPCR二量体が有用な標的となっている。
我々は以前に、GPCR のひとつであるケモカ
インレセプターCXCR4 の二量化状態を選択
的に認識する二価結合型 CXCR4 リガンドを
創製しており、CXCR4を過剰発現する種々の
がん細胞を特異的に認識することを見出して
いる(T. Tanaka, et. al., J. Am. Chem. Soc. 
(Commun.), 132, 15899, 2010)。本研究では二
価結合型 CXCR4 リガンドを基に、CXCR4 が
過剰発現した乳がん・小細胞肺がんを標的と
した in vivoイメージング・分子プローブを創出
する。具体的には、赤色～近赤外領域で吸収
‐蛍光放出するシアニン系色素を導入し、
CXCR4 二量体に結合したときにのみ蛍光を
発するスイッチオン・オフ型のこれまでにない
検出方法を有する試薬を創出することを目指
した。 
 
３．研究の方法 
二価型 CXCR4 リガンドの成分である環状 5
残基ペプチド cFC131 とシアニン系色素が効
率的に相互作用する分子プローブを創製した。
その際、1個の cFC131と相互作用するための
プロリンリンカー上のシアニン系色素の導入

位置の最適化、およびシアニン系色素に含ま
れるスルホニル基の位置の最適化を行った。
そして、遊離状態では上記の相互作用により
蛍光が消光されていて (スイッチオフ )、
CXCR4 存在時では赤色～近赤外領域の強
い蛍光強度が見られる(スイッチオン)リガンド
の創出を目指した。 
1) 二価結合型CXCR4リガンドの分子プロー
ブの創製 
これまでに創製した二価結合型 CXCR4 リガ
ンドは、環状 5残基ペプチド cFC131を 2個用
いて種々の長さのポリプロリンやポリプロリン
PEG リンカーで架橋した二量体化合物である。
cFC131は以前にCXCR4アンタゴニストとして
開発したものであり、分子内にアルギニン 2個、
ナフチルアラニン、D-チロシン、D-システイン
を含んでいる(N. Fujii, et. al., Angew. Chem. 
Int. Ed., 42, 3251, 2003; T. Tanaka, et. al., J. 
Am. Chem. Soc. (Commun.), 132, 15899, 2010)。
そこで、cFC131 とシアニン系色素が効率的よ
く相互作用するようにシアニン系色素に含ま
れる 2 個のインドール環とスルホニル基の配
置を最適化する。すなわち、インドール環とス
ルホニル基の間のアルキル鎖の長さを種々検
討する。その際、cFC131 のナフチル基、フェ
ノール基とシアニン系色素の 2個のインドール
基の-スタッキング作用と、cFC131の 2個の
グアニジノ基とスルホニル基の静電的相互作
用が起こりやすい距離にあるかどうかをモデリ
ング等で確認する。このようにしてシアニン系
色素側の構造が最適化されたら、プロリンリン
カー上のシアニン系色素の導入位置の最適
化を行う。色素に近いほうの cFC131 とシアニ
ン系色素が効率よく相互作用するように、モデ
リング等も利用しながら導入位置を種々検討
する。これらの合成したリガンドの評価としては、
赤色～近赤外領域で蛍光測定を行い、バッ
ファー中では蛍光強度が小さく、CXCR4
発現細胞(Jurkat細胞等)存在下では、蛍光強
度が上昇するものを探索する。また、得ら
れた蛍光色素含有二価結合型CXCR4 リガン
ドが CXCR4 に対する強い結合活性を保持し
ているかを、通常の CXCR4 結合活性測定法
(CXCR4 に対する放射ラベル化された内因性
リガンドとの競合結合阻害実験)により確認す
る。 
2) 培養細胞を用いた二価結合型リガンドの
イメージング実験 
二価結合型リガンドについて細胞表面での受
容体 CXCR4 に対する結合を検証する手段と
して蛍光イメージング実験を行う。まず、細胞
に対して受容体CXCR4が一過性に強制発現
している状態で観察を行う。これには CXCR4
の C 末端側に EGFP を融合した観察用変異
体を作製する。前年度に得られた二価結合型
リガンド側にはシアニン系色素(赤色～近赤
外)を導入しているので、EGFP(緑色)と蛍光波
長が被らず、蛍光の漏れ込みによるバックグラ
ウンドの検出を抑えられると考えられる。この
系を用いることでリガンドの受容体への結合を



生細胞にて観察することが可能である。リガン
ドが CXCR4 に対して特異的に結合している
場合は蛍光の重なり、共局在が観察される。
また、赤色～近赤外と緑色の蛍光の重なりが
見られた場合は、二価結合型リガンドのシア
ニン系色素が消光によりスイッチオフになって
いた状態から、消光が外れてスイッチオンに
なったことが確認できる。次に、細胞表面にお
ける CXCR4 発現量依存的なイメージングを
行うために、内在性の CXCR4 の発現量が異
なる接着系細胞を用意する。発現量の多い細
胞としてMDA-MB-231(ヒト乳がん細胞)、少な
い細胞として HeLa(ヒト子宮頸がん細胞)を用
いる。また、初代培養細胞の HUVEC(臍帯静
脈内皮細胞)では成長因子 FGFの添加によっ
て CXCR4 発現の増大が確認されている。従
って、FGF 添加の有無によって CXCR4 発現
量を調節した細胞も供給できる。二価結合型
リガンドに導入されたシアニン系色素の赤色
～近赤外の蛍光によって、CXCR4 への結合
を検出できるようにする。また、イメージング実
験は共焦点レーザー顕微鏡を用いる。リガン
ド結合量の定量的な変化については、内在性
CXCR4の発現量が異なる血球細胞(Jurkat ヒ
ト急性 T 細胞性白血病, CXCR4 発現量高; 
K562, ヒト前骨髄性白血病細胞, CXCR4 発
現量低)を用いて、フローサイトメトリ－により解
析する。これらの細胞においても、上述のよう
に二価結合型リガンドのシアニン系色素がス
イッチオン・オフ型で機能するかどうかを評価
する。 
 
４．研究成果 
GPCR の二価型リガンドでは適切なリガンド間
距離を保つリンカーを用いた新規なアプロー
チによって高い特異性を有するリガンドを創
製することが可能となり、より詳細に GPCR の
二量化に関連する様々な細胞機能の解明が
期待される。また、二価型 CXCR4 リガンドが
CXCR4 二量体に結合したときのみ強い蛍光
(赤色～近赤外領域)を発するように、スイッチ
オン・オフ型の蛍光プローブを創製し、in vivo
イメージング・組織の診断等への実践的応用
を考えている。 
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