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研究成果の概要（和文）：生体内深部の生体機能を可視化するために、19F MRIに着目し、そのプローブ開発を行った
。まず最初に19F MRIの検出感度を増大させるために液体パーフルオロカーボン（PFC）を内包させたシリカナノ粒子を
開発した。このナノ粒子は生きたマウス体内から高感度で19F MRI検出することができた。続いて、このナノ粒子のMRI
シグナルを制御するための原理を開発した。ナノ粒子表面上に多数のGd3+錯体を修飾することにより、粒子内部のPFC
の19F MRIシグナルを減弱できることを見出し、リンカーを酵素基質とすることで酵素活性検出にも成功した。この粒
子を用いて生きたマウス体内の酵素反応を可視化した。

研究成果の概要（英文）：Functional 19F MRI probes were developed in order to visualize biological 
functions in deep regions of living animals. First, to improve the sensitivity of conventional 
small-molecule 19F MRI probes, new nanoparticle-based material was developed. This nanoparticle consists 
of perfluorocarbon core and silica shell. Then, the attenuation method of the 19F MRI signal of this 
nanomateria was developed by modifying the surface with lots of Gd3+ complexes. By introducing hydrolase 
substrate with the linker between a Gd3+ complex and the silica surface, highly sensitive 
nanoparticle-based 19F MRI probes to detect enzyme activities were developed. By using one of the probes, 
enzyme activities in a living animal was visualized by 19F MRI.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
生体分子の真の機能を理解するには、生物
が生きた状態でそれらの機能を調べること
が望ましい。それゆえ、生体や生細胞中の生
体分子の挙動を調べる「分子イメージング技
術」が近年急速に進展している。いまや多く
の生物学研究室で汎用技術となった蛍光イ
メージングは、可視光の組織透過性が乏しい
為に動物個体深部の可視化には最適な技術
とは言えない。よって、蛍光イメージングの
欠点を克服する、生態深部観察が可能な次世
代分子イメージング技術の開発が求められ
ている。 
 
２．研究の目的 

19F MRIは生体内バックグラウンドなしに
体内深部を可視化できるために、次世代の分
子イメージング技術として大きな注目を集
めている。研究代表者はこれまでに常磁性効
果を利用した低分子プローブ設計原理を開
発し、19F MRIで酵素活性を検出する手法を
開発してきた。本研究では、パーフルオロカ
ーボン内包ナノ粒子を開発し、19F MRIの最
重要課題である「低感度」を克服することを
目的とした。さらに、ナノ粒子の MRI シグ
ナルの ON/OFF を制御する仕組みを創るこ
とで、生体深部における酵素活性などの生体
機能を可視化する革新技術へと展開させる
ことを狙った。 
 
３．研究の方法 
(1) 超高感度 19F MRI 検出を可能とする
PFC内包ナノ粒子の開発 
生体応用かつ高感度 19F MRI 測定が可
能な PFC 内包ナノ粒子を開発する。これ
までに研究代表者らが開発した 19F MRI
プローブは１分子中 19F原子数が 3であり、
高いプローブ濃度が必須であった。一方、
代表的なPFCであるPFCEを直径100 nm
のナノ粒子中に閉じ込めると、一粒子内の
フッ素原子数は 107個以上になると計算で
きるため、粒径 100 nmの PFCE内包ナノ
粒子を一分子と考えると、これまでの低分
子プローブに較べて数百万倍もの感度向
上が期待できる。そこで、PFCEを内部に
閉じ込めて安定性及び生体適合性を高め
たナノ粒子を開発する。手法としては、
PFCEを内包したミセルを形成させ、ミセ
ル上でシリカゲルの重合反応を行った。作
製したナノ粒子の構造・物性を評価するた
めに各種測定を行った。また、表面修飾に
よる構造最適化を行い、生きたマウスを用
いて生体深部から十分な強度で 19F MRI
シグナル検出が可能かどうか検証した。 
 
(2) PFC内包ナノ粒子の擬似マルチカラー
19F MRI検出への応用 
 異なる PFC を内包させたシリカナノ粒
子を開発し、三色のシグナルとして選択的
に画像化できるかどうかの検討を行った。 

 
(3) PFC内包ナノ粒子のシグナルOFF/ON
スイッチング 
 常時性ナノ粒子及び常磁性金属錯体を
ナノ粒子に修飾して、内部PFCの 19F MRI
シグナル強度が制御可能かどうかを検討
した。また、表面に酵素活性など外部刺激
に応じて切断可能なリンカーを介して常
磁性物質を修飾したナノ粒子型の機能性
19F MRIプローブの開発を行った。 
 
(4) 酵素活検出型 19F MRIプローブを用い
た生体機能の in vivo可視化 
 FLAME上に酵素基質ペプチドリンカー
を介して Gd3+錯体を修飾し、そのMRI測
定および酵素に対する応答性を調べた。実
験結果にしたがって、構造の最適化を行い、
最適なプローブを用いて生きたマウス体
内において、免疫応答の際に上昇する酵素
活性の可視化に取り組んだ。 
 
４．研究成果 

(1) 超高感度 19F MRI 検出を可能とする
PFC内包ナノ粒子の開発 
シリカナノ粒子内部に液体パーフルオロ
クラウンエーテル（PFCE）を内包させたコ
ア－シェルナノ粒子 FLAMEを開発した。コ
アの PFCE は液体状態であるために高い運
動性を保持しており、長い横緩和時間（T2）
を示した。シェルのシリカゲルは、水溶液お
よび有機溶媒の双方で安定に分散させるの
に有効であり、様々な有機反応を用いた表面
修飾が可能であった。次に、FLAMEを生き
たマウスの静脈内に投与し 19F MRI 測定を
行ったところ、比較的高い 19F MRIシグナル
が肝臓から検出された。そこで、水溶液中で
の分散性、および生体内での血中滞留性を向
上させるために、ナノ粒子表面をポリエチレ
ングリコール（PEG）で修飾し、担癌マウス
に投与したところ、癌組織内からも 19F MRI
シグナルが検出された。この結果は、EPR効
果（Enhanced Permeability and Retention 
Effect）によって、nmサイズの FLAME-PEG
が癌組織に集積したためと考えられる。 
 
(2) PFC 内包ナノ粒子の擬似マルチカラー
19F MRI検出への応用 
 PFC 内包シリカナノ粒子内に PFCE とは
ケミカルシフトが異なる複数の液体パーフ
ルオロカーボンを内包させたナノ粒子を作
製した。これらを用いてケミカルシフト選択
的MRI測定法を用いて、三種類の PFC由来
の 19F MRIシグナルを分離することで、擬
似的な 3色のシグナルとして画像化すること
に成功した。 
 
(3) PFC内包ナノ粒子のシグナルOFF/ON

スイッチング 
常 磁 性 酸 化 鉄  (SPIO) ナ ノ 粒 子 を



FLAME ナノ粒子の表面に修飾したところ、
僅かな数のナノ粒子の修飾により PFCE 由
来の 19F MRIシグナルが完全に消失した。続
いて、Gd3+錯体をナノ粒子表面に修飾したと
ころ、SPIOの修飾と比較すると顕著なMRI
シグナル消失は見られなかったが、Gd3+錯体
の分子数に依存した 19F MRI シグナル強度
の低下が観測された。そこで、機能性分子設
計には合成や分子設計が容易な Gd3+錯体を
用いることとした。Gd3+錯体と FLAMEの間
をジスルフィド結合で連結させたナノ粒子
を作製した。この機能性ナノ粒子に還元剤で
あるトリスカルボキシエチルホスフィン
（TCEP）を作用させると、19F MRIシグナ
ルの上昇が観察された。他の還元剤であるジ
チオスレイトール（DTT）等を作用させるこ
とによっても、MRIシグナルの上昇が観察さ
れ、本プローブが還元環境に応答して MRI
シグナルが増大するプローブであることが
示された。 
 
(4) 酵素活検出型 19F MRIプローブを用い
た生体機能の in vivo可視化 
横緩和時間 T2 の効果を強調するパルスシ
ーケンスを用いて、酵素基質ペプチドリンカ
ーを介して Gd3+錯体を修飾した FLAME の
19FMRI を撮像したところ、ペプチドを介す
ることで直接修飾の場合よりも Gd3+と PFC
の距離が離れた場合でも 19F MRI シグナル
を消失させられることを確認した。そこで、
このナノ粒子プローブを含む緩衝液に基質
ペプチド配列を加水分解するプロテアーゼ
を添加し、インキュベーションしながら 19F 
MRIを測定したところ、時間経過に伴って基
質ペプチドリンカーが切断され、同時に 19F 
MRIシグナルの増大が観察された。しかしな
がら、ナノ粒子と Gd3+錯体が単に基質ペプチ
ドと短鎖のアルキルリンカーによって連結
させたプローブにおいては、標的プロテアー
ゼが接近しにくく、長い反応時間が必要であ
った。そこで、ペプチドと Gd3+錯体の間のリ
ンカー構造の最適化を行ったところ、アルキ
ル鎖の鎖長を伸長させることで、反応速度の
改善が観察された。現在、生きた動物個体内
の酵素活性検出に取り組んでいる。さらに基
質構造を最適化することで、反応速度は劇的
に改善した。このプローブを用いて生きたマ
ウス体内の免疫反応の可視化に取り組んだ
ところ、コントロール実験と比較して、サイ
トカインによって免疫反応を誘導した場合
において顕著な 19F MRI シグナルの増大が
観察された。以上、本研究において、新たに
機能性ナノ粒子－ペプチドハイブリッドを
開発することで 19FMRIの高感度化を達成し、
生体深部の酵素活性を 19F MRI で可視化す
るという非常にハードルが高い技術課題の
重要なステップをクリアした。 
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