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研究成果の概要（和文）：本計画研究では、分子の吸収波長の変化に伴う共鳴ラマン効果に基づいてラマン信号
制御原理を確立し、さらに原理に基づき機能性を有するラマンプローブを開発した。具体的には、アミノペプチ
ダーゼ、グリコシダーゼなどの細胞内の酵素活性に応じてラマン信号が増強するプローブや、光照射に応じてラ
マン信号が増強またはスイッチングするプローブの開発を行った。さらに開発したラマンプローブを生体試料に
適用し、その有効性を実証した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we established the principle for controlling Raman
 signal based on the resonance Raman effect accompanied by changes in molecular absorption, and 
developed several functional Raman probes based on the principle. Specifically, we developed not 
only Raman probes whose Raman signals are activated upon reaction with enzymes such as 
aminopeptidases and glycosidases, but also Raman probes whose Raman signals are activated or 
switched in response to light irradiation. Furthermore, we applied the developed Raman probes to 
live cells and tissues to demonstrate the utility of these probes.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ラマンプローブ　多重検出

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した機能性ラマンプローブの分子設計をさらに拡張することで、生きた生物試料中における生体分
子の機能や構造を従来法を凌駕する性能で可視化・検出するラマンイメージング技法が確立できると期待され
る。従って、生体解析ツールとしてのラマンイメージングの性能を飛躍的に拡張するとともに、医学・薬学・生
物学に画期的な進展をもたらすと考えられ、それ故に学術的・社会的意義が極めて大きい成果といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体は、多種多様な分子が各々の役割を果たすことで機能しているため、生命現象を包括的に
理解するためには、複数の分子を同時に観察し、それぞれの動態や機能がどのように関連・相互
作用しているかを調べる必要がある。蛍光イメージング法は、生きた生物試料における様々な生
体分子の動態や機能をリアルタイムに観測することができるため、生命科学研究に欠かせない
研究ツールとして汎用されているが、蛍光色素の吸収・蛍光スペクトルに一定の幅があるため、
同時に検出できる標的分子数が 4-5種類程度に限定される。これに対し近年、蛍光イメージング
の「色数の壁」を打破し、生きた細胞における多数の標的分子を同時検出する手法として、アル
キン・ニトリル・ポリインなどの官能基を有するラマンプローブを用いた多重検出法が注目を集
めている。これらのラマンプローブは生体分子のラマン信号が生じない silent region (1800-
2800 cm-1) にシャープなラマン信号を示し、同位体ラベルや誘導体展開によりラマンシフト値
の微調整が可能であることから、10 種類以上の細胞内標的構造を同時にライブ検出できること
が示されてきた。また、分子の吸収波長に対してやや長波長の励起光を用いることによりラマン
散乱信号強度が上昇する前期共鳴ラマン効果（EPR 効果）と、非線形ラマン効果を用いた誘導
ラマン散乱（SRS）顕微鏡を組み合わせることで、数Mオーダーという高い感度での観察が可
能であることも示されてきた。しかしながら、既存のラマンプローブの殆どは常に同じラマンシ
フト値・信号強度を示す「always-on型のプローブ」であり、標的分子との反応によりラマン信
号強度が変化する機能性を有したラマンプローブは多く報告されていなかった。特に、ラマン信
号は分子の振動に由来するため、その信号の off/on を制御することは難しいと考えられてきた
が、このような背景の中研究代表者らは、前期共鳴ラマン（EPR）効果をラマン信号制御原理と
して用いることで、activatable な特性を有するラマンプローブが開発できることが強く示唆さ
れる予備検討の結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
本計画研究では、EPR-SRS 検出系において分子の吸収波長の変化に基づいてラマン信号を

off/on制御する原理を確立するとともに、確立した原理に基づき、細胞内の生体分子と反応して
ラマン信号が変化する機能性ラマンプローブを開発し、その有効性を実証することを目的とし
た。つまり、生きた生物試料中における生体分子の機能や構造を、従来法を凌駕する性能で検出
するラマンイメージング法を世界に先駆けて確立することで、生体解析ツールとしてのラマン
イメージングの性能を飛躍的に拡張することを目指した。 
 
３．研究の方法 
分子の吸収波長の変化に基づいてラマン信号を off/on制御する原理を確立するべく、9位にニ
トリルを導入した一連の新規キサンテン誘導体を合成し、キサンテン環 3,6位のアミノ基上の置
換基、10位元素の置換、3,6位の元素置換により、吸収波長・ラマン信号強度・ラマンシフト値
がどのように変化するかを評価した。本検討で見出した色素骨格を母核として、酵素などの生体
内分子や光によりラマン信号が変化するラマンプローブの開発が可能か検討した。また、ラマン
信号の検出感度および細胞内滞留性を向上させるべく、生体分子との反応により凝集性が高ま
るプローブの開発にも取り組んだ。さらに、ラマンプローブ母核を拡張するべく、代表的なフォ
トクロミック化合物である diarylethene を母核として、光照射によってラマン信号強度が変化
する光スイッチングラマンプローブの開発にも取り組んだ。SRS スペクトル測定・イメージン
グに際しては、東京大学大学院工学系研究科の小関泰之教授と、ショウジョウバエ組織を用いた
イメージングに際しては、理化学研究所の小幡史明チームリーダーと共同し、小関研究室で構築
された高速 SRS顕微鏡を用いて観察・評価した。 
 

４．研究成果 

＜研究成果＞ 
研究開始までの事前検討として、9位にニトリル基、3位にアミノ基を有する一ピロニン誘導
体を合成し、吸収スペクトルと誘導ラマン散乱信号（SRS 信号）および安定性を評価したとこ
ろ、十分に高い SRS信号強度を示し、生理的条件下で安定に存在できる有望なプローブ母核と
して 9CN-JCPを見出した。さらに、3位のアミノ基をアミド化した誘導体では吸収波長が短波
長化して SRS信号強度が低く抑えたことから、このアミノ基にアミド結合を介してアミノペプ
チダーゼの基質部位を導入することで、activatable 型ラマンプローブが開発可能であることが
示唆される結果が得られていた。そこで本計画研究においてはまず、9CN-JCPのニトリル基を
同位体置換することでラマンシフトが異なる４つのプローブ母核を合成し、これらのアミノ基
にアミノペプチダーゼやグリコシダーゼの基質部位を導入することで、４つの酵素を標的とし
た activatable 型ラマンプローブを開発した。これらのプローブはいずれも、酵素反応前は波長
が短く非共鳴条件となるため SRS信号が低く抑えられているが、それぞれの標的酵素との反応
によって長波長化して前期共鳴（EPR）条件となることで SRS信号が増強し、さらにこれらの
SRS 信号が同時に分離検出可能な異なるラマンシフト値で得られることを確認した。さらに、



開発した４つのラマンプローブを酵素活性パターンが異なる細胞に同時に適用したところ、４
つの標的酵素の活性を同時検出でき、異なる酵素活性パターンを SRS 画像として描出できるこ
とを示した。つまり、分子の吸収波長変化によりラマン信号を on/offする原理を確立するととも
に、activatableな機能性を有するラマンプローブを設計できることを示した。本成果は、J. Am. 
Chem. Soc. 誌に掲載された（J. Am. Chem. Soc. 142, 20701–20707 (2020)）。  
一方で、上記で開発したプローブは細胞内滞留性が低く、生体組織の標的酵素発現領域を特異
的に検出することは困難であることが明らかとなった。そこで次に、色素母核の凝集性を活用す
ることで、組織中の標的酵素を発現する領域を特異的に検出可能な新規ラマンプローブの開発
を目指した。具体的には、9CN-pyronin 誘導体の 3 位のアミノ基をヒドロキシ基に置換した
9CN-rhodol誘導体では、中性条件下での凝集性が高くなることに着目し、この性質を活用して、
酵素反応後に生成する色素が凝集体を形成することで細胞外への漏出が低減でき、標的酵素が
発現する細胞領域のみを選択的に検出することを考えた。最適な 9CN-rhodol骨格を探索するべ
く複数の候補誘導体を合成し、分光特性・安定性・凝集性を評価した結果、9CN-JCRを最適な
プローブ母核として選定した。さらに、同位体標識した 9CN-JCRを母核として、異なるグリコ
シダーゼやアミノペプチダーゼを標的とした 3 種類のラマンプローブを開発し、生きた細胞に
おける 3種類の酵素活性の同時検出に成功した。特に、開発した 9C15N-JCR-Bn-Galは、酵素
反応によって生成した色素母核が標的細胞内で凝集体を形成するため、組織においても-
galactosidase 発現領域を特異的に検出することが可能であり、凝集体形成によって分子の局所
濃度が高くなるため検出感度が上昇することも確認した。本成果は、J. Am. Chem. Soc. 誌に掲
載された（J. Am. Chem. Soc. 2023 in press）。 
 また上述の設計では、キサンテン環 3 位のアミノ基が吸収波長変化を誘起する反応点がであ
ったが、この反応点を拡張することができれば、吸収波長の変化を活用した機能性ラマンプロー
ブの分子設計の幅が広がると考えた。そこで、キサンテン環 10位元素を反応点とした新たな分
子設計として、赤色光照射で SRS信号が増大するラマンプローブの開発を行った。具体的には、
10位にテルル（Te）を導入したローダミン誘導体は Teの光酸化にともなって吸収スペクトルが
60 nm以上長波長化することが知られている。そこで、10位に Teを導入した 5種類の 9CN-テ
ルルピロニン誘導体を開発し、Teの酸化に伴う吸収スペクトル変化、SRS信号強度変化を評価
した。その結果、9CN-diMeJTePが酸化後も高い安定性を有し、赤色光（650 nm）照射によっ
て水溶液中で光酸化されて吸収スペクトルが長波長化し、SRS 信号強度が増強することを確認
した。つまり、赤色光で SRS 信号が増強する activatable 型ラマンプローブが設計可能である
ことが示された。本成果は、Chem. Asian J. 誌に掲載された（Chem. Asian J., 18, e202201086 
(2023)）。 
 次に、確立した EPR−SRS 法に基づくラマン信号制御原理に則り、光照射によってラマン信
号強度が変化する光スイッチング特性を有するラマンプローブの開発を行った。具体的には、代
表的なフォトクロミック化合物である diarylethene を母核として、閉環体が EPR 条件を満た
す波長領域に吸収を持つよう、thiophene環と indole環からなる非対称構造を有する DAE620
を設計・合成した。DAE620の光学特性を評価したところ、紫外光照射により EPR条件となる
長波長吸収を示す閉環体に変換され、可視光照射により短波長吸収を示す開環体に戻り、それに
伴い SRS信号がスイッチングすることを確認した。特に、閉環体時には、fingerprint regionに
おいて C=C伸縮振動に由来する強い SRS信号を示し、高い S/N比での光スイッチングが観察
された。そこで、超解像蛍光イメージング法のひとつである RESOLFT 法を参考に、東京大学
工学系研究科・小関泰之教授らにより構築された新たな超解像ラマン顕微法 Reversible 
Saturable Optical Raman Transitions（RESORT）と組み合わせて用いることで、空間分解能
が向上するか検討した。具体的には、ミトコンドリア局在リガンドを導入した DAE620
（DAE620-Mito）を合成し、固定細胞・生細胞におけるミトコンドリアを観察したところ、
RESORT 法では通常の SRS 画像よりも高い空間分解能でイメージングが可能であることが示
された。本成果は、現在論文投稿中である（bioRxiv, 2022.08.28.505494）。 

＜今後の展望＞ 
本研究で開発したラマンプローブ母核の同位体標識や置換基修飾を行い、ラマンシフト値が
異なる誘導体を開発し、多重検出能に秀でたラマンイメージングの利点を生かした応用を進め
ていく。例えば、酵素活性検出ラマンプローブの標的酵素を拡充したプローブ群を開発し、細胞
や組織における標的酵素の活性パターン検出が可能か検証していく。また光スイッチングラマ
ンプローブの多重化を行い、多重超解像イメージングが可能か検討していく。 

＜得られた成果の位置づけとインパクト＞ 
研究代表者がこれまでに培ってきた蛍光プローブの設計原理をラマンプローブの分子設計に
展開することで、観測標的分子との反応前後でラマン信号強度が変化する機能性ラマンプロー
ブの設計原理を確立し、さらに確立した原理に基づき複数の機能性ラマンプローブの開発に成
功した。今後本成果により得られた分子設計をさらに拡張することで、全く新たなラマンイメー
ジングプローブの開発が進み、医学・薬学・生物学に画期的な進展をもたらすと期待される。 
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