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研究成果の概要（和文）：生体内には解糖系など多様な代謝経路が存在し、生体機能に重要な働きをしている。
しかし、代謝経路を構成する酵素は基質選択性が高いため、これらを検出可能な蛍光プローブの開発は困難であ
る。そこで本研究では、この基質選択性の問題をクリアし様々な代謝経路の検出に適応可能な汎用性の高い蛍光
プローブデザインを提案する。具体的にはフルオロ基部位を導入した基質とシリルエーテル保護基を有する蛍光
色素を用いる。基質が代謝されることでフッ化物イオンを放出し、続くシリル保護基の脱保護によって蛍光
Off/Onイメージングを行う戦略である。本手法を用いて、脂肪酸を分解する代謝経路であるβ酸化の性細胞イメ
ージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：Fluorescent probes play a crucial role in contemporary biological research 
by facilitating the detection of enzyme activities. However, it is still challenging to detect 
activities of metabolic pathways due to high substrate specificity of these enzymes. Here, we 
developed a novel enzymatic assay that utilizes a pair of a fluorinated substrate and a 
dialkoxysilylated fluorogenic probe. The reaction of fluorinated substrate and the target enzyme 
results in release of fluoride ion. The fluoride ion subsequently reacts with dialkoxysilylated 
fluorogenic probe, resulting in turn-on fluorescence imaging of activity of the target enzyme. Using
 this strategy, we successfully detect the activity of fatty acid beta oxidation pathway in live 
cells.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光イメージング　代謝経路活性　脂肪酸β酸化　シリルエーテル保護基　フッ化物イオン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
代謝経路の活性はガンなどの疾病で大きく変化している。このような代謝活性変化は疾病のhallmarkとして知ら
れており、重要な創薬ターゲットでもある。一方、既存の代謝活性を検出する手法は安定同位体標識化合物など
に限られている。また、生細胞で酵素活性を検出する手法として蛍光プローブも盛んに開発されているが、基質
選択性が高い代謝経路の活性を検出可能なプローブはほとんどない。本研究では、フッ化物イオンの放出とそれ
に続く脱保護反応を利用した新しい代謝経路活性の蛍光イメージング法を開発した。本成果は代謝経路の簡便な
検出を可能とし、薬剤スクリーニングなどへの展開が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
代謝経路とは複数の酵素による連続的な反応であり、生命活動に重要な働きをしている。様々
な代謝経路の活性は疾病細胞と通常細胞で異なるため、標的経路の活性評価は疾病メカニズム
の解明に重要である。最近では細胞ごとの代謝活性の違い（代謝不均一性）が着目されているが、
従来の同位体標識化合物を用いた手法では細胞集団の平均値しか得られない。また、PETやMRI
によるイメージングが行われているが、分解能が低いため一細胞レベルでの評価はできず感度
の低さやプローブの半減期の短さも課題である。一方、蛍光イメージングは標的酵素の活性を一
細胞レベルかつ簡便・高感度に検出可能であり、代謝研究への応用が期待される。しかし、既存
の蛍光プローブは単一の酵素反応を標的としており、複数の酵素からなる代謝経路全体の活性
を検出した例はない。さらに、既存の蛍光プローブは比較的基質選択性が低い酵素を標的とする
が、代謝経路を構成する酵素は基質選択性が高いためプローブ開発が困難である。このように、
ケミカルバイオロジー研究が盛んな現在でも代謝経路酵素の活性を一細胞レベルで検出する手
法は未開拓である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、基質選択性の問題をクリアし様々な代謝経路の検出に適応可能な汎用性の高い
蛍光プローブデザインを提案する。さらに、本戦略を用いて疾病での標的経路不均一性の解明や、
標的経路下流の生体分子との相関を一細胞レベルで解明することを目的とする。本研究により
様々な代謝経路の活性を一細胞レベルで蛍光イメージングする新手法の提供できれば、代謝研
究や創薬研究など幅広い分野でのブレークスルーが期待できる。 

 
３．研究の方法 
本研究では蛍光色素を基質に直接導入する設計を避け、フルオロ基部位を導入した基質とシ
リルエーテル保護基を有する蛍光色素を用いる。基質が代謝されることでフッ化物イオンを放
出し、続くシリル保護基の脱保護によって蛍光 Off/On イメージングを行う戦略である（図 1）。
フルオロ基部位の構造が小さいため様々な代謝経路の基質に導入可能であると期待した。 
一方、フッ化物イオンとシリルエーテル保護基との反応速度は一般的に低い。例えば、先行研
究として、蛍光色素に TBS 基や TBDPS 基シリルエーテル保護基を導入したプローブによって、細
胞に添加したフッ化物イオンを検
出する例が多く報告されているが、
一般的に 100μM から 1 mM の範囲
の高濃度のフッ化物イオンを添加
する必要がある。一方、電子求引性
が高い dialkoxysilyl ether を用
いることで、一般的に用いられてい
る alkoxysilyl ether 基と比較し
て反応速度の向上が報告されてい
る（J. Org. Chem. 1988, 53, 
2602.）。そこで本研究では、水中で
安定かつフッ化物イオンと高い反
応速度を示すdialkoxysilyl ether
の探索を行った。さらに、見出した
シリルエーテル基を蛍光色素に導
入し、酵素反応後に放出されるフッ
化物イオンを検出可能かを検討し
た。 
 
４．研究成果 
 まず蛍光色素であるクマリンに様々な骨格の dialkoxysilyl ether を導入したプローブ 1〜5
を合成し、水系溶媒（50 mM HEPEX, 50% methanol）での安定性およびフッ化物イオンとの反応
性を評価した（図 2）。その結果、プローブ 1, 2, 3 がフッ化物イオンと高い反応性を示すこと
がわかった。一方、プローブ 3は水中で不安定であることも分かった。また、プローブ 2は疎水
性が高いため、dialkoxysilyl ether の骨格として isopropoxydiethylsilyl ether 基を見出し
た。 
 
 
 
 
 

 

図 1.シリルエーテル基の脱保護反応を利用した代謝経

路の蛍光イメージング 
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図 2. (a)プローブ 1-5 の構造, (b)NaF(100μM)存在下でのプローブ 1の蛍光変化, (c)プロー

ブ 1-5 と NaF(100μM)との反応性評価 
 
 

 
 続 い て 、 isopropoxydiethylsilyl 
ether 基と既存のシリルエーテル保護基
との反応性の比較を行った。ここで、より
完全水系に近い条件で評価するため、親
水性の高いクマリン骨格にシリルエーテ
ル基を導入したプローブ 7-10 を合成し
た。これらのプローブとフッ化物イオン
との反応性を水系溶媒（50 mM HEPES, 5% 
acetonitrile）で評価したところ、プロー
ブ 7 は既存のフッ化物イオン検出で用い
られている TBS 基や TBDPS 基と比較して
約 90 倍反応速度が高いことが分かった
（表 1）。また、加水分解速度も低く、水
中で安定であることも分かった。さらに、
pH6-8 でも安定であること、フッ化物イオ
ン以外のイオンには応答しないことも確
認した。 
 
  最後に、プローブ 7 を用いて酵素反応によって放出されたフッ化物イオンを検出可能か検
討した。まず加水分解酵素であるエステラーゼを標的酵素として選択し、 p-
(Fluoromethyl)phenyl acetate を基質として合成した。その結果、プローブ 7、エステラーゼお
よび p-(Fluoromethyl)phenyl acetate が共存する条件でのみクマリン蛍光の上昇が確認された
ことから、プローブ 7 が酵素反応によって生じたフッ化物イオンを検出可能であることが分か
った。さらに、本手法を用いて基質選択性が高い代謝経路の活性を検出可能か検討した。解糖系
や TCA 回路など、細胞内には様々な代謝経路が存在するが、基質選択性が高いためこれらの標的
とした蛍光プローブは開発されていない。今回我々は標的経路として、脂肪酸を分解し ATP 合成
に用いられる ATP を生産する脂肪酸分解代謝（β酸化）を選択した（図 3）。β酸化を検出する
ため、基質 13 を設計した（図 13a）。基質 13 はβ酸化によって分解される過程で、フッ化物イ
オンを放出する。まず 13 を HepG2 細胞に添加した後、細胞ライセートを作成した。そこにプロ
ーブ 7を添加したところ、蛍光強度の回復がミ見られた。また、この蛍光はβ酸化の阻害剤であ
エトモキシル添加条件では検出できなかったことから、基質 13 がβ酸化によって」代謝され（図
3b）。最後に、本手法が生細胞でのβ酸化検出が可能かを検討した。基質 13 を HepG2 細胞に添加

表 1. プローブ 7-10 のフッ化物イオンとの反

応速度および加水分解速度 



し、その後プローブ 7を添加したところ、細胞内からクマリン蛍光が検出された。この蛍光はエ
トモキシル処理した細胞では検出されなかったことから、本手法が生細胞でのβ酸化活性を検
出可能であることも分かった（図 3c）。 
 

 
図 3. (a)β酸化による基質 13 からのフッ化物イオンの放出, (b)細胞ライセートでのβ酸化検

出, (c)生細胞でのβ酸化検出 
 
 以上より、本手法によって基質選択性の高い酵素の活性を生細胞でも検出可能であることが
分かった。今後は脂肪酸β酸化以外の代謝経路の検出へと応用する予定である。本成果は
Chemistry Letters 誌に掲載された(Chemistry Letters, volume 53, 3, upae031 (2024) , 
Editor’s Choice.)。 
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