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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学プローブを用いたイメージングによる時空間解析技術の開発と、生
物活性リガンドの機能評価に取り組んだ。成果の一つとして、骨組織に送達可能なpH応答性の蛍光プローブを開
発し、破骨細胞、骨細胞の活性を生きたマウスで検出することや、これらの細胞に作用する薬剤の活性評価に応
用した。また、小分子-蛋白質ハイブリッドプローブを開発し、DNAメチル化や蛋白質分解などの重要なプロセス
を生細胞内で可視化できる系を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed chemical imaging probes for spatiotemporal 
analysis of the function of biomolecules and bioactive ligands in living cells and animals. We 
developed pH-responsive fluorescent probes that can be delivered to bone tissue for detecting 
osteoclast and osteocyte activity in living mice. We also evaluated the drug action on these cell 
activities. In addition, we developed small molecule-protein hybrid probes for visualization of 
important processes such as DNA methylation, endogenous membrane protein expression, and protein 
degradation in living cells.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 化学プローブ　in vivoイメージング　破骨細胞　DNAメチル化　蛋白質分解
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した化学プローブを利用したこれらの技術は生理活性リガンドが生きた細胞、個体においていつ、
どこで対象分子や細胞に作用するのかを直接イメージング解析できる新たな評価法として期待できる。破骨細
胞、骨細胞の活性法は骨粗鬆症や関節リウマチの発症に、またDNAメチル化や蛋白質分解はがんの病態と関連し
ているため、本評価法によってこれらの疾患の治療薬のスクリーニングや作用機序解析に貢献できることが考え
られる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生体内では多くの細胞がシグナル分子をやりとりし、コミュニケーションを取って組織、細胞集
団の機能維持を果たしている。また、化学リガンドによりその作用を制御することは、作用機序
の理解や新たな薬剤の開発にもつながる。このような化学コミュニケーションの理解において、
細胞内外に作用する分子の働きを、その場で解明することが求められている。この目的達成には
生きた状態における生体分子の空間的な局在性とその時間的な変化、量的・質的な変化を解析す
る手法が有効である。われわれは“生きた状態”、すなわち“細胞内で酵素や受容体等が活性やネ
ットワークを保持した状態”における生体分子の空間的な局在性とその時間的な変化、量的・質
的な変化を解析する手法を創り出し、直接細胞に応用することに成功してきた。近年の例として、
われわれは骨組織における破骨細胞活性を生きたマウスにおいて検出できる蛍光プローブの開
発に成功し、このプローブを用いて破骨細胞の活性を直接可視化してきた（Nat. Chem. Biol. 2016）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、化学プローブにより生体分子を時間と空間を制御して可視化する技術を開発し、生
物活性リガンドの機能評価に用いることを目的とする。測定したい対象分子との反応に着目し
て化学プローブをデザインする発想を基に、時間を特定して標的蛋白質に蛍光団を導入する原
理や対象分子を可視化する化学プローブを合成し、分子認識や化学反応を分光情報（蛍光特性変
化等）へ変換できるツールを開発し生物応用していく。具体的には、以下の２つを目的として研
究を進める。 
 
(1) 破骨細胞機能の in vivo イメージング 
骨の溶解時に形成される低 pH 環境に着目し in vivo イメージングを可能とする赤色光化学プロ
ーブをデザイン・合成する。また、開発した in vivo 破骨細胞活性イメージングプローブを用い、
破骨細胞活性に影響を及ぼす分子スクリーニングへと応用し、骨粗鬆症に有効な機能分子を探
索する。また、これまでに骨粗鬆薬候補として破骨細胞活性阻害が報告されてきた生理活性リガ
ンドについて、その阻害メカニズムを詳細に解析する。 
(2) 合成小分子と蛋白質を駆使した生細胞イメージング技術の開発 
これまでに開発してきた標的蛋白質をラベル化する手法（Acc. Chem. Res. 2014, Nat. Chem. Biol. 
2016）を応用し、標的分子の生細胞イメージング技術を開発する。特に、エピジェネティクスに
関連する DNA メチル化の状態や、膜蛋白質である GPCR の発現、活性化状態を生細胞イメージ
ングによって解析する技術を開発し、生理活性リガンドの作用を時空間的に評価する方法を構
築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 破骨細胞機能の in vivo イメージング 
赤色領域に蛍光を示すローダミン色素を母骨格として、pH 応答性を付与したローダミン色素の
合成を行った。色素に骨組織送達能を有するビスホスフォネート基を導入することで目的の蛍
光プローブの合成を完了した。pH 応答性ならびに応答速度は各 pH における吸収、蛍光スペク
トルを測定することで調べた。また、骨のモデルであるヒドロキシアパタイト上にプローブを吸
着し、pH の異なる緩衝液中に浸した後に蛍光顕微鏡による観察を行うことで、イメージングに
よる評価も行った。プローブは破骨細胞のプロトンポンプを GFP でラベルしたマウスに投与し、
二光子励起顕微鏡を用いて頭頂骨から観察し、骨髄腔の骨表面を観察した。 
加えて、骨細胞活性を検出するプローブの開発にも取り組んだ。骨組織内部には骨芽細胞から分
化した骨細胞が広く分布しており、骨細管とよばれる管で他の骨小腔や骨表面とつながり、細胞
間のコミュニケーションを介して骨組織の維持に寄与していると考えられている。骨細胞は周
辺の骨を溶解、吸収することがこれまでの研究から示唆されているが、本現象は生きた動物で観
察されておらず、未だ議論の余地が残されていた。そこでより骨組織深部にプローブを送達でき
る蛍光プローブの設計・合成を行った。pH 応答性を上記と同様の手法で評価し、マウスに投与
後、二光子励起顕微鏡によりイメージングを行った。 
 
(2) 合成小分子と蛋白質を駆使した生細胞イメージング技術の開発 
これまでに開発した PYP タグによる蛋白質ラベル化技術を用い、合成小分子と蛋白質によるハ
イブリッドプローブを作製し、標的分子を生細胞イメージングすることに取り組んだ。エピジェ
ネティックな遺伝子発現制御に関連するメチル化 DNA を標的とし、メチル化 DNA に結合する
蛋白質と DNA 結合色素を PYP タグにより連結し、ハイブリッドプローブを作製した。蛋白質の
ラベル化、メチル化 DNA の蛍光検出を分光測定により確認した。続いて MBD-PYP タグの融合
蛋白質を発現させた細胞にプローブを加え、生細胞におけるイメージングを行った。また、本コ
ンセプトを利用し、内在性膜蛋白質、蛋白質分解を生細胞イメージングする技術の開発に取り組
んだ。 



４．研究成果 
(1) 破骨細胞機能の in vivo イメージング 
新たな蛍光色素としてローダミンのスピロラクタム体に
着目した。ラクタムのスピロ環化が pH により変化するこ
とを利用し、低 pH で蛍光性の開環体となる色素群を合
成、評価した。その結果、ラクタムの窒素上にトリフルオ
ロエチル基を導入した色素が破骨細胞活性検出に適した
pH 応答性と共に迅速な応答速度が見られることが示さ
れた。この色素にビスホスフォネート基を導入し、赤色蛍
光を示す pH 応答性蛍光プローブ、“Red-pHocas”を合成し
た（Figure 1）。Red-pHocas を用いて、マウス体内におけ
る骨組織の低 pH 領域の検出・追跡を行った。二光子励起
顕微鏡によるイメージング結果から、骨組織表面の一部
からプローブ由来の蛍光シグナルが見られたため、低 pH
環境を選択的に可視化できていることが示された。さら
に、破骨細胞プロトンポンプとのマルチカラーイメージ
ングを行ったところ、プロトンポンプの局在変化に伴い、
酸性領域が広がっていく様子を捉えることに成功した（Figure 1）。このことから、プロトンポン
プの局在変化と破骨細胞の骨溶解活性との間に相関があることが示された。骨溶解に関わる分
子複合体の機能を in vivo において初めて明らかにすることができた。また、プロトンポンプの
機能を阻害する薬剤、バフィロマイシン A1 を投与したところ、投与後徐々に蛍光が減衰してい
く様子を観察することができ、開発した化学プローブを用いて時空間を制御して薬剤の効果を
in vivo において定量的に評価できる系を構築できた（ACS Cent. Sci. 2019.）。 
また、骨細胞の骨溶解活性を調べるために、pH 応答性プローブを骨細胞の存在する骨組織深部
まで送達させる分子の設計を行った。これまで骨組織送達に用いていた alendronate を含むプロ
ーブは、骨細胞が存在する骨組織内部まで送達されず、骨細胞による骨溶解を検出することはで
きなかった。そこで、骨への親和性が下がることで骨表面より内部への浸透が可能になると考え、
親和性のより低い risedronate を pH 応答性 BODIPY 色素に導入したプローブ、pHocas-RIS を設
計した。このプローブをマウスに投与し、骨組
織内部を観察したところ、いくつかの骨小腔の
輪郭に沿って円盤状の蛍光シグナルが得られた
（Figure 2）。この結果は骨組織内部までプロー
ブが送達され、骨細胞が存在する骨小腔におけ
る低 pH 環境をはじめて可視化できたものと考
えられる（Angew. Chem. Int. Ed. 2020)。今回観察
された蛍光シグナルは定常状態の骨小腔におけ
る pH を可視化したものであり、骨溶解が促進
するといわれる授乳期のマウスを用いて今後検
証を行う予定である。 
また、これらのイメージング系を用いた生理活
性リガンドの時空間的な評価を進めた。緑色蛍
光プローブを用いたイメージング系により、破
骨細胞の代謝系に作用し骨吸収活性を抑える
薬剤や抗リウマチ薬の効果を時空間的に解析
した（JBMR Plus 2018, Ann. Rheum. Dis. 2018.）。 
 
(2) 合成小分子と蛋白質を駆使した生細胞イメージング技術の開発 
これまでに開発した PYP タグによる蛋白質ラベル化技術を用い、合成小分子と蛋白質によるハ
イブリッドプローブを作製し、標的分子を生細胞イメージングすることに取り組んだ。エピジェ
ネティックな遺伝子発現制御に関連するメチル化 DNA を標的とするため、メチル化 DNA に結
合する蛋白質（MBD）と DNA 結合色素であるオキサゾールイエロー（YO）を PYP タグにより
連結し、ハイブリッドプローブを作製した。メチル化 DNA に結合する時に YO が DNA に近接、
結合することで蛍光が上昇する様子が観察された。さらに、MBD-PYP タグの融合蛋白質を発現
させた細胞に、プローブを加えることで、メチル化 DNA の生細胞イメージングに成功し、その
動態を追跡することが可能となった（J. Am. Chem. Soc. 2018）。 
同様のハイブリッドプローブの概念を応用し、内在性膜蛋白質のイメージング技術の開発に取
り組んだ。内在性蛋白質を特異的に認識する Nanobody（ラクダ科動物由来抗体断片）を用い、
小分子・蛋白質ハイブリッドプローブを設計した。蛍光スイッチユニットとして、細胞膜に結合

Figure 2. 骨深部送達可能なpH応答性蛍光プロ
ーブによる骨小腔の in vivo イメージング 

Figure 1. 赤色 pH 応答性プローブを
用いた破骨細胞プロトンポンプ局在
と活性の in vivo イメージング 



する環境応答性蛍光色素である Nile Red を選択し、PYP タグリガンドと連結したプローブを設
計・合成した。内在性膜蛋白質である上皮成長因子受容体（EGFR）のイメージングを行ったと
ころ、EGFR 高発現の細胞特異的に蛍光シグナルが検出されたことから、内在性 EGFR の検出に
成功したといえる。 
また、蛋白質の分解をイメージングする技術の開発に取り組んだ。蛋白質の分解は細胞機能の制
御において重要な役割を果たしており、その
異常は癌や神経疾患の原因となる。本研究で
は、分子会合による蛍光消光を利用し、遊離
状態では非蛍光性で、蛋白質をラベル化する
と蛍光性となり、蛋白質が分解すると蛍光強
度が低下する OFF-ON-OFF 型蛍光プローブ
を開発した。このプローブを用いて、生細胞
における蛋白質分解を可視化することに成
功した（Figure 3. Chem. Sci. 2022）。本研究は、
近年注目されている PROTACs など蛋白質分
解を標的とした創薬開発においても有用な
ツールを提供することが期待される。 
 
 
 

Figure 3. OFF-ON-OFF 型蛍光プローブを用い
た蛋白質分解のイメージング 
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