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研究成果の概要（和文）：代表者が確立してきた分子内spiro環化とquinone methide中間体生成に基づく一細胞
分解能を有する蛍光プローブ分子設計法を光増感剤へと適用することで、β-ガラクトシダーゼをターゲット酵
素とする一細胞分解能activatable型光増感プローブを開発した。開発したプローブをlacZ発現・非発現細胞の
共培養系へと適用したところ、quinone methide生成部位を持たない従来のプローブでは達成不可能な、lacZ(+)
細胞のみの一細胞分解能での選択的光殺傷が可能であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Based on the molecular design strategies of fluorogenic probes capable of 
detecting target cells with single-cell level resolution, which have been established by this group 
with using the concept of intramolecular spirocyclization and quinone methide intermediate, we 
succeeded to develop novel photo-sensitizing probes for ablating beta-galactosidase expressing cells
 in a single-cell resolution manner. It was also capable to ablate lacZ-positive cells selectively 
by applying the probe to co-culture of lacZ-positive and negative cells, which could not be realized
 by so far developed photo-sensitizing probes without forming quinone methide intermediate.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の遂行の結果開発された、これまでの小分子プローブでは達成できなかった一細胞レベル空間分解能
での細胞光殺傷を可能とさせる光増感プローブは、極めて高い選択性での疾患治療、特にがんの局所治療を可能
とさせる画期的な技術であり、代表者が現在も精力的に行っている、がん細胞を特徴付ける様々な酵素活性の探
索研究結果と合わせることで、副作用の極めて少ない新たながん治療技術が誕生することが大いに期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんは日本人の死因第一位の病気であり、これまでに外科療法、放射線治療、抗がん剤によ
る化学療法など、様々ながん医療技術が開発されてきた。中でも外科・内視鏡切除療法は、が
ん病変のみを完全に切除できれば極めて良好な予後が期待出来ることから、有効な治療法とし
て幅広いがん種で汎用されている。この際、がんの取り残しがあると短期間のうちに再発して
しまうため、切除すべきがん部位を精確に術者に知らせる技法の確立は極めて重要であり、特
に近年、術中にがん部位を精確にリアルタイム可視化する蛍光イメージング手法の開発が全世
界的に盛んになっている。例えば、がん細胞で多く発現している葉酸受容体に蛍光ラベル化抗
体を集積させて可視化する手法 (GM van Dam, Nat Med 2011)やがん細胞に取り込まれるこ
とで蛍光が回復する申請者らの開発した手法（文献 45）、MMP, Cathepsin活性によって蛍光
が回復するプローブによる in vivoがんイメージング例が報告されている(QT Nguyen, PNAS 
2010; C Bremer, Nat Med 2001)。 
さらに研究代表者らは近年、γ-グルタミルトランスペプチダーゼ(GGT)活性やβ-ガラクト
シダーゼ活性を鋭敏に検出する蛍光プローブを新たに開発することに成功し、極少量のプロー
ブの局所散布により、数十秒～数分で 1 mm以下の微小がんを発見することに成功した。本迅
速がんイメージング技法は、世界初の術中アシスト技術として感度・迅速性の面で真に実用的
な技法であり、また患者から摘出した直後の様々な新鮮がん臨床検体へと ex vivoで適用する
ことで、その機能を検証しうる唯一の手法である。実際現在多くの外科医と協同し、ヘテロ性
が高いことが知られている患者体内で自然発生したがんで、どの程度の感度・特異度・正診率
で本プローブによるがん可視化が可能かどうかを検証しており、乳がん、口腔がん、転移性肝
がんなどで非常に良い成績を挙げつつある。 
しかしながら微小がんを可視化できても、がんが発生している場所や大きさによっては必ず
しも外科的切除を容易に実現できるわけではない。患者体内で発生するがんは、多くの場合正
常間質を巻き込んだ状態で成長しており、例えば前立腺がんでは神経とがん部位が入り組んだ
状態で存在している。よって外科的摘出術でがん部位を全て取り切るためには、少なからず正
常部位も摘出する必要があり、この正常部位が重要な機能を担っている場合は、術後の患者の
QOLを著しく低下させてしまう結果となってしまう。例えば前述した前立腺がんでは神経損傷
による男性機能不全が、直腸がんでは肛門筋損傷によって人工肛門を余儀なくされることも多
い。このように外科的切除術に頼らず、正常組織に入り組んで存在する微小がん部位のみを殺
傷させる技術の開発には極めて大きな期待が寄せられている。 
このような中、本課題では基盤となる新たな治療技術として、光線力学療法（Photodyanamic 

Therapy: PDT）に着目した。PDTは光を照射した部位のみの治療が可能であることから、よ
り選択性の高い治療が可能な方法として大きな注目を集めているが、現状では 5-アミノレブリ
ン酸の全身投与によるポルフィリン生成に基づく手法など極めて限られた方法しか報告がない。
そこで本課題では、研究代表者の持つ局所散布による迅速がんイメージング技術を発展させ、
局所散布によるがん細胞の一細胞レベル空間分解能での PDT を実現するプローブの創製を狙
う。すなわち、本申請課題で開発を目指す迅速かつ activatable 戦略に基づく光増感プローブ
を活用する PDT は、スプレーなどの局所投与後に光照射を行うことで、がん細胞選択的な殺
傷を実現できることが期待される世界初の手法となる。本手法ではプローブの全身投与の必要
が無いため、極めて少量のプローブ散布での治療が可能であり、安全性の観点からもその達成
が期待される。 
 
２．研究の目的 
実際の患者体内に存在するがん部位は正常組織と入り組んで存在する例がほとんどであり、
微小がん部位のみを殺傷させる技術の開発には極めて大きな期待が寄せられている。そこで本
課題では、研究代表者らが確立してきた局所散布による迅速がんイメージング技術を発展させ、
局所散布によるがん細胞の一細胞レベル空間分解能での PDT を実現するプローブの創製を狙
う。より具体的には、研究代表者らがこれまでに見いだしてきたヒト臨床検体内のがん部位で
亢進している各種酵素活性やトランスポーター活性によって、がん細胞でのみその光増感能が
回復し、かつ細胞内タンパク質に結合するなどによって細胞内に retention する機能を持つ
dual機能性 activatable型光増感プローブを開発する。最終的には、開発したプローブによっ
て正常部位には損傷を与えず、がん細胞のみの殺傷を実現していることを、培養細胞系、in vivo
がんモデル動物、バイオプシーサンプルなどのヒト臨床新鮮検体などを用いて検証し、医薬品
審査過程における「薬理・薬効試験」に相当するエビデンスを蓄積することまでを目指す。 
 
３．研究の方法 
がん細胞でのみ光増感能が回復し、一細胞レベルの空間分解能での光線力学療法を実現する
activatable 型光増感剤の開発を、申請者の確立した分子内 spiro 環化に基づく分子設計法を
駆使して行う。すなわちそれ自身は分子内 spiro 環化によって光増感能を持たないが、これが
ターゲット酵素との反応によって光増感能が回復し、かつ quinone methide 中間体を生成する
部位が分子内に導入されているため、細胞内タンパク質と共有結合して細胞内に retention さ
れる機能を持つ分子を開発する。 
より具体的には、以下の順に従って研究を行った。 



 
(1) 分子内 spiro環化を活用したアミノペプチダーゼ activatable & 細胞内 retention型光増
感プローブの開発 
(2) グルコーストランスポーターをターゲットとする activatable型光増感プローブの開発 
(3) 開発したプローブ類の培養細胞、モデル動物、ヒト摘出臨床検体での機能検証 
 
４．研究成果 
初年度は、まず(1)として掲げた分子設計法によってプローブの開発を行うことから開始した。
具体的には、申請者が確立してきた分子内 spiro 環化に基づく分子設計法に基づく蛍光プロー
ブの設計法が、光増感能の制御と quinone methide 中間体生成による生成した光増感物質の細
胞内 retention 機能を併せ持つ分子の設計・合成に適用可能であるかどうかの検討を行った。
具体的には、多くの卵巣がん細胞でその活性が亢進しているβ-ガラクトシダーゼをターゲット
酵素とする一細胞分解能 activatable 型光増感プローブを、分子内 spiro 環化を動作原理とす
るSeロドール骨格activatable光増感剤にquinone methide生成部位を導入することで開発し
た。プローブの分子内 spiro 環化効率、求電子性官能基の生成速度、酵素反応生成物の一重項
酸素生成効率、細胞内 retention 効率を精査し、最適化された光増感プローブの開発に成功し
た。開発したプローブをまず lacZ 発現培養細胞での機能検証を行い、quinone methide 生成部
位を持たない従来のプローブでは達成不可能な、lacZ(+)/(-)細胞が共存する環境で lacZ(+)細
胞のみを選択的に光殺傷可能であることを明らかとした。 
上記研究と並行して、(2)として掲げたトランスポーターに対するプローブの設計、開発を開
始した。具体的には、がん高選択的治療を実現する新たな戦略としてグルコーストランスポー
ター(GLUT)をターゲットとするプローブの開発も開始し、TokyoGreen 骨格にグルコース部位を
導入し、かつ細胞内に取り込まれると細胞内グリコシダーゼ活性によって蛍光を発するプロー
ブを開発した。本プローブは、MIN6 細胞において GLUT 依存的イメージングが可能であったが、
GLUT 非関与の蛍光も観察されてしまうことが明らかとなった。よってこの原理に基づく光増感
プローブの開発は断念したが、イメージングプローブとしては面白い特性を持つものであった
ので、これを論文化して公表した。 
二年度目は、まず本課題の基礎となる GGT-activatable 型光増感プローブによるがん部位選
択的な光線力学治療に関する検討を、GGT 高発現がん細胞を移植した CAM モデル系で詳細に行
い、これを投稿論文として公表した。次に初年度に開発することに成功した、分子内 spiro 環
化に基づく光増感能の制御と quinone methide 中間体生成による生成した光増感物質の細胞内
retention 機能を併せ持つ SPiDER-killer-βGal 分子に関して、in vivo モデル動物への適用を
行い、個体内での一細胞レベルでの光殺傷が可能かどうか検討した。具体的には組織レベルの
検討として、en-lacZ ショウジョウバエ wing disc への光照射をによる細胞死誘導を検討した
結果、明瞭な境界線を持って lacZ 発現領域選択的な細胞死誘導が確認された。さらに、in vivo
においても細胞死誘導が可能か検討するため、ショウジョウバエ蛹モザイク解析モデルを用い
た検討を行った。その結果、細胞死誘導後に DEVDase 活性検出蛍光タンパク質である VC3Ai の
蛍光上昇がみられ、引き続き lacZ 発現細胞選択的な細胞の分断化と体腔への脱落がみられると
ともに、細胞死誘導した pupal notum の免疫染色から分断化した細胞でのみ Dcp-1 活性が検出
され、細胞死が lacZ 発現細胞選択的に一細胞レベルで生じたことが明らかとなった。 
さらに最終年度も本 in vivo モデル動物での研究を続行し、免疫染色などによって lacZ 発現
細胞選択的な細胞殺傷能を有するプローブであることを証明し、投稿論文として本成果をまと
め、これを化学系雑誌に投稿した（現在、レフェリー査読中）。 
次に、本プローブの臨床検体への適用によるがん細胞選択的な光線力学療法能の検証を開始
したが、予想外にβ-ガラクトシダーゼ活性はあまり良いバイオマーカーとはならないことが明
らかとなった。そこで、より適切ながんバイオマーカー活性を探索すべくグリコシダーゼ蛍光
プローブを新規に複数開発した。これらを新鮮臨床検体へと適用し、これまでにいくつかのグ
リコシダーゼ酵素活性が乳がん、肺がん選択的バイオマーカーとして見いだされた。同時に、
既に乳がんバイオマーカーとして有効であること明らかとなっているアミノペプチダーゼであ
る GGT をターゲットとする、新たな一細胞分解能を持つプローブの設計・開発も開始し、ロー
ダミン、ロドールを骨格とする activatable 型であり、かつ quinone methide 中間体生成によ
る酵素反応生成物の細胞内 retention が可能な蛍光プローブの開発に複数成功した。さらに本
プローブは、がん・正常細胞の共培養系、スフェロイド系で設計通り一細胞分解能でのライブ
がん細胞検出が可能であること、さらにはホルマリン固定などの操作によってもがん細胞の蛍
光性が残存する世界初のプローブであることが明らかとなった。 
臨床検体を用いた機能の検証は、倫理審査に時間がかかってしまったため、研究期間の終了
までに開始することはできなかったが、許可が下り次第、臨床検体内がん細胞の一細胞分解能
ライブイメージングと PDT 実験を開始、当初計画通り臨床検体での機能検証を達成する予定で
ある。 
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