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研究成果の概要（和文）：本研究では酵素の基質分子と低酸素環境を検出する分子を組み合わせたANDロジック
ゲート型分子を開発して腫瘍選択的な蛍光イメージング法の開発を目指した。腫瘍に蓄積させる予定の酵素が生
体環境中で失活することを見出したため、酵素を化学修飾することで酵素活性の安定化に成功した。また基質分
子も生理条件下で不安定なために基質の構造検討を行っている。また別に、この基質の構造検討中において偶然
にも亜鉛に対して選択的に応答する分子を見出した。そこで本分子構造を最適化して亜鉛に対してシグナル増強
型で蛍光応答する分子を開発するに至った。本研究成果は国際学術誌等で公表済みである。

研究成果の概要（英文）：Our research goal is the development of an AND logic gate targeting 
tumor-localized enzymes with a conventional hypoxia-sensitive molecule. In this project, we found 
that the enzyme we had planned to use for this system quickly degrades under physiological 
conditions, but a chemical modification of the enzyme overcame this issue. In addition, the enzyme 
substrate was also found to be unstable under physiological conditions, and the structure 
optimization efforts is underway. Through these optimization studies, we fortuitously found 
functional molecules that react selectively with zinc. The molecules were further applied as 
fluorescent probes to give a bright fluorescent response by signal amplification. These studies are 
also in progress and a part of results has been published in an international journal.

研究分野：生物有機化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究に用いる酵素の安定性を増す化学修飾方法を開発することでケミカルバイオロジー研究での新たなツールと
なることが期待される。また本研究では、偶然に亜鉛に対するシグナル増強型の蛍光プローブを創製した。従来
のプローブ分子に比べて高感度であり、生体中での微量の亜鉛を蛍光解析するのに優れた機能を持つ。また本研
究概念は他の微量元素や生体内分子の検出に拡張可能であると思われ、蛍光プローブの開発における新たな分子
設計指針としても有効であることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

低酸素環境は一時的な虚血状態(梗塞や創傷)や腫瘍深部で発生し、心筋梗塞や腫瘍の治療
における重要な標的イベントとなっている。従来の低酸素環境検出では、侵襲的な電極に
よる検出法が定量的で信頼性の高い検出方法として知られてきた。さらに近年では、低酸
素環境での還元的環境を標的としたプローブ分子の開発によって、非侵襲的な蛍光イメ
ージングやドラッグデリバリーへと応用されている。しかし、これら疎水性プローブ分子
では肝臓などへの非特異的な吸着が未だに問題として挙げられる[Bioconj. Chem. 2012, 
Okuda; Pharm. Res. 2015, Varma]。そこで生体内の複雑な環境下で選択的に低酸素環境
を認識して局在する分子設計が、低酸素環境を標的とした疾患治療において求められる。 

 
２．研究の目的 

 上記の問題を解決する一つの手段として、一つの標的分子だけでなく、現象に伴う複数
の化学種を認識するANDロジックゲート型のプローブ分子が考えられる。近年、炎症組
織などをターゲットとした AND ロジックゲート型プローブ分子の報告例はあるものの
[JACS, 2013, Chang]、低酸素環境を標的とした分子設計では未だ報告例がない。申請者
は、細胞内の還元的環境を標的とした従来の分子設計に加えて、低酸素環境で発現増強し
ている細胞表面マーカーを標的とした分子設計を組み合わせて、高い選択性で低酸素環
境を検出可能なANDロジックゲート型のプローブ分子を開発することを目指した。 

 
３．研究の方法 

 本研究では腫瘍の低酸素環境で発現増強されるマーカー分子を標的とした抗体を用い
て、抗体-酵素複合体で腫瘍に酵素を局在化する。そして本酵素の基質と低酸素環境に応
答する分子を組み合わせて、腫瘍に局在化した酵素と腫瘍内の低酸素環境の二つのイン
プットがある場合にのみドラッグリリースされる分子設計を検討した。本研究での課題
は、生体中での ① 酵素の失活、② 基質の安定性、の２点であった。これら課題に関し
て、酵素の安定性を増す化学修飾法を開発するとともに、基質の安定性に影響を与える親
水性や分解抑制を目指した構造最適化研究を実施してきた。 
 また基質の構造最適化研究を行っている際に、亜鉛に対して選択的に応答する分子を
偶然に見出した。本分子骨格に蛍光色素および亜鉛配位サイトを導入し、亜鉛に対して選
択的かつ高感度に検出可能な分子を開発した。さらに本分子の亜鉛検出メカニズムを蛍
光解析・HPLC-MSにて詳細に解析した。加えて、過去知見を参考として亜鉛の蛍光プロ
ーブを複数合成し、比較評価も実施している。 
 
４．研究成果 

 酵素の安定性向上のために化学修飾方法を検討し、酵素上のリジン残基を標的とした
ラジカル重合型のポリマー形成によって酵素の安定性を増すことに成功した。さらに基
質の構造最適化を検討したところ、親水性が増すにつれて分子の分解が加速される結果
であった。そこで親水性と分子の分解速度でバランスの良い化合物構造を抽出するとと
もに、親水性が高いものの分子骨格は安定である構造を探索中である。 
 一方で、この構造最適化研究の間に偶然に亜鉛に対して選択的に応答する分子構造を
見出した。本分子骨格に蛍光色素を連結した分子は、亜鉛と反応したのちに色素を放出し
て発蛍光するとともに、残された骨格は細かく裁断されながら亜鉛も放出する。放出され



た亜鉛はリサイクルされて他の分子と反応しながらシグナル増強できる。これら分子は、
細胞中であっても既存分子（蛍光プローブ）に比べて高い感度を持ち、より低濃度域での
亜鉛検出を可能とすることが分かった。これら研究成果は国際学術誌や学会などにて公
表済みである。 
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