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１．研究計画の概要 

本研究では機能性小分子プローブをデザ
イン・合成し、生きた状態での生体内分子が
有する生理機能の直接観測を行う。この目的
のため、in vivo（動物個体）における可視
化解析のための化学原理を精査し、生命科学
研究に応用可能なスペックにみあう分子プ
ローブ開発を次の二項目に関して行う。 
（1）酵素活性を in vivo で検出する 19F-MRI
プローブの開発 

新規原理に基づく加水分解酵素の 19F-MRI
プローブの開発を行う。これまでに、in vitro
や細胞レベルの実験において、酵素活性によ
って、設計したプローブの MRI シグナルが変
化することを示した。本研究課題では、この
プローブを用いて生物個体内における酵素
活性の可視化を行う。さらに、応用展開とし
て、レポーター酵素の活性を捉える MRI プロ
ーブの開発を行い、個体内の遺伝子発現を検
出する。 
（2）in vivo における蛋白質の機能性分子ラ
ベル化技術の開発 

特定の蛋白質を生きた状態で特異的に修
飾する技術を開発する。プローブ分子のデザ
イン・合成より開始し、試験管レベルでのラ
ベル化実験の後、in vivo でのラベル化技術
の開発を行う。また、蛋白質のラベル化に伴
い蛍光強度が変化するスイッチ機能をもつ
新しい原理を開発し、その原理に基づいた分
子設計・合成を行い、生物応用へ展開する。 
 
２．研究の進捗状況 
（1）酵素活性を in vivo で検出する 19F-MRI
プローブの開発 
まず、代表的なリポーター遺伝子産物であ
るβ-galactosidase の活性検出を目的とし

て、β-galactosidase の反応基質に 19F 化合
物と Gd3+錯体を組み込んだ新規プローブ
Gd-DFP-gal を設計・合成した。Gd-DFP-gal
は、Gd3+錯体の常磁性緩和促進効果をスイッ
チとして酵素反応に伴い 19F-MRI シグナルが
上昇するものである。実際に、Gd-DFP-gal の
19F-MRI を測定したところ、酵素反応前は、シ
グ ナ ル が 検 出 さ れ な か っ た が 、 β
-galactosidase の添加により、19F-MRI のコ
ントラストが増大することが示された。また、
固定細胞内及びマウス固定脳に発現させた
β-galactosidaseの活性のMRI検出に成功し
た。 
（2）in vivo における蛋白質の機能性分子ラ
ベル化技術の開発 
 あるリガンドと特異的に結合する蛋白質
をタグとして、そのリガンドの蛍光性誘導体
からなるプローブにより標的蛋白質をラベ
ル化する方法の開発を行った。まず、タグ蛋
白質として、β-lactam 環を有する化合物と
特異的に結合するβ-lactamase 変異体
(BL-tag)に着目した。この BL-tag の結合基
質であるβ-lactam 環を有する化合物をもと
にして、蛍光クエンチャーと蛍光色素をつな
いだプローブを設計・合成した。また、同様
の設計で、蛍光波長の異なる種々の色素を導
入した蛍光プローブを作成した。これらのプ
ローブは、BL-tag と結合するまでは、蛍光が
消光しており、BL-tag との結合に伴い蛍光ク
エンチャーが解離し蛍光を発する発蛍光型
プローブである。設計したプローブにより、
細胞膜上に発現させた BL-tag 融合 EGFR を
種々の蛍光波長でライブセルイメージング
することに成功した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 

機関番号：１４４０１ 

研究種目：若手研究（Ｓ） 

研究期間：2008～2012 

課題番号：20675004 

研究課題名（和文） 化学プローブのデザイン・合成による動物個体イメージング      

研究課題名（英文） Design, Synthesis and Biological Application of Chemical Probes for 

in vivo Imaging 
 

研究代表者 

 菊地 和也（KIKUCHI KAZUYA） 

  大阪大学・工学研究科・教授 

研究者番号：70292951 



 

 

（理由） 
MRI プロジェクトでは、Gd3+の常磁性緩和促

進効果を利用した原理に基づきプローブ設
計を行い、MRI の観測核種として生体バック
グラウンドシグナルが小さい 19F を選択し、
酵素反応によってコントラストが上昇する
プローブ合成に成功した。この結果、動物個
体内の酵素活性を可視化できる機能性 MRIプ
ローブの設計原理を確立した。また、蛋白質
ラベル化プロジェクトでは、蛍光蛋白質の問
題点（蛍光強度が弱い、発現量制御ができな
い等）を解決するため、機能を付与しやすい
化学プローブの利点と発現場所を制御しや
すい遺伝子工学手法の利点を生かした新規
蛋白質ラベル化手法を開発し、生物応用に成
功した。 

以上の結果より、研究開始後３年間で基礎
原理の確立を終了し、今後の発展研究の礎を
築くことに成功したと考えている。このため、
目標通りの成果を順調に挙げることができ
ていると自己評価した。 
 
４．今後の研究の推進方策 

Gd-DFP-gal の 膜 非 透 過 性 と β
-galactosidase が細胞内にしか発現できな
いことから固定操作が必要であった。そこで、
レポーター酵素のうち、細胞膜上に提示可能
で細胞膜非透過性プローブによっても検出
可能なβ-lactamase のプローブの開発を行
う。現在、予備的な実験として、β-lactamase
活性を 19F MRI で検出するためのプローブの
合成を行っており、これまでに開発してきた
19F MRI 検出原理の応用が可能であることが
明らかとなっている。本研究では、このプロ
ーブを用いてレポーター酵素であるβ
-lactamase 活性を検出することにより生細
胞及び個体内での遺伝子発現を 19F MRI で可
視化する。また、この技術と BL-tag を用い
た蛋白質ラベル化技術を組み合わせる。すな
わち、蛋白質標識のための近赤外蛍光プロー
ブを開発し、標的蛋白質に対して近赤外蛍光
プローブおよび 19F プローブを集積化させ、
in vivo 蛍光イメージング及び 19F MRI により
その挙動を解析する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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