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研究成果の概要（和文）：これまでに当研究グループで開発したタンパク質分析用蛍光試薬にお

いて得られた知見を基に、血管新生因子を検出するための蛍光プローブの設計・合成、性能評

価を行った。その結果、ペプチドと蛍光発色団から構成される VEGF 検出用プローブ

等を開発し、ナノピラー構造を有する基板に精密に固定化することにより、血清中の

VEGF 等を高感度かつ簡易的に検出することに成功した。  
 
 
研究成果の概要（英文）：Design and synthesis of fluorescent probes for the detection of 
angiogenesis was carried out based on the knowledge obtained by the development of 
fluorescent reagents for the detection of proteins.  As a result, molecular probes for the 
detection of VEGF constructed by peptides and fluorescent molecules were developed, and 
the highly sensitive and easy detection of VEGF was successful with the use of nano-pillar 
substrates.   
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１．研究開始当初の背景 

近年の情報機器の急速な発展とともに、撮

像技術及び画像処理技術が目覚ましく進歩

し、細胞・組織の構造や生体分子の機能など

に関わる種々の生命現象可視化イメージン

グすることが可能となってきた。より詳細な

生体機能の可視化解析のために期待される

ものは、高感度画像技術などのハードウェア

の開発もさることながら、新たなる発想に基

づく新規可視化プローブ分子の設計、および



測定法の確立が必要となってくる。 
 
２．研究の目的 

申請者は、特定の化学物質や化学環境に対

応したセンシング機能を有する新規機能性

材料の設計・合成とそれらを利用した高性能

ケミカルセンサーまたはバイオケミカルセ

ンサーの創製に関する研究を推進している。 

本研究では、これまでに得られた知見を基

に、癌細胞の増殖・転移に密接に関与する代

表的な 2種類の血管新生因子（FGF と VEGF）

を同時認識し、可視化イメージングを行うこ

とが出来る新規蛍光分子プローブの設計・合

成およびその性能評価を行う。さらに、開発

した試薬の応用として、癌治療・診断を目的

とした病巣の検出・同定を行うための可視化

イメージング技術への適応の可能性を評価

する。 

 
３．研究の方法 
(1)蛍光プローブの設計・合成 

これまでの経緯からVEGFおよびFGFに対

する有効な結合部位は明らかとなっている。

具体的には、VEGF 検出用プローブでは、

VEGF 受容体の VEGF 結合部位(アミノ酸配

列：NECDIARMWEWECFERL)を採用し、FGF

検出用プローブでは、ヘパリンを採用した。 

上記結合部位に導入する蛍光発色団を選定

する上で考慮することは、①標的物質(VEGF

および FGF)との反応前後において蛍光強度

が大きく変化すること、②可視光での励起が

可能であること③VEGF と FGF を 2 種類の分

子プローブで同時に検出するため、各々のプ

ローブの励起波長が重ならないこと、が挙げ

られる。上記 3 つの問題点は、タンパク質検

出用蛍光分析試薬の利点(①タンパク質との

反応によって無蛍光の状態から強い蛍光を

発する、②可視光による励起が可能である、

③蛍光発色団と上記結合部位を連結するス

ペーサーを調節する)を採用することによっ

て解決した。 

 

(2)蛍光プローブの性能評価 

VEGF 検出用分子プローブおよび FGF 検

出用分子プローブそれぞれ単独で、VEGF 濃

度あるいは FGF 濃度と蛍光強度との関係を

測定し、解離定数を初めとした熱力学的パラ

メータの算出を行った。算出した値を基に、

VEGF と FGF が混合している系においても、

各々の分子プローブが互いに妨害すること

なく、目的物質を選択的に認識できることを

見極めて、混合系に用いる分子プローブを選

択した。さらに、各々のプローブの蛍光強度

が、VEGF あるいは FGF 以外の妨害物質にど

の程度影響を受けるかを確認した。妨害物質

として、無機塩、還元剤、界面活性剤、核酸、

糖、有機溶媒を用いた。これらの妨害物質を、

分子プローブと標的物質との複合体に過剰

量添加し、蛍光強度がどの程度変化するかを

確認した。 

さらに、VEGF 検出用プローブを利用した

デバイス化(VEGF の高感度検出)への基礎検

討および医療診断に向けた適応の可能性試

験として、シリカを原料とし、ピッチ200nm、

高さ 1μm のナノピラーから構成される基板

上に精密に固定化し、VEGF との相互作用に

ついて検討した。 

 

４．研究成果 

VEGF検出用蛍光分子プローブ及び FGF検

出用蛍光分子プローブ設計・合成および性能

評価を中心に行った。それぞれの蛍光分子プ

ローブの蛍光発色団は、これまでに開発した

タンパク質検出用試薬を改良し、標的物質と

の疎水性相互作用による複合体形成および

分子内の ICT状態の変化によって強い蛍光発

光を誘起する部位として 4-(ジシアノメチレ 



 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 VEGF 添加前後における VEGF 検出用

プローブの蛍光スペクトル 

 

ン)-2-メチル-4H-ピランを有するものおよび

フルオレセイン誘導体とした。上記の蛍光発

色団を、VEGF 検出用プローブでは、VEGF

受容体の VEGF 結合部位(アミノ酸配列：

GPGSGRGWVEICAADDYGRGPGSK)に導入

した。また、FGF 検出用プローブでは、ヘパ

リンに導入した。これらの蛍光分子プローブ

が、それぞれ目的とするタンパク質を特異的

に認識するかどうかを、蛍光光度法を用いて

確認した。その結果、VEGF および FGF 添加

前は、蛍光分子プローブからは微弱な蛍光が

観察されたが、室温下、VEGF および FGF を

添加すると、それぞれ目的のタンパク質と相

互作用した時のみ、瞬時に蛍光強度の増加が

確認された。検量線については、VEGF 濃度

および FGF 濃度と蛍光プローブの蛍光強度

との間には良好な直線関係が成立した。表面

プラズモン共鳴(SPR)法を用いて、蛍光分子プ

ローブと目的とするタンパク質の解離定数

を算出したところ、10-9 M オーダーの値が算

出された。また、妨害物質の影響について検

討したところ、無機塩、還元剤、有機溶媒な

どは、蛍光プローブと VEGF および FGF との

反応に影響を与えないことが分かった。さら

に、上記蛍光プローブをシリカを原料とし、

ピッチ 200nm、高さ 1μm のナノピラーから

構成される基板上に精密に固定化し、VEGF 
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図 2 プローブを固定化したナノピラー基板

の SEM 画像 

 

および FGF との相互作用を確認したところ、

単に溶液状態に分散させた時および平坦な

基板に固定化させた時よりも、5 倍程度の検

出限界の向上および血清中の VEGF および

FGF の検出にも成功した。 
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