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研究成果の概要（和文）：化学原理に基づいた機能性プローブ開発、遺伝子工学による蛋白質改

変、最新の機器測定技術を融合させることにより、次世代分子イメージング技術に有用な要素

技術の開発を行った。具体的には、①生細胞内の遺伝子発現の 19
F MRI 検出技術、②蛋白質の

機能性分子ラベル化技術、③蛋白質の時間分解イメージング技術、の開発を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Several elemental technologies for next-generation molecular 

imaging methods were developed by integrating chemical principle-based functional probe 

design, protein engineering, and latest instrumental analyses.  Specifically, three 

technologies, which are 19F MRI detection system to visualize living cellular gene 

expression, novel protein labeling technology, and time-resolved photoluminescence 

imaging technology for proteins, were developed. 
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１．研究開始当初の背景 

生体分子の真の機能を解明するには、生物

が生きたままその機能を調べる必要がある。

それゆえ、生きた細胞・組織中における分子

の挙動を調べる「蛍光イメージング技術」は

近年爆発的に進展した。しかし、蛍光イメー

ジングにはⅠ．動物個体実験においては光の

組織透過性に問題がある、Ⅱ．自家蛍光など

のバックグラウンドシグナルが観察の妨げ

となる、など課題も多い。そこで、これらの

点を克服する生体分子のイメージング手法

の開発が強く求められていた。 

 

２．研究の目的 

化学原理に基づいた分子設計により、生き

た細胞・動物個体内におけるタンパク質機能
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の探索手法を開発する。具体的には、研究代

表者がこれまでに遂行してきた 19
F MRI プロ

ーブ、長寿命蛍光プローブ、およびタンパク

質の機能性分子ラベル化法の３つの研究を

融合させ、（１）遺伝子発現の 19
F MRI 検出、

（２）蛋白質の新規ラベル化技術開発、（３）

蛋白質の時間分解蛍光イメージング、の３つ

の研究遂行を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）遺伝子発現の19
F MRI検出 

これまでに開発した常磁性緩和促進効果

に基づく19
F MRIプローブの原理を用いて、新

たにβ－ガラクトシダーゼ活性を検出する19
F 

MRIプローブを設計し、その遺伝子発現検出

を試みた。 

さらに、改良型としてクラスA β－ラクタ

マーゼ活性を検出する19
F MRIプローブ分子

を作製した。β－ラクタマーゼがβ－ガラクト

シダーゼとは異なり細胞表面に提示可能で

あることを利用して、生きた細胞における遺

伝子発現の19
F MRI検出を試みた。 

 

（２）蛋白質の新規ラベル化技術開発 

細菌酵素β-ラクタマーゼの活性部位のアミ

ノ酸に変異を導入することにより、ペニシリ

ンあるいはセファロスポリンなどのβ－ラク

タム誘導体は加水分解反応途中で反応が停

止し、酵素－基質複合体が安定に形成される

。この現象を応用し、β－ラクタマーゼの変

異体をタンパク質タグとして利用すること

で、標的タンパク質に機能性分子を特異的に

修飾する新規「タンパク質ラベル化システム

」を開発した。ラベルする機能性分子として

は、クマリン、フルオレセイン、ローダミン

などの蛍光色素、あるいはビオチンなどの機

蛋白質と相互作用するものを選択した。 

続いて、SNAP-tagなどの市販されているタ

ンパク質ラベル化システムと同時に用いる

ことができるかを検討した。二種類のタンパ

ク質にそれぞれSNAP-tagおよび変異型β－ラ

クタマーゼを融合させ、培養細胞中で発現さ

せた。ここに本研究で開発したラベル化プロ

ーブとSNAP-tagプローブを添加しラベル化

を行なった。 

 

（３）蛋白質の時間分解蛍光イメージング 

 長寿命希土類蛍光を発する蛋白質ラベル

化プローブを開発し、蛋白質の時間分解蛍光

イメージングに取り組んだ。さらに、蛍光寿

命の違いによって蛍光シグナルを分離、異な

る擬似カラーで表示する新たなタイプのマ

ルチカラーイメージング方へ応用した。 

 

４．研究成果 

（１）遺伝子発現の19
F MRI検出 

開発したβ－ガラクトシダーゼ活性検出プ

ローブはβ－ガラクトシダーゼに高い特異性

を示し、類似の加水分解酵素には全く応答し

なかった。また、この分子をレポーター蛋白

質として用いることで、固定化した細胞内に

おけるβ－ガラクトシダーゼ遺伝子（lacZ）の

発現を19
F MRIで検出することに成功した。 

β－ラクタマーゼ活性検出プローブに関し

ても、β－ラクタマーゼに高い選択性を有し

ており、酵素添加によって19
F MRIシグナルの

増大が観測された。また、βラクタマーゼを

上皮成長因子受容体と融合させて、細胞膜表

面に提示させた。この融合蛋白質をレポータ

ー蛋白質として用いることで、生細胞内の遺

伝子発現の19
F MRI検出に成功した。 

 

（２）蛋白質の新規ラベル化技術開発 

開発した蛍光ラベル化プローブを用いる

ことで、細胞表面あるいは細胞内に発現させ

た蛋白質タグを選択的に蛍光ラベル化する

ことができた。また、適当な化学修飾を行う

ことで、細胞内蛋白質の蛍光ラベル化にも成

功した。このラベル化技術は、市販のタグ技

術と同時に用いることで、異なるタンパク質

を異なる蛍光色素で同時にラベル化するこ

とが可能であった。 

さらに、ビオチンラベル化プローブをアビ

ジン修飾蛍光量子ドットと組み合わせるこ

とで、様々な蛍光波長の量子ドットのラベル

化に成功した。また、ストレプトアビジン修



飾された超常磁性鉄ナノ粒子（SPIO）を細胞

特異的にラベル化し、タグ蛋白質を発現して

いる細胞のみを1
H MRIの陰性スポットとし

て検出することに成功した。 

蛍光共鳴エネルギー移動の原理を用いる

ことで、タンパク質にラベル化されると瞬時

に消光状態から蛍光状態に変化する「発蛍光

型ラベル化プローブ」の開発にも成功した。

この技術により、細胞膜蛋白質の非洗浄ラベ

ル化を達成した。このプローブを用いること

で、上皮成長因子受容体の細胞内から細胞表

面への移行をリアルタイムに蛍光発蛍光ラ

ベルすることで可視化することができた。ま

た、会合消光の原理を利用した発蛍光型ラベ

ル化プローブも開発した。 

 

（３）蛋白質の時間分解蛍光イメージング 

発光性のEu
3+錯体とアンピシリンを結合さ

せた発光性希土類錯体ラベル化プローブを

開発した。このプローブを用いて標的蛋白質

のラベル化を行い、時間分解蛍光測定を行う

ことで、自家蛍光に影響されない蛍光イメー

ジングが可能であった。さらに、希土類プロ

ーブと低分子蛍光プローブを同時に使用す

ることで、発する蛍光寿命の違いに基づいた

マルチカラーイメージングに成功した。 
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