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研究成果の概要（和文）：研究代表者は過去 20 年にわたり、標的分子を認識して蛍光シグナル

が変化する「蛍光プローブ」に代表される光機能性分子について研究を行っている。本研究で

はその集大成として、新たな蛍光団の創成から生体イメージングに至る総合的・多面的な研究

を行い、数多くのプローブの開発に成功した。また、創薬研究における化合物スクリーニング

や標的分子同定に有用な関連技術開発を行うと共に、新規 MRI 造影剤や光増感剤の開発も達

成した。 
 
研究成果の概要（英文）：Our group has studied on fluorescent probes, which change their 
fluorescence properties upon recognition of target molecules, and other photofunctional 
molecules in the last 20 years. In this project, we performed both basic and applied 
research regarding photofunctional molecules, from the development of novel fluorescent 
molecules to in vivo cancer imaging. We also developed useful imaging technologies for 
drug discovery, as well as MRI contrast reagents and photosensitizers. 
 
研究分野：生体関連化学 
 
キーワード：生体機能関連化学、ケミカルバイオロジー、分子イメージング 
 
１．研究開始当初の背景 

MRI や PET、光イメージングなどの手法
を用いて生体内の分子プロセスを可視化す
る「分子イメージング」技術は、疾患のメカ
ニズム解明や早期診断を可能にする革新的
な手段として大きな注目を集めている。また
創薬の分野においても、細胞内あるいは in 
vivo 蛍光イメージングを用いた薬効評価に
より、新薬開発の効率化を図ろうとする動き
が盛んになっている。電磁波照射によって機
能を発揮する「光機能性分子」の適用範囲は
イメージングに留まらない。例えば、光励起
により細胞障害性の活性酸素種（ROS）を産
生する化合物（光増感剤）を利用して選択的
に細胞を殺傷する光線力学療法（PDT）は、
手術や放射線治療、制がん剤に次ぐ新たなが
ん治療法として盛んに研究されており、その
一部は実際に臨床でも使用されている。 
我々の研究グループではこれまで、標的分

子を認識して蛍光特性が変化する「蛍光プロ
ーブ」を中心とする光機能性分子の設計・合

成研究を精力的に展開してきた。また、開発
した分子を細胞・組織イメージングに応用し、
一酸化窒素（NO）や亜鉛イオン、活性酸素
等の生物学に貢献してきた。しかし、我々の
これまでの光機能性分子は基礎生物学への
応用を志向したものであり、医療や創薬研究
への応用を目指したプローブ開発は必ずし
も十分ではなかった。 
 
２．研究の目的 

疾患部位において選択的にシグナル強度
が変化する「蛍光プローブ」や「MRI 造影剤」
の開発は、各種疾患の非侵襲的かつ早期の診
断を達成する上で重要である。また、光照射
により細胞を殺傷する「光増感剤」は、新た
ながん治療法として近年注目されている。本
研究では、最終的な医療（＝診断、治療、創
薬研究）応用を視野に入れつつ、これら３種
に代表される実用的な「光機能性分子」を合
理的に開発することを目標とした。具体的に
は、(1) in vivo イメージングに適した蛍光プ
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ローブの開発、(2) 新規光増感剤の開発とが
ん病変部位への集積による優れた光線力学
療法の開発、(3) 機能性 MRI 造影剤の開発に
よる病変部位の可視化、(4) 高精度分析に適
した蛍光プローブの開発による疾患マーカ
ー分子の高感度検出、(5) 蛍光プローブを用
いた新薬候補化合物評価手法の開発と実証、
の 5 点を達成すべく研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 アカデミア研究として独創的かつ実用的
な光機能性分子を開発するにあたっては、単
に既存の化合物を場当たり的に修飾するの
ではなく、物理化学的原理に基づいて新たな
設計指針を立案したり、化学的に新規な分子
を合成したりすることが不可欠である。我々
はまずこれらの基礎研究に取り組み、以下で
詳述する新たな蛍光団および蛍光制御原理
の開発、MRI 造影剤の設計原理の提唱、光増
感剤の設計原理の構築を行った。続いて、得
られた知見に基づいて実際の機能性分子を
合成し、in vitroおよび細胞実験において機
能を確認すると共に、必要に応じて構造修飾
や実験プロトコルの最適化を実施した。更に、
医学部附属病院所属の研究分担者および外
部の生物系・医学系研究者と共同で、臨床を
見据えた動物実験やヒト血液サンプルを用
いた実験、大規模ライブラリーからの化合物
スクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
 以下、５つの研究目標について得られた具
体的な成果を述べる。これらはいずれも当該
分野の国際一流誌に受理されており、世界を
リードする最先端の研究成果といえる。 
(1) in vivo イメージングに適した蛍光プロ
ーブの開発 
①がんや虚血性疾患の病変部位は、一般に低
酸素微小環境（hypoxia）と呼ばれる酸素濃
度が低い状態になっている。生体内で
hypoxia を検出することは疾患の早期診断・
治療に有用であると考えられる。本研究では
まず、生体イメージングに適したシアニン類
を蛍光団に用いた新規低酸素感受性プロー
ブの開発を行った。具体的には、hypoxia で
活性が亢進しているとされる P450 還元酵素
等によるアゾ基の還元反応を利用して 
FRETの解消により蛍光団の蛍光が上昇する

プローブ QCy5（図１）を合成した。In vitro
および培養細胞での検討からQCy5は低酸素
条件選択的に迅速かつ大幅に蛍光上昇を示
すことがわかったため、動物（マウス）を用
いた in vivo イメージングを行ったところ、
図１に示すように虚血刺激（血管の結紮）を
行った肝臓において蛍光の上昇が観察され
た（JACS, 2015, 132, 15846）。 
 しかし、QCy5 の蛍光上昇は強い低酸素条
件でないと起こらず、臨床的に注目されてい
る酸素濃度を蛍光で検出するのは難しかっ
た上に、分子量が大きいため体内動態にも課
題があった。そこで我々は、アミノ基を有す
る蛍光色素に低酸素感受性部位であるアゾ
基を直接導入した Azo rhodamine 類を初め
て合成し、これらが低酸素検出プローブとし
て機能することを示した（図２）。このうち
MAR は 1-5％の弱い低酸素状態でも蛍光強
度の上昇を示し、東北大学医学部と共同でラ
ット網膜の虚血状態を検出することに成功
した（ACIE, 2013, 52, 13028）。 

我々は更に、蛍光消光団である QSY-21 色
素が低酸素条件下で比較的安定なラジカル
を生成することを発見し、これを利用して可
逆的な低酸素プローブを開発した（JACS, 
2012, 134, 19588）。 
②650－900 nmの近赤外領域は、生体成分の
吸収が少なくin vivo蛍光イメージングにお
いて最適な波長とされる。近赤外領域に発光
を有する蛍光団としては①で用いたシアニ
ン類が良く知られているが、光退色に弱く安
定性に欠けるという欠点もある。また最近、
赤色蛍光団であるローダミン類の 10 位酸素
原子をSi原子に置換した化合物（SiR）が近
赤外領域に蛍光を示すことが報告されたが、
蛍光プローブへの展開や誘導体の光学特性
については全く知られていなかった。そこで
我々はまず、この酸素原子を他の 14 族また
は 16 族元素へと置き換えた化合物を種々合
成し、その光学特性や蛍光強度制御の可能性
について精査した（ACS Chem. Biol., 2011, 
6, 600; JACS, 2011, 133, 5680; JACS, 2011, 
133, 14157; JACS, 2012, 134, 5029 他）。一
連の研究の結果、SiR類は大きな長波長シフ
トと光安定性を同時に達成できること、還元
的光誘起電子移動（a-PeT）による蛍光強度
制御が比較的容易であることが明らかとな
った。これらの知見に基づいて開発したpH
プローブやZn2+プローブ、次亜塩素酸イオン



 

 

プローブはいずれも反応前後で大きな蛍光
強度変化を示し、細胞イメージングやin vivo
イメージングにおいて有用であった。更に
我々は、フルオレセイン類においても酸素原
子をSi原子に置換することで吸収・蛍光波長
の長波長化が起こることを初めて示し、この
変換により開発した新規赤色蛍光団を
TokyoMagenta（TM）と命名した。そして
TMを基本骨格とする蛍光プローブを各種開
発し、イメージングへと応用した（Chem. 
Commun., 2011, 47, 4162; ACIE, 2013, 52, 
3874 他）。これらのプローブの中で、Ca2+を
標的とするCaSiR-1（図３）およびCaTM-2
は現在タカラバイオから市販されている。 

③タンパク質のペプチド結合を加水分解す
る酵素であるプロテアーゼはヒト体内に 500
種類ほど存在するとされ多くの疾患に関与
している。実際、プロテアーゼ活性を検出す
るプローブは、がんを始めとする病変部位の
術中診断に有用と考えられるが、これまでの
蛍光プローブは波長や蛍光強度変化幅の点
で S/N が十分ではなかった。そこで我々は、
有機蛍光分子の中でも明るく視認性に優れ
たローダミン（HMRG）の分子内環化反応に
着目し、プロテアーゼとの反応により迅速か
つ大きな蛍光上昇を示す新規蛍光プローブ
群の開発に成功した（図４、JACS, 2013, 135, 
409）。その後の検討により、特に GGT（γ
‐グルタミルトランスペプチダーゼ）プロー
ブのがん選択性が高いことが分かり、現在は
東京大学医学部附属病院を中心に、臨床応用
を目指したヒト摘出サンプルでの実験も行
われている。 

(2) 新規光増感剤の開発とがん病変部位への
集積による優れた光線力学療法の開発 
 光照射に伴い活性酸素（1O2）を産生して
細胞を殺傷する「光増感剤」は、がん治療や
細胞生物学研究において有用な分子ツール
である。しかし、一般的な光増感剤を用いた
場合、病変部位以外へと分布した光増感剤に

対して太陽光等の治療目的以外の光が当た
ることにより、正常な組織で炎症が起きてし
まう副作用が存在する。そこで我々は、特定
の酵素反応によって活性化されることで初
めて1O2酸素生成能を獲得する機能性光増感
剤を新たに開発することにより、上記の問題
点の克服を目指した。 
 具体的な分子設計としては、増感剤の基本
骨格としてSe原子を 10 位に導入したロドー
ル類（SeRhodol）を選択し、分子内環化反応
による増感能のOn/Off制御を目指した。共鳴
エネルギー移動（FRET）や光誘起電子移動
（PeT）を原理とする機能性増感剤の報告は
過去にあるが、本設計はこれらと比較して反
応前の活性を大きく抑制でき、非特異的な光
毒性を低減できると考えられる。実際にモデ
ルとなるSeRhodol類を合成して1O2産生能
を測定したところ、色素の酸素原子をアルキ
ル化することで期待通り分子内環化が促進
され、中性条件下で可視領域の吸収を持たな
くなることが分かった。 
続いて、レポーター酵素として汎用される

β-galactosidaseを標的とした機能性増感剤
SeRhodol galを合成し、ショウジョウバエを
用いた実験において、光照射および標的酵素
が共に存在するときのみ1O2による細胞死が
起こることを示した（図５、ACIE, 2014, 53, 
6772）。更に、類似の設計に基づきプロテア
ーゼ（GGT）を標的とする機能性増感剤の開
発を行い、鶏卵モデルを用いてがん細胞選択
的なPDTを実現できることを示した（論文投
稿準備中）。 

(3) 機能性 MRI 造影剤の開発による病変部
位の可視化 
核磁気共鳴画像法（MRI）は一般に生体内

の水素原子核に由来するNMRシグナルを画
像化する手法であり、生体深部まで撮像可能
である、分解能が高い、放射線被曝がない等
の利点から臨床医療において様々な疾患の
画像診断に汎用されている。MRIの撮像にお
いては、より詳細な画像診断を行うために、
水素原子核のMRシグナルを増大させる効果
を持つガドリニウム（Gd3+）錯体をはじめと
したMRI造影剤が用いられることがある。さ
らに近年では、Gd3+錯体に分子認識や局在制
御などの機能を導入することで、特定の病態
や生体分子を可視化する機能性MRI造影剤
の開発も試みられている。しかし、従来の
MRI造影剤は総じて細胞膜の透過性が悪く、
標的組織への十分な集積を達成する事が難



 

 

しかったため、生体イメージングにおける感
度は十分でなかった。 
そこで我々は、Gd3+錯体に細胞内滞留性の

高い蛍光色素を結合させることで、体内にお
ける標的部位への集積性を向上させると共
に、蛍光・MRIのデュアルイメージングを達
成しようと考えた。具体的には、まず肝臓に
集積しやすいことが知られるシアニン構造
をGd3+錯体に導入し、マウスを用いて化合物
の動態を検討したところ、設計どおり肝細胞
内にGd3+錯体が導入されることが分かった
（Bioconjugate Chem., 2011, 22, 2227）。続
いて脂肪滴への集積が知られる蛍光色素で
あるBDPを錯体に導入した化合物を合成し、
動脈硬化巣の可視化を目指した。合成した誘
導体のうち、特に 2BDP3Gdは優れた特性を
有しており、疾患モデル動物における動脈硬
化巣をMRIでイメージング可能であった（図
６、Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 8611、表
紙に採用）。 

(4) 高精度分析に適した蛍光プローブの開発
による疾患マーカー分子の高感度検出 
①脂質やポリアミンの代謝により生成する
アクロレインは、脳梗塞のバイオマーカーと
しても期待されている不飽和アルデヒドで
ある。アクロレインの検出には現在 HPLC を
用いた方法が用いられているが、この手法は
同時多検体処理を必要とする臨床検査には
不向きであった。そこで我々は、チオール基
のMichael付加反応に続くアルデヒドの捕捉
反応によりアクロレインをマイクロビーズ
に固定化し、夾雑物を洗浄除去することで
S/N の大幅な向上を図るという全く新しい分
析手法を開発した。種々の条件検討の結果、
最終的には 52 µLという微量のヒト血液サン
プルを用いた場合でも 0.5 µM 以下のアクロ
レインを検出することに成功したほか、シク
ロフォスファミド（CPA）投与モデルマウス
における血中アクロレイン濃度の上昇を検
出できることも示した（Chem. Commun., 
2014, 50, 14946、裏表紙に採用）。更に、東
京大学医学部附属病院および千葉大学医学
部と共同で、疾患患者サンプルでのアクロレ
イン測定も実施した。 
②Tb3+を始めとする希土類の錯体は、水中で
ミリ秒オーダーの長い発光寿命を有するこ
とが知られており、時間分解測定を利用する
ことで通常の蛍光分子より高いS/Nでの分析

が可能になる。そこで我々は本研究において、
酵素反応により発光強度が変化する希土類
発光プローブの開発に取り組み、薬物代謝酵
素であるNATやレポーター酵素であるALP
の活性を高感度に検出可能なプローブを開
発した（Chem. Commun., 2012, 48, 2234; 
Chem. Eur. J., 2012, 18, 7377）。更に、多く
の酸化還元酵素に対して補酵素となる
NAD(P)HがTb3+錯体に対して消光能を有す
ることを見出し、これを利用した一般性の高
い酵素アッセイ系の構築を行った（図 7、
Chem. Commun., 2015, 51, 8319）。 

③電気泳動により分画された酵素の活性を
ゲル上で検出する zymography 法は、複雑な
混合物中で特定の酵素活性を検出するため
の有用な手法である。しかし通常の蛍光基質
を用いた場合、ゲル中での拡散の影響で高感
度な検出が難しい。そこで我々は、泳動を行
ったゲルを細かく切断して蛍光プローブと
反応させることで高感度な酵素活性検出を
可能にする DEG 法を開発した（JACS, 2013, 
135, 6002）。本法は、LC/MS/MS によるプロ
テオミクス解析と組み合わせることで生体
サンプル中における特定の蛍光プローブの
代謝責任酵素を同定する手法としても有用
性が期待される。 
(5) 蛍光プローブを用いた新薬候補化合物評
価手法の開発と実証 
①細胞膜上または細胞外でヌクレオチドや
リン脂質の代謝を司る酵素である NPP ファ
ミリーは、最近の研究から炎症や疼痛、腎臓
病等に関与することが示唆されており、創薬
標的として注目されている。しかし、これら
の酵素活性を区別して検出する方法は乏し
く、阻害剤探索や機能解明の妨げとなってい
た。我々は、東北大学薬学部の青木淳賢教授
と共同で、自身が以前開発した蛍光母核であ
る TokyoGreen を基にした分子設計により
NPP2 および 6 の活性を簡便かつ高感度に測
定する蛍光プローブの開発に成功した。そし
て、これらプローブを用いて東京大学創薬オ
ープンイノベーションセンター（名称は当
時）が保有する公的化合物ライブラリーをス
クリーニングすることで、各酵素に選択的な
低分子阻害剤を複数発見した（図８、JACS, 
2011, 133, 12021; ACS Chem. Biol., 2013, 8, 
1713）。中でも NPP2 に対する阻害剤の一つ
は治療薬のリード化合物として有望な優れ



 

 

た薬理効果を有しており、国際特許の取得に
加えて製薬企業への導出を達成した。 

②最近の研究により、タンパク質のポリユビ
キチン化はタンパク質分解だけでなく様々
なシグナル伝達に関係することが明らかと
なってきた。中でも、直鎖状ポリユビキチン
化を担う酵素複合体である LUBAC は、がん
等の疾患に関与することが疑われている。そ
こで我々は、大阪大学医学部（当時）の岩井
一宏教授と共同で、時間分解発光測定を用い
た LUBAC の活性評価系を開発し、東京大学
創薬オープンイノベーションセンター（名称
は当時）が保有する公的化合物ライブラリー
から阻害剤スクリーニングを行った。その結
果、真菌が産生する二次代謝物である
gliotoxin が LUBAC に対する阻害能を有す
ることが明らかとなった。そして、種々の実
験により gliotoxin が LUBAC 依存的な直鎖
状ポリユビキチン化を阻害することで
NF-κB の活性化を抑制することを示した
（ACS Chem. Biol., 2015, 10, 675）。 
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