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研究成果の概要（和文）： 

腫瘍の効果的な治療のためには、悪性度の高い低酸素がん細胞を早期に発見することが必要であり、

腫瘍内の病的低酸素領域を高感度に検出するためのイメージングプローブの開発が望まれている。

本課題では、生体応答を利用した「バイオセンサー型プローブ」の分子設計を行った。その結果、蛍光

色素の H 型ダイマー形成現象を設計したプローブは構造依存的に蛍光強度が変化し、低酸素病変

部のプローブとしての有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Tumor hypoxic microenvironment is potentially an excellent marker for malignant tumors and in vivo 
imaging of intratumoral hypoxia is significant for cancer treatment. 
  To construct the novel activatable protein probe, whose signals can be monitored only in hypoxic 
conditions, H-type dimer formation of fluorescent dyes was designed within the pVHL molecule to 
detect the structural change of pVHL. As the results, fluorescent signal of probe in native state is very 
low, while it was dramatically increased in denatured state, suggesting that signal intensity of the probe 
can be changed depending on its structure. This probe would be useful for the detection of intratumoral 
hypoxia. 
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞の活発で無秩序な増殖と、不完全

な血管新生が促進されることにより、腫瘍内には

低酸素領域が存在する。この領域のがん細胞は
放射線治療や化学療法に耐性を持ち、血管新
生の促進、浸潤・転移能の獲得、アポトーシスの
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回避など、悪性度が高いことが知られている。そ
のため、効果的な治療のためには低酸素がん
細胞を早期に発見することが必要であり、腫瘍
内の病的低酸素領域を高感度に検出するため
のイメージングプローブの開発が望まれている。 

しかし、病的低酸素領域は物理的な酸素濃
度で規定できないため、低分子化合物による検
出は困難である。そこで細胞内の生体応答を利
用し、汎用性・実現性の高い手法を組み合わせ、
環境検知プローブ分子設計における有効な方
法論の構築が必要である。 
 
２．研究の目的 

低酸素病変部を始めとして、生体内の病的特
殊環境を検知するイメージングプローブを開発
するために、生体応答を利用した「バイオセンサ
ー型プローブ」を設計するための方法論を構築
する。 
 
３．研究の方法 
 細胞の低酸素応答に重要なアダプタータンパ
ク質 pVHL タンパク質を scaffold とした分子設計
を行った。pVHL は通常酸素条件下では転写因
子HIFに結合してHIFのユビキチン化を促進す
る。低酸素条件下では自身が SUMO 化を受け
て核内に移行する。そこで pVHL の低酸素環境
依存的な構造変化、局在変化、量的変化を利
用してイメージングプローブを開発することを試
みた。 
 
４．研究成果 
 低酸素条件で培養した哺乳類細胞を用いて、
pVHL タンパク質量、局在の変化を解析したとこ
ろ、これらは低酸素依存性があまり見られないこ
とが明らかになった。そこで、pVHL の構造変化
を利用したプローブの作成を行った。pVHL は
低酸素条件下では SUMO化酵素PIAS4の活性
により SUMO 化される。そのため、PIAS4 との相
互作用時や SUMO分子の結合時には構造変化
を伴うことが予想される。そこで特定の構造をと
った時にのみシグナルを発するプローブの作成
を目指し、タンパク質分子の構造変化と蛍光色
素の H 型ダイマー形成による、消光-蛍光スイッ
チング現象を組み合わせた応答性プローブの
作成を行った。まず、pVHL タンパク質の立体構
造を基にしてアミノ酸を 2 個ずつ選び、それらを
システインに置換した 11 個の変異体を設計した。
これらの変異体を精製し、導入したシステイン残
基を蛍光色素 TAMRA-マレイミドで標識した。さ
らにネイティブ状態と界面活性剤で変性させた
状態とで蛍光強度を測定したところ、構造変化
に伴う蛍光増加が確認できた。このことは、
pVHL の構造変化を蛍光シグナルで検知できる
ことを示しており、応答性プローブの開発のため
の大きな成果である。 

さらに、消光-蛍光スイッチング現象が確認で
きた 3 つのプローブについて分子動力学シミュ

レーションを実施し、プローブの立体構造と H型
ダイマー形成が可能な距離を調査した。具体的
には、TAMRA を結合させた pVHL 初期モデル
構造を作成し、Amber プログラムを用いて MD
シミュレーションを行った。その結果、いずれの
プローブにおいても pVHL の主鎖構造は保たれ
ており、結晶構造をもとに設計を行うことで本来
の構造・機能を損なうことなく蛍光色素を導入で
きることが示唆された。さらに、TAMRAの色素間
距離は最大で約 40Å離れていても消光が観察
されたことから、この距離以内に収まるように色
素を結合することで、H 型ダイマー形成を人工
的に導入することが可能であることも分かった。
以上より、pVHL プローブのプロトタイプが作成
できた。また、当初の計画通り、合理的分子設計
に基づく環境検知プローブの分子設計におい
て汎用性の高い方法論を示すことができた。 
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