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研究成果の概要（和文）：本研究では、核磁気共鳴画像法(MRI)において、生体の機能を定量的

に評価することが可能な分子プローブの開発を行うことを目的とした。高フッ素化デンドリマ

ーのフッ素(19F) NMR の信号を生体反応により応答させ、信号の時間変化分に定量性を持たせ

る手法の確立を目指した。結果的に、癌細胞で活性の高いリン酸加水分解酵素やグルタチオン

還元酵素の活性を定量的に検出することができた。これらの成果は、本研究の目標を十二分に

満たすものである。 

 
研究成果の概要（英文）：In this project, the developments of the molecular MR probes were 
aimed for quantitative analysis of bio-functions. By using the perfluorinated dendrimers 
as 19F MR probes, several detection systems were established. In addition, the 
applicability of the probes for the tumor detection was also investigated. Initially, 
the nanoparticle-based probes were prepared with the target-responsive 
molecular-releasing mechanism. Consequently, the bimodal evaluation for the enzymatic 
activity was accomplished using the synthetic probes. Next, to present the practical 
demonstration, the 19F MR probes for monitoring the glutathione reductase activity were 
prepared. Finally, the quantitative detection of the target enzyme can be achieved. These 
results indicate that the purposes of this project can be fully accomplished. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２０１０年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２０１１年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 

 

研究分野：化学 

科研費の分科・細目：複合化学・高分子化学 

キーワード：分子プローブ・19F MRI・癌診断 

 
１．研究開始当初の背景 
生体内の物質輸送や反応を計測すること

は基礎研究から疾病原因の解明、臨床診断な
ど、生物学上様々に有用な情報を与えてくれ
る。特に、生体反応に応答して物性を変える

分子はプローブとして標的の反応の分子レ
ベルの情報を与えてくれる。また、新しい測
定原理でシグナルの増減を示す物質は、今ま
でとは切り口の異なる情報を与えてくれる
と期待される。したがって、新規の概念に基
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図１ フッ素化 POSSの構造式 

 

図２ プローブの動作機構 

づく分子プローブの開発は重要性が高い。 
MRI は、非侵襲、リアルタイムに測定が可

能で、測定深度が高いという特徴を有してい
る。分子プローブを用いて、MRI のシグナル
の制御系を構築することで、物質局在以上の
生体情報の抽出が可能となると期待できる。
19F NMR は、天然では他の同位体が存在せず、
測定感度は 1H NMRの約 80%と、多核 NMRとし
ては高感度という利点を持つ。また細胞等の
生体内条件での測定に用いる場合、周辺にフ
ッ素原子がほとんど存在しないことから、バ
ックグラウンドノイズが低い。さらに、19F MRI
では造影剤上のフッ素原子核を直接測定す
るため、強度の数量化が容易である。これら
の長所から、近年、フッ素原子を含有した化
合物をイメージングプローブとして用いて
撮像を行う 19F MRI が注目を集めている。 

 
２．研究の目的 
一つの生体反応を異なる二つの測定手法

で追跡することができれば、お互いのシグナ
ル変化を比較することによって、情報の正確
性を向上させることができる。逆に、片方の
測定手法では検出が難しい場面においても、
もう片方のシグナルを追跡することで検出
を続けることもできる。ここで、蛍光法はシ
グナルの強度の定量化が容易である。特に、
小動物レベルの実験を行うには最も強力な
測定技法のひとつである。そこで本研究では、
19F NMR シグナルと蛍光発光を一つの酵素反
応で同時に追跡することで、定量的検出が可
能な機能性 MRI造影剤の開発につながると考
えた。したがって、本研究では、19F MRI を用
いて、酵素反応を定量することが可能な分子
プローブの合成を目指した。特に、蛍光法で
もシグナル変化を同時に追跡することで、情
報の正確性を上げる仕組みの開発に取り組
んだ。以下、プローブの動作原理、本研究で
行った操作と実験結果について述べる。 
 
３．研究の方法 
一般に高フッ素化物は溶媒への溶解性が

低い。一方、高感度の検出を行うには電子的
に等価なフッ素原子を一分子中に集積しな
くてはならない。このトレードオフ関係の解
決のために、かご型シルセスキオキサン
（POSS）というデンドリマー型分子に対し、
にトリフルオロアセチル基を導入した高フ
ッ素化化合物を合成した（図１）。このフッ
素化 POSS は高い水溶性を示し、フッ素原子
を多数分子内に有することから、既存の 19F 
MRI造影剤よりも 10倍程度高い感度で検出が
可能であった。さらに、pH変化やプロテアー
ゼ添加において耐性を示し、血清中でも沈殿
や凝集などが起こらなかったことから、生体
からも安定してシグナルを発信することが
可能であると考えられる。次に、ここで得ら

れたフッ素化 POSS にスイッチ分子を導入す
ることで、生体内の様々な変化の検出に対応
したプローブを作成することを目指した。 
がん細胞では特異性の低いリン酸加水分

解酵素が過剰発現していることが報告され
ている。したがって、リン酸加水分解酵素活
性を定量できれば、がん細胞の早期発見に役
立つと考えられる。よって、本研究ではりん
酸加水分解酵素の活性の定量的な測定に応
用可能な 19F NMR/蛍光バイモーダルプローブ
の合成を目的とした。NMR 測定において、固
体状態では、溶液状態に比べ、化学シフトの
異方性が平均化されず、また、局所磁場の不
均化によって T2 緩和が加速され、感度が大
幅に低下する。我々はこれまでの研究で、こ
の現象を利用して、シリカナノ粒子表面にフ
ッ素含有化合物を固定化し、擬似的な固体状
態を作り出すことで、NMR シグナルの制御を
行う手法を構築した（図２）。ナノ粒子表面
に固定化されたフッ素含有化合物は、19F NMR
測定において感度が低下し、シグナルが検出
されない。生体内反応などの特定の刺激によ
ってナノ粒子表面から水中に放出されるこ
とによって、分子運動が活発化し、シグナル
が検出されるようになる。ここで、リンカー
を構成する分子としてリン酸ケージされた
フルオレセインを用いた。両端に存在する水
酸基をリン酸エステルにより修飾するとス
ピロ構造を形成することで、フルオレセイン
特有の緑色の蛍光発光は抑えられる。リン酸
化水分解酵素の働きによりこれらのリン酸
エステル基が除去されると、ラクトンの開裂
に伴い、強い蛍光発光が観測される。したが

って、リン酸加水分解酵素がリン酸部位を



 
Reagents: (a) ethyl trifluoroacetate, 

triethylamine, methanol, 83%; (b) 

fluorescein, phosphorus 

oxytrichloride, triethylamine, 

chloroform, quant.; (c) F-POSS, 

chloroform; (d) amino-modified silica 

nanoparticles, chloroform. 

スキーム１ ナノ微粒子型プローブの合成 

開裂させることで、高フッ素化 POSS とフル
オレセインの放出が同時に起こることから、
19F NMR シグナルと蛍光発光の増加として酵
素反応を検出することができると考えられ
る。 
プローブの合成はスキーム１のように行

った。まず、ナスフラスコにメタノール 800 mL
及び濃塩酸 135 mL を入れて混合し、そこに
3-アミノプロピルトリエトキシシラン 100 mL
を一気に添加した。その後、室温で 72 時間
攪拌したところ、白色沈殿が生成した。この
沈殿をろ過し、メタノールとジエチルエーテ
ルで洗浄することにより、オクタアミノ POSS
の塩酸塩を得た（18.8 g、収率 30%）。同定は、
1H・13C・29Si NMR で行い、特に 29Si NMRで–66 
ppmに一本線が得られることで T8構造である
ことを確認した。もし、かごの形成が不完全
でシラノールが残っている場合、–57 ppm 付
近にピークが観測される。質量分析はジヒド
ロキシ安息香酸をマトリックスとして
MALDI-TOF-MSにより測定した。これ以外のマ
トリックスではあまり感度よくピークが観
測されなかったことと、ケイ素の同位体のた
めに観測されたピーク自体も分裂していた。
これらのスペクトル測定の結果より不純物
は確認されなかった。得られたオクタアンモ
ニウム POSS に対し、4当量のトリフルオロ酢
酸エチルをメタノール中、トリエチルアミン
存在下室温で 3 時間反応させた。1H NMR によ
り POSS の 2 位のプロトンのシフトからアミ
ド結合生成量を算出し、反応が終結したこと
を確認した。溶媒を除去することで高フッ素
化化合物とトリエチルアミン塩酸塩の混合
物を得た。次に、3-アミノプロピルトリエト
キシシランとテトラエトキシシランをエタ
ノール中、アンモニア水を触媒として、ゾル
―ゲル反応を行い、表面にアミノ基を有する
シリカナノ粒子を作製した。フルオレセイン
に過剰量のオキシ塩化リンを加え、1 時間加
熱還流した。反応液を真空乾燥した後、クロ
ロホルムに溶解させ、トリエチルアミン存在
下、上述のフッ素化 POSS と反応させた。こ
の反応液をアミノ基が提示されたシリカナ
ノ微粒子に作用させた。シリカナノ微粒子の
クロロホルム分散液は室温中、1 時間撹拌し
た後、遠心沈降させた。クロロホルム、水、
メタノールによる洗浄により目的のプロー
ブを得た。 
得られた高フッ素化 POSS 修飾シリカナノ

粒子は水に高い分散性を示した。また、透過
型電子顕微鏡の写真より、粒子間の癒着など
はほとんど起こっていないことが示された。
また、分散液を 19F NMR で測定したところ、

シグナルが観測されなかった。また、分散液
からはほとんど蛍光発光は測定されなかっ
た。5 M の水酸化ナトリウム水溶液でシリカ
ナノ粒子ごと溶解させると、19F NMR 測定にお
いて、－75 ppm付近に鋭いピークが観測され
た。このことから、高フッ素化デンドリマー
がナノ粒子上に導入された状態では、分子運
動が抑制され、NMR シグナルが消失すること
が確認された。また、490 nm の光を照射する
と 515 nm にピークトップを持つ蛍光発光が
得られた。これらは、高フッ素化デンドリマ
ーが溶液中に放出されることで、分子運動が
回復し、19F NMRシグナルとして観測できるこ
とと、フルオレセインの放出が起こったこと
を意味する。シリカナノ粒子ごと溶解させた
溶液の 19F NMR のシグナル強度から、フッ素
原子の濃度を計算し、高フッ素化デンドリマ
ーの導入量を測定したところ、81 nmol/mg と
見積もられた。同様に、溶解液の紫外可視吸
収スペクトルより、フルオレセインの導入量
は 471 nmol/mg であることが分かった。 



 
図３ (a)溶液の 19F NMR シグナル強度と

(b) 蛍光発光強度の酵素量を増加させた

時の時間変化のグラフ 

 
図４ 図３の結果より得られた（a）19F NMR、

(b) 蛍光発光における検量線に細胞破砕

液からの測定値をフィッティングさせた

結果 
PBS 緩衝液中（pH = 7.4）で、リン酸加水

分解酵素存在下、37 °Cでプローブを反応さ
せた。1 時間後に 19F NMR を測定したところ、
－75 ppm 付近に単一のピークが観測された。
一方、酵素を加えなかった場合、NMR のシグ
ナルが観測されなかった。蛍光強度について
も同様に、酵素添加により発光強度が増大し
たが、酵素を含まない試料からは反応後でも
発光はほとんど得られなかった。この結果は
プローブがリン酸加水分解酵素を検出可能
であることを意味している。さらに、酵素濃
度を変化させ、シグナルの増大速度を比較し
た（図３）。蛍光と 19F NMRの両方で酵素濃度
の上昇とともに、シグナル増大速度も増加し
た。横軸に酵素濃度、縦軸に増大速度をプロ
ットすると直線関係が得られた（図４）。こ
の直線を検量線として、濃度未知の試料の活
性を測定することで、本研究で合成したプロ
ーブの有効性の検証を行った。 

HeLa 細胞の破砕液中のリン酸加水分解酵
素の定量を行った。まず、p-ニトロフェニル
リン酸の加水分解より活性を求めると 95 ± 
9 U/mLであった。次に、先ほどと同様にプロ
ーブを用い、反応を行った。そこから得られ
た値を図４にフィッティングすることで、19F 
NMR からは 97 U/mL、蛍光強度の増加からは
98 U/mL という値が算出された。以上のこと
から、本研究で開発したプローブは一つの反
応を 19F NMR と蛍光で同時観測が可能である
ことのみならず、それぞれの方法で定量が可
能であることが示された。 
 

４．研究成果 
今回、リン酸化水分解酵素を標的とし、シ

リカナノ微粒子を機能性分子により修飾し
たものを用いることで 19F NMR/蛍光バイモー
ダルプローブの合成を行った。得られたプロ
ーブを用いるとそれぞれの検出手法でリン
酸化水分解酵素の活性を定量することがで
きた。ここで得られたプローブはがん細胞の
早期発見への応用が期待できる。さらに、本
研究戦略はリンカー部位を変えることで
様々な生体反応や環境変化についても対応
できると考えられることから、汎用的なプロ
ーブの開発につながると期待される。 
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