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研究成果の概要（和文）： 

本研究ではアリールスルフォニル基を保護基に用いてGST検出のためのプローブ開発を行った

。開発したプローブは、基質自身はGSH修飾を受けず排出機構の影響を受けないため、細胞内で

安定してシグナルを発生させることが可能である。このアリールスルフォニル基を用いて、GST

で活性化される蛍光、化学発光、19F-NMRプローブおよびプロドラックの合成に成功した。 

 
 

研究成果の概要（英文）： 
Our aim is to develop of the probe, which is protected by arylsulfonyl group, for GST 

detection. The deprotected molecule, which is not a glutathione conjugate, makes it 
possible to achieve signal cell retention. We succeeded in synthesis of fluorogenic probes, 
bioluminescent probes, 19F-NMR probes and prodrugs against GST activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
第 2相薬物代謝酵素として知られるグルタ

チオン-S-トランスフェラーゼ(GST)は、がん
細胞で過剰発現していることが古くから知

られていた。この GST は、疎水性化合物(発
がん性物質、治療薬等)とグルタチオン(GSH)
の求核置換反応を触媒する。この反応の結果、
GSH 抱合体となった化合物はトランスポータ
ーの 1 種である多剤耐性タンパク質(MRP)に
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よって速やかに細胞外に排出される。この
GST の過剰発現が抗がん剤耐性の一因となっ
ているため、細胞内 GST活性レベルの情報は、
抗がん剤等の投薬診断の重要な決定指針と
なり、未だ不明な環境変化に対する GSTの発
現調節機構の解明にも寄与すると考えられ
る。 
これまでにも、生細胞内 GST 検出のための

蛍光発光プローブとしていくつか報告され
ていた。しかし、既出のプローブは蛍光を発
する際にプローブが GSH 抱合体となり、MRP
により速やかに細胞外に排出されることか
ら、細胞内 GSTの定量的検出は困難であると
予測された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、細胞内で安定にシグナルを発
生することが可能な GST検出プローブの開発
を目的とした。具体的には、「アリールスル
フォニル保護基が GST に認識され、脱保護さ
れる」反応メカニズムに基づいて、蛍光、化
学発光、19F-NMRプローブおよび GST 活性選択
的なプロドラックを合成する。 
 
３．研究の方法 
 
GSTの基質となる分子プローブは、GSH と

反応するアリールスルフォニル保護基部と、
機能がマスクされた本体から構成される。ア
リールスルフォニル保護プローブが細胞内
に導入されると、プローブに対し GSHが GST
を触媒として求核置換攻撃を行う。この芳香
族求核置換反応の結果、プローブから保護基
が除去され、シグナルが発生する(図 1)。こ
の反応の時に、プローブ自身は GSH 修飾を受
けないことから細胞内で安定してシグナル
を発生することが可能となる。 

 本研究ではプローブとなる機能性分子と
して、蛍光基質、化学発光基質および 19F-NMR
の基質を用い、異なるシグナルによる GST の
検出を試みた。また、これらプローブ設計で
得られた知見をもとに、抗癌剤であるドキソ
ルビシンにアリールスルフォニル基を導入
し GST特異的に薬効を示すプロドラックの開
発も併せて行った。 

 
４．研究成果 
 
蛍光プローブを用いた GST検出 
保護基にジニトロベンゼンスルフォニル

(DNs)基、蛍光基質にクマリン、ローダミン
およびクレシルバイオレットを用いて、450
から 650nmまでの異なる色調の GST検出プロ
ーブを開発した。次に、これらプローブを用
いて、Karolinska研究所と共同で各種 GST の
サブタイプに対する反応性について検討を
行った。その結果、今回合成したプローブは、
特に GSTA1-1に対し高い特異性を示すことが
明らかとなった。特に DNs保護クレシルバイ
オレット(DNｓ-Cv)は GST 非存在下と比較し
てその反応効率が 2.4×109 倍に増加するこ
とが確認できた。さらに DNs-Cv を用いて生
細胞内の GST イメージングを行ったところ、
細胞内の GSTレベルに応じた蛍光発光を得る
ことに成功した(図 2C)。 

 
 次に、アリールスルフォニル基に求電子性
の異なる様々な置換基を導入し、各種アリー
ルスルフォニル基で保護したプローブと GST
の反応性について検討を行った。結果、ｐ位
アセチル基もしくはシアノ基を用いたアリ
ールスルフォニル基を保護基に用いること
で高いシグナル・バックグラウンド比を持つ
GST 検出用蛍光プローブを得ることができた。
また、各種基質の構造活性相関から、保護基
部の電子吸引性が GSTに対する反応性の指標
である kcatに関連すること、また保護された
基質の構造が GSTに対する結合親和性 Kmに関
わっていることが示唆された。 
 
化学発光プローブを用いた GST検出 
 
 化学発光プローブとしてジオキセタン誘
導体を合成した。保護基には蛍光プローブの
開発で得られた知見をもとに 4-アセチル-2-
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図 1 GST 検出のためのプローブ開発 

図 2 (A) GST 検出蛍光プローブ, (B) 各蛍
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ニトロベンゼンスルフォニル(ANs)基を用い
た。GSH/GST 活性によりプローブから ANs 基
が除去されると、アルコキシジオキセタン中
間体が生成する。この構造が分解する際に化
学発光が起こることを利用して、系内の GST
活性を測定した(図 3A)。 

 
合成した化学発光プローブを用いて、試験管
内の GST の検出を行った(図 3B)。この際 GST
単体以外に、GST とレクチンの融合タンパク
質の検出についても合わせて検討した。その
結果、合成した化学発光プローブは GST融合
タンパク質の検出も可能であることが明ら
かとなった。これは、化学発光プローブが GST
タグを用いた ELISA形式での高感度検出へ応
用可能であり事を示すものである。さらにこ
のプローブを用いて生きた大腸菌内の GST活
性の検出を試みた(図 3C)。この結果、GST発
現ベクターである pGEX ベクターを導入した
大腸菌で優位な化学発光シグナルを得るこ
とに成功した。 
 
19F-NMR プローブを用いた GST 検出 

 

 19F-NMR プローブの合成はトリフルオロ基
を構造内に持つアミノクマリンを用いて合
成した。保護基には発光プローブと同様に
ANs 基を用いた。ANs 基が除去されると
19F-NMRのピークが 10.88 ppmから 11.00 ppm
へシフトすることを利用して GST活性を検出
した(図 4A)。このプローブは、各種 GSTサブ
タイプに対する酵素反応性解析から、αGST
に対して高い反応活性を示した。さらに、大
腸菌の培養液にプローブを添加したところ、
GST 発現している大腸菌でのみ顕著なシグナ
ル変化を与えた(図 4B)。このことから、この
プローブは MRIを用いた癌診断への応用が期
待できる。 
 
GST依存的プロドラックの開発 

 
プローブ開発で得られた知見をもとに、

GST 活性依存的に薬効を示すプロドラックの
開発を試みた。実験には抗がん剤の一種であ
るドキソルビシン(Dox)を用い、DOx のアミノ
基へアリールスルフォニル基を導入し、プロ
ドラック化を行った(図 5)。この結果、DNs
保護ドキソルビシンは GST高発現株でより高
い薬効を示すことを確認できた。 
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