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研究成果の概要（和文）：　がん幹細胞の悪性度評価のため、(1) デュアル応答性分子プローブの開発、(2) ア
ルデヒド脱水素酵素(ALDH)活性の高コントラスト可視化技術の確立、および (3) ALDHと他の生体内環境応答性
およびプローブの迅速排泄を志向したプローブを開発した。
　カルボキシエステラーゼ(CE)と生体内活性酸素種の過酸化水素に応答するdual応答型PiQを合成し，生体内情
報を可視化する技術を確立した。また、がん幹細胞の悪性度評価ツール開発の観点から、がん幹細胞に特異的に
発現するALDHのサブタイプに応答するプローブC5S-Aの性能向上に取組み、新たにβC5S-Aを合成し、プローブの
性能評価を行った。

研究成果の概要（英文）：　To evaluate the malignancy of cancer stem cells, we have developed (1) 
dual-responsive molecular probes, (2) high-contrast visualization techniques for aldehyde 
dehydrogenase (ALDH) activity, and (3) probes aimed at responding to ALDH and other in vivo 
environmental stimuli while facilitating rapid probe excretion.
　We synthesized a dual-responsive PiQ that responds to carboxylesterase (CE) and hydrogen peroxide,
 a reactive oxygen species in vivo, and established a technique for visualizing biological 
information.From the perspective of developing tools for evaluating the malignancy of cancer stem 
cells, we focused on improving the performance of the probe C5S-A, which responds to ALDH subtypes 
specifically expressed in cancer stem cells. We newly synthesized βC5S-A and evaluated the 
performance of the probe.

研究分野： 有機合成化学・生物有機化学

キーワード： がん幹細胞　酵素応答性プローブ　ESIDPT　凝集誘起発光　活性酸素種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん幹細胞はがんの増殖や再発に大きく関与していることや通常のがん細胞と異なり薬物耐性が高いことが知ら
れている．そのためその可視化技術の確立はがんの早期発見に加えて悪性度評価の観点から重要と考えられてい
る．しかし，がん幹細胞を選択的に可視化できる分子プローブは本研究代表者らが開発したものを含め数例に限
られている．また，悪性度の高いがん幹細胞を同定する技術開発も立ち遅れている．したがって，がん幹細胞の
悪性度を識別できる高機能性分子プローブの開発は，効果的ながん治療につながるポテンシャルを秘めており，
学術的価値とともに社会的意義が大きいと考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

当研究グループで

は、がん幹細胞で過剰

発現する ALDH 酵素

を検出できる分子プ

ローブ A を開発した

（図 1a）。プローブ A

を使用すれば、顕微鏡

観察でがん幹細胞を

容易に識別できる（図

1b）。さらに、がん細胞と比べてがん幹細胞の蛍光強度の違いを利用して、既存のプロ

ーブでは極めて困難であったがん幹細胞を分離することに成功した。これらの成果に基

づき、がん幹細胞の悪性度を詳細に調査するための複数の刺激に応答する蛍光プローブ

の開発に取り組んだ。 

がん幹細胞の対称

分裂過程では、酸化酵

素のモノオキシゲナ

ーゼ（MO）が過剰に発

現する。そのため、MO

と ALDH を同時に検

出できる蛍光プロー

ブを用いることによ

り、対称分裂を活発に

繰り返す通常のがん

細胞による偽陽性判定を避けることができる。当研究グループでは、卵巣がん細胞で過

剰に発現する β-ガラクトシダーゼ（β-gal）と酸性 pH 環境を同時に検出できる蛍光プロ

ーブ B を開発した（図 2a）。老化細胞でも β-gal 酵素が過剰に発現するが、老化細胞の

リソソーム内の pH はがん細胞の pH よりも高いため、プローブ B は卵巣がん細胞と老

化細胞を区別できる（図 2b）。複数の刺激に応答する分子プローブが擬陽性の検出を防

ぎ、がん幹細胞の悪性度調査に活用できると着想した。 

 

２．研究の目的 

がん幹細胞は増殖力が高く、がんの発生や悪化に影響を与えることが認識されるが、

すべてのがん幹細胞が悪化に関与するわけではない。本研究は、高効率の多重刺激応答

図 1．(a) ALDH応答性プローブ A。(b) 既存のプローブとプ

ローブ Aで共染色した共焦点顕微鏡像．同じ領域を細胞群に

点在する輝点が幹細胞。 

図 2．(a) β-galと pHに応答するプローブ B。 (b) 共焦点顕微

鏡像。 



型蛍光分子を用いてがん幹細胞の悪性度を評価することを目的とした。現在、がん幹細

胞を特定できる分子プローブは少なく、特に悪性度の高いものを識別できるプローブは

開発が遅れている。悪性がん幹細胞だけを識別できる新規プローブの開発に成功すれば、

がん治療へのさらなる貢献が期待できる。また、この技術によってがん幹細胞が対称分

裂を繰り返すことでがん組織内の割合が増加し、がんの進行が加速されることがわかる。

さらに、特定の酵素を過剰発現するがん幹細胞を可視化するためのプローブ開発も極め

て重要であり、がんの根本的なメカニズムの解明につながる可能性がある。この研究の

目的は、がん化の瞬間を捉え、がん細胞の成長変化を追跡するためのツール開発を目指

した。 

 

３．研究の方法 
[複数の刺激に応答する分子プローブの開発] 

がん幹細胞の悪性度評価を実現する基盤となるのは、複数の刺激に応答する優れた性

能を持つプローブ分子の創成である。励起状態分子内プロトン転移（ESIPT）は、異な

る互変異性体からの吸収と発光を特徴とし、大きなストークスシフトを持つ。ESIPT 分

子に比べて、励起状態分子内二重プロトン転移（ESIDPT）分子の研究例は、あまり多く

ない。ESIDPT 分子として知られている 6,6′-ジメチル-2,2′-ビピリジン-3,3′-ジオール（BP）

は、高効率の ESIDPT プロセスを示す。BP の二つのプロトン転移部位は、複数の刺激

に応答するプローブの理想的な候補として機能すると予想した。BP に関する広範な研

究に比べて、非対称構造がESIDPTプロセスに与える影響はまだ研究されていなかった。

本研究では、3-（3-ヒドロキシピリジン-2-基）イソキノリン-4-オール（PiQ）を合成し、

分子プローブとしての機能化に取り組んだ。 

PiQ は BP にはない凝集誘起発光（AIE）特性を示すことが明らかとなった。AIE 特

性を持つ ESIPT 分子の利点は、大きなストークスシフト、優れた光安定性、と自己消光

速度が遅いことである。PiQ は 150 nm

の大きなストークスシフトと AIE 特性

を示し、極性の細胞内環境における凝集

起因消光を防ぐことができる。PiQ を過

酸化水素（H2O2）に反応する基団および

カルボキシエステラーゼ（CES）に反応

する基団で機能化することにより、H2O2

および CES の複数の内因性刺激を検出

できる蛍光プローブ C が得られた（図

3b）。 

 

図 3．蛍光プローブ Cの活性化プロセス。 

CES：カルボキシエステラーゼ。 



４．研究成果 

[ESIPT 蛍光分子骨格の AIE 特性]  

様々な混合比の

Milli-Q 水とアセト

ニトリル（MeCN）中

で、PiQ の吸収およ

び発光スペクトル

を測定した。MeCN

中のPiQの最大吸収

波長は 360–380nm

に観察された（図

4a）。混合溶媒中の

水の割合が増加す

るにつれて、420-450nm に新たな吸収ピークが現れ、吸光度が徐々に増加した。水の含

有率が 80%から 90%の間で、PiQ の発光強度（励起波長 380nm）が急激に増加し、典型

的な AIE 特性を示した（図 4b）。 

 

[水溶液中での PiQ集合体]  

界面活性剤 TX-100 を含む

PiQ の吸収と発光スペクトル

を測定した（図 5a）。TX-100

は Milli-Q/水溶液中の PiQ の

蛍光強度に顕著な影響を与

え、TX-100 がない Milli-Q/水

溶液中と比較して、PiQ の蛍

光強度は低下した。界面活性

剤の添加により PiQ の水中で

の凝集が顕著に減少し、発光

強度も顕著に低下した。これ

は PiQ の AIE 特性を強く支持

する結果である。透過電子顕

微鏡（TEM）を用いて、水中

でのPiQの自己組織化による

集合体の形態を調査した（図

5b）。集合体は分枝構造を持

ち、主な「根」から硬い「枝」

図 4．異なる量の Milli-Q 水を含む MeCN 中の PiQ（10 μM）の 

(a) UV-vis吸収スペクトルと (b) 発光スペクトル（λex = 380 nm）。 

図 5．(a) TX-100を含む（緑色の線）、または含まない

(青色の線）水と、アセトニトリル（赤色の線）中の

PiQ（10 μM）の発光スペクトル。(b) 透過電子顕微鏡

画像。(c) PiQの集合体の蛍光画像。λex = 350/50 nm; 

λdet = 500/40 nm. 



が伸びていることが観察された。350/50 nm の励起光による蛍光顕微鏡画像は、PiQ の

針状集合体が固体状態で蛍光を発することを明確に示している（図 5c）。一般的な J 型

集合体のスリップ角は 0° から 54.7° の範囲とされており、PiQ の結晶中のスリップ角

が 51° であったことから、PiQ が水中で J 型集合体を形成し、AIE 特性を発現した可能

性が高いことが示された。 

 

[活性細胞内の H2O2の検出性能]  

 PiQ の AIEおよび ESIPT 特

性を確認した後、プローブ C が

活性細胞内で H2O2 を検出でき

る能力を調べた。ホルボールミ

リステー ト酢酸エステル

（PMA）処理を受けたマクロフ

ァージでは、過剰な ROS を含

む多数の小胞が見られる。内因

性 H2O2 の発生を誘導するた

め、マクロファージを PMA で

30 分間前処理した。続いて、

PMA で前処理した細胞と処理

していない細胞をプローブ C

と共に 1 時間インキュベート

し、共焦点レーザー顕微鏡で観

測した（図 6）。PMA未処理の

マクロファージでは、蛍光はほとんど検出されなかった。一方、あらかじめ PMA処理

をしたマクロファージでは強い蛍光が検出された。プローブ C が活性細胞中の内因性

H2O2を検出する光誘起発光プローブとして機能することを明らかにした。 

本研究結果は、PiQおよびその類縁化合物が生体イメージングにおいて持つ可能性を

明らかにした。さらに、研究結果は、PiQ の ESIPT および AIE 特性に基づく複数の刺

激に応答する分子プローブの開発に向けた理論的および実験的な基盤を提供した。

(Chem. Eur. J. 2024, in press) 

 

 

図 6．PMAで前処理を行った（PMA（+））か行わ

なかった（PMA（−））マクロファージにプローブ

C（10 µM）を 1時間インキュベーション後のCLSM

画像。 λex / λdet = 405 nm/410–587 nm. 
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