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研究成果の概要（和文）：報告者が開発した高速反応を用いて、温和な条件下で癌細胞表面を蛍光標識し、マウスに導
入して、非侵襲的な分子イメージングで癌転移を可視化した。特に、細胞表層糖鎖遺伝子を操作した癌細胞について転
移を検討し、糖鎖構造に起因する癌転移への影響を生きた動物レベルで検証した。一方、同様の高速反応を用いて、細
胞表面に様々な糖鎖やPETイメージングのポジトロン放出核種を効率的に導入する手法を確立した。さらに、細胞表面
の特定の分子を選択的に反応させる技術を確立し、生体内で標的の細胞に対して標識や糖鎖導入できる可能性を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Tumor cell surface was fluorescently labeled by the investing’s innovative 
reaction under the quite mild conditions, and their metastatic potential in mice was efficiently 
visualized by noninvasive imaging. Especially, the tumor cells and their transfected versions expressing 
surface glycan-related genes were successfully imaged, and the glycan dependence on the metastatic 
potential was evaluated noninvasively. The cell surface method for introducing the various glycans and/or 
positron emitter for PET imaging has also been established. This investigator has succeeded in modifying 
selectively the specific molecules on the cell surface, thus the method developed in this research could 
be applicable to selectively introducing the functional glycans and/or labels in live systems, i.e., 
noninvasively imaging and regulation the tumor metastasis.

研究分野： 有機合成化学、グライコケミカルバイオロジー、天然物化学、分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 
動物レベルで癌の初期転移を高感度で検出
し、これを即座に阻止することは、医療診断
分野における最重要課題である。近年、癌の
転移とその細胞表面の N-結合型糖鎖との関
連性が次第に明らかになりつつあり、癌細胞
上の構造を制御することが、転移を制御する
新しい可能性として興味が持たれる。一方、
転移の検出法として、緑色蛍光タンパク質
(GFP)に代表されるレポーター遺伝子を用い
る遺伝子工学的手法は、今や癌転移の機構の
解明や小動物レベルでの検出になくてはな
らないツールである。しかし、これらの方法
はインビトロの実験や、細胞レベルでは成功
を収めているが、動物個体レベルでの研究で
は、操作の利便性や標識効率性の観点から未
だ困難であり、特にヒト、すなわち診断の到
底不可能である。このような背景から報告者
は、標的とする癌細胞を短時間で簡便に標識
化し、もし可能ならば生体内で直接、癌転移
を制御する糖鎖因子を癌細胞表層上に修飾
できれば、初期癌転移を抑制する画期的な戦
略を提起できると考えた。このためには、標
的の細胞への選択的な標識や、糖鎖で修飾す
る画期的な手法の開発が鍵となっていた。ま
さに最先端の合成化学と糖鎖生物学的手法、
さらに医療診断技術の融合による、画期的な
概念•方法論の提起が必要となっていた。 
 
２．研究の目的 
報告者が開発した細胞表面での高速 6-アザ
電子環状反応を用いて、癌細胞を蛍光標識化
し、モデルマウスで初期癌転移を非侵襲的に
可視化することを目的とした。転移の鍵とな
る糖鎖遺伝子を欠損•回復させた癌細胞の転
移を可視化して、糖鎖構造に依る癌転移の抑
制効果を生きた動物レベルで実証する。さら
に、同様の 6-アザ電子環状反応を用いて、
可能ならば生体内の癌細胞に転移抑制性糖
鎖を導入し、転移を阻止できるかどうかをイ
メージングにより検証することを目的とし
た。このために、細胞表面への選択的な標識
基と糖鎖分子の導入を検討するとともに、最
終的にヒトへの PET 診断への応用も意図し
て、細胞をポジトロン放出核種で標識するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)報告者が開発した高速 6-アザ電子環状
反応を用いて、温和な条件下で癌細胞表面を
蛍光標識化し、マウスに導入して、癌転移を
非侵襲的なイメージングで可視化する。特に、
転移の鍵となる細胞表層糖鎖遺伝子を操作
した癌細胞について転移を可視化して、糖鎖
構造に起因する癌転移の抑制効果を生きた
動物レベルで検証する。 
(2) 同様の電子環状反応を用いて、細胞表面
に N-結合型糖鎖や 68Ga-DOTA（半減期 68 分）
に代表されるポジトロン放出核種を効率的
に導入する手法を確立する。 

(3) 生体混合物の中から特定の癌細胞を選
択的に標識、あるいは糖鎖導入を実現するた
めに、表面の特定の分子を選択的に標識する
技術を確立する。 
 
４．研究成果（本文中の文献は、５．主な発
表論文等から示す） 
(1) まず、報告者が開発した高速 6π-アザ電子
環状反応を用いて癌細胞を蛍光標識化し、ヌ
ードマウス内での初期癌転移を非侵襲的に
可視化することを試みた。既に確立した電子
環状反応のプロトコルに従って、癌細胞に対
して近赤外線領域に吸収を持つ蛍光色素
（Hilyte Fluor 750）を導入した結果、癌細胞
を殺傷することなく効率的に表面を蛍光標
識することができた。そこで、癌細胞の N-
結合型糖鎖が癌の転移に与える影響を蛍光
イメージングにより検討した（図１）。始め
に、ヒト胃癌株細胞 MKN-45 、および
N-acetylglucosaminyl transferase（GnT-V）を強
制発現させたMKN-45糖鎖改変癌細胞につい
て転移イメージングを実施した。GnT-V を強
制発現させることによって、癌細胞表層にお
けるマトリプターゼの耐性獲得や α5β1 イン
テグリンのガレクチンを介した癌細胞の遊
走と浸潤の亢進により、転移が促進されるこ
とが知られている。報告者の方法により標識
した両者の癌細胞を、BALB/c ヌードマウス
の腹腔内に投与して蛍光イメージングを行
った結果、MKN-45 糖鎖改変癌細胞がより顕
著な転移を示すことを明確に可視化するこ
とができた 6。 

 

Fig. 1. 

 
 一方、N-結合型糖鎖におけるコアフコース
が欠如したヒト結腸癌株細胞 HCT116、およ
び フ コ ー ス の 合 成 に 必 要 な
GDP-mannose-4,6-dehydratase (GMDS) を遺伝
子導入してフコシル化を回復させた HCT116
糖鎖改変癌細胞についてもイメージングを
行った。HCT116 糖鎖改変癌細胞では、NK 細
胞による TRAIL を介したアポトーシスによ
り転移が抑制されることが既に分かってお
り、この効果についてもイメージングにより



可視化することができた。このように、糖鎖
構造に起因する癌転移の促進や制御効果を
生きた動物レベルで非侵襲的に検証するこ
とに成功した 6。 
 
(2) 次いで、様々な糖鎖をタンパク質や生細
胞表面に効率的かつ迅速に導入する一般的
な化学的手法の確立を目指した。まず、アミ
ノ基接着プローブ 1 を調製し、２種のアミノ
基同士を二回の段階的なアザ電子環状反応
によって繋ぐことを試みた（図２）。すなわ
ち、歪み解消クリック反応を経て効率的に調
製したプローブ 1 に対して、まず糖ペプチド
に存在するアミノ基に対して反応させた後
（１つ目の電子環状反応）、次いでタンパク
質や細胞表面のアミノ基に対して作用させ
ることにより（２つ目の電子環状反応）、糖
鎖を複合化することができた 5。 

 

Fig. 2. 
 
図３のイメージでは、FITC で蛍光標識した糖
ペプチド（図２）を HeLa 細胞に対して複合
化した結果であるが、プローブ 1 の共存下で
細胞表面が標識されていることが分かる
（FITC: 緑、核: 青）。しかし本法では、１つ
目の電子環状反応で濃度を厳密に制御しな
ければ糖ペプチドが２つ反応してしまうこ
と、さらに糖鎖フラグメントとして、リジン
残基を有する糖ペプチドを用いなければな
らない制限のため、誰もが使用できる一般的
方法とはなり得なかった。 

 
Fig. 3. 
 そこで改良法として、アジド基を有する糖

鎖を調製し、これに対してまず歪んだアセチ
レンを有する共役アルデヒドプローブ 2を反
応させ、次いでタンパク質や細胞へ導入する
方法を検討した（図４）。その結果、様々な
複合型 N-結合型糖鎖を室温でタンパク質や
細胞表層へ導入することに成功した。従来の
活性化エステルやイソチオシアネート法を
用いる手法と比較して格段に糖鎖導入効率
が向上し、様々なタンパク質に対して、複雑
な糖鎖構造でも複数分子を簡便に導入する
ことが可能となった。さらに、このように調
製した人工糖タンパク質は、その糖鎖構造に
よって、タンパク質動態や代謝過程、さらに
移行した臓器における細胞レベルでの集積
が著しく異なることを見出した。また、癌へ
優位に移行する N-結合型糖鎖も見出した。糖
鎖構造による生体内ダイナミクスや集積を
明確に制御したのは世界で初めての例であ
る。 

 
Fig. 4. 
 
さらに同様の複合化の手法は、ポジトロン核
種標識の手法としても非常に有効であるこ
とが判明した（図４）。ポジトロン放出核種
である 68Ga は、サイクロトロンを必要とせず、
68Geの自然崩壊によって容易に得られるため、
その配位錯体は PET イメージングのための
有望な標識核種として注目されている。従来、
タンパク質やペプチドなどの生体分子に対
し、まず金属配位子である DOTA を導入した
後、68Ga を配位させて、PET イメージングが
実施されてきた。しかし、配位子への金属導
入には過酷な条件が必要であったため（高温、
酸性条件下）、その使用は安定な分子のみに
限られており、本研究課題が目指す細胞や糖
鎖付加細胞のイメージングとして使用する
ことは不可能であった。そこで、図４の方法
に 従 っ て、 ア ジ ド 基 を 有 す る 安 定 な
68Ga-DOTA 配位子を予め調製した後、歪んだ
アセチレンを有する共役アルデヒドプロー
ブ 2 へ迅速に結合させ（75 oC、15 分、100%）、
さらに続けて生体分子のアミノ基へ短時間
でほぼ定量的に標識することに成功した。実
際に本法を用いて、ペプチドの癌 PET イメー
ジングに成功し、様々な糖鎖複合体（タンパ
ク質、細胞）のイメージングを行う基盤を確
立した。 
(3) さらに、生体分子混在物から特定の細胞



への選択的な糖鎖導入や標識を目指して、癌
細胞に過剰発現するV3 インテグリンリガ
ンドである RGD ペプチドをアザ電子環状反
応の共役アルデヒドプローブに導入するこ
とにより、細胞選択な複合化を検討した（図
５）。ここでも報告者のアザ電子環状反応を
最大限に利用した。すなわち、歪んだアセチ
レン、およびアジド基を含む共役アルデヒド
4,5 を調製した後、まずリガンドとなる環状
RGDyK ペプチドに対してアザ電子環状反応
で歪んだアセチレン部分を導入した。次いで、
歪み解消のクリック反応により、さらに共役
アルデヒド部分を導入した後、得られたプロ
ーブ 6 を細胞へ作用することにより、アザ電
子環状反応による細胞選択的な複合化を試
みた。これらの一連の効率的な反応プロセス
により、中間体を全く精製することなく、
様々な細胞選択的なリガンドを簡便に共役
アルデヒドプローブに導入することが可能
となった。尚、本実験では、細胞表面への選
択的な複合化を可視化するために、細胞表面
で複合化が起こった際に蛍光が発現する
FRET システムを活用した。V3 インテグリ
ンが過剰発現する標的の細胞表面と複合化
された場合にのみ蛍光を示すシステムであ
る（図５）。 
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Fig. 5. 
 
検討の結果、V3インテグリンを過剰発現し
ない Hep3B 細胞では、蛍光が見られなかった
のに対して、過剰発現する RAW264.7 細胞で
は、その表面に顕著な緑蛍光が認められた

（図６）。さらに、これらの反応条件下では
細胞毒性が全く認められなかった。このよう
に、V3インテグリンのようなタンパク質特
異的なリガンドの相互作用を有効に利用す
ることにより、細胞選択的に糖鎖複合化や標
識を実現した 4。動物内などの生体分子の夾
雑物が存在する中でもこれら手法を使用で
きる可能性を示す成果を得た。 
 

 

Fig. 6.  
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