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研究成果の概要（和文）：本研究では機能性化学プローブをデザイン・合成し、生きた状態（in vivo）での生
体内分子が有する生理機能の直接観測を行った。成果としては、（１）パーフルオロカーボン内包シリカナノ粒
子を用いた高感度19F MRIプローブを開発し、プローブのがん組織への集積、生体深部における酵素活性の検
出、マルチカラーイメージングへと応用した。（２）pH応答性を有する機能性蛍光プローブを開発し、活性化し
た破骨細胞が酸を放出して骨を溶かす様子を生きたマウス体内で可視化することに成功した。これらの機能性分
子プローブのデザインによって生物個体内の分子動態解析を可能とする新たなツールを提供するに至った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we designed and synthesized functional chemical probes for 
visualization of physiological phenomena in living animals. (1) We developed highly sensitive 19F 
MRI nanoprobes composed of perfluorocarbon-encapsulated silica nanoparticles. We used the nanoprobes
 for visualization of tumor tissue, detection of enzyme activity, and multicolor imaging. (2) We 
developed pH-responsive fluorescent probes for imaging acidic pH regions in bone tissue during 
osteoclastic bone resorption. The real-time images revealed actual behaviors of activated 
osteoclasts in living mice.
These functional molecular probes provide new tools for analyzing dynamics and function of 
biomolecules in vivo. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： in vivoイメージング　化学プローブ　分子イメージング　MRI　破骨細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した化学プローブは、生きた動物個体内で起こる細胞や分子の機能を理解するための有用なツール
となりうる。特に、19F MRIを利用した生体深部における酵素活性の検出や、破骨細胞によって骨が溶解する様
子は本研究で開発した化学プローブによって初めて観察できたものである。これらの化学プローブを用いて、動
物個体内での生理機能や薬剤に対する応答の詳細な解析が今後期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

申請者はこれまでに、蛍光プローブの開発により生物
機能を明らかにし、さらにスイッチング機能を有する MRI
プローブを開発し生体深部での酵素活性を可視化するこ
とに成功している。これらのイメージングプローブの開
発によって他の技術では見えない分子機能を可視化して
きた。この過程で、実際の生物試料において汎用的に使
用できるプローブ開発の重要性を実感し、応用範囲の広
い蛋白質ラベル化と高感度 MRI プローブ作成に着手した。
その発展として今回、本研究によってはじめて可能とな
る in vivo 可視化解析法を企画した。 

現在使われているイメージングプローブは蛍光蛋白質
(Fluorescent Protein, FP)を用いる場合が殆どであり、
その発現タイミングや発現強度の制御は容易ではない。
このため、詳細な時間と局在解明に対応した技術を創り
出す研究は皆無であった。この状況下、研究代表者は測
定したい分子との反応に着目して化学プローブをデザイ
ンするという発想を基に、時間を特定して標的蛋白質に
蛍光団を導入する原理を開発し、分子認識あるいは酵素
反応を分光情報（蛍光特性変化・NMR 緩和時間変化）へ
と変換できるプローブをデザイン・合成し、生物応用に
成功してきた。本研究ではさらに、動物個体（in vivo）
への応用を可能とするよう化学プローブの機能を向上さ
せ、出口の見える基礎研究を推進する（図１）。 
 

２．研究の目的 
本研究では機能性小分子プローブをデザイン・合成し、生きた状態での生体内分子が有する

生理機能の直接観測を行う。この目的のため、in vivo における可視化解析のための化学原理
を精査し、生命科学研究に応用可能なスペックにみあう分子プローブ開発を行う。具体的には、
（１）in vivo における細胞動態や酵素活性を可視化する MRI プローブ開発、（２）蛍光プロー
ブの高機能化と細胞機能解析を行う。 
（１）in vivo における細胞動態や酵素活性を可視化する MRI プローブ開発 

19F を核種とした 19F MRI は汎用される 1H MRI に次ぐ感度を有し、また生体内に F原子がほと
んど存在しない。そのため、投与した 19F MRI 造影剤の局在を内在性バックグラウンドシグナ
ルの影響なしに生体深部でイメージングできる。しかしながら、これまでの小分子化合物によ
る 19F MRIプローブは in vivo での感度が低く応用限界があった。そこで、MRI の問題点である
感度を向上させるために、多数の 19F 化合物を含有したナノ粒子型の MRI プローブの開発を行
う。また、プローブの機能化を行うことで酵素活性の検出、体内動態の制御を試みる。 
（２）蛍光プローブの高機能化と細胞機能解析 

機能性の蛍光プローブを開発することで、in vivo における細胞機能を解析する技術を開発
する。特に、骨を溶かす細胞である破骨細胞の活性検出に取り組む。破骨細胞は骨代謝に重要
な役割をしている細胞であり、その異常な活性は骨粗しょう症やリウマチのような疾患につな
がる。現在、骨疾患の診断にはＸ線ＣＴや生化学的な骨代謝マーカーが利用されているが、こ
れらの技術では骨格の空間情報と細胞活性とを結び付けることはできない。また、骨粗鬆症治
療薬のアッセイとして象牙上で破骨細胞の培養を行い、象牙のへこみを計測する方法が利用さ
れているが、in vitro の実験系のため、生体内における破骨細胞の活性をリアルタイムで追跡
することはできなかった。そこで、骨を溶かす際に破骨細胞が作る低 pH 環境に着目し、pH 感
受性の蛍光プローブを開発する。この技術の応用により、in vivo における破骨細胞や蛋白質
の機能をイメージング解析する。 

これらの課題に対し、生物個体における細胞挙動あるいは細胞内機能挙動を観察できる化学
ツールの設計法を確立する。この展開を行うことで、有機合成が得意とする多様な標的への分
子設計と、分子生物学技術を融合させることができ、これまでにない機能性小分子デザイン法
が確立されるものと期待する。本研究で開発した化学プローブが新技術の端緒を拓くことで、
生命動態研究のニーズに基づいた融合研究へと展開し、初めて可能となる時空間を特定した観
測技術を創出・応用する。細胞あるいは個体内において生体内分子は、その生理機能が発揮さ
れる特殊な生体組織や個体発生上の特殊な時間に発現している。この細胞挙動と蛋白質機能を
時間と空間を制御して可視化し、最終的にはその機能解明を行うことを目的とする。このため、
化学の手法を用いてプローブ分子をデザイン・合成し、生きた状態における生理活性分子がい
つ・どこで・どのぐらい強さの活性を持ちうるかについて作用解析を行う。この結果、生物個
体内の分子動態解析が可能となり、in vivo へ展開することで、生物学における新たな知見を
見出し、問題解決に応用できるものと考える。 

 

図１．化学プローブによる in vivo

イメージング解析 



３．研究の方法 
（１）in vivo における細胞動態や酵素活性を可視化する MRI プローブ開発 

高感度 19F MRI プローブの開発においては１分子内にフッ素を 20 個有する perfluoro 
15-crown-5 ether (PFCE)などのパーフルオロカーボンを脂質により内包し、その周りをシリカ
で被覆することで調製した。さらに表面を化学修飾し in vivo における血中滞留性向上や、ス
イッチング機能を付与した。これらのナノ粒子型 MRIプローブの構造は、透過型電子顕微鏡に
より確認した。また、酵素活性を可視化するために、プローブと酵素を混合した後に MRIファ
ントム像を撮像し、スイッチング機能を有しているかどうかを評価した。in vivo イメージン
グ実験として、プローブをマウスに投与し、MRI による撮像を行うことでプローブの体内動態
の評価、ならびに生体内における酵素活性の検出を行った。 
（２）蛍光プローブの高機能化と細胞機能解析 

破骨細胞の機能を解析するため、骨を溶かす pH環境下で蛍光が上昇する pH 感受性の低分子
蛍光プローブを設計・合成した。これらのプローブの pH に依存する蛍光スイッチング能、光安
定性などの機能を蛍光測定により評価した。その後、マウスを生かした状態で二光子励起顕微
鏡によるイメージングを行い、標的とする骨組織への送達能、in vivo 環境下での pH 応答性、
二光子励起顕微鏡観察下での光安定性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）高感度 19F MRIプローブの開発 

19F MRI プローブの問題点である低感度を
克服するため、ナノ粒子型 19F MRI 造影剤
FLAME （ FLuorine Accumulated silica 
nanoparticle for 19F MRI Enhancement）を
開発した。FLAMEは PFCE が脂質により内包さ
れ、周りがシリカで被覆された構造である。
１ナノ粒子内に液体として運動性を保った
PFCE を 106個のオーダーで含むため感度が高
く、安定で表面修飾が可能であるといった利
点を有する。このナノ粒子はマウス投与後も
プローブの局在に由来するシグナルを得ることができ、高感度化に成功した。また、担癌マウ
スへの投与により、癌組織へのプローブの集積を可視化することができた（図２）（Angew. Chem. 
Int. Ed., 53, 1008 (2014)）。また、FLAME のシリカ表面を多孔質のメゾポーラスシリカで被
覆し、薬剤を取り込ませることで、19F MRIシグナルを基にした診断検出とドラッグキャリアを
兼ね備えた材料としての応用を示した（Chem. Sci. 6, 4934 (2015)）。 

さらに本課題では、生体内における環境変化や酵素活性を検出する高感度 19F MRI プローブ
の開発に取り組んだ。常磁性緩和促進（PRE）効果による OFF/ON スイッチング機構に基づき、
FLAME 表面上に還元条件下で切断が起こるジスルフィド結合を介し Gd3+錯体を修飾したプロー
ブをデザインした。プローブデザインにあたり、PRE 効果の距離依存性（19F と Gd3+の 50%の効
果距離は約 4 nm）により、表面のシリカの厚みが 5 nm ある FLAME では効果が現れないことが
危惧されたが、Gd3+錯体を FLAME に修飾し、20 nm離れていても PRE効果による横緩和時間（T2）
の短縮が観測された。また、還元剤の投与により 19F MRI シグナルの回復が観察された（Angew. 
Chem. Int. Ed., 54, 1007 (2015)）。この成果から、プローブの 19F MRI シグナルは一時的に
消失しているが、ジスルフィド結合が切断され Gd3+錯体が FLAME表面から解離することで 19F MRI
シグナルが回復すると期待した。続いて、切断される部位を免疫応答に関与するカスパーゼ-1
酵素基質に置き換えたプローブをデザイン
した。酵素反応後に 19F MRI シグナルの増大
が確認され、マウス体内の免疫応答の可視化
に 成 功 し た （ Chem. Commun. 54, 11785 
(2018)）。さらに本検出メカニズムをカスパ
ーゼ 3/7 に対して応用し、FLAME 表面上にカ
スパーゼ -3/7 基質を有するプローブ、
FLAME-DEVD X (X = 1, 2)を設計した（図 3a）。
特に、タンデムに酵素基質をつなげる設計を
施すことで、カスパーゼ 3/7 処理後、19F MRI
シグナルのより大きな変化が観察された。こ
の結果は、基質をタンデムに連結することで
ナノ粒子表面へ酵素が近づきやすくなり、基
質が切断される確率が向上したものと考え
られる。本プローブを用いて、マウスの脾臓
で起こるアポトーシスに伴いカスパーゼ 3/7
活性が上昇する様子を in vivoで検出するこ
とに成功した（図 3b,c）（Bioconjugate Chem. 
29, 1720 (2018)）。 
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図 2．(a) FLAME の構造と TEM 像 (b) FLAME

を用いた担癌マウスの 19F MRI 

図 3．(a) FLAME-DEVD X の構造 (b) アポトーシ
ス誘導時の 19F MRI 画像 (c) マウス肝臓と脾臓に
おける FLAME-DEVD 2 由来 19F MRI シグナル 



さらに、FLAME を用いたマルチカラーイメ
ージング法の開発に着手した。マルチカラー
イメージングは複数の生体分子、細胞由来の
シグナルを同時に検出できる有用なツール
である。MRI は組織深部への透過性に優れて
いるため、組織深部を高い空間解像度でマル
チカラーイメージングが可能である。特に、
フッ素化合物の化学シフトは広範囲にわた
っており、特有のピークを選択、励起するこ
とでマルチカラーイメージングが達成可能
である。FLAMEのコアに内包する PFCとして、
下記の PFCE、TPFBME、PFTBA を選択した。こ
れらの化合物は常温で液体であり、それぞれ
の 19F NMR スペクトルから、選択的に励起可
能なピークを有していることが確認された。
これらの PFC を用いて 3種の FLAME の作製を行い、コア－シェル型のナノ粒子が生成している
ことを確認した。これらのナノ粒子をマウスに皮下注射し、各 PFC 特有のピークを選択的に励
起・撮像することで 3 色のマルチカラー画像を得ることに成功した（図 4）。 

本手法の応用として、FLAME ナノ粒子表面の化学修飾が肝臓への取り込みに与える影響を 1
匹のマウスに 3色の異なるナノプローブを投与して評価した。それぞれ表面にヒドロキシ基、
カルボキシ基、ポリエチレングリコール（PEG）基を有するナノプローブを作製し、マウスに静
脈注射で投与後、MRI 画像を取得した。プローブ由来のシグナル強度を補正、定量した結果か
ら、PEG で表面修飾されたナノ粒子において肝臓への取り込みが最も抑えられていることが示
された（Angew. Chem. Int. Ed., 54, 1007 (2018)）。 

以上の結果より、ナノプローブによる 19F MRI イメージングは生体内における酵素活性、細
胞動態、細胞間コミュニケーションを探るためのツールとして応用可能であることを示した。 

 
（２）蛍光プローブの高機能化と細胞機能解析 

In vivo における細胞機能の解析を目指し、骨組織を溶解する破骨細胞活性を検出する蛍光
プローブの開発に取り組んだ。骨吸収時、局所の pH環境は約 4.7~6.8 まで下がることが知られ
ているため、酸性条件下で蛍光 ONとなるスイッチ機能を持った小分子プローブにより、破骨細
胞活性を検出できると考えた。pKa = 4.5～6.0 で蛍光の OFF/ON 応答を示すプローブを開発す
ることで、中性状態では消光し、破骨細胞が活性し骨を溶解する時のみ発蛍光性にできると考
え、蛍光プローブを設計した。また、生体内の破骨細胞活性を検出するためには、破骨細胞が
存在する骨組織にプローブを送達させる必要があるため、骨組織に対して強く結合するビスホ
スフォネート基に着目し、蛍光プローブの分子構造に導入した。その結果、ビスホスフォネー
ト基による骨組織への能動輸送能を有する pH 感受性プローブ”pHocas”（pH-activatable 
fluorescence probe for osteoclast activity sensing）を合成した（図 5）。このプローブを
マウスに投与し、二光子励起顕微鏡を用いて
骨組織における低 pH 領域の観察を行った。
pHocas は光安定性の高いプローブであるた
め、二光子励起顕微鏡観察下で、長時間に渡
り破骨細胞活性を可視化することが可能と
なった。破骨細胞自身を蛍光タンパク質によ
ってラベル化し、pHocas で破骨細胞の活性化
を検出することで、イメージングによる細胞
動態のリアルタイム解析を行ったところ、骨
吸収中の破骨細胞には、①あまり動かず酸性
領域を広げて骨を溶かす細胞と、②刻々と形
を変えながら酸性領域と共に動いている細
胞が存在することを、明らかにした（Nat. 
Chem. Biol., 12, 853 (2016)）。また、本プ
ローブを用いることで、破骨細胞と骨芽細胞
の相互作用による骨吸収活性の動態解析、な
らびに薬剤やリガンド投与による破骨細胞
活性の定量的解析への応用を示した。 

さらに、緑色蛍光プローブに加え、より組織透過性に優れた赤色蛍光を有するプローブの開
発に取り組んだ。新たな蛍光色素としてローダミンのスピロラクタム体に着目した。ラクタム
のスピロ環化が pHにより変化することを利用し、低 pH で蛍光性の開環体となるローダミン色
素群を合成、評価した。ラクタムの窒素上置換基がスピロ環化反応に影響を及ぼしており、pH
応答性においては置換基の嵩高さ、応答速度においては置換基の電子求引性が寄与していると
考えられた。特に、置換基としてトリフルオロエチル基を有する色素が速い応答速度を示した
ため、この色素にビスホスフォネート基を導入し、赤色蛍光を示す pH 応答性蛍光プローブ、

図 4．19F MRI ナノプローブを用いたマルチカラー
イメージング 

図 5．pH 感受性プローブ pHocas を用いた破骨
細胞活性の in vivo イメージング 



“Red-pHocas”を合成した（図 6）。Red-pHocas を用い
て、マウス体内における骨組織の低 pH 領域の検出・追
跡を行った。二光子励起顕微鏡を用いて、マウスの骨
髄腔を観察したところ、同様に骨組織表面の一部から
プローブ由来の蛍光シグナルが見られ、低 pH環境を選
択的に可視化できていることが示された。さらに、プ
ロトンポンプを GFP（緑色蛍光タンパク質）で標識し
たマウスを用いて、開発した赤色蛍光プローブとのマ
ルチカラーイメージングを行ったところ、プロトンポ
ンプの集積化に伴い、酸性領域が広がっていく様子を
捉えることに成功した。実際にプロトンポンプの機能
を阻害する薬剤を投与したところ、投与後徐々に蛍光
が減衰していく様子を観察することができた。この結
果より、in vivo において細胞膜上の蛋白質（プロト
ンポンプ複合体）が機能している様子をその動態と共
に観察し、解析することが可能となった（ACS Cent. Sci. 
in press, (2019））。 

以上の結果より、本研究によって in vivo における破骨細胞ならびに蛋白質の動態と機能を
イメージングによって明らかとすることができ、骨吸収メカニズムの解明につながる成果を得
ることができた。 
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