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「生体分子の動的可視化プローブの開発と応用」 

 

１．研究実施の概要  

 本研究は生体分子（生理活性種・酵素・受容体・タンパク質など）の活性あるいは濃度を

時々刻々の変化に対応して、ダイナミックに捉える可視化プローブを創製することを目的

としている。これにより、生命現象の作用機構の本質に迫る解析が可能になり、分子イメ

ージングに基づく新たな研究領域が拓けると考えられる。本研究が既存の研究と異なるの

は以下の 2 点である。 

 

１． 蛍光発光の原理に基づいて、論理的に可視化蛍光プローブを創製する事 

２． 創製したプローブの有用性を示すため、学術論文での発表だけにとどまらず、 

   実用化・市販化の段階まで行う事 

 

 上記の研究方針に基づいて、今までに得られている研究結果を背景に、更に高次の生命

現象を捉える蛍光プローブの創製を目指す。 

本年度は昨年度までに築いた東京大学医学部附属病院平田チーム、第一化学薬品株式会社

深作チームとの連携に基づいて、2 プローブの実用化(市販)に成功した。さらに、活性酸素研究分

野において注目されている分子であるパーオキシナイトライト（ONOO-）の蛍光プローブの創製に

成功し、実用化の準備を行っている。 

 

 

２．研究実施内容 

新たな蛍光 off/on 制御機構原理の解明 

蛍光プローブ開発の基盤となる蛍光 off/on の制御機構原理を詳細に解明することを昨年

度から継続して行った。適用範囲の広い蛍光 off/on 制御機構の新たな原理を見出す事は、新

規蛍光プローブを分子設計する上から極めて重要である。従来の蛍光強度の制御原理は蛍

光団が electron acceptor として機能するものであった（光誘起電子移動 a-PeT: acceptor excited 

Photoinduced electron Transfer）。しかし、これとは逆に、蛍光団が electron donor として機能



 図 2 Peroxynitrite プローブ NiSPY-3  

し、蛍光が off 状態になる現象を見出し、d-PeT（donor excited Photoinduced electron Transfer）

と名付けたが、a-PeT 機構では electron donor 部位の電子密度を下げる反応を起こすことによ

り蛍光の off 状態を解除したが、d-PeT 機構では逆に electron donor 部位の電子密度を増加さ

せる反応により蛍光が off 状態から on 状態に変化することになる（図 1）。 
 本知見を応用することで、標的分子との反応部位の電子密度を反応前後で上昇させるよ

うに蛍光分子を設計することで、無蛍光性化合物を強蛍光性化合物に変換できる。このよ

うな原理に基づき機能する蛍光プローブはこれまで開発が進んでおらず、本知見は今後の

蛍光プローブの開発において、重要な指針となるものである。本成果は従来のプローブ分

子設計の幅を大きく広げるもので、この知見により電子密度を上げる方向あるいは下げる

方向のいずれでもプローブとすることができ、これは自由自在にプローブを分子設計でき

ることを意味している。 
 
 
 
 
 

 図1 解明に成功したd-PeTのメカニズム 
 電子受容性の高いベンゼン環部位へのPeTにより、fluoresceinの蛍光は消光される。 

 これをPeroxynitrite（ONOO-）蛍光プローブ開発

に応用した。ONOO- は生体内においてsuperoxide 

（O2
-） とnitric oxide （NO）との反応によって形

成される分子で、DNAや生体膜、タンパク質等の

生体成分の酸化・ニトロ化による損傷を引き起こ

す活性種であり、炎症性疾患等、様々な病態への

関連が示唆されている分子である。ONOO- の

ニトロ化剤としての性質に着目し、プローブ

がニトロ化されることで高蛍光性となるように分子設計を行った。BODIPY を母核とし、

分子構造の最適化を行うことで開発した図2のプローブは、中性のリン酸緩衝液中において

蛍光を有さず、ONOO- の添加により高選択的に蛍光強度が劇的に増大し、世界初の優れた

ONOO-プローブであることが分かった。  
  

長寿命型蛍光プローブの開発 

 生体測定においてしばしば問題となるバックグラウンドノイズを低減し、特異的に生体

分子の活性や濃度を検出することを目的に、ランタノイド金属を用いた蛍光プローブを開

発してきた。既に我々は、アンテナに対する PeT を原理として希土類錯体の蛍光強度制御

が可能であることを示している。この知見に基づき、代表的な蛍光性希土類錯体である
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cs124-DTPA-Ln 錯体に蛍光制御部位として aniline 誘導体を導入した一連の化合物を設計・

合成し、その蛍光特性の pH 依存性について検討した。 

 いずれの錯体も中性条件ではほぼ無蛍光であったが、pH の低下に伴い蛍光強度が 102 倍

程度上昇し、弱酸性領域では強い蛍光を示した。現在、これらのプローブを用いて細胞内

pH の測定や endocytosis の可視化等を試みている段階である。また、中心金属を Tb にした

場合にのみ、aniline 部位の pKaと長寿命蛍光の pKaに明確な差が観察された。 

また、近年注目を集めている酸化ストレスマーカーのアクロレインに対する蛍光プロー

ブの開発にも応用した。アクロレインとアニリン誘導体との反応により高収率で生成する

キノリン類を Eu3+錯体のアンテナとして活用できると考え、Eu3+錯体構造にアニリン部位を

導入した分子を設計し、合成を行った。開発したプローブとアクロレインを反応させたと

ころ、Eu3+錯体の蛍光強度に顕著な増加がみられた。 

 

臨床応用可能な蛍光プローブの開発 

 蛍光プローブによる臨床レベルでの診断を可能にするためには、組織透過性の良い近赤

外領域での発光が求められている。今年度はトリカルボシアニン骨格を有し、亜鉛イオン

とpHをターゲットとした近赤外領域でレシオ測定が可能な波長変化型蛍光プローブの開発

を行った。pH プローブに関しては異なる pKa を有するものや、FRET 機構を用いるものな

ど、6 種類合成し、酸性条件認識能の検討を行った。 

 

開発される蛍光可視化プローブの臨床応用を目指した基礎検討 

 培養血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、マクロファージ、標識タンパク（GFP, LacZ）のト

ランスジェニックマウスあるいは動脈硬化発症遺伝子改変マウス（Apo E KO マウス）にお

いて NO や活性酸素種の検出法について検討した。特にアルドステロンの NO や活性酸素種

に及ぼす影響を初めて報告した。 

 

蛍光可視化プローブ分子の大量合成法・安定性・実用化検討 
長野グループで発明されたフルオレセイン類縁体の蛍光色素 TokyoGreen®（TG）を蛍光

母核とする酵素蛍光基質（グルコシダーゼ、グルクロニダーゼ、酸化酵素基質）の実用化

検討を行い、グルコシダーゼ蛍光基質 TG-Glu、グルクロニダーゼ蛍光基質 TG-GlcU を 2006

年 12 月に上市して実用化を達成した。 

また、活性酸素種を可視化するための蛍光プローブとして、同じく長野グループで開発

された Boron dipyrromethene 骨格を有するパーオキシナイトライト蛍光プローブ NiSPY-3

及び NO 蛍光プローブ MAMBO の実用化のための工業的製造法検討を検討した。NiSPY-3

については、工業的製造法検討、保管安定性試験、性能確認試験を完了した。 

 

 



３．研究実施体制  

（1）「長野哲雄」グループ 

①研究分担グループ長：長野 哲雄（東京大学大学院薬学系研究科 教授） 

②研究項目 

・可視化プローブの論理的設計と合成および生細胞への応用 

 

（2）「平田恭信」グループ 

①研究分担グループ長：平田 恭信（東京大学医学部付属病院 助教授） 

②研究項目 

・プローブの臨床応用を目指した生体系での評価検討 

 

（3）「深作 昇」グループ 

①研究分担グループ長：深作 昇（第一化学薬品㈱ 事業開拓研究所長） 

②研究項目 

・プローブの大量合成法の確立と実用化の検討 
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