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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、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-）の蛍光プローブの実用化(市販)に成功した。さらに、一

酸化窒素（NO）の蛍光プローブ（MAMBO）の実用化の準備を行っている。 

また、これまでに構築された蛍光発光原理に基づいて、様々な生体分子を検出可能な蛍

光プローブの開発に成功している。例えば、ロイシンアミノぺプチダーゼ（LAP）および亜

鉛イオン（Zn2+）、一酸化窒素（NO）、パーオキシナイトライト（ONOO-）、β-ガラクトシダー

ゼ、次亜塩素酸（-OCl）、グルタミン酸（Glu）などといった生体分子や、その他、新規のケ

ージド化合物、長寿命蛍光プローブ、光増感剤などの生命現象の解明に有用なプローブの

開発にも成功している。 
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２．研究実施内容 

（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 
 
新たな蛍光 off/on 制御機構原理の解明とその応用 

平成 17、18 年度を通じて、蛍光プローブ開発の基盤となる蛍光 off/on の制御機構原理の

解明を行い、光誘起電子移動（Photoinduced electron Transfer : PeT）機構に、蛍光団

が acceptor として機能する a-PeT 機構と蛍光団が donor として機能する d-PeT 機構がある

事を明らかにした。この両機構により蛍光発光の off/on が制御できる事はプローブを分子

設計する観点から極めて重要で、結論的には、ターゲットとの反応部位の電子密度を下げ

る方向あるいは上げる方向のいずれの分子設計も可能となった。平成 19 年度はこの原理を

用いて、以下の蛍光プローブの開発研究において成果が得られた。 

1) 新規生物発光プローブの開発 ： 生物発光法の一つである luciferin-luciferase 反応

は、発光基質（luciferin）と発光酵素（luciferase）による発光を検出する方法であ

る。発光制御原理として a-または d-PeT を用い、生体中の検出対象分子の存在下ではじ

めて発光する生物発光プローブの創製原理を明らかにした。この原理に基づいて、

highly reactive oxygen species (hROS)を検出できる生物発光プローブの開発に成功

した。 

2) 疾患の新規バイオマーカーの開発 : アクロレインは脂質過酸化物であり、動脈硬化症、

癌などの多くの疾患との関連が示唆されている。a-PeT を原理とし、蛍光プローブの母

核としては我々が開発した蛍光化合物 TokyoGreen 類を選択し、可視光励起によるアク

ロレインの検出蛍光プローブの開発に成功した。 

3) 薬物代謝に関連する抱合化酵素の活性検出プローブの開発 : 薬物代謝酵素に対する反

応性や阻害活性の網羅的な測定は、薬効・副作用の個人差や、薬物間相互作用などを予

測する上で非常に重要である。本研究では、d-PeT を原理とし、代表的な抱合反応酵素

であるグルクロン酸転移酵素（UGT）により蛍光強度が大きく上昇する蛍光プローブの

開発を行った。 

4) 新規ケージド化合物の開発 : ケージド化合物とは、光分解性保護基により生理活性物

質の活性発現に重要な官能基を保護し、その生理活性を抑制（ケージ）した化合物のこ

とである。我々は光分解性保護基である nitrobenzyl 基で xanthene 環部分を保護した

ケージド TokyoGreen を開発した。この化合物は、a-PeT を原理として光照射前後で既存

のケージドフルオレセインを上回る速やかな蛍光増大を示した。（論文 1） 

5) 有機反応における新規触媒探索のためのプローブの開発 : 触媒の開発において、機能

的な触媒構造の探索や反応条件の最適化は必須である。我々は、化学反応の進行を蛍光

で捉えることで、生成物の単離や精製を行うことなく反応収率を求められると考えた。

本研究では、d-PeT を原理として maleimide や nitrostyrene を反応点とした Michael

付加反応によって蛍光特性が変化する蛍光プローブを創製し、それを利用した蛍光



  

High-Throughout Screening (HTS)系の開発に成功した。（論文 2） 

6) 各種活性酸素種・窒素種の蛍光プローブの開発 ： Reactive Oxygen Species (ROS)は

老化やアポトーシス、癌や動脈硬化等の病変、シグナル伝達など、多様な生物学的、病

理学的事象に関わる重要な因子である。ミトコンドリアに蓄積する蛍光団であるローダ

ミンをベースとし、a-PeTによる蛍光制御を原理とする、新規ミトコンドリア局在性hROS

蛍光プローブの開発に成功した。（論文 3） 

7) 長寿命型蛍光プローブの開発 ： Incretin hormon である glucagon-like peptide 

1(GLP-1)は 2 型糖尿病に関連している。Dipeptidyl peptidase 4 (DDP4)は GLP-1 の加

水分解に関与しているプロテアーゼであるため、その阻害剤は 2型糖尿病の治療に有効

である。今年度、a-PeT を原理とし DDP4 活性を検出する蛍光性ランタノイド錯体をデザ

イン・合成し、時間分解蛍光測定法を用いた DPP4 阻害剤のスクリーニング系の構築の

検討を開始した。 

8) 癌細胞の in vivo イメージングプローブの開発 ： Glutathione-S-transferase (GST)

は、大腸癌の前がん病変である Abberant crypt foci (ACF)における発現上昇が報告さ

れており、癌との関連も示唆されている。そこで、今年度は d-PeT を原理として、

TokyoGreen 骨格を母核する GST 活性検出蛍光プローブの開発に着手した。 

 

PeT とは異なる蛍光 off/on 制御機構原理の解明とその応用 

他の新たな原理として、蛍光団の閉環・開環反応に基づく蛍光の off/on 制御機構を明ら

かにした。代表的な蛍光化合物であるフルオレセインはラクトン環を形成することで全く

蛍光を生じないが、このラクトン環形成を制御することで、次亜塩素酸（HOCl）との反応

を利用し、HOCl 蛍光プローブを開発した。このプローブを用いて貪食活性化によって HOCl

を生成することが知られるブタ好中球のファゴサイトーシスを蛍光顕微鏡によって連続的

に観察し、ファゴサイトーシスの際にファゴソーム内で産生される HOCl をリアルタイムで

捉えることに成功した。（論文 4） 

更に、PeT とは異なる蛍光発光制御を原理とした近赤外領域発光の蛍光プローブの開発研

究と off/on 型 photochromism 分子の開発研究も開始した。 

 

新規蛍光団の開発とその応用 

我々の研究室では、従来 PeT 機構に基づいて種々の可視化プローブを開発してきたが、

この機構に基づいた場合はいずれも蛍光強度変化型となる。一方、波長変化型はレシオ測

定を行うことができ、蛍光プローブを生細胞や生体組織に適応した場合に、蛍光プローブ

の局在や濃度変化、退色の影響を受けにくい点で優れている。今回、新たな蛍光団の開発

として、クマリン骨格の誘導体であるイミノクマリン骨格に着目し、その光学特性を精査

した結果、長波長タイプの亜鉛イオンのレシオ蛍光プローブの開発に成功した。(論文 5) 

平成 19 年度は、4位ホウ素を修飾した boron dipyrromethene (BODIPY)誘導体の特性の精



  

査を行った。種々のフェノール類で 4位を修飾した BODIPY 誘導体の光学特性を調査した結

果、4 位フェノール基からの PeT 機構によって BODIPY の蛍光制御が可能であった。更に、

それら 4位修飾 BODIPY について、励起光照射時の経時変化を追跡した結果、誘導体 4 位の

フェノール基が励起光照射に伴って BODIPY から放出されることが明らかになった。この結

果、ケージド化合物として BODIPY 誘導体が利用可能であることを示唆した。 

 

酵素反応を利用したタンパク質ラベル化技術の開発と応用 

蛍光物質を用いて特定なタンパク質を選択的にラベル化する技術は、細胞内におけるタ

ンパク質の挙動や機能を解明する上で有用なツールとなる。本研究では、ラベル化の手法

として、生体内で高い特異性を発揮する酵素反応(β-ガラクトシダーゼ)を利用し、特定の

酵素反応によって蛍光ラベル化が起こると同時に、プローブ自身の蛍光特性が変化する蛍

光共鳴エネルギー移動（FRET）型のプローブをデザイン・合成した。 

 

環境感受性蛍光プローブの開発とその応用 

様々な環境変化を蛍光 off/on で検出することができる新規環境感受性蛍光プローブの開

発を行った。蛍光団として pH や溶媒に影響されず常に高い蛍光量子収率を有する BODIPY

骨格を選択し、蛍光 off/on のスイッチとしては a-PeT を利用した。そこで BODIPY の 8 位に

様々な電子密度の電子供与体（donor 部位）を持つ化合物群を合成した。様々な溶媒中で蛍

光測定を行った結果、蛍光 off/on の境界が溶媒極性に依存して移動する現象が見出された。

このプローブライブラリーを、中枢神経系において学習・記憶や神経死などの重要な働き

を担っているグルタミン酸受容体に結合させることによって、L-グルタミン酸（Glu）をリ

アルタイムで検出するプローブの開発に成功した。(論文 6) 

 

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 

GFP トランスジェニックマウスと野生型マウスのパラビオーシスモデルを作成し、野生型

マウスの大腿動脈を機械的に傷害して新生内膜を増殖させた。同部の細胞には GFP ならび

に平滑筋と内皮マーカーを認めた。新生内膜の形成に流血中の前駆細胞の関与がある。(論

文 7) 

 

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 

第一化学薬品株式会社（深作グループ）では、本研究で開発

される蛍光プローブ試薬の実用化検討を実施した。具体的には、

東京大学大学院薬学系研究科薬品代謝化学教室（長野グループ）

で発明された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 (J. Am. Chem. Soc., 2006, 

128, 10640-10641）及び NO 蛍光プローブ MAMBO （薬学会第 126



  

年会、2006 年 3 月）の実用化検討を行った。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平成 19 年 12 月に製品化して実用化を達成した。NiSPY-3

は、従来、生体内で選択的に可視化することが困難であったパーオキシナイトライトをバ

イオイメージングできる蛍光プローブであり、酸化ストレスなどの生命現象の解明に貢献

することが期待される。 

MAMBO については、実用化のための工業的製造法検討を検討し、大量合成法を確立し製造

面での実用化を可能とした。MAMBO は、既に実用化されている DAF 類より NO との反応性が

高いことから、バイオイメージング用途としての実用化を含め、広範な用途での使用が期

待される。そこで、平成 20 年度も保管安定性検討、性能確認検討を継続して実用化を目指

す計画である。 

 

 

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、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」グループ 

① 研究分担グループ長：平田 恭信（東京大学大学院、准教授） 

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」グループ 

① 研究分担グループ長：深作 昇（第一化学薬品株式会社、部長） 

② 研究項目 

・蛍光可視化プローブ分子の大量合成法 

・蛍光可視化プローブ分子の安定性 

・蛍光可視化プローブ分子の実用化検討 
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（２） 特許出願 

    平成 19 年度 国内特許出願件数：1 件（CREST 研究期間累積件数：3 件） 


