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「生命現象の解明と応用に資する新しい計測・分析基盤技術」 

平成１7 年度採択研究代表者 

 

長野 哲雄 

 

 

東京大学 大学院薬学系研究科・教授 

 

 

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。 

昨年度までに、東京大学大学院薬学系研究科長野グループ、東京大学医学部附属病院平田

グループ、第一化学薬品株式会社(現・積水メディカル(株))深作グループとの連携に基づいて、

新たな蛍光 off/on 制御機構原理として、蛍光団が electron donor として機能し蛍光が off 状態に

なる現象である d-PeT 機構 (donor excited Photoinduced electron Transfer)、蛍光団の閉環・開

環反応に基づく蛍光の off/on 制御機構である Ring Closure/Open 機構を明らかにした。本研究

実施によって現在までに、これら蛍光発光原理に基づき、多数の様々な生体分子を検出可能な

蛍光発光プローブの開発に成功している。さらに市販化試薬として、グルコシダーゼ蛍光基質 

「TG-Glu」（2006 年 12 月）及びグルクロニダーゼ蛍光基質 「TG-GlcU」（2006 年 12 月）、パーオ

キシナイトライト（ONOO-）蛍光プローブ「NiSPY-3」（2007 年 12 月）の実用化に成功している。 

本年度は、長野グループはこれまでに明らかにしてきた蛍光特性の制御機構原理を基に、疾

患あるいは創薬を視野に入れた各種可視化プローブの開発に成功した。平田グループは、長野
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グループにより開発された蛍光可視化プローブの臨床応用を目指した生体系での基礎検討を行

った。深作グループは、開発される蛍光可視化プローブが生命科学研究に有用であることを明ら

かにするため、本研究の最終段階として実用化検討を行った。 

 

 

§２．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）「平田恭信」グループ 

① 研究分担グループ長：平田 恭信（東京大学、特任准教授） 

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）「深作昇」グループ 

①研究分担グループ長：深作 昇(積水メディカル株式会社、顧問) 

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 

 

 

§３．研究実施内容 

（文中に番号がある場合は（4-1）に対応する） 

疾患あるいは創薬を視野に入れた可視化プローブの開発 

 平成17、18、19年度を通じて、蛍光プローブ開発の基盤となる蛍光off/on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 機構があることを明らかにした。

平成20年度には、さらに新たな蛍光off/on制御原理として、蛍光団の閉環・開環反応に基づく蛍

光の off/on 制御機構（Ring Closure/Open 機構）を明らかとした。平成 21 年度は、研究を更に進

展させて、開発したプローブに高次の化学修飾（細胞膜透過性、細胞内滞留性または組織特異

性を付与する化学修飾）をほどこし、疾患に関連した病態生理学的な解析あるいは創薬研究への

応用を行った。以下に、具体的に取り組んだ各々の課題について得られた成果を記す。 
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1) 低酸素微小環境感受性可視化プローブ ： 低酸素環境はがん、心疾患、脳血管疾患などの

様々な疾患と関連していることが示唆されている。このことから、生体における低酸素組織を高

感度かつ選択的に検出することは、疾患の早期診断や早期治療に繋がると期待される。我々

は、FRET (Förster Resonance Energy Transfer) 機構による蛍光制御を見据え、低酸素状態

により生じる還元反応により、消光団となりうるアゾベンゼン誘導体のその吸収スペクトルが大

きく変化することを見出した。さらに、近赤外光領域で機能する蛍光団とその蛍光を消光でき

るアゾベンゼン誘導体のペアを検討し、低酸素環境における還元反応を近赤外蛍光の上昇と

して捉えることを可能とする近赤外蛍光プローブ (QCys) の開発に成功した（本研究成果は、

「第24回生体機能関連化学シンポジウム若手フォーラム (福岡 2009. 9. 16)」にて優秀賞を、

「第 8 回次世代を担う若手のためのフィジカル・ファーマフォーラム 岡山 （岡山 2010.3.26）」

にて若手研究者奨励賞を受賞した）。 

2) 細胞滞留性の高い可視化プローブの病態生理への応用 : 細胞膜を容易に透過し、かつそ

のまま細胞に滞留するプローブは細胞内で起こるイベントを高感度で測定できると考えられる。

特に短寿命の生体機能性分子 NO 等を捉えるプローブにはこの機能が求められる。我々は、

プローブに iminodiacetic acid group を導入することによりほぼ完璧に細胞内にプローブを導

入し滞留させることに成功した 1)。この分子設計法は一般性があり、他のプローブへの応用も

可能であると同時に、プローブの感度向上にもつながる。この分子設計によって開発した NO

プローブを用いて、大腿動脈血管傷害モデルにおける脂肪細胞由来幹細胞の内膜増殖抑

制効果の解明に成功している 2)。 

3) 近赤外領域発光の蛍光プローブの開発 ： 生体組織の透過性に優れている近赤外領域発

光の蛍光化合物は in vivo 可視化に極めて有用である。しかしながら、近赤外領域の蛍光を

有する蛍光プローブは、可視光領域の蛍光プローブと比較するとその数は非常に尐なく、光

褪色され易く、かつ化学修飾が難しいなどの欠点を有している。我々はこれまでに、

Rhodamine骨格のキサンテン環10位にSi, Ge, Snなどの高周期14族原子を導入することで、

650 nm 付近に吸収・蛍光を有することを見出している。更なる長波長化を目指し構造展開を

行った結果、700 nm 付近に吸収・蛍光を持つ Rhodamine の開発にも成功した。また、酸化還

元電位測定の結果、14 族原子を導入した Rhodamine は PeT 機構によりその蛍光を高度に制

御可能であることを明らかにした（本研究成果は、「第 24 回生体機能関連化学シンポジウム 

(福岡 2009. 9. 13-15)」にて、講演賞を受賞した）。 

4) 長寿命型蛍光プローブの開発 : 新たな長寿命蛍光団の基本骨格として、Nd3+や Yb3+などを

中心金属とした希土類金属錯体に着目した。Nd3+や Yb3+などを中心金属とした希土類金属錯

体は、800-1100 nm 程度の金属特有の蛍光を有しており、その蛍光はμ秒オーダーの長い

寿命を有している。本年度では、機能性プローブへの展開を視野に入れ、新たな蛍光性 Nd3+

または Yb3+錯体の開発および、錯体の発光強度の制御手法に関する基礎的な検討を行った。

その結果、BODIPY 骨格をアンテナとすることで強い蛍光が観察され、また、a-PeT 機構を用

いることで本錯体分子の蛍光強度を論理的に制御できる可能性が示唆された。 
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5) がんの in vivo可視化プローブ : 本研究は、がんの特異的検出法の開発によって、実際のが

ん検出・診断への応用を念頭に、外科手術を志向した開腹下での病変の検出および蛍光内

視鏡による病変のリアルタイムでの検出を目指している。本年度において我々は、ヒト卵巣が

ん由来細胞において、β-galactosidase 活性が亢進していることを見出した。そこで、Ring 

Closure/Open 原理機構を基に新規β-galactosidase 蛍光プローブを開発し、さらにそれを応

用することで、各種モデルマウスにおいて投与後の早い時間から病変を検出することに成功

した。 

6) MRI プローブの開発 : Gd3+錯体は臨床医療において、MRI 造影剤として用いられ、その強い

磁気的特性から生体に投与することで組織間のコントラストを向上させることができる。しかし

ながら、従来の Gd3+錯体は単に生体内に非特異的に分布するのみであり、特定の機能を有

する Gd3+錯体の報告は尐ない。本年度は Gd3+錯体の機能性化の一つとして、細胞のラベル

化を目的とした細胞膜透過性 Gd3+錯体の開発に取り組んだ。具体的には、高い細胞膜透過

性を有する種々の蛍光色素をGd3+-DOTA錯体に結合させたMRIプローブを合成しHeLa細

胞に応用した結果、Cyanine または BODIPY を Gd3+錯体に結合させることで Gd3+錯体を効率

よく細胞内に導入することに成功した。 

7) PeT 原理の光制御機能性分子への応用 : 今年度での基礎的検討の結果、PeT 機構を原理

とした PDT (Photodynamic Therapy : 光増感治療) プローブより、Ring Closure/Open 機構を

原理とした PDT プローブの方が優れていたため、Ring Closure/Open 機構を原理とした PDT

プローブの開発に変更した。具体的には、Fluorescein などの蛍光骨格にヨウ素や臭素といっ

た重原子を導入することで光増感剤としての機能を有することが知られている。また、これまで

のCREST研究において、Fluoresceinや Rhodamine 骨格のベンゼン環 2位の carboxy基をよ

り求核性の高いhydroxymethyl基に変えることで、一部の誘導体では分子内spiro環を形成し

て可視光領域において無吸収・無蛍光になることを明らかにしている（Ring Closure/Open 機

構）。本知見を用いて、レポーター酵素として汎用されているβ-galactosidase により特異的に

加水分解されることで、その一重項酸素生成能が回復する光増感剤の開発に成功した。 

8) Ring Closure/Open原理の蛍光診断薬への応用 : Ring Closure/Open機構を基に、ローダミ

ン 110 のベンゼン環 2 位の carboxy 基をより求核性の高い hydroxymethyl 基へと変換した

RhoHM を開発した。RhoHM は、中性条件下において開環構造をとり強蛍光性を示す一方、

RhoHM のキサンテン環の一方のアミノ基をアミドとした acetyl-RhoHM は、キサンテン環の求

電子性が変化するため、中性条件下で閉環構造をとり無吸収・無蛍光と変化した。つまり、

RhoHM の一方のアミノ基を酵素の基質となりうるアミノ酸でアミド化することで閉環構造を達成

することができる。この原理を利用して、プロテアーゼの中でも肝機能の指標となり、臨床的に

重要なロイシンアミノペプチダーゼ（LAP）およびγ-グルタミルトランスペプチダーゼ（GGT）の

活性を検出するプローブの開発に成功した。 

9) 生体系における生理活性分子の Multi-modality Imaging : イメージング研究はヒトへの臨床

応用が最終目標となるが、臨床の場合、単独でのイメージング手法では高精度で病変部位を
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イメージングすることは極めて難しく、多種類の技術、すなわちmulti-modality imagingによるイ

メージングが重要となると考えている。そのような状況下、今年度は、蛍光イメージング以外の

modalityとしてmulti-modality imagingを視野に入れた生物発光プローブおよびMRIプローブ

の開発の検討を開始した。初期的な実験結果だがこれまでに、活性酸素種を検出可能な生

物発光プローブや肝臓造影MRI プローブなどの開発に成功している。 

蛍光可視化プローブ分子の実用化検討  

本研究で開発・実用化の検討を進める蛍光プ

ローブは、生きた細胞、組織のみならず個体（マ

ウスやラット等の動物、最終的にはヒト）中の生体

分子の活性や濃度を可視化して生命現象を解

明することを目的としている。よって、実際に創製

された蛍光プローブが、毒性を有すると問題とな

る。そこで、深作グループでは、本研究の中で開発された蛍光性化合物である 2-Me-4-OMe TG

及び 2-Me SiR を合成し、ラットにおける単回経口投与急性毒性試験を実施した。この結果、生体

イメージングで用いる用量程度では、これら 2 つの化合物が個体に対して毒性を示さないことを確

認した。2-Me-4-OMe TG 及び 2-Me SiR は共に種々の置換基を導入した誘導体の合成が容易

であり、生体に対して毒性の無い蛍光プローブを創製する上で有用な蛍光団となることが示され

た。 

また、iminodiacetic acid groupを導入した細胞滞留性の高い新規NO蛍光プローブの実用化検

討として、大量合成法の検討を開始した。 
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（４－2） 知財出願 

 

① 平成２１年度特許出願件数（国内 ３件） 

② CREST 研究期間累積件数（国内 １1 件） 

 


