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研究成果の概要（和文）：これまでにいくつかの革新的な蛍光プローブや蛍光測定技術が開発さ

れてきた が、多くの生体物質を測りたいという要望に対して、分子センシングプローブ の先
端技術開発は十分ではない。本研究では、ユニークな特性を有する蛍光、 発光プローブ、レド
ックスプローブおよび核磁気共鳴（MRI）プローブの設計 と合成を行い、生体内物質の検出
および挙動解析などを目指した数種の新規イ メージングプローブの開発を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Several new types of revolutionary fluorescent probes have been 
developed, in order to satisfy the increasing demands and interest in biological substance 
imaging, as well as for the development of fluorescence imaging technology. However, 
unique chemical sensing probes, which are required for one of the cutting-edge topics 
in bioimaging, have not been well established. In this study, several new types of 
fluorescent/luminescent probes, redox probes and nuclear magnetic resonance probes (MRI 
probes), which have unique properties, were designed and synthesized for their 
application to bioimaging of substances in living cells and organs.  
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１．研究開始当初の背景 
バイオ分野では細胞イメージングの重要性
が高まっており、細胞内外の分子レベルの反
応や機能の解析が可視化技術（イメージング
技術）とともに進展してきている。しかしな
がら、これらのイメージング技術に重要な試
薬（分子プローブ）開発はまだ十分とはいえ
ない。一方、ヒトの体においては医療診断を

中心に臓器イメージングがますます重要視
されている。それらは、細胞の活動や臓器の
活動のメカニズムを詳細に調べていく方法
論の確立、および医療計測として癌や臓器の
悪い部分を調べていくという先端医療への
応用が注目されているためである。いずれの
イメージング技術も分子プローブが持つ役
割は大きく、試薬として開発されることによ
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り、生体物質のダイナミックな分析・解析技
術に広く使われるだけではなく、新たな医療
診断技術に役立つ。加えて、このような分子
プローブはタンパク質や DNA などの生体分子
のイメージングだけではなく、さらなる機能
化によりアレルゲン(タンパク質)や金属イ
オンなどの測定にも用いることができる。こ
れらダイナミックな解析および医療計測に
使える試薬を目標にして、実用性の高い数種
の新規センシング分子（分子プローブ）開発
を行う。 
 
 
２．研究の目的 
 設計、合成する新規の分子プローブの種類
は以下のようであり、それぞれがバイオ、医
療の分野において、さまざまな生体物質のイ
メージングに寄与する目的で開発する。 
(1)近赤外蛍光プローブ： 目的物質のラベ
ル化試薬として使用し、650nm 以上の生体透
過性の高い蛍光発光ができるため、バックグ
ラウンドノイズ（オートフルオレッセンス）
の少ない高感度測定が可能となる。ラベル化
剤として用いるとタンパク質、DNA、細胞、
組織などの蛍光検出ができるほか、プローブ
分子の機能化により特定の目的物質の高感
度選択的蛍光測定ができる。 
(2)化学発光プローブ： ラベル化試薬とし
て使用し、高効率での発光を測定するため、
タンパク質、DNA、細胞、組織などの発光検
出に寄与する。目的物質のラベル化試薬とし
て使用した場合、極めて明るい蛍光発光を積
分値（光量）測定できることに加えて、バッ
クグラウンドノイズ（オートフルオレッセン
ス）の少ない測定が可能なため、蛍光を検出
するよりも高感度な測定が可能となる。 
(3)電気化学プローブ： 蛍光とは異なり、
ラベル化試薬として使用することで、酸化還
元部位（ルテニウム錯体など）の間接的なボ
ルタンメトリー検出により、核酸（DNA）や
タンパク質などの測定が可能となる。 
(4)MRI（Magnetic Resonance Imaging）プロ
ーブ： 機能性のあるガドリニウム錯体を開
発し、MR イメージング装置にて測定すること
で、がん部位のなどの選択的検出が可能とな
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1)近赤外蛍光プローブ、(2)化学発光プロー
ブ： 上記の近赤外蛍光プローブおよび化学
発光プローブは、マウススケールでの in vivo
イメージングにおいて必要不可欠なプロー
ブである。しかしながら、生体深部の in vivo
イメージング技術に必要な近赤外蛍光プロ
ーブは、その種類も少なく、光学特性（輝度
や耐久性など）も乏しいため、いまだに理想

的な性能を有する蛍光および発光色素の開
発が模索されている。そこで、色素分子の骨
格から基礎的に設計することから研究をは
じめることとし、そのための分子骨格には輝
度の高いボロンジピロメテン（BODIPY）誘導
体を用いた新たな蛍光および発光色素を設
計、合成した。 
(3)電気化学プローブ： ルテニウム錯体が耐
久性と高輝度を兼ね備えているため、その錯
体を基本とした新規機能性のプローブを設
計・合成した。 
(4)MRI プローブ： 造影効果の高いガドリニ
ウム錯体を分子骨格のベースとし、新規機能
性プローブを設計・合成した。 
 
 
４．研究成果 
(1)近赤外蛍光プローブ： バイオ応用での
近赤外光領域は、650‒900 nm であり、この領
域におけるバイオイメージングは、バックグ
ラウンド蛍光（自家蛍光）が少なく、生体組
織深部の物質動態観察が可能であり、マウス
スケールでの in vivoイメージングにおいて
必要不可欠な手法の一つと成り得るが現状
では優れた近赤外蛍光色素がない。そこで、
まず高輝度の色素骨格として、ボロンジピロ
メテン（BODIPY）を母骨格とし、フラン環に
より拡張した新たな蛍光色素 Keio Fluor 
(KFL) を設計・合成した。KFL は、可視（547 
nm）から近赤外（738 nm）領域で発光波長を、
わずかな構造変化だけで容易に調整できる
高輝度蛍光色素であり、図 1に示すような構
造の計 12 種類の KFL 蛍光色素を開発した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  KFL 高輝度蛍光色素の光学特性（吸
光・蛍光） 
 
 そのうち、650 nm 以上の蛍光を示すものは
8 種類である。これら KFL は、いずれも極め
て高い蛍光量子収率（最大 98%）、高いモル
吸光係数（最大 316,000 M‒1cm‒1）に加え、量
子ドット（Q-dot）よりも鋭い蛍光スペクト
ル形状を示し、既存のよく利用されている蛍
光色素（ローダミン、オキサジン、シアニン



系色素など）の特性を上回る世界最高水準の
光学特性を示す。この分子にカルボキシル基
やアミノ基などを導入することで、DNA やタ
ンパク質などをラベル化することが可能で
あり、高輝度の蛍光イメージングツールとす
ることができる。 
 次にこの蛍光色素 KFL をベースに、機能化
を行った。その１つが高輝度カルシウム
（Ca2+）イメージングプローブの開発である。
図１に示す KFL を蛍光色素の基本骨格として、
Ca2+認識部位として Ca2+配位選択性の高い
BAPTA(O,O ’
-bis(2-amino-phenyl)ethyleneglycol-N,N,
N’,N’-tetraacetic acid)部位を導入する
ことにより光誘起電子移動を誘発させ、OFF
から ON へ蛍光強度が変化する新規近赤外
Ca2+プローブ（KFC と呼ぶ）を図 2 に示す構造
のように設計、合成した。開発された新規 Ca2+

応答性蛍光プローブの１つである KFC-2 は、
水媒体中でも650 nmを超える領域でCa2+プロ
ーブとして優れた光学特性 (モル吸光係
数：231,000 M-1cm-1、蛍光量子収率：0.24)を
示すことが確認された。さらに、細胞膜透過
性を持たせるため、アセトキシメチル基を導
入することにより KFC-2 は PC12 細胞および
Hela細胞などの生きた細胞内でのCa2+の検出
が可能であった。市販の 650 nm を超える唯
一の Ca2+プローブである Fura-red は光学特
性が悪く(蛍光量子収率： 0.013)、実用的で
はない。650 nm を超える長波長領域での光学
特性の優れた Ca2+プローブは KFC-2 以外には
存在しないため、今後この分子の長波長領域
の特性を生かした応用が期待できる。一方、
開発した KFC の中には、二量体を形成した場
合に消光する蛍光色素がある。この原理では、
色素濃度を調節することで、Ca2+濃度を
off-on 型の蛍光応答から測定できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 KFC カルシウム蛍光プローブの光学特
性（蛍光） 
 
 二つ目の機能性分子プローブは、デリバリ
ータグを有する蛍光プローブである。特に近
年は分子イメージングの分野で遺伝子発現
タグが注目を集めていることから、GFP など
の蛍光タンパク質を用いた生物学的な手法

と，有機蛍光色素などを用いた化学的な手法
のメリットを組み合わせたハイブリッドな
プローブの開発を行った。哺乳類細胞で高い
発現を有する CMV プロモーターの下流に、遺
伝子発現タグの一種であるハロタグ（Halo 
Tag）結合システムのレセプターの遺伝子、
さらに膜貫通ドメインの遺伝子を融合タン
パクとして発現させるプラスミドベクター
を構築した。このプラスミドを細胞に導入す
ると、細胞膜の表面にハロタグタンパクのレ
セプターが発現した。また、ハロタグタンパ
クレセプターと特異的に結合するリガンド
と、蛍光プローブや MRI プローブといった機
能性分子を結合させた分子を合成し、細胞膜
表面に機能を付与するシステムを構築した。
さらに、蛍光色素を封入したハロタグリガン
ド結合リポソームと、非結合リポソームを作
製し、ハロタグタンパク質発現細胞に作用さ
せ、共焦点顕微鏡で結合を確認した。その結
果、ハロタグリガンド結合リポソームのみが
対応するハロタグタンパク質発現細胞と結
合する様子が観察され、ハロタグシステムの
結合特異性を、リポソームを利用したこの研
究コンセプトでも確認できた。実際に作製し
たリポソームに抗がん剤（ドキソルビシン）
を封入し、ハロタグ発現細胞に作用させた。
その結果、ハロタグリガンド結合リポソーム
と非結合リポソームでは、抗がん作用に差を
観察することができた。このような機能を付
与した機能性細胞やリポソームは癌の選択
的検出に役立つうえ、将来は治療までをも可
能とする機能付与への応用が期待できる 
 三つ目の機能性蛍光プローブは、１波長励
起マルチ蛍光色素である。これまでのマルチ
蛍光色素は複数の色素を組み合わせて使用
するもので、それぞれの色素に適した励起波
長が必要なため、複数のレーザーが必要であ
る。そこで、図 3に示すような構造のエネル
ギー移動カセットを利用したマルチカラー
蛍光色素 PKF(PKF-1, 2, 4)を設計、合成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 １波長励起マルチ蛍光色素 PKF の光学
特性 
 
 これらは 365-384 nm 付近の吸収ピークで



励起することで、それぞれ 600, 670, 715 nm
の鋭いピークを持つ蛍光スペクトルを示し、
単一光源による励起でマルチ蛍光発光が可
能であった。細胞応用には、開発した PKF-2 
と市販のFura-2をHeLa 細胞内に取り込ませ、
単一波長励起で脂質および Ca2+濃度の同時イ
メージングに成功した。これは検出波長が異
なるためであり、さらに PKF-2 の蛍光スペク
トル波形が極めてシャープであり、Fura-2 の
蛍光に重ならないためである。プローブが二
種類以上使えることになると、細胞内外複数
物質の相互作用解析に寄与する。 
(2)化学発光プローブ： 化学・生物反応に
よって励起エネルギーを得る発光分析法は
光源を必要としないのでバックグラウンド
のレベルを下げることができ、高感度な検出
が可能であるため、in vitroでは微量分析・
イムノアッセイなどに応用されており、in 
vivo ではバイオイメージングに用いられる
ようになってきた。しかしながら、現状では
化学発光分子の種類が少なく、かつ発光が短
波長であるため、生体物質の自己吸収などに
よる光学的な妨害を受けて感度が低下する
問題がある。また、多くの発光分子の最適発
光条件は強塩基性であるため、バイオ分析へ
利用するには応用範囲が限られてしまう。そ
こで本研究では、より汎用的に発光分析法を
用いることができるようにするため、生体に
近い環境下で発光をもたらす新規ルシフェ
リン型化学発光色素 KBI の開発を行った。 
 KBI の分子設計においては、優れた光学特
性をもつ蛍光色素 BODIPY と中性条件で発光
可能な海洋生物ウミホタルの発光部位イミ
ダゾピラジノン骨格を直結することとした。
中性の水系条件下で発光部位が化学反応（活
性酸素による酸化反応）によって得たエネル
ギーを効率よく蛍光色素に移動させ、励起光
を必要とせずに蛍光色素由来の長波長発光
が得られるようにした。合成の結果、新規ル
シフェリン型化学発光色素 KBI の開発に成功
し、中性水系条件で BODIPY 分子より長波長
に強く発光することが確認された。また、活
性酸素種（ROS）に発光し、特に ROS のうち
の O2-に特異的であることが分かった。KBI
の応用では白血球細胞が刺激を受けた際に
放出する、既存の発光分子では検出できなか
った微量な活性酸素の高感度検出に成功し、
KBI の特異性からその活性酸素種が O2-であ
ることを立証した。 
(3)電気化学プローブ： レドックスプロー
ブと呼ぶ KRX を設計、合成した。分子設計と
して、オリゴヌクレオチドの 3’部分に酸化
還元物質であるルテニウムビピリジン錯体
を付与した構造を設計し、合成を行った。測
定は DNA へのラベル化の後に、レドックスプ
ローブのルテニウム錯体部分に酸化還元反
応を起こし、この時の CV カーブ（電流電圧

曲線）のピーク電流値の変化を観測した。サ
イクリックボルタンメトリーを用いて、サイ
クルごとに電流応答を測定した結果、ピーク
電流減少が観測されたものの、今回開発した
レドックスプローブが DNA の測定に有用であ
ることが示された。将来的には DNA 濃度を変
化させて同様の実験を行い、より定量的な結
果を得ることによってレドックスプローブ
を用いた高感度電気化学的測定が期待され
る。 
(4)MRI プローブ： MRI (磁気共鳴イメージ
ング)は、すでに病変の早期発見・早期治療
の重要性が認識された画像診断法技術であ
るが、病変部位だけを特異的に描出する機能
はない。早期発見には病変部位だけを特異的
に描出することのできる造影剤が求められ
ている。本研究では、心筋梗塞や脳梗塞に関
連するアテローム性動脈硬化の脂質に富ん
だ血管内皮沈着物のソフトプラークをター
ゲットとした MRI 用造影剤開発を目指した。
分子設計としては、ガドリニウム錯体をベー
スに、脂溶性ソフトプラークに親和性のある
ベンゼンスルホン酸とミセル形成のための
疎水性アルキル側鎖をつけた化合物
（KMR-Micell）とした。合成した KMR-Micell
は、疎水性アルキル鎖の長さを変えて検討し
たところ、市販のガドリニウム錯体
Magnevist に比べて約 2～4 倍高く、高感度に
病原部位を描出できることが示された。 
 次に、MRI 造影剤による体外からのドラッ
グキャリアの追跡および光照射による薬物
治療の向上の二つの機能を有する新規多機
能型ドラッグキャリアの開発を志向した新
たな MRI プローブ（KMR-AZn）の設計と合成
を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ミセル形成と光薬剤放出機能を有する
KMR-AZn 
 
 図 4に示すような構造の KMR-AZn 分子では
両親媒性脂質を模倣し、親水基が Gd-DTPA、
疎水基が光異性化物質であるアゾベンゼン
部位を有するアルキル鎖から成るミセル型
の分子とした。アゾベンゼンは 365 nm 付近
の紫外-可視光を照射することにより、トラ



ンス体からシス体に光異性化し、分子構造お
よび極性が大きく変化するため、ミセル構造
が崩れ、内包薬物が放出される仕組みを持た
せることができる。機能評価は治療に相当す
る光応答性（薬剤放出）と、MRI による撮像
能（造影効果）に分けて行った。合成した
KMR-AZn シリーズは予想通りのミセルを形成
し、光照射による内包色素の放出に加えて、
既存の造影剤よりも高い MR 造影効果を示し
た。この実験結果により、刺激応答分子およ
び MRI 造影剤を１つの分子に有する新規脂質
型ドラッグキャリアの有用性が示された。今
後はリポソームへの応用などターゲティン
グ機能の付加やさらなる多機能化を行い、in 
vivo応用に向けた応用が期待される。 
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