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細胞内で選択的に活性化される機能性分子プローブの開発

学位論文内容の要旨

  今世紀初頭までに、ヒトゲノムプ口ジェクトによルヒトをはじめとする様々な
生物の設計図である遺伝子情報の解読が完了した。これらのゲノム解読研究から
得られた遺伝子情報を生命科学や医療の現場で活用することが期待されている。
一方で、生きている状態では、遺伝子情報に書かれた分子が特定の場所・時間で
機能していることから、遺伝子情報だけでは、これらの動態を正確に解析するこ
とは不可能である。また、組織や細胞から、夕ンパク質などの構成成分を抽出し、
それを電気泳動やク口マトグラフイーで分析するような手法だけでは、生命を十
分に理解することができない。そのため、生命現象を解明するためには、生きた
ままの状態で解析することが重要となる。生きたままの状態で、特定の条件下の
みシグナルが“オン”になるようなオフ／オン制御可能な分子の開発は、生命科学研
究や診断・創薬への研究展開のために極めて重要となる。そこで、筆者は、細胞
内で選択的に活性化される機能性分子プローブの開発を目的とし、下記に示す2
つの研究テーマを遂行した。
（‘1）細胞内酵 素によって活 性化される機 能性分子プ口一 プの開発
  細胞内グルタチオントランスフェラーゼ（GST)は、薬物代謝酵素として生体
内で重要な役割を果たしている。抗癌剤等の求電子基を有する疎水性化合物は、
GSTによって触媒されたグルタチオン(GSH)の求核置換反応によってGSH抱合
体を形成する。GSH抱合体は速やかに細胞外へと排出される。このGSH/GST反
応機構は抗癌剤等の薬物耐性の一因にもなっている。一方で、GSTは癌細胞で高
発現していることから、癌マーカーとしての利用も期待される。また近年では、
GSTは新規制癌薬の標的夕ンパク質としても有望である。そのため、いまだ確立
されていない生体内GST検出法は癌診断技術や創薬スクル一二ングヘの応用が
期待できる。そこで、筆者は、GSTの反応活性を検出・イメージングするための
新規分子プ口ープの開発に着手した。
  GSTは、求電子性の化合物が結合する部位とGSHが結合する部位を有する。
GSHは結合部位においてプ口トンが引き抜かれチオアニオンとなる。求核性が増
大したGSHは、GSTに結合した求電子性化合物に対して求核攻撃を起こし、そ
の結果、グルタチオン抱合体が生成される。筆者は、このGSTの反応メカニズ
ムに注目し、チオアニオンと反応し脱保護される求電子性芳香族スルフオニル基
を制御ユニットとして用いることでGSTを検出するための分子プ口ーブを設計
した。すなわち、螢光性化合物である口ーダミン(Rh)のアミノ基にジニト口ベン
ゼンスルフオニル(DNs)基を制御ユニットとして導入することで、無螢光性化
合物(DNs-Rh)に変換できる。DNs-Rhは、GSH/G ST溶液で処理したところ、その
制御ユニットがGST触媒作用によるGSHの求核置換反応により除去され、Rhに
変換されることで螢光発光した。本知見から、DNs基などの求電子性芳香族スル
フオニル基を制御ユニットとして導入することで、化合物の機能をオフにして、
GST触媒作用によってオンにする分子プ口ープの設計原理が確立した。この設計
原理を用いて、GSTを検出するための多色螢光プ口ーブ、生物発光プ口ーブ、
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MRI（核磁気共鳴イメージング）プ口ーブを開発した。螢光化合物のクレシルバ
イオレット(CV)に制御ユニット(DNs基）を導入したDNs-CVは、既存のGST検
出プロープと比較して高感度かつ検出プ口ーブとしての有用性を示した。
DNs-CVを用いて、乳癌細胞やゼブラフイッシュ初期胚のGSTイメージングに成
功した。さらに、GSTを検出するための生物発光プ口ープおよび19F MRIプロー
ブをそれぞれ設計・合成した。生物発光プ口ーブは、不安定なジオキセタン中間
体に制御ユニットを導入することで安定化し合成できる。この生物発光プロープ
は、GST触媒作用で制御ユニットが除去されることで発光した。19F MRIプ口ー
プは、トリフルオ口メチル基を有するクマリン誘導体に制御ユニットを導入する
ことで合成した。19F MRIプロープはGST触媒作用で制御ユニットが除去され、
19FMRIシグナルの変化を画像化できた。さらに、大腸菌にそれぞれ生物発光プ
口一プや19F MRIプローブを導入したところ、それぞれのシグナルに基づいて細
胞内GST活性を観測できた。
(2)細 胞 内 環 境変 化 に よって 活性 化され る螢 光分子 プ口 ーブの 開発
  脂肪組織に存在する脂肪細胞などでは、トリアシルグリセ口ールの形で内部に
脂質を蓄積する。その結果、脂肪滴が細胞内部で形成される。脂肪滴の形成はエ
ネルギー貯蔵手段である。しかしながら、肥満などにあるようにその過度の蓄積
は、生体に様々な支障をきたす。脂肪滴の形成・成長・分解のメカニズムが詳細
に解明されることによって、これらの疾患の診断・治療に寄与する新たな研究展
開が期待される。そのため、細胞レベルから個体臨床レベルにわたって脂肪研究
は、精力的に展開されている。脂肪滴の螢光イメージングプ口ーブはその研究の
強カな手段となる。そのため、筆者らは、実用性のある脂肪滴イメージングプ口
ーブの開発に着手した。
  脂肪滴検出プローブを開発するに当たり、二つの重要な性質に注目した。一つ
は、脂肪滴への分布特異性の高い分子を設計することである。これは、脂溶性の
高い構造設計をすることで可能になる。二つ目は、疎水性環境下で螢光が増強す
るオフ／オン機能である。これは、シグナル・バックグラウンド比の高い画像を得
るのに重要である。今回、筆者は市販の螢光性化合物ナイルブルー(NB)の5位ア
ミノ基に芳香族スルフオニル基を制御ユニッ卜として導入することで、疎水性環
境下でのみ螢光増強を起こす分子設計を可能にした。芳香族スルフオニル基の求
電子性をDNs基、モノニトロベンゼンスルフオニル(MNs)基、トシル(Ts)基へと
段階的に弱くすることで、NBの非極性溶媒ク口口ホルムに対する螢光応答性は
増大した。脂肪滴の誘電率に近い疎水性環境で応答性を示し、かつ適度な脂溶性
を有するMNs-NBが最もよいプローブとなった。ここで、制御ユニットは、NB
の励起状態構造の安定性に寄与していると考えられる。NBは、分子内電荷移動
のメカニズムで螢光発光することが知られている。その励起構造のうち、ジエチ
ルアミノ基がNBの母核に対して平面である場合（平面型分子内電荷移動状態）
は放射緩和による螢光性を示すが、直角である場合（ねじれ型分子内電荷移動状
態）は無放射緩和による非螢光性を示す。NB誘導体の螢光寿命の解析から、そ
れぞれの緩和過程の速度定数を算出した。これら物理化学バラメーターの解析か
ら、制御ユニットの求電子性は、ねじれ型分子内電荷移動状態の安定化に寄与し
ていることが示唆された。
  次に、細胞内脂肪滴のイメージングを検討したところ、MNs-NBはこれまで報
告されているイメージングプローブのBODIPY 493/503やナイルレッドと比べて
高い解像度と定量性を示した。また、マウス生体内での脂肪組織イメージングも
可能であった。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文題 名

細胞内で選択的に活性化される機能性分子プローブの開発

博士学位論文審査等の結果について（報告）

  本論文は、細胞内で選択的に活性化される機能性分子プ口ープの開発を目的とした以下の研究

課題に関するものである。

1．細胞内酵素によって活性化される機能性分子プロープの開発

  グルタチオン卜ランスフェラーゼ(GSDは、薬物代謝酵素として生体内で重要な役割を果た

す。抗癌剤等の求電子基を有する疎水性化合物は、GSTによって触媒されたグルタチオン(GSH)
の求核置換反応によってGSH抱合体を形成し、速やかに細胞外へと排出される。このGSH/GST

反応機構は抗癌剤等の薬物耐性の一因にもなっている。一方で、GSTは癌細胞で高発現している

ことから、癌マーカーとしての利用も期待される。また近年では、GSTは新規制癌薬の標的夕ン

バク質としても有望である。そこで著者は、GSTの反応活性を検出・イメージングするための新

規分子プ口ーブの開発に着手した。

  著者は、GSTの反応メカニズムに注目し、チオアニオンと反応し脱保護される求電子性芳香族

スルフオニル基を制御ユニットとして用いることでGSTを検出する分子プローブを設計した。

すなわち、螢光性化合物である口ーダミン(Rh)のアミノ基にジニトロベンゼンスルフオニル

(DNs)基を制御 ユニッ トとして導入することで、無螢光性化合物(DNs-Rh)に変換できる。

DNs-Rhは、その制御ユニットがGST触媒作用によるGSHの求核置換反応により除去され、Rh

に変換されることで螢光発光した。本知見から、芳香族スルフオニル基を制御ユニットとして導

入することで、化合物の機能をoffにして、GST触媒作用によってonにする分子プ口ーブの設計
原理が確立した。この設計原理を用いて、GSTを検出するための多色螢光プローブ、生物発光プ

口一プ、MRI（核磁気共鳴イメージング）プロープを開発した。螢光化合物のクレシルバイオレッ

卜(CV)に 制御ユ ニット(DNs)を導 入したDNs-CVは 、既存のGST検出プローブと比較して高

感度な検出プローブとしての有用性を示した。さらに、GSTを検出するための生物発光プローブ

および19F MRIプローブをそれぞれ設計・合成した。不安定なジオキセタン中間体に制御ユニッ

トを導入することで安定化した発光プ口ーブは、GST触媒作用で制御ユニットが除去されること

で発光した。19F MRIプ口ープは、トリフルオロメチル基を有するクマリン誘導体に制御ユニッ
トを導入することで合成し、GST触媒作用で制御ユニットが除去され、19F MRIシグナルの変化

を 画 像 化 で き た 。 さ ら に 、 大 腸 菌 に お い て 細 胞 内 GST活 性 を 観 測 で き た 。

2．細胞内環境変化によって活性化される螢光分子プロープの開発

  脂肪滴の形成はエネルギー貯蔵手段であるが、その過度の蓄積は生体に様々な支障をきたす。

脂肪滴の形成・成長・分解のメカニズムが詳細に解明されることによって、疾患の診断・治療に
寄与する新たな研究展開が期待される。脂肪滴の螢光イメージングプ口ーブはその研究の強カな

手 段 で あ り 、 実 用 性 の あ る 脂 肪 滴 イ メ ー ジ ン グ プ ロ ー ブ の 開 発 に 着 手 し た 。
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  脂肪滴検出プ口ーブを開発するに当たり鍵となるのは、脂肪滴への分布特異性が高いことと、

疎水性環境下で螢光が増強するofflon機能である。著者は螢光性化合物ナイルブルー(NB)の5位

アミノ基に芳香族スルフオニル基を制御ユニットとして導入することで、疎水性環境下でのみ螢

光増強を起こす分子設計を可能にした。芳香族スルフオニル基の求電子性をジニト口ベンゼンス

ルフオニル(DNs)、モノニトロベンゼンスルフオニル(MNs)、卜シル(Ts)へと段階的に弱くする

ことで、NBの非極性溶媒ク口口ホルムに対する螢光応答性は増大した。脂肪滴の誘電率に近い

疎水性環境で応答性を示し、かつ適度な脂溶性を有するMNs-NBが最もよいプロープとなった。

ここで、制御ユニットは、NBの励起状態構造の安定性に寄与していると考えられる。物理化学

バラメ一夕ーの解析から、制御ユニットの求電子性は、構造の安定化に寄与していることが示唆

された。

  次に、細胞内脂肪滴のイメージングを検討したところ、MNs-NBはこれまで既存のイメージン

グプローブ、BODIPYやNile Redと比べて高い解像度とを示した。また、マウス生体内での脂肪

組織イメージングも可能であった。

以上述べたように、著者は、細胞内で選択的に活性化される機能性分子プ口ープに関する新知

見を得たものであり，創薬化学において貢献するところ大なるものがある。よって，北海道大学

博士（薬科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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