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第一章 序論  

プロテアーゼはタンパク質やペプチド内の特定のアミノ酸のペプチド結合を加水分解する酵素で

あり、生体内で様々な役割を果たしている。また、プロテアーゼにはがんの転移や炎症など疾患に

関係するものが多く、これらの活性を評価することは医療および創薬において非常に重要となる。

このようなプロテアーゼの研究において、酵素活性を蛍光強度の変化で検出する機能性分子  (蛍

光プローブ) は感度の高さや簡便性の点から、多くの in vitro アッセイやイメージングに活用され、

機 能解明に大 き く貢 献 している 。現 在 、プロテアーゼ活性検出蛍光 プローブと して

7-amino-4-methyl-coumarin (AMC) および Rhodamine Green (RG) を母核にしたものが市販

されている。しかしながら、AMC は紫外領域に励起波長を有するため光毒性を有すること、そして

RG は活性化に 2 段階の酵素反応を必要とするため、感度に乏しいという欠点があった。そこで、

本研究では、がんや消化作用など様々な生理機能に関わるプロテアーゼに着目し、プロテアーゼ

活性検出蛍光プローブを新たに開発することで、生化学的な研究や臨床診断にも応用可能な蛍

光イメージング手法の確立を目的とした。 

 

第二章 閉環開環制御を蛍光制御原理に用いたプロテアーゼプローブの開発  

 新たなプロテアーゼ活性検出蛍光プローブの開発にあたり、分子内閉環・開環反応を利用した

蛍光制御に着目した。RG のカルボキシ基をより求核性の高いハイドロキシメチル基に変換した新

たな誘導体 HMRG およびそのアミノ基の一方をアセチル化した acetyl-HMRG を合成し、分光学

的特性を精査した。その結果、HMRG および acetyl-HMRG は、両者とも塩基性 pH にて閉環構

造を取り、吸収が消失するが、閉環・開環平衡において異なる pH 依存性を示すことが明らかとな



 

った (Fig.1a)。すなわち pH 7.4の生理的条件下では、HMRGは開環構造を取り、強蛍光性を示

すのに対し、acetyl-HMRG は閉環構造を取り、無蛍光性となることが明らかとなった (Fig.1b)。こ

こから、acetyl-HMRG は生理的条件下でアミド結合が切断され、HMRG へと変換されると蛍光増

大を示すことが期待された。 

実際に、本特性を利用して肝機能評価酵素であるロイシンアミノペプチダーゼ （LAP） 活性を

標的とした蛍光プローブ、Leu-HMRG を合成したところ、Leu-HMRG は水中 pH 7.4 で閉環構造

を取るため無蛍光性であったが、LAP によりアミド結合が加水分解されることでダイナミックな蛍光

強度変化を示した (Fig.1c)。本蛍光プローブ設計法は他のプロテアーゼに対しても応用可能であ

り、開発したプローブは、光毒性の少ない可視光で励起され、1 段階の酵素反応で活性化される

ため、既存の手法と比較してプロテアーゼ活性を高感度に検出できると考えられる。 

 

第三章 -グルタミルトランスペプチダーゼ活性検出蛍光プローブの開発とがんイメージング 

がんは、1981 年以来日本人の死因第一位となっている疾患であり、治療法の一つに病変の切

除といった外科手術があげられる。より多くの病変部位を的確に切除することによって予後が改善

することが知られているが、従来のイメージング手法では、イメージング剤の一部ががん組織に分

布するため、がん組織と正常組織とのコントラスト (S/N) は乏しく、微小ながんの識別は困難であ

る。これに対し、蛍光を用いたイメージング技術は、高時空間分解能、高感度であること、そして標

的部位においてイメージング剤のシグナルを OFFから ONへとスイッチできるなど様々な長所を有

していることから大きな注目を集めている。そこで、第三章ではがんに過剰発現しているプロテアー

ゼを標的とし、プロテアーゼと反応することでシグナルが ON となる蛍光プローブを開発することで、

微小ながんを可視化する高感度ながん検出法の確立を目的とした。 

次に、がんイメージングの標的酵素として、卵巣がん、肺がん、胆管がん、肝細胞がんなどで過

剰発現が報告されている-グルタミルトランスペプチダーゼ (GGT) に着目した。GGT はグルタチ

オンなどの-グルタミルペプチドを加水分解する膜結合型酵素で、がんの転移に関わることが知ら

れている。先に示した設計原理の下、GGT 活性検出蛍光プローブ gGlu-HMRG を合成したところ、

gGlu-HMRG は GGT との反応により吸光および蛍光が 400 倍以上増大した (Fig.2a)。続いて、

ヒトがん由来の 4 種類の細胞株、SHIN3 (卵巣がん)、A549 (肺がん)、HuCCT1 (胆管がん) およ

び HepG2 (肝細胞がん)、そして、正常細胞株として HUVEC (臍帯静脈内皮細胞) を用いて蛍光

イメージングを行った。gGlu-HMRG添加により、HUVECでは蛍光が観察されなかったが、4種類

Fig.1 (a) pH profiles of HMRG derivatives in aqueous solution at various pH values. (b) Structures of 
HMRG and acetyl-HMRG at pH 7.4. (c) Reaction scheme of Leu-HMRG with LAP. 
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gGlu-HMRG を添加し、5 分後に蛍光画像を取得した。その結果、蛍光プローブ添加から 5 分で、

HCC のがん部位の形状を描出することに成功した (Fig.3)。また、GGT 特異的阻害剤の処理に

より、蛍光強度が減少したことから、gGlu-HMRG は HCC サンプルの GGT 活性を特異的に検出

していると考えられる。さらに、GGT 抗体を用いた免疫染色より、GGT 染色パターンとがん部位の

蛍光強度が相関性を示すことも確認した。 

 

第四章 キモトリプシン活性検出蛍光プローブの開発と膵液イメージング 

膵臓がんや胆管がんはそれぞれ年間 1 万 5000 人以上が死亡しており、死亡者数は年々増加

している。このようながんを根治させる唯一の治療法として、がん部位の外科的切除が挙げられ、

多くの場合、発生場所の関連で、がん部位と膵臓の同時切除が行われる。しかしながら、このよう

な膵切除術の場合、術後に膵断面から膵液が腹腔内にもれる「膵液漏」が一定の頻度で起こるこ

とが知られている。膵液漏が起こると、細菌感染や膵液の自己消化作用により血管が消化され大

出血を起こし、死に至る危険性がある。このため膵液漏は膵切除術における最も重要な合併症と

なっている。現在、膵液漏を防ぐために様々な膵切除法が検討されているものの、膵液漏の完全

な防止は困難である。その要因として、正常な膵管が同定しづらいため結紮が困難であること、そ

して無色透明な膵液の漏出を確認できないといった点が挙げられる。このため、手術中に膵管を

同定し、膵液の漏出を迅速かつ的確に確認する手法の開発が強く望まれている。そこで、第四章

では膵液中のプロテアーゼ活性をターゲットにした蛍光プローブを開発し、迅速かつ高感度な膵液

イメージングを達成することを目的とした。 

まず、膵液中に存在するプロテアーゼの中で、キモトリプシンに着目した。キモトリプシンは前駆

体で膵液中に分泌され、小腸でトリプシンによって活性体へと変化する。そこで、第二章の知見を

基にキモトリプシン活性検出蛍光プローブ (gPhe-HMRG) を合成した。gPhe-HMRG はキモトリ

プシンの基質となり、蛍光および吸収が数百倍速やかに上昇した (Fig.4a and 4b)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、患者から取得した膵液を用いてアッセイを行った。なお、キモトリプシンは前駆体で膵液中

に分泌されるため、トリプシン添加により活性体へと変化させた後に測定している。その結果、膵

液の添加によって gPhe-HMRG の蛍光強度が上昇し、また、キモトリプシン阻害剤で処理すると

蛍光強度の上昇が有意に抑制された。このことから gPhe-HMRG はヒト膵液中のキモトリプシン

活性を特異的に検出していることが分かった。そして、その蛍光強度変化は、膵液漏判定の一つ

の指標となる糖分解酵素のアミラーゼ活性値とある程度の相関性を示した。 

最後に、術後直後の切除した膵臓を用いて、膵離断面から漏出した膵液のイメージングに着手

した。具体的には、膵離断面を、拭きタオル (手術現場で用いられている) および実験用ろ紙 (紙

の自家蛍光が少ない) を接着させ、膵液の付着を確認した後に gPhe-HMRG およびトリプシンの

O NH2N
H

O
H
N

OO

HO

O Chymotrypsin

O NH2H2N

OH

Colorless & non-fluorescent Highly fluorescent

(Closed form) (Open form)
0

500

1000

1500

2000

2500

450 500 550 600 650 700

F
lu

o
re

sc
en

ce
 in

te
n

si
ty

 (a
.u

.)
 

u
u

u

Wavelength (nm)

After
Before

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

400 500 600

A
bs

or
ba

nc
e

Wavelength (nm)

After
Before

(b)(a)

Fig.4 (a) Enzymatic reaction scheme of gPhe-HMRG. (b) Absorption and fluorescence spectra of 
gPhe-HMRG in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4) before and after addition of chymotrypsin. 
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