
 

 
オリジナルラマンプローブの開発による酵素活性の高精度

イメージング 

神谷真子（東工大・生命理工） 

近年、蛍光イメージングの「色数の壁」を打破し、細胞内の多数の標的分子を同時検出する手法と

して、ラマンプローブを用いた多重検出法が注目を集めている。つまり、アルキン・ニトリルなどの

官能基を用いたラマンスペクトルは、蛍光スペクトルと比較して 50-200 倍シャープであるため、細

胞における多数の標的分子を同時検出する手法として期待されている。そこで我々は、ラマン信号強

度を制御する原理を確立するとともに、それに基づく機能性ラマンプローブを開発することを目的と

した。 

具体的には、分子の電子吸収帯から離れた波長の光で励起する「非共鳴条件」よりも、分子の電子

吸収帯よりもやや長波長の光で励起する「前期共鳴条件」の方がラマン散乱信号が飛躍的に増大する

現象（共鳴ラマン効果）に着目し、この検出感度の違いを活用することで、ラマン信号の off/on が制

御できるか検討した。また、本原理に基づき、細胞内の生体分子と反応することでラマン信号強度が

変化する機能性ラマンプローブの開発を検討した。 

まず初めに、9 位に CN 基を導入した種々のキサンテン誘導体を合成し、吸収波長特性・安定性を

評価した結果、9CN-JCP を有用な母核として見出した。次に、9CN-JCP のアミノ基にアミド結合を

介して基質部位を導入した誘導体は、酵素反応前後で吸収波長が変化し、共鳴ラマン効果の有無によ

りラマン信号が off から on に変化することを示した。さらに、CN 基の同位体置換によってラマンシ

フト値が変化することを利用して、数種類の酵素活性を異なるラマンシフト値で同時検出可能な

activatable 型ラマンプローブを開発し、生きた細胞内における複数の酵素活性を同時にイメージング

することに成功した 1)。一方で、9CN-JCP を母格としたラマンプローブは、酵素反応生成物の細胞内

滞留性が低く細胞外へ漏出してしまうため、生体組織中の標的酵素発現領域を特異的に検出すること

が困難であった。そこで、新たな母格として 9CN-rhodol 誘導体に着目し、その凝集性の高さを活用

することで、組織中の標的酵素発現領域を特異的に検出可能なラマンプローブを開発した。種々の

9CN-rhodol 誘導体を合成して分光特性・安定性を評価したところ、9CN-JCR を有用な母核として見

出した。次に、9CN-JCR を母核としてβ-galactosidase を標的としたラマンプローブを開発し、ショ

ウジョウバエ組織に適用した。その結果、従来型プローブでは、酵素反応生成物が細胞外へ漏出して

しまい、酵素発現領域を特異的に検出することができなかったが、新たに開発したプローブでは、生

成した色素母核が標的細胞内で凝集体を形成するため、標的酵素発現領域を特異的に検出できること

が示された。以上、共鳴ラマン効果を利用して、ラマン信号の off/on を制御する分子設計法を確立

し、さらに凝集効果を掛け合わせることで、組織中の標的酵素発現領域を特異的に検出できる

activatable ラマンプローブの開発に成功した 2)。 

今後、確立した分子設計法に則り機能性ラマンプローブ群を拡張し、細胞や組織における多数の分

子を同時に検出することができるようになれば、生命現象をより包括的に理解できるようになると期

待される。 
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