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 研究目的 

本研究グループでは、生物発光反応に基づくバ
イオイメージング技術の開発と実践的な応用研
究を行っている。 
これまでに動物個体で起こる生命現象を従来技
術の 100-1000 倍高感度に可視化できる高感度近
赤外生物発光反応 AkaBLI(人工基質 AkaLumine
と人工酵素 Akaluc で構成)を開発した(Fig. 1A)[1]。
AkaBLI は NIH の Somatic Cell Genome Editing 
Programで動物個体での検出システムに第一候補
としてリストされており、技術的優位性は依然高
い[2]。 
AkaBLIはAkalucの発現量（=発光強度）を基に、
動物個体内に数個細胞の局在、増殖の過程や遺伝
子発現動態を高感度にモニタできる技術である。
しかし、複雑な生命現象を読み解くには、特定の
分子に呼応して発光活性(強度/波長)を変調させ
るプローブの開発が不可欠である。 

 

Fig. 1 AkaBLI に基づく生物発光プローブの模式図 

そこで本研究では、AkaBLI を基盤にした基質
構造の改変により、特定の生理機能を非侵襲に可
視化できるターンオン型の機能プローブの作動
原理の構築を目指す。具体的には、人工基質の
AkaLumine に化学修飾を施し発光活性をマスク

し、特定分子(例:プロテアーゼ)により修飾が取り
除かれる事で発光活性を回復する機能プローブ
である。概念実証のため、創薬ターゲットとして
有力視されている SARS-CoV-2 メインプロテ
アーゼ(3CL)の標的ペプチドを発光基質に修飾し、
3CL の存在の有無により発光が Off→On するか
を調べた。 

 
 研究実施状況・研究成果 

2.1. 3CL検出用発光プローブ 1の前駆体である
AkaLumineモノメチル体の合成と評価 

3CL 検出用発光プローブ 1 での発光基質は
AkaLumine モノメチル体である。そこでまず、
AkaLumine モノメチル体の合成を合成した(Fig. 
2A) 。 AkaLumine モ ノ メ チ ル 体 は 天 然 の
Fluc(Akalucの祖先)と反応し良好な発光活性を示
す予備的知見を持って、本研究を企画したが、
Akaluc との反応性は調べられていなかった。そこ
で、AkaLumine モノメチル体と精製タンパク質で
ある Akalucを利用した in vitroでの発光活性評価
を実施した。AkaLumine と比較してモノメチル体
は 4%程度の発光強度を示した（Fig. 2B）。 

 

Fig. 2 AkaLumineモノメチル体の合成(A)と in vitro 
での Akaluc との発光活性評価(B) 

AkaLumine の化合構造を少し変化させるだけ
で、Akaluc の基質認識に影響を与え、大幅に発光
活性が低下することが判明した。 
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Fig. 3 3CL 検出用プローブ 2 の動作原理(A)と合成(B)、in vitro での機能評価 

機能プローブが良好な機能を示すためには、
Akaluc 存在下 AkaLumine モノメチル体が
AkaLumine と同等の発光強度を示す必要がある。
3CL により AkaLumine モノメチル体が遊離する
プローブでは、プローブが極めて良好に動作して
も、AkaBLI の 4%程度の性能しか出ないことが明
らかとなった。このため、研究開始当初想定して
いた 3CL 検出用発光プローブ 1 の合成は、取り
やめ、Fig. 3 に示す分子デザインでのプローブの
開発、目的達成を目指し、研究を進めた。 

2.2. 自己犠牲リンカーを利用した 3CL検出用発
光プローブ 2の合成と評価 

2.1 章の結果を受け、3CL による修飾ペプチド
の切断により、AkaLumine そのものが遊離するプ
ローブをデザインした(Fig. 3A)。3CL 検出用発光
プローブ 2はペプチドが修飾された臭化ベンジル
と AkaLumine エステルの縮合、続くメチルエス
テルの脱保護により合成した（Fig. 3B）。得られた
3CL 検出用発光プローブ 2 を in vitro で機能を評
価した。リコンビナント 3CL で処理（1 時間、37
度）した後、リコンビナント Akaluc との発光活性
により、3CL 非存在下に比べ 20 倍発光強度が向

上した（Fig. 3C）。in vitro では良好に機能するこ
とが明らかになった。 
この結果を受け、個体レベルでのプローブの評

価を行った。3CL 非発現の Akaluc 全身発現マウ
スで評価を行った。このマウスに 3CL 検出用発光
プローブ 2 を投与したところ、AkaLumine を投与
した場合と比較して 20%程度の発光強度を示し
た（Fig. 4A）。in vitro の結果を踏まえ、3CL を発
現しない当該マウスでは発光が確認されない（さ
れても 1%程度の微弱である）と想定していた。 
マウスに投与後、何かしらの分子によって修飾

ペプチドが非特異的切断を受けていると考え、原
因究明を進めた。まず血液中にある成分に注目し
た。野生型マウスから採血を行い、in vitro でマウ
スの血液存在下、3CL 検出用発光プローブ 2 の評
価を行ったところ、血液非存在下と比較して 20倍
程度発光強度が増加した（Fig. 4B）。血清を利用し
ても結果は再現した。血液成分中のプロテアーゼ
などにより 3CL 検出用発光プローブ 2 の修飾ペ
プチドが加水分解され AkaLumine が遊離したと
考えられる。非特異的切断のより精微な検討のた
め、合成の容易なクマリンにペプチドを修飾した
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蛍光プローブを合成した(Fig. 4C)。このプローブ
ではペプチドの脱離により、蛍光波長が変化する。
このプローブにマウス血液を作用させるとアミ
ノクマリン由来の蛍光が確認されることから、当
該ペプチド以外の構造によらず当該ペプチドを
加水分解するプロテアーゼであることが示唆さ
れた（Fig. 4D）。また、いくつかのプロテアーゼ
阻害剤を利用した検討を実施した。これにより、
セリンプロテアーゼ阻害剤 AEBSF により非特異
的切断が抑制されることから、セリンプロテアー
ゼがかかわっていることが示唆された。 

 

Fig. 4 3CL 検出用発光プローブ 2 の個体での評価
(A)、 マウス血液を利用した非特異的切断の
検討(B)、クマリン蛍光プローブ(C)、プロテ
アーゼ阻害剤による検討(D) 

 まとめ 

発光基質の修飾による機能プローブ開発は、in 
vitro、または培養細胞レベルでは成功した。この
技術は、3CL の阻害剤のハイスループットスク
リーニングや、新型コロナウイルスの感染成立を
培養細胞レベルで検出する有用な発光プローブと
なりうる。しかし、当初の目的としていた個体レ

ベルで利用できるプローブ開発には、本研究期間
中には至らなかった。しかしながら得られた知見
から、酵素 Akaluc の改変によるプロテアーゼプ
ローブの開発に着手しており、良好に機能する分
子を見出している。またこの Akaluc 改変プローブ
を基に、異なるウイルスに由来するプロテアーゼ
に対応するプローブ技術を進めているところであ
る。 
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