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２．発表のポイント：  

◆蛍光法と比べて多重検出能に秀でるラマン顕微法を用いて、複数の標的酵素活性を同時に可

視化することができる activatable型ラマンプローブの開発に成功した。 

◆生体内の分子に対して化学的に応答して初めて信号が offから onに activateされる機能性

のラマンプローブを世界に先駆けて開発した。 

◆本研究で創出した原理に基づき更なる機能性ラマンプローブが開発されれば、ラマン顕微法

の多重検出能を活かした生命科学研究の発展に大きく寄与すると期待される。 

 

３．発表概要： 

光で分子振動を検出するラマン顕微法（注 1）は、特にラマンプローブ（注 2）と組み合わせ

ることで、蛍光法と比べて高い多重検出能を実現できることから近年注目を浴びています。し

かし、既存のラマンプローブは常に信号を示す always-on型のプローブであり、生体内の分子

と反応してラマン信号が offから onに変化する activatableな特性を有するラマンプローブは

開発されていないため、その応用が限定されていました。 

東京大学大学院医学系研究科の神谷真子准教授、同大学院工学系研究科の小関泰之准教授ら

の研究グループは今回、epr（注 3）-SRS（注 4）を原理とする activatable型ラマンプローブ

の開発に成功しました。本プローブでは、分子の吸収波長によって検出感度が変化することを

利用して、標的酵素との反応前は吸収波長が短いためラマン信号が off ですが、反応後は長波

長化してラマン信号が onとなるよう分子を設計しました。さらに、ラマン検出タグである CN

基を同位体置換することで、同時検出が可能な 4 種類のラマンプローブを開発し、2 種類の生

きた培養細胞間における酵素活性パターンの違いを可視化することに成功しました。 

本研究で創出した、分子の吸収波長に基づくラマン信号の制御原理は、機能性ラマンプロー

ブの分子設計において一般化され得るものです。この設計法に基づいて更なる機能性ラマンプ

ローブが開発されれば、ラマン顕微法の多重検出能を活かした生命科学研究の大きな発展が期

待できます。 

 

４．発表内容：  

① 研究の背景・先行研究における問題点 

ラマン顕微法は、分子の固有振動数に相当する散乱光を観測できるため、試料中に含まれる

分子の種類やその状態についての情報を得ることができ、非標識で生体を観察する手法として

開発されてきました。さらに近年では、生体分子由来のバックグラウンド信号の影響を受けな

い silent region（注 5）に信号が生じる、アルキンなどの三重結合を有したラマンプローブと

組み合わせることで、標的分子の高感度かつ特異的な可視化が可能となってきました。しかし

ながら、既存のラマンプローブは常に同じラマンシフト値（注 6）・信号強度を示す always-on



型のプローブであり、生体内の分子に応答してその信号が activateされる、機能性を有したラ

マンプローブは開発されていませんでした。 

 

② 研究内容 

そこで本研究グループは今回、誘導ラマン散乱（SRS）顕微法において、分子の吸収波長よ

りも 100-200 nm長波長の光で励起する前期共鳴（epr）条件下でその検出感度が飛躍的に増大

することに着目し、分子の吸収波長の変化によってラマン信号を制御可能なプローブの開発を

行いました。すなわち、標的酵素との反応前は吸収波長が短いためラマン信号が off ですが、

反応後は吸収波長が長波長化し epr 条件を満たすようになることではじめてラマン信号が on

になる分子設計を行いました。具体的には、silent regionでの信号検出を可能にするために 9

位に CN 基を導入した種々のキサンテン（注 7）誘導体を合成し、分光特性・安定性を評価し

た結果、9CN-JCP を生理的条件下で安定に存在できる有望なプローブ母核として見出しまし

た。実際に、9CN-JCPのアミノ基にアミド結合を介して酵素基質部位を導入した誘導体は、標

的酵素との反応によって吸収波長が長波長化し、ラマン信号が offから onに変化することが示

されました。また、ラマン顕微法は蛍光法と比べて多重検出能に秀でており、ラマン検出タグ

であるCN基の同位体置換を行うことによって異なるラマンシフト値を有する化合物を開発可

能であることが知られています。これを利用することで、複数のアミノペプチダーゼやグリコ

シダーゼの活性を、同一色素母核でありながら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 4 種類開発しました。さらに開発したラマンプローブを用い

ることで、生きた細胞内においてこれら標的酵素の活性を同時にイメージングし、その酵素活

性パターンの細胞種間における違いを検出することにも成功しました。 

 

③ 社会的意義・今後の予定 

開発したラマンプローブ群を用いることで、従来の蛍光プローブ（注 8）では蛍光スペクト

ルの分離能の問題から同時検出が困難であった、複数の標的酵素活性の同時検出が可能になり

ます。本プローブの標的酵素は特定のがん細胞において発現が亢進していることが知られてい

るため、今後例えばがん臨床検体に適用することでがん部位の特異的な可視化を行うことがで

きると考えられ、複数の酵素活性を標的とすることでがんの性状把握、がん種の同定が行える

ようになることが期待されます。 

さらに、本研究を通じて、分子の吸収波長の変化を用いることでラマン信号を on/offするこ

とができ、さらに activatable な機能性を付与したラマンプローブを設計できることを示しま

した。本プローブのように、同時に複数の標的分子を可視化できるラマンプローブ群を拡充す

ることができれば、ラマン顕微法の多重検出能を活かしたマルチターゲットな生命科学研究が

大きく発展し、生命現象の更なる理解につながることが期待されます。 
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７．用語解説：  

（注 1）ラマン顕微法： 光と分子の相互作用のひとつであるラマン散乱を検出することによる顕微

法。ラマン散乱光は入射光に対して分子の振動数分だけ振動数が低下し、長波長化した光として生

じるため、これを検出することで試料に含まれる分子の構造解析を行うことができる。 

（注 2）ラマンプローブ： ラマン散乱により検出可能な特有の分子振動を有する分子の総称。異な

る分子振動周波数を有するラマンプローブを用いることで、複数種の分子の多重検出が可能となる。

分子振動スペクトルは蛍光スペクトルより狭いことから、ラマンプローブは多重度を高める上で有

利であると期待されている。 

（注 3）epr：electronic pre-resonance（前期共鳴）； 共鳴ラマン散乱が生じる条件の１つ。ラマ

ン散乱において、分子に入射する励起光の波長が分子の吸収波長に一致するときラマン散乱強度が

著しく上昇することが知られており、これを（真正）共鳴ラマン散乱と呼ぶ。このような共鳴効果

は分子の吸収波長と励起光の波長が完全には一致しない場合でも生じ、分子の吸収波長よりやや長

波長の励起光によって生じるラマン散乱光を前期共鳴ラマン散乱と呼ぶ。 

（注 4）SRS：stimulated Raman scattering（誘導ラマン散乱）；非線形ラマン効果の１つ。励起

光を入射する際に、分子振動数だけ光周波数が異なるストークス光を入射すると、誘導放出と同様

の原理によりストークス光が増幅されるとともに、励起光が減衰する現象。SRSを利用した SRS顕

微法は、非常に微弱な光であるラマン散乱光を検出するラマン顕微法と比較して、分子を高感度に

検出することができる手法として知られている。 

（注 5）silent region：生体分子のラマン散乱に由来するバックグラウンド信号が生じない波数

領域（1800-2800 cm-1）のこと。アルキンやニトリルといった三重結合のラマン散乱はこの領

域で検出されるため、これらの三重結合を導入したラマンプローブは、生体内においても高感

度に検出することができる。 



（注 6）ラマンシフト値：ラマン散乱における、励起光からの振動数のシフト量。主に cm-1の

単位で表される。1 cm-1は 30 GHzに対応する。 

（注 7）キサンテン：アントラセンの中心のベンゼン間をピラン環に置き換えた 3 環構造を有する

有機化合物の総称。 

（注 8）蛍光プローブ：最初は無蛍光性であるが、ある特定の標的分子と反応することでその構造

が変化して、強い蛍光を発したり、蛍光の色調が変化したりする機能性分子の総称。 

 

８．添付資料： 

  

a) 本研究で開発した 4種類の酵素活性を標的とした activatable型ラマンプローブ。b) 生きた

培養細胞における GGT, LAP, DPP-4, -galactosidase 活性の同時検出。ラマン顕微法の多重

検出能を生かし、4 種類の酵素活性を同時イメージングして、2 種類の培養がん細胞 (A549, 

H226) における酵素活性パターンの違いを可視化することに成功した。スケールバーは 10 m。 

 


