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研究成果の概要（和文）：ROS・RNS の細胞内情報伝達制御分子としての役割を明らかにする

ことを目指し、これら活性種の「生きている状態」の生物試料でのイメージング達成する全く

新たなイメージングプローブ類の設計・開発を行った。具体的には、過酸化水素、アクロレイ

ン、グルタチオン S-トランスフェラーゼ活性をそれぞれ鋭敏に検出する蛍光プローブや、細胞

からの漏出が少なく長時間観測に適した hROS 及び RNS 検出蛍光プローブ、in vivo での次亜

塩素酸検出 NIR 蛍光プローブ、hROS 検出生物発光プローブの開発などに成功し、画期的なイ

メージング例を得ることにも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：For elucidating the functions of ROS and RNS as intracellular 
signaling molecules, we aimed at developing novel optical imaging probes which afford 
their live-imaging in living biological samples. We have succeeded in developing 
fluorescence probes for hydrogen peroxide, acrolein, and the enzymatic activity of 
glutathione S-transferase, those for highly ROS and NO which has much desired property 
of intracellular retention for the long-period observation, that for hypochlorite with NIR 
emitting capability, and luminescence probes for detecting hROS. We also have succeeded 
to obtain various striking images of each ROS and RNS in living cells and animals. 
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素種(ROS)・窒素種(RNS)は、主に

生体に傷害を与える疾患関連分子群として
これまでも大きな注目を集めてきたが、最近
では生細胞内外におけるセンシング・シグナ

ル応答に関与する分子としての側面に大き
な注目が集まっている。特に、様々な親電子
性活性種の生成と特異的なタンパク質修飾
に基づく細胞応答については、研究開始当初
世界的に研究が盛んになりつつあり、生細胞
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での観測を実現する技法の確立は焦眉の急
であった。 
このような中、筆者らは従来から、個々の

ROS、RNS の反応性は化学的な観点から見
ると極めて多様であることから、疾患関連分
子としての役割も大きく異なると考え、個々
の ROS、RNS を精確に区別して検出可能な
蛍光プローブ群を開発してきた。従前、蛍光
プローブは主に試行錯誤的に開発されてき
たため、上記目的を達する蛍光プローブの開
発は困難であったが、筆者は独自の理論に基
づく物理有機化学的研究を遂行し、極めて汎
用性の高い蛍光プローブの論理的設計法の
確立に世界で始めて成功した。実際本設計法
に基づき、本新学術領域計画研究を開始する
以前に、10 種類を超える特異的 ROS、RNS
検出蛍光プローブの開発に成功し、これらを
活用し様々な新規生細胞応答の可視化に成
功してきた。開発に成功したプローブは、い
ずれもすぐに生細胞系・生体系への適用が可
能であるなど極めて実用的であり、実際開発
した数種のプローブは全世界で市販化され、
数多くの生物・医学研究に用いられるような
ってきている。 
しかしながら、以下記述するように、小分

子プローブの細胞内局在性や細胞からの漏
出の問題、さらにはより高次の生体システム
である動物モデルにおけるイメージングを
達するプローブ、可視化技法の開発は未達で
あり、ROS シグナル応答の全容解明には、ま
だ遠いのが実情であった。 

 
２．研究の目的 
本計画研究課題では、細胞内情報伝達機構

の制御分子としての活性酸素種(ROS)・窒素
種(RNS)の役割を徹底的に明らかにすること
を目指し、「生きている状態」の生物試料の
どこで、どのタイミングで、どの種の ROS
二次シグナル活性種が生成し、どのターゲッ
ト蛋白質が修飾されたのかを、リアルタイム
に観測することを実現する蛍光プローブ類
の開発を行う。特に、生細胞、生体材料、実
験動物個体での各種 ROS、RNS、親電子性
活性種のリアルタイムイメージングを達成
する各種プローブの開発と観測技法の確立
に注力して研究を行う。具体的には、(1) 生
細胞内での長時間観測を実現するROS、RNS
蛍光プローブ、(2) 親電子性活性種イメージ
ングプローブ、(3) ROS、RNS の産生を空間
分解能高くイメージングするためのプロー
ブ局在化技法、(4) 過酸化水素検出蛍光プロ
ーブ、(5) 動物個体内の hROS 産生を in vivo
で検出可能なイメージングプローブ・技法の
確立を目指す。 
  
３．研究の方法 
 各種蛍光プローブ、生物発光プローブ群の

開発は、筆者がこれまでに確立してきた独自
のプローブ設計法（光誘起電子移動に基づく
設計法、分子内 spiro 環化に基づく設計法）
をフルに活用して行っていく。プローブの開
発が完了したならば、筆者の研究室で基礎的
な機能の検証を行う。機能が確認されたプロ
ーブ類については、他の計画班・公募班研究
者に速やかに提供し、領域全体の大きな目標
の達成に寄与していく。 
 
４．研究成果 
(1) ROS, RNS の長時間観測を実現する細胞内
滞留性の高い蛍光プローブの開発 
筆者らがこれまでに開発することに成功

してきたフルオレセインを分子骨格とする
ROS, RNS 蛍光プローブである APF類、DAF類
は、プローブの細胞内からの漏出が激しいた
め長時間の観察ができないという欠点を有
していた。そこでより細胞内滞留性を向上さ
せるべく、分子骨格としてカルセインを採用
した蛍光プローブの開発を行い、新たに APC, 
DACal 類の開発に成功した。 
具体的には、APC, DACal 類の ROS, RNS プ

ローブとしての機能は APF, DAF 類とほぼ同
等であるが、生細胞に負荷して長時間観測し
た結果、細胞内からの漏出は極めて低く、細
胞内滞留性の高い蛍光プローブであること
が明らかとなった。実際、APC負荷した HL60
細胞、DACal を負荷した BAEC 細胞を用いて、
薬物刺激による ROS, RNS の検出を試みたと
ころ、従来のプローブでは検出不可能であっ
た低容量刺激でもその発生を検出可能であ
ること、1 時間を超える長時間観測を行って
も、検出感度の低下がほとんど見られないこ
とが明らかとなった。 
さらに、DACal はカルセインを分子骨格と

しているため、中性付近 pH であっても、少
しの pH 変化で大きな蛍光強度の変化が見ら
れてしまう欠点を有しており、これを克服す
べく蛍光団に塩素原子を導入した DCl-DACal
を開発した。本プローブは、pH 5程度まで安
定した蛍光強度を示す RNSプローブであるこ
とが確認され、実際本プローブを AM エステ
ルへと誘導体化したプローブを活用するこ
とで、生細胞中で発生するごく少量の NO の
検出に成功した。本プローブ類は、今後の ROS, 
RNS 研究に大きな貢献をもたらすものと期待
しており、実際本新学術領域研究内での共同
研究を現在遂行中である。 
 

(2) Acroleinの高感度検出を可能とするラン
タノイド蛍光プローブの開発 
本新学術領域では、分子状酸素の感原生生

物である通常の ROS や NO などの RNS だけで
なく、様々な親電子性活性種による蛋白質修
飾も大きな研究課題である。そこで代表的な
親電子性活性種である acrolein の選択的、



高感度検出を可能とする蛍光プローブの開
発を行った。 
Acrolein は aniline 類と反応し、分子内

Skraup反応によって quinoline類を生成する
ことが知られている。そこで本反応を
acrolein 検出反応として用い、quinoline部
位の励起からのランタノイド錯体へのエネ
ルギー移動を原理とする、時間分解蛍光プロ
ーブを設計・開発した。本プローブ自身は、
acrolein との反応前は無蛍光であるが、
acrolein と特異的に反応することで、
Eu-DTPA 錯体へのエネルギー移動が可能なア
ンテナ部位として quinoline を生成し、
acrolein 検出が可能であることが明らかと
なった。さらに本プローブは Eu 錯体をベー
スとするものであることから、時間分解蛍光
測定により、血漿中に存在する生理活性物質
による自家蛍光の影響を全く受けずに、
acrolein の検出、定量が可能であることが明
らかとなり、臨床検体や細胞系でのイメージ
ングに有利であることが明らかとなった。 
 

(3) タグ蛋白質との組み合わせによるプロ
ーブの細胞内局在制御 
SNAP、Haloなどの小分子を結合させる活性

を有するタグ蛋白質技術を活用し、特定の蛋
白質への ROS、RNS シグナルを高選択的に検
出可能な新たな蛍光検出技術の開発を開始
した。本目的には、細胞に滞留しない
washable な蛍光プローブの開発が必須であ
る。そこで SNAP 基質となるベンジルグアニ
ン構造、Halo 基質となるクロロアルキル構造
を有する各種蛍光団誘導体を開発し、生細胞
への負荷、余剰プローブの洗浄操作に最も適
している骨格を検討した。その結果、脂溶性
の比較的高いフルオレセイン誘導体である
TokyoGreenと、ベンジルグアニンの組み合わ
せが非常によい特性を示すことが明らかと
なった。本プローブはそれ自身、緑色蛍光の
washable SNAP 基質として極めて有効である
ことが、SNAP 発現培養細胞を用いた検討から
確認され、最終目的とする washable な ROS、
RNS プローブ母核として理想的な特性を有す
ることが明らかとなった。 
 
(4) 過酸化水素特異的蛍光プローブの開発 
 次に、α－ジケトン構造を有する化合物が
過酸化水素と特異性高く反応し、二分子の安
息香酸誘導体に分解する性質を活用し、過酸
化水素と反応する前はほぼ無蛍光であり、反
応後は強い蛍光を発するようになる新規蛍
光プローブ NBzFをデザイン、開発した。NBzF
のα－ジケトン部位は低い LUMOを持つため、
分子内光誘起電子移動により蛍光が消光し
ているが、これが過酸化水素との反応によっ
て高い LUMO を持つ安息香酸類に変化するた
め、生成物は強い蛍光を発する。本プローブ

は、同じパーオキサイド構造を持つパーオキ
シナイトライトとは若干の反応性を有する
ものの、従来の過酸化水素プローブに比して
高い選択性を有し、かつ大きな蛍光強度変化
を示すことが明らかとなった。実際本プロー
ブを用いて、PMA 刺激による RAW 264.7 マク
ロファージ細胞内、あるいは EGF刺激による
ヒト扁平上皮がん A431 細胞内の過酸化水素
生成の可視化に、それぞれ高い S/N 比で成功
した。 
さらにより細胞内滞留性に優れたプロー

ブとして、カルセインを分子骨格とする過酸
化水素蛍光プローブ BzCaを設計・合成した。
BzCa は、NBzF とほぼ同等の優れた過酸化水
素との反応速度、選択性を有し、過酸化水素
との反応で約 100倍の蛍光強度上昇を示すこ
とが確かめられたため、これを用いた長時間
生細胞イメージングを行った。その結果、細
胞外へのプローブの漏出は 1時間を超えても
ほぼ見られず、微量の過酸化水素生成の数時
間にわたるライブイメージングが可能であ
ることが明らかとなった。さらにプローブを
用いて、EGF刺激による A431 細胞内の過酸化
水素生成を詳細に検討したところ、同一培養
ディッシュ内であっても、細胞環境によって
過酸化水素生成が多い細胞塊と少ない部分
が存在することも明らかとなり、過酸化水素
の細胞内シグナル分子としての機能を示唆
するデータを得ることに成功した。 
 
(5) hROSの生物発光イメージングを可能とす
るルシフェリンプローブの開発 
ホタルルシフェリン類を基本骨格とし、

hROS と反応するまではその発光が抑えられ
ているが、hROSと反応後は通常のルシフェリ
ン類と同様に発光するプローブを、分子内光
誘起電子移動を活用して開発した。より具体
的には、アミノルシフェリンのアミノ基上に
アルキル置換基を導入してもその発光特性
は失われないことをまず見出し、この知見を
元に、電子供与性部位を分子内に有し、これ
が hROS との反応で脱離するアミノルシフェ
リンプローブを設計、開発した。本プローブ
はルシフェラーゼの基質となるものの、ほと
んど生物発光を示さないが、これが hROS と
反応すると高い生物発光を示す生成物へと
変換されることが確認され、世界初の hROS
検出生物発光プローブとして機能すること
が明らかとなった。 

次に本プローブによる in vivo hROS イメ
ージングを試みた。まず、全身にルシフェラ
ーゼを発現したトランスジェニックラット
にプローブを腹腔内注射によって導入し、そ
の後さらに、微量の次亜塩素酸を腹腔内に注
射し、その前後での生物発光強度の変化を観
測した。その結果、次亜塩素酸の注入量に比
例した生物発光の伸びが観測され、定量的な



in vivo hROS イメージングが可能であること
が明らかとなった。さらに、ザイモザンと PMA
を順次腹腔内に注射することで急性炎症を
惹起させ、PMA 投与前後での生物発光イメー
ジングを行った。その結果、腹腔内での有意
な生物発光強度伸びが観測され、世界初の
activatable 生物発光プローブによる急性炎
症イメージングが達成された。 
 

(6) 化学プローブの正しい理解と使用法に
関する技術講習会の開催 
本新学術領域研究の外部に対する啓蒙活

動の一環として、生物系研究者を対象とする
有機小分子蛍光プローブの技術講習会を開
催し、蛍光プローブの分子設計・合成と、細
胞・動物系へのアプリケーションまでをカバ
ーする講義、及び実際のプローブを用いた生
細胞観察実習を行い、化学プローブを活用し
たイメージングを行う際の注意点、TIPS など
を実地で指導、解説した。 
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Functions of Reactive Oxygen Species 
(Invited), “Real-time imaging of various 
ROS and enzymatic activity in living cells 
by using precisely developed novel 
fluorescence probes”, Kumamoto, Jul. 18, 
2009. 

2. European Conference on Chemistry for Life 
Sciences 2009 (Invited), “Rational design of 
novel fluorescence probes for visualizing 
various cellular responses and in vivo tumor 
imaging”, Frankfurt, Germany, Sep. 4, 
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“Rational design of novel fluorescence 
probes for visualizing various cellular 
responses and in vivo tumor imaging”, 
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Visualization of Various Cellular Responses 
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17. 第 43 回酸化反応討論会（招待講演）、“電
子移動の精密制御による新たな生体応
答観測・先進医療の実現”、東京（東京
大学医学部鉄門講堂）、2010 年 11 月 12
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18. 第 35 回日本薬学会関東支部学術講演会
（招待講演）、“オリジナル化学プローブ
の開発による、新たな生細胞観測、in vivo
がんイメージングの実現”、東京（日本
薬学会長井記念ホール）、2010 年 11 月
13 日 

19. 第 84 回日本薬理学会年会（招待講演）、”
Novel chemical fluorescence sensors for 
visualization of various ROS in living cells 
and animals”、神奈川（パシフィコ横浜）、
2011 年 3 月 24 日 

20. 日本化学会第 91 回春季年会（招待講
演）、”オリジナル化学プローブの開発に
よる、新たな生細胞観測、in vivo がんイ
メージングの実現”、神奈川（神奈川大
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演）、”小分子蛍光プローブの精密開発に
基づく生細胞・動物個体内 ROS・RNS
イメージング”、東京（昭和薬科大学）、
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22. 第 84 回日本生化学会大会（招待講演）、”
ROS 蛍光プローブを活用した新たな生
細胞応答イメージング ～ 画期的なイ
メージングを実現するための Tips と注
意点 ～”、京都（京都国際会議場）、2011
年 9 月 24 日 

23. 第 31回キャピラリー電気泳動研究会（招
待講演）、”オリジナル蛍光プローブの精
密設計による新たな生体イメージング
の実現”、山形（慶応義塾大学鶴岡キャ
ンパス）、2011 年 11 月 9 日 

24. 第 26 回日本酸化ストレス学会関東支部
会（招待講演）、”オリジナル蛍光プロー
ブの精密設計による新たな生体イメー
ジングの実現”、東京（東京工科大学鎌
田キャンパス）、2011 年 12 月 10 日 

25. 日本化学会第 92 春季年会 シンポジウ
ム「有機合成化学を起点とするものづく
り戦略」（招待講演）、”生細胞適用可能
な光機能性分子の精密設計とその応用”、
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講演）、”新規有機小分子蛍光プローブの
開発に基づく生細胞・動物個体内レドッ
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28. BMAS2012（招待講演）、”光機能性プロ
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