
岐阜薬科大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３７０１

挑戦的研究（萌芽）

2018～2017

ヘムのケミカルバイオロジー研究推進を指向した基盤技術の創出

Basic study for chemical biology of heme

１０６００２０７研究者番号：

平山　祐（Hirayama, Tasuku）

研究期間：

１７Ｋ１９２０７

年 月 日現在  元   ６ ２４

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、動植物から菌類にいたるあらゆる生命体において重要な役割を持つヘム
の生体内挙動・生命機能の解明を目指し、生体内のヘムおよび関連分子を非侵襲的かつ選択的に検出するための
蛍光プローブ分子を開発し、これまで詳細な解析が困難であったヘムの細胞内輸送、取り込み、動植物個体にお
ける挙動や機能について、その全容解明を目的とした研究に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：The goal of this research is to reveal the biological behavior and functions
 of heme, which plays a variety of essential roles in biological systems ranging from plants and 
animals to bacteria, on the basis of newly developed fluorescent probes to detect heme 
non-invasively and selectively. In this research project, we tried to study the heme biology, which 
has been hard to investigate in detail. 

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　ヘム鉄　イメージング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまで解析が困難であったヘムの生体内動態を簡便に検出できる新しい化合物を開発すし、ヘムの
生命科学研究を推進しようとするものである。本研究期間においては、新しいヘム選択的蛍光応答を得るための
化学構造要件を見出し、これを使った蛍光プローブの開発を達成した。まだ改善の余地はあるものの、世界で初
めてのヘム鉄選択的蛍光プローブであり、本化合物が、今後のヘム研究に貢献することが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヘムは地球上に存在するほぼ全ての動植
物・細菌類に含まれ、光合成、エネルギー
産生、酸素運搬、酵素活性等、鉄補欠因子
族として様々な機能を示す。また、ヘム結
合により活性が制御されるBach1やFBXL5、
IRP2 等に見られるように、ヘム自体が細胞
シグナル因子として機能することも知られ
ている(Cell Signal., 2012, 24, 981)。生体内
のヘムを検出するには、生体組織や細胞を
破砕し、そこからヘムを抽出して比色定量
を行なう、という手法が従来の主流であっ
た。しかしながら、この方法では生細胞内
のヘムをリアルタイムで検出することは不
可能であり、実際、ヘム自身の細胞内動態・局在については現在もほとんどが不明な
ままである(図１)。最近、蛍光タンパク質とヘム結合性タンパク質を融合したヘムセ
ンサー分子が開発されたが(ACS Chem. Biol., 2015, 10, 1610)、50 kDa を超える分子量と
遺伝子操作の必要性からネイティブ細胞では使えない等、使用範囲が限られており、
生きた細胞中で簡便にヘムを検出できるヘム蛍光プローブの開発が強く望まれていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、あらゆる生命体に必須であり、非常にユニークな構造、化学反応性を示
す生体内化学種であるヘムの生体内挙動の解明を目指し、生体内のヘムおよび関連分
子を非侵襲的かつ選択的に検出するための多様な蛍光プローブ分子を開発することを
目的とした。また、これまで詳細な解析が困難であったヘムの細胞内輸送、取り込み
をはじめとする生体内挙動あるいは機能について、その全容を解明することを最終目
的とし、研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
■ヘム選択的蛍光プローブの開発 
本研究では、遊離の鉄(II)イオンとヘムを区別して検出可能な化学構造を確立する。研究代表
者ははこれまでに鉄(II)イオンによる三級アミン N-オキシドの脱酸素化反応を利用し、様々な
鉄(II)イオン蛍光プローブを設計・開発してきた。その中には、鉄(II)イオンに対して不活性
あるいは低活性なものも含まれる。そこで、これまでに合成した N-オキシド化合物ライブラリ
ーをスクリーニングすることにより、ヘム鉄に選択的に蛍光応答を示す化合物を見出すことと
した。さらに、得られた化合物を使った細胞イメージング実験により、生細胞内でのヘムイメ
ージングを試みた。 
 
４．研究成果 
■ヘム選択的蛍光プローブの開発 
これまで当研究室では、
様々な N-オキシド型鉄
(II)イオン蛍光プロー
ブ分子を開発してきた。
その一連の化合物につ
いて、ヘム鉄と鉄(II)
イオンに対する応答性
をスクリーニングした
ところ、RhoNox-1 を含
む既報の鉄(II)イオン検
出プローブ(Chem. Sci., 
2013, 4, 1250; Org. 
Biomol. Chem., 2014, 12, 
6590; Chem. Sci. 2017, 8, 
4858)は鉄(II)イオンに
対して応答したのに対
し、いくつかの化合物に
ついては、鉄(II)イオン
に対して全く応答しな
いにもかかわらず、ヘム
鉄にのみ応答するもの
が見つかってきた（図
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2a）。中でも、Fura-Nox と命名したベンゾフラン骨格を有する化合物群については、ヘム鉄へ
の選択的な応答性が共通して観察された（図 2a 黒色バー）。また、Fura-Nox-3 は水溶性、ヘム
への蛍光応答性、金属イオン選択性ともに良好なデータを示し、小分子化合物としては初めて
のヘム選択的蛍光プローブとしての機能を達成した。そこで、Fura-Nox-3 をもとにして、細胞
イメージング試験へと展開した。まず、Fura-Nox-3 自体はカルボン酸基を２つ、さらにピリジ
ン環を一つ有するため、水溶性が高く、細胞への取り込みは期待できなかったことから、カル
ボン酸のエステル化とピリジル基を持たない化合物への変換について、ヘムへの応答性を指標
とした構造活性相関を実施した。その結果、ピペラジン環をモルホリンに変換しても機能する
ことを見出し、カルボン酸部位については細胞内で切断されるエステルへとプロドラッグ化し
た化合物 Fura-Nox-7-AM（構造非公表）を得ることことに成功した。そこで、本化合物を用い
て細胞イメージングを実施した。Fura-Nox シリーズはヘムとの応答前においても蛍光が検出さ
れることから、細胞への取り込みは蛍光顕微鏡にて確認可能なはずであるが、細胞からの蛍光
は全く観測されず、プローブ自体の細胞膜透過性が低く、細胞内でのヘム検出への応用は困難
であることがわかった。現在、細胞内でのヘム検出には至っていないが、本研究成果は、初め
ての小分子型ヘム蛍光プローブの開発を達成したものであり、今後、細胞内のヘム検出に向け、
さらに研究を継続させ、世界初のヘム蛍光イメージングを達成したいと考えている。 
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