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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアでの活性酸素種(ROS)の過剰産生やそれにともなう漏

出は、動脈硬化やアルツハイマー病さらには癌の転移に重大な寄与をする。本研究は、ミトコ

ンドリアに局在化し、さまざま蛍光波長を有する過酸化物感受性蛍光プローブの合成を行った。

また、核に局在化する ROS 感受性蛍光プローブの合成を行った。さらに、抗酸化剤の細胞膜

透過性と細胞内微小器官まで移行する能力とを含めた正味の細胞内抗酸化活性の測定方法を確

立した。 

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are functionally important subcellular organelles; 
they are a major source of reactive oxygen species (ROS) in mammalian cells and are major 
targets of oxidative damage. Such damage to mitochondria has serious consequences such 
as cell death caused by the termination of energy generation. In this study, we synthesized 
mitochondria localized fluorescence probe having several wave lengths, and a nucleus 
localized hydrogen peroxide sensitive fluorescence probe. The measurement of measurement 
of intracellar antioxidant activity using these fluorescence probes. 
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１．研究開始当初の背景 

活性酸素種（ROS）は、生物の生存に必須の
エネルギー獲得機能そのものに含まれる酸
化的化学因子（ラジカル）あるいは加齢、紫
外線・放射線、大気汚染、薬物の長期服用、
煙草の有害成分の吸入などにより生じ、脂質
過酸化、遺伝子の損傷やタンパク質の変性等
を引き起こし、動脈硬化、アルツハイマー病
などの疾病の引き金になる。高齢化が加速す
るわが国において活性酸素やそれらの化学

種により引き起こされる生体内での酸化を
分析する手段の構築は急務である。近年、ミ
トコンドリア DNA の病原性突然変異ががん
細胞の転移を誘発していることが明らかに
なった。これは、mtDNA の突然変異がミト
コンドリア呼吸活性を低下させ活性酸素種
を大量に漏出することで転移に係る核遺伝
子の発現を上昇させるためである。また、抗
酸化剤で処理することで癌転移を抑制でき
ることも明らかにされている(Ishikawa ら 
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Science, 2008, 661.)。このように、ROS の過
剰生産が転移の原因である場合は、抗酸化剤
がヒトの癌転移の治療に有効なようである。 

抗酸化剤の能力を計測する方法は数多く知
られているが、溶液中での活性測定ではでき
なかった抗酸化剤の細胞膜透過性の差まで
考慮する方法として、生細胞中に ROS 感受
性蛍光プローブとラジカル開始剤を導入し
ROS を発生させ、抗酸化剤の細胞内抗酸化活
性(CAA)の測定法が報告されている。生細胞
内で用いることのできる活性酸素感受性蛍
光プローブは、Chang ら J. Am. Chem. Soc., 

2008, 130, 9638.、Nagano ら J. Am. Chem. 
Soc., 2007, 129, 10324. 、 Nakagawa ら 

Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 17, 2055.、
などいくつか報告されている。それらの蛍光
プローブひとつであるジクロロフルオレセ
イン誘導体(DCFH-DA)を蛍光プローブとし、
マウス肝癌由来HepG2細胞を用いたCAA測
定がある(Wolfe et al. J. Agric. Food Chem. 
2007, 55, 8896.)。DCFH-DA は、細胞内加水
分解酵素により分解され、細胞質に留まる
ROS 感受性蛍光プローブであるが、それらは
少しずつ細胞外に漏れ出ることが知られて
いる。また、Wolfe らの手法では DCFH とラ
ジカルが細胞質中に分散することとラジカ
ル開始剤がどこに存在するかが明らかでな
いことにより、ROS の発生と捕捉する場所が
不確かなため、抗酸化剤(AO)がミトコンドリ
アで過剰に産生された ROS を他の細胞内微
小器官に漏出させることなく消去する能力
をもつのかどうかを知ることはできない。す
なわち、既存の方法では、生細胞中で ROS

の本来の発生源であるミトコンドリアへの
抗酸化剤の移行する能力を観測できていな
い。(図 1 の上部)。 

 

申請者は、ミトコンドリアに局在化する置換
基であるトリフェニルホスホニウム塩を、過
酸化物のみを捕捉する蛍光プローブ、ジフェ
ニルピレニルホスフィン (DPPP)に結合させ
た MitoDPPP を開発した。MitoDPPP は、
細胞内のミトコンドリアに局在化し、細胞内

に浸入した脂溶性過酸化物を捕捉して、ホス
フィン部分が酸化を受けホスフィンオキシ
ドになることにより、蛍光強度がおおよそ 35

倍程度増大する(図 2)。その様子を蛍光顕微
鏡により観測することが可能であった。さら
に、光毒性が弱く、光照射による劣化が少な
い、しかも量子収率の良い蛍光性置換基（ペ

リレニル基）を持つ過酸化物捕捉剤
（MitoPeDPP）についても収率よく合成して
いる。さらにこれらの蛍光プローブは、細胞
にグルタミン酸を添加することで生成する
ミトコンドリア膜中の脂質過酸化物を捕捉
できることを見出した (図 3)。 

4-ボラン 3a,3b-ジアザインダセン(BODIPY)

は、測定系内の pH 依存性が低く、高い量子
収率を有するとともに比較的合成が容易で
ある。しかも、置換基変換により容易に励起、
蛍光波長を変化させることが可能である。
MitoDPPP (ex 351 nm 、 em 380 nm) や
MitoPeDPP(ex 450 nm、em 480 nm)よりもさ
らに長波長側に励起、蛍光波長をもつ ROS
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図 2 MitoDPPP および MitoPeDPP の反応性 
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図 3 MitoDPPP を用いた HepG2 細胞中での脂質

過酸化物 a)グルタミン酸添加直後 b)添加後 24 時

間 

 



 

 

感受性蛍光プローブを合成し、抗酸化剤の
CAA 測定を用いることで適応範囲の拡大が
望める。 

２．研究の目的 

研究期間内に申請者は、BODIPY 誘導体にセ
ンサー部位として、過酸化物感受性のあるジ
フェニルホスフィノ基やすべての ROS に感
受性を示す TEMPO 誘導体を導入した蛍光
プローブを合成する。さらにミトコンドリア
で過剰産生された ROS が種々の抗酸化剤存
在下でも漏出するかを確認するために DNA

に局在化する DAPI(ジアミジノインドール)

に ROS 感受性部位を導入した蛍光プローブ
も合成し、細胞内で過剰産生される ROS に
対する抗酸化剤の効果を見積もる方法を確
立する。 

 

３．研究の方法 

(1)ミトコンドリアに局在化する過酸化物感
受性 BODIPY 誘導体の合成 
ホスフィン型プローブは、p-ブロモベンズア
ルデヒドと 3-エチル 2,4-ジメチルピロール
を酸触媒存在下で攪拌し、酸化の後、三フッ
化ホウ素を添加しブロモベンゼンを有する
BODIPY 誘導体をまず合成した。パラジウム触
媒を用いてジフェニルホスフィンオキシド
とのカップリングを行い、還元の後、ホスフ
ィンボランとする。さらにマイクロ波照射下
でホスホニウム塩を結合させる。塩基で処理
し、目的とする化合物を得た。 
(2)DNA に局在化する ROS 感受性 DAPI 誘導体
の合成 
DAPI 誘導体の合成法を以下に示す、シアノヨ
ードベンゼンを出発物質として、ヨウ化亜鉛
を用いたアルケニルアニリンからのインド
ールの合成法を応用してジシアノインドー
ルを合成した。その後、インドールの 3位を
ヨウ素化し、BODIPY 誘導体の合成と同様の方
法でジフェニルホスフィンオキシドを導入
し、ホスフィンボランとした後、シアノ基を
アミジン化して目的の化合物を得た。同様の
方法で DAPI の 3 位にボロン酸エステルを結
合させたプローブの合成を行った。 
(3)合成した蛍光プローブの物性評価 
得られた蛍光プローブの電子スペクトル測
定および電気化学的特性を測定した。さらに
水系溶媒に対する溶解度の測定および過酸
化物と ROS との反応性を有機溶媒中、水溶液
にて測定を行った。 
(4)細胞内導入 
DPPP などトリアリールホスフィン類は脂溶
性が高く、水溶液への溶解度が極めて低いた
め、細胞内への導入が困難である。しかしな
がら、MitoDPPP の細胞内導入実験からもわか
るように脂溶性カチオンを導入することで、
細胞内導入が容易になり、細胞内での分散も
極めて起こりにくいことから、トリアリール

ホスホニウム塩をもつ蛍光プローブは 1％
DMSO 水溶液に溶解することが可能である。 
(5)蛍光プローブ局在化の検証 
蛍光プローブの細胞内微小器官への局在化
の検証は市販の細胞内微小器官染色試薬
（MitoRed や DRAQ5 など）と二重染色し蛍光
顕微鏡観察を行った。 
(6)ROS 感受性の確認 
①過酸化物感受性の確認：それぞれの蛍光プ
ローブを導入した細胞（HepG2）に数種の過
酸化物を添加し、蛍光顕微鏡観察を行うこと
で、外部から細胞内へ浸入した過酸化物に対
する感受性を確認した。 
②外的因子により細胞内に発生した過酸化
物への感受性の確認：蛍光プローブを導入し
た細胞をスライドガラスに貼り付け石英セ
ルに挿入し、その後、2,2-アザビス(2-メチ
ルプロピオンアミノ)ジヒドロクロリド
(AAPH)の溶液を加え、37℃に加温し、細胞内
に過酸化物を発生させ、蛍光プローブが酸化
されることで増加する蛍光スペクトルを蛍
光顕微鏡によって顕微分光測定を行った。 
③過酸化水素消去機構阻害により発生する
ROS への感受性の確認：それぞれの蛍光プロ
ーブを導入した細胞（HepG2 およびマウスメ
ラノーマ細胞）に過剰量のグルタミン酸を添
加し、細胞内抗酸化剤のひとつであるグルタ
チオンの生成を阻害することで脂質過酸化
を誘発させ蛍光プローブが酸化を受ける。そ
の様子を蛍光顕微鏡により観察し、経時変化
を蛍光分光光度計にて観察する。また、DNA
に局在化する蛍光プローブを導入した細胞
を用いて抗酸化剤存在下でのミトコンドリ
アからの ROS の漏出を確認した。 
（7）CAA の測定系の確立 
アスコルビン酸およびその脂溶性誘導体抗
酸化剤存在下で行い、それによる蛍光強度の
増加率の経時変化を分光光度計により測定
する。抗酸化剤添加の有無で得られるそれぞ
れの蛍光強度を比較することで、抗酸化剤の
ミトコンドリアへの移行能を評価した。 
 
４．研究成果 
細胞内抗酸化活性測定法を確立するため、こ
れまでに合成したミトコンドリアに局在化
する過酸化脂質感受性蛍光プローブを用い、
ミトコンドリア内部で起こる脂質過酸化物
の形成を新たに合成した新規のアスコルビ
ン酸誘導体がどれほど抑制するかを見積も
った。まず MitoPeDPP の細胞内挙動の観察に
は、顕微鏡技術と分光法を組み合わせること
で、生体試料の位置や形状などの情報を維持
したまま蛍光スペクトルを得ることができ
る顕微分光法を用いた。 HepG2 細胞に
MitoPeDPPの蛍光体であるMitoPeDPPOをロー
ドし、蛍光顕微鏡による観察を行なった。次
に、励起光照射範囲を細く絞り、回折格子を



 

 

用いて分光した。その結果、得られた蛍光ス
ペクトルの蛍光極大は、MitoPeDPPO の蛍光極
大とほぼ一致していることがわかった（図 4）。
すなわち、この手法を用いることで、細胞内
における MitoPeDPP の蛍光強度を測定できる
と考えられる。 

 次に、顕微分光法を用いて、HepG2 細胞内
に外部導入したラジカル開始剤から生じる
ROS に対する MitoPeDPP の反応性を観測でき
るかを試験した。2, 2’- アゾビス 2- アミ
ジノプロパン(AAPH)を利用した。MitoPeDPP 
(1.6 μM)をロードした HepG2 細胞に AAPH 
(250 μM)を添加し、蛍光顕微鏡による観察
を行なったところ、 添加 1 h 後に蛍光強度
の増大が観られた。また、AAPH 添加 1 h 後の
蛍光スペクトルを顕微分光法により算出し
たところ、AAPH を添加する前に比べ蛍光強度
が約 4倍増大していた。さらに、AAPH 添加１
時間後においてもプローブがミトコンドリ
アに局在化していることを確かめるため、
MitoRed との 2重染色を行なった。AAPH 添加
1 h 後に MitoRed をロードし MitoPeDPP の蛍
光顕微鏡画像と比較したところ、2 つ画像は
ほぼ重なり合うことがわかった。 外部導入
した ROS に対する MitoPeDPP の反応性を顕微
分光法にて観測できることがわかったため、
抗酸化剤の添加が MitoPeDPP の蛍光強度の増
大を抑制するかを調べることにした。抗酸化
剤には、ミトコンドリアに局在化するアスコ
ルビン酸誘導体を用いた。MitoPeDPP と抗酸
化剤を細胞にロードし、AAPH を添加し ROS を
発生させた。抗酸化剤を添加しなかった時と
は対照的に、AAPH 添加前と添加１時間後の蛍
光顕微鏡画像に差は見られなかった。さらに、
顕微分光法により算出した蛍光スペクトル
を比較した場合にも、蛍光強度の増大はほと
んどみられなかった。その要因としてミトコ

ンドリアに到達した ROS が MitoPeDPP と反応
する前に抗酸化剤によって除去されたこと
が考えられる。これらの結果は、ミトコンド
リアに局在化する抗酸化剤がラジカル源を
効率よく消去したことを示している。 
また、ミトコンドリアから発生する ROS へ

の MitoPeDPP の反応性を顕微分光法よって観
察できるかを試験した。MitoPeDPP (1.6 μM)
をロードした HepG2 細胞にグルタミン酸ナト
リウム(1 mM)を添加し、蛍光顕微鏡による観
察を行なったところ、添加 20 h 後に蛍光強
度の増大が観られた。さらに、顕微分光法に
より蛍光スペクトルを算出したところ、蛍光
強度が約 7倍に増大していることがわかった。
グルタミン酸刺激により細胞内で除去され
なくなった ROS と MitoPeDPP が反応し、蛍光
強度の増大が観られたと考えられる。これら
の結果は、ミトコンドリアを発生源とする
ROS と MitoPeDPP の反応性を顕微分光法によ
り観測できることを示している。ヒト肝ガン
由来の HepG2 細胞に MitoPeDPP をロードし、
抗酸化剤を添加した。グルタミン酸刺激を与
えた直後の蛍光強度と 20 h 後の蛍光強度を
顕微分光法を用いて測定した。抗酸化剤には、
アスコルビン酸ならびにアスコルビン酸誘
導体を用いた。水溶性が高いアスコルビン酸
はコントロールと比較すると蛍光強度にほ
とんど変化はなくミトコンドリアでの抗酸
化能を示さないことがわかった。また、脂溶
性アスコルビン酸誘導体は蛍光強度増大の
抑制がみられた。これは、膜透過性が向上し
たことによりミトコンドリア内に侵入でき
たことが要因であると考えられる。以上の結
果より本測定法は抗酸化剤の細胞内での分
子動態も評価できることが実証された。 
可視光領域に吸収をもつ抗酸化剤に対し

てもその細胞内抗酸化能の測定を可能にす
るため、近赤外領域に蛍光波長をもつミトコ
ンドリア局在型の過酸化脂質感受性蛍光プ
ローブの合成を行った。はじめに、過酸化脂
質センサーとしてトリアリールホスフィノ
イル基をもつプローブの合成を行ったとこ
ろ、目的とする蛍光プローブは過酸化物と反
応してもわずかな蛍光強度の増加に留まっ
た。そこで、BODIPY 共役平面内にトリアリー
ルホスフィンを 2個有するプローブの合成を
全 7段階で行った（図 5）。 
本化合物の蛍光波長は 685nm にあり、望みの
蛍光波長を有していることが明らかとなっ
た。実際に細胞導入実験を行ったとところそ
の化合物のミトコンドリア局在性は我々が
有するミトコンドリア局在型蛍光プローブ
のそれよりも低いことが明らかとなった。そ
の原因として、本化合物の水溶性が低いこと、
ならびに本化合物が有する脂溶性・親水性の
バランスがミトコンドリア膜に局在化する
のに適当でないことが危惧される。細胞導入
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図 4 顕微分光法を用いた MitoPeDPPO の観察 

(a) MitoPeDPPO (1.6 μM)で染色した HepG2 細胞

の蛍光顕微鏡画像 (b) (a)の入射スリットを狭め

た時の蛍光顕微鏡画像(c) (b)を回折格子により

分光した時の蛍光顕微鏡画像 (d) 算出した蛍光

スペクトル  



 

 

方法の工夫などが必要である。 

次に、DNA に局在化する ROS 感受性 DAPI 誘
導体の合成：当初予定していたトリアリール
ホスフィンをセンサーとして有する DAPI 誘
導体は合成の困難さと化合物の安定性の低
さからセンサー部位をボロン酸エステルに
変更した。DNA 染色剤として知られる DAPI に
過酸化水素感受性のあるボロン酸エステル
部位を結合させた蛍光プローブを 3位がヨウ
素化された DAPI より合成した（図 6）。得ら
れた化合物は DNAと会合すると蛍光強度が増
大し過酸化水素と反応することで蛍光強度
が低下することがわかった。いわゆる ON-OFF
型の蛍光プローブで、遺伝子導入を必要とせ
ず、核外で生成した過酸化水素が DNA 近傍に
侵入すると蛍光強度が次第に低下するプロ
ーブの開発に成功した。実際の細胞実験を行
うと本化合物の核内への侵入が確認できた。
しかしながら、本化合物が導入された生細胞
の活性に明らかな低下が見られた。今後、細
胞導入方法等も含めて検討する必要がある。 
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