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研究成果の概要（和文）：鉄錯体を過酸化水素との反応点として有する蛍光プローブを複数開発した。これらの過酸化
水素蛍光プローブは無蛍光であるが、細胞内で微量の過酸化水素と反応し、秒スケールで赤色や緑色蛍光物質（レゾル
フィンやフルオレセイン）を生成する。これらの蛍光プローブの一つを用いて、上皮細胞成長因子の刺激によってA431
細胞が情報伝達物質として生産する過酸化水素のリアルタイムイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：A series of fluorescent probes for hydrogen peroxide have been developed that 
have a mononuclear nonheme iron complex as a reaction site toward hydrogen peroxide. They are all 
non-fluorescent, but once reacting with low concentrations of hydrogen peroxide inside cells, they 
release green- or red-emitting fluorescent dyes such as resorufin and fluorescein. We have succeeded in 
real-time imaging of hydrogen peroxide that was produced as a messenger inside A431 cells upon 
stimulation of epidermal growth factors.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 過酸化水素は生体に障害を与える活性酸
素の一つとして認識されてきた。しかし、近
年、過酸化水素が細胞の成長、分化、移動を
促す情報伝達物質として生産されることが
明らかとなり注目を集めている（Rhee、 
Science 2006）。ペルオキシレドキシン等の過
酸化水素を消去する酵素が存在するにも関
わらず、過酸化水素がどのようにして情報伝
達物質として働くことができるのか明らか
にされていなかったが、Wooらは、過酸化水
素を生産する膜蛋白質 NADPH oxidase の近
傍では、ペルオキシレドキシン I をはじめと
する過酸化水素を消去する酵素群が不活性
化されることを示し、細胞膜直下の特定の場
所で局所的に過酸化水素濃度が上昇するモ
デルを提案している（Woo et al. Cell 2010）。 
(2) カルシウム蛍光プローブがカルシウムイ
オンの情報伝達物質としての働きを詳細に
解き明かし、神経細胞を扱う研究者の必携の
研究ツールとなったように、過酸化水素の細
胞内の生産の場とタイミングを解き明かす
過酸化水素蛍光プローブは過酸化水素の情
報伝達物質として役割の解明に大きく貢献
すると期待できる。しかし、既存の過酸化水
素蛍光プローブでは、過酸化水素との反応は
分オーダーであるため（半減期 t_1/2 = ca. 25 
min）、過酸化水素の局所的な蛍光強度の向上
を観測できず、蛍光プローブの拡散のために
細胞全体が蛍光を放つ画像しか取得できて
いない（Chang et al. JACS 2004）。高速・高感
度な過酸化水素蛍光プローブを開発するこ
とで、細胞内で酵素反応により生産される過
酸化水素の生成をリアルタイムに可視化で
きると期待された。 
(3) 金属錯体を過酸化水素との反応点とする
高速・高感度な過酸化水素蛍光プローブ
MBFh1（MBFh = Metal-based fluorescent probe 
for H2O2）を合成している。MBFh1は過酸化
水素との反応によって赤色蛍光物質レゾル
フィンを放出する。応答速度は既存の過酸化
水素蛍光プローブよりも約 1000 倍速く、酵
素（glucose oxidase）が生産する過酸化水素の
濃度上昇の追跡が可能である（図１、特許申
請 ： 特 願 2010-183083 お よ び
PCT/JP2011/068360, Analytical Chemistry 、 
2011, 83(24), pp 9213-9216.)。しかし、MBFh1
は細胞培養液中における安定性が低く、細胞
内の過酸化水素の蛍光イメージングには適
用できなかった。 

 

図 1 MBFh1を用いた過酸化水素蛍光検出 
 

２．研究の目的 
本研究では、MBFh1の細胞培養条件下では
不安定であるという問題を解決できる新た
な金属錯体型蛍光プローブを開発し、これを
用いて、成長因子等による刺激によって細胞
が産生する微量の過酸化水素をライブイメ
ージングすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

MBFh1 を用いて細胞内外の過酸化水素の
検出を試みた。その結果、MBFｈ1 は細胞培
養条件において、MBFh1のアミド部位が自発
的な加水分解を受け、過酸化水素非存在下に
おいても赤色蛍光を与えることが判明した。 
水中において様々な鉄錯体と過酸化水素
との反応をスクリーンングし、水中でペルオ
キシダーゼ活性を示す鉄錯体を見出し
（Dalton Trans. 2013）。この錯体をもとに、ア
ミド結合を持たず、水中での安定性、過酸化
水素特異性および反応速度を向上させた
MBFh2を開発した（Chem. Commun. 2013）。
また、レゾルフィンではなく、フルオレセイ
ンを放出する MBFh3 の開発も行った（Bull. 
Chem. Soc. Jpn. 2014）。 

MBFh2 と過酸化水素との反応は蛍光分光
装置を用いて評価した。過酸化水素だけでは
なく、他の活性酸素種との反応も評価した結
果、極めて過酸化水素特異的なプローブであ
ることが判明した。また、過酸化水素との反
応により生成する蛍光物質および錯体は、高
速液体クロマトグラフィーおよびイオンス
プレー質量分析装置によって評価した。 
 
４．研究成果 

MBFh2はMBFh1と同様、秒単位で過酸化
水素と反応し、赤色蛍光を与えること、また、
細胞培養条件においても十分に安定である
ことを確認した。HeLa細胞、A431細胞に対
して、MBFh2 を添加し、MTT アッセイによ
り細胞増殖率を評価した結果、いずれの細胞
においても顕著な細胞毒性は認められなか
った。 

MBFh2は細胞透過性を有しており、MBFh2
を HeLa細胞あるいは A431細胞に添加後、外
部から過酸化水素の添加に対し、細胞内に赤
色蛍光の増大が観測された。また、上皮成長
因子の添加によっても、A431 細胞内に赤色
蛍光の増大を観測することができた（図 2）。
さらに、蛍光増大過程をリアルタイムで観測
することにも成功した（Chem. Commun. 
2013）。 

 

図 2 MBh2を用いた過酸化水素蛍光検出 



 過酸化水素との反応により緑色蛍光物質
フルオレセインを生成する MBFh3 を開発し
た。MBFh3は｢C−O結合の酸化的切断｣と｢生
成する還元型フルオレセインの酸化｣という
二つの酸化反応によって、緑色蛍光物質を生
成する（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2014）。 
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