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研究成果の概要（和文）：我々は生体の低酸素状態を検出する赤色発光イリジウム錯体BTPを開発し、「活性酸素ROSが
低酸素状態で増加するのはなぜか」と云う問題の解決を試みた。実験は、代謝機能を調節しやすいラット心筋培養細胞
を用いた。βアゴニストで心筋細胞の拍動が増すとBTP発光の増強から低酸素状態が確認され、それはβブロッカーで
減弱した。
　　次に、ROS発生を緑色蛍光プローブRF-TMROSで観察すると、BTP発光に応じて緑色発光が増強した。しかし、活性グ
ルタチオンGSHを加えると低酸素状態でも緑色発光は弱いままだった。低酸素状態でROSが増加するのはGSH-ペルオキシ
ダーゼのROS消去活性が弱まるためと推測された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a red colour-emitting luminescent iridium complex probe BTP for 
detecting hypoxic region in vivo, and examined why reactive oxygen species ROS is more generated in a 
hypoxic condition than in a normoxic condition. We used primary-cultured rat cardiac muscle cells because 
their metabolic activity is easily controllable in a cellculture system. When the cells were stimulated 
by β-agonist, their beating movement increased in a dose-dependent manner, and they were turned hypoxic 
by BTO luminescent intensity. But this intensity was weakened with β-blocker.
 Next, when we observed ROS generation with green colour-emitting fluorescent probe RT-TMROS, green 
colour was getting intensified with increase of BTP red color. But when active form of glutathione was 
added to the culture, green-colour was not augmented even in a hypoxic condition. We suggest that 
increased ROS generation in a hypoxic condition results from ROS-eliminating action by GSH-dependent 
peroxidase.

研究分野：生体イメージング

キーワード： バイオテクノロジー　生体機能利用
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１．研究開始当初の背景： 生体のエネルギー産
生は、その大部分がミトコンドリア呼吸鎖の電子伝達
反応でまかなわれ、この反応に肺から摂取した酸素
の95%以上が消費される。電子伝達系では４つの複
合体が電子をリレーして複合体IVで酸素分子に渡さ
れてH2Oとなる。この過程で0.1-2%の酸素は電子が
対とならず、反応性に富む活性酸素（ROS）となる。
従って、激しい運動など多量の酸素を消費する状態
では同時に多量のROSを生ずる。そのため、ミトコン
ドリアはROSを消去する酵素、Mn-SODをもち、細胞
膜のリン脂質は酸化を受けやすい不飽和脂肪酸に
富んでいる。 
  不思議なことに、ROSはその基となる酸素が十分
にある時よりも低酸素状態の方が多量に発生すると
云う。我々は膵β細胞を低酸素状態にするとROSで
活性化される蛍光試薬、CM-H2DCFDAが多量に発
光 型 DCF に 転 換 さ れ る デ ー タ を 示 し た 
(Endocrinology 149:1654, 2008)。ROSは低グルコー
ス状態にすると更に産生され、代謝活性が下がること
もROS多量発生の原因となる。そこで、我々は、「ミト
コンドリアでROSはATP産生に応じて、言い換えれば
酸素消費に応じて発生する。それにもかかわらず低
酸素状態でROS発生が高まるのはなぜか」と云う
Questionをもつに至り、それに対して１）ミトコンドリア
はMnSODや細胞膜の不飽和脂肪酸が豊富でROS
は消去されるが、低酸素になると消去システムの機
能が弱まる、２）低グルコース状態でもROSが多量に
発生するので、代謝活性の低下がROS消去を障害
する、と云う２つの仮説を立てた。 
 
２．研究の目的：  我々は生体の低酸素状態を可
視化するプローブ、イリジウム錯体を開発した 
(Cancer Res 70: 4490, 2010)。また、ROS検出試薬
CM-H2DCFDAよりも安定性、定量性に優れた
PF-TMRosを用いて微量のROSを検出する方法を確
立した (JBC 285: 667, 2010)。更に、ミトコンドリアな
どの生体膜を可視化する発光脂質プローブも開発し
てきた (Endocrinology 151: 4705, 2010; BBA1761: 
1169, 2006)。本研究ではこれらの発光プローブで心
筋細胞を用いて「低酸素におけるROS多量産生がミ
トコンドリアのROS消去システム障害に起因するのか、
エネルギー代謝障害に起因するのか」、検討する。 
 
３．研究の方法 
イリジウム錯体の化学合成  
我々は高い組織透過性を得るために赤色発光イ
リ ジ ウ ム 錯 体 Ir(btp)2(acac) {BTP; 
bis(2-(2’benzothyenyl)pyridinato-N,C3’)iridium(acety
lacetonate)} を基本型として用い、本研究ではミ
トコンドリア局在性をもつ誘導体を合成する。
BTP は光学特性に関わる２つの主配位子とプロ
ーブの光学特性には関わらず、水や脂質の親和性
のみを変える補助配位子 acetylacetone (acac)

からなる。BTP は脂溶性で細胞内では小胞体 
(ER) に局在する。24年度は、BTPをミトコンド
リアに局在させるために、acacにミトコンドリア
指向性 triphenyl phostin (TPP) をつけ、ミトコン
ドリア局在性をもつ誘導体 BTP-TPP を合成する。 
 
培養細胞実験  
心筋初代培養は、以前心筋肥大の実験で用いたこ
とがあり（JBC 272: 20545, 1997）、心筋細胞の機
能不全状態である心筋肥大技術ももっている。心
筋細胞の運動量増加はβアゴニスト 10 μM 
isoproterenol、100 μM carbachol で、ブロックは
βブロッカー propanolで行なう。 
 ROS検出は5 μlの5-(and-6-)-chloromethyl-2’, 
7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(CM-H2DCFDA)を５分間インキュベートして作
り出される DCF を SenSysTM charge 付き LSM5 
PASCALコンフォーカル顕微鏡（Carl Zeiss）で定
量して数値化する。DCF は安定しないので定量
が難しく、その点で PF-H2TMRos (Invitrogen) は
非常に優れており、緑色発光プローブもある。ミ
トコンドリア同定には MitoTrackerを用いる。 
 
マウスを用いる実験 
心筋細胞の培養実験が成功したら次に in vivo 実
験に移る。ヌードマウスを３群に分けて非トレー
ニンググループ、適度なトレーニンググループ
（走行 0.5 時間/１日/半年）、ハードなトレーニ
ング（走行２時間/１日/半年）を与える。ヌード
マウスをペントバルビタールで麻酔後、BTP-TPP、
あるいは BTP-DM を尾静脈から静注し、直ちに
イメージング装置マエストロにセットしてリア
ルタイムでミトコンドリアの低酸素状態を可視
化する。ヌードマウスを用いる理由は通常のマウ
スだと毛の自家発光による非特異発光のために
プローブ特異的な発光が妨害されてしまうから
である。 
 
４．研究成果 
細胞内が低酸素状態になるためにはミトコンド
リアの呼吸機能が十分に活性化することが重要
である。我々は、BTPにミトコンドリア指向性を
付与するために triphenylphostin (TPP)を結合させ
た BTP-TPP を合成した（図１）。BTP-TPP を用
い、ミトコンドリアの多い細胞と少ない細胞で生
理的低酸素状態を比較した。具体的には、分化機
能を維持した前立腺癌細胞、つまりミトコンドリ
アの豊富な細胞と、低分化状態、即ち、ミトコン
ドリアの少ない前立腺癌細胞を用いた。BTP-TPP
を培養に添加すると確かにミトコンドリアの多
い細胞では十分な低酸素状態になるが、少ない低
分化細胞では十分な低酸素状態にならない結果
が得られた。更に、ミトコンドリアの電子伝達系



ブロッカー、ロテノン添加細胞や、ミトコンドリ
ア DNA 欠損細胞では十分な低酸素状態が得られ
ないことを示した（研究発表：PLoS ONE）。 
                BTP-TPP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、ラット心筋初代培養細胞を用い、βアゴ
ニスト 10μM isoproterenolの添加群と、更にβブ
ロッカー propranorol を加えたβアゴニスト作用
抑制群を比較すると、BTP-TPP発光はβアゴニス
ト添加群で添加量とともに増強し、この増強はβ
ブロッカーで抑制された。ところが、心筋初代培
養系は自発的に拍動がさざ波のように観察される
が、BTP-TPP添加量とともにこの拍動が現弱して
くる。つまり、このプローブがミトコンドリア内
外膜間の電位差を消失させて呼吸機能を現弱させ
ている可能性が生じた。そこで、従来の BTPより
も 102 オーダーの低濃度で発光が観察できる
BTP-DMを用いて実験したところ、同じ結果を得
ることができた（図２ 左：βアゴニスト、右：
＋βブロッカー）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 更に、ROS発生を緑色蛍光プローブ RF-TMROS
を用いて観察すると、予想通り、BTP-DMの赤色
発光に応じて RF-TMROSの緑色発光が増強した。
しかし活性グルタチオン GSHを添加すると、βア
ゴニストによる低酸素条件でも緑色発光は弱いま
まに留まる。従って、低酸素状態で ROS産生が増
加するのは GSH-peroxidase 系の ROS 消去活性が
弱まるためと推測された。 
 本実験で予定していたヌードマウスの in vivo心
臓低酸素観察実験はプローブの深達度が不十分で
発光が観察できなかった。今後、十分な深達度を

付与したプローブの合成が克服課題として残され
た。 
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