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研究成果の概要（和文）：本研究では、金属イオンと蛍光色素がファンデルワールス半径内で直接的に接触することに
よって生じる蛍光の長波長シフト現象であるAMコンタクト (Arene-Metal ion contact shift)を利用した様々な生体機
能解析を目指した。検討の結果、カドミウム錯体を利用して生理活性ガスである硫化水素の蛍光レシオ検出に成功した
。また、環状リガンドを有する蛍光色素を新たにデザインすることで銀イオンの選択的蛍光レシオ検出や、これまでに
困難であったイオン半径の小さな遷移金属である亜鉛イオンの蛍光レシオ検出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：This research focused on the bio-analytical application of the fluorescent probes 
by exploiting the AM-contact (arena-metal ion) emission shift, which is induced by the direct contact 
between metal ion and fluorophore within their Wan-der Waals radii. In this research we successfully 
applied a cadmium ion complex to the ratiometric detection of hydrogen sulfide, an bioactive gas, in 
living cells. We also designed the fluorescent probes appended with a cyclic ligand, which selectively 
shows a large emission shift upon binding with silver ion. We also successfully applied AM-contat sensing 
to the ratiomettic detection of zinc ion by the elaborated design of the metal binding unit.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景	 
	 生体分子の機能を生きた細胞内において
解明する蛍光バイオイメージングをはじめ
とする様々な in cell解析技術は、分子レベル
での生命機能の解明にこれまでに大きく貢
献してきた。In cell解析技術を駆使して、未
知の生命現象の解明するためには、新しい蛍
光プローブ開発が重要である。例えば、これ
までにカルシウムイオンや活性酸素種(ROS)
などの生体分子種を検出可能な蛍光プロー
ブ開発が、精力的に行われ、細胞機構を解明
する分子ツールとしてすでに実用化がなさ
れている。これらの蛍光プローブの分子設計
は基本的に、検出対象を補足あるいは反応す
るためのバインディングモチーフと、それら
のイベントを蛍光シグナルへと変換するセ
ンシングモチーフを蛍光団に組み込むこと
によって行われる。バインディングモチーフ
については、これまでの超分子化学、錯体化
学などの発展により、検出対象の特性に基づ
いた自由なデザインが可能であり多様性に
富んでいる。一方で、センシングモチーフに
ついては、バラエティに富んでいるとは言い
難く、例えば、PET (photo-induced electron 
transfer), ICT (intramolecular charge 
transfer), FRET (fluorescence resonance 
energy transfer) などのいくつかの限られた
代表的なセンシング機構を利用して蛍光プ
ローブの分子設計をデザインすることが現
状である。蛍光波長の変化を伴う二波長レシ
オ変化の蛍光センシングは、細胞イメージン
グなどにおいて定量的な解析を可能にする
ため有用であるが、この機構を小分子型の蛍
光プローブに組み込むことは容易ではない。 
 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、金属イオンの持つ特有の
機能を活用した新たな蛍光センシング機構
の確立と、この機構を組み込んだ金属錯体型
蛍光プローブの開発による様々な生理活性
物質の蛍光センシングの実現である。これま
でに申請者は、蛍光色素が金属イオンと van 
der Waals半径内において直接的に接触する
ことにより蛍光波長の長波長化が引き起こ
される新たな蛍光センシング機構としてア
Mコンタクト（arene-metal ion contact）を
見出した。本研究では、AM コンタクト機構
を有する蛍光プローブを開発し、様々な金属
イオンあるいは生理活性物質を蛍光波長変
化によりセンシングすることを目標とする。 
 
３．研究の方法	 
	 これまでの研究でわかっている AMコンタ
クト機構により蛍光変化を生じる type Iのプ
ローブと同時に、異なる分子設計に基づいた
蛍光プローブ type II ~IVを合成し、それらの
金属イオンに対する蛍光応答能や、それらの
蛍光プローブの金属錯体の生理活性物質に
対する蛍光応答能について評価した。さらに
蛍光イメージングにより、細胞系における蛍

光プローブのセンシング能についても評価
を行った。 

 
４．研究成果	 
(1)	 硫化水素の蛍光レシオイメージングへ
の応用	 
	 硫化水素は、生体内で血管拡張、炎症、記
憶などの様々な機能に関わる重要なガス状
の生理活性物質である。我々は、カドミウム
錯体 1-Cd(II)が硫化水素(H2S)を蛍光レシオ
変化でセンシングできることを新たに見出
した。この蛍光レシオ変化は、H2Sとの相互
作用により、1-Cd(II)からカドミウムイオン
が脱離するためAMコンタクトが解消される
ことにより生じる。まず、1-Cd(II)は細胞外
から添加し硫化水素に応答し、蛍光イメージ
ングできることを見出した。さらに、蛍光プ
ローブの機能を改良し、新たにピロニン型の
蛍光プローブ 2-Cd(II)を新たなに開発した。
2-Cd(II)は、1-Cd(II)で問題となった高濃度の
グルタチオン存在下での蛍光消光を起こさ
ないことから細胞内でも高い感度を維持し
た。この特性を利用して、細胞内の酵素によ
り産生される内在性の硫化水素のレシオ検
出が可能となった（下図 0 min から 10 min
の蛍光レシオ変化）。 
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(２)	 銀イオン選択的な蛍光プローブの開発	 
	 Type II の環状リガンドを持つ蛍光プロー
ブをデザインし機能を評価したところ、１５
員環のアザクラウンエーテルを持つリガン
ド 3が銀イオン選択的に蛍光応答し、大きな
長波長変化(ΔF = 34nm)を生じることを見出
した。アントラセン型の銀イオン錯体 4-Ag(I)
の X線結晶解析を行ったところ、銀イオンが
蛍光団９位の炭素原子と 2.46 オングストロ
ームの非常に近い位置に近接して接触し、
AM コンタクトが生じていることが分かった。
また、リガンド 3の極めて高い銀イオン選択
性は、蛍光団との二点架橋によりアザクラウ
ンの環状構造が剛直となり、銀イオンのみに
適したポア構造を持つためであることが推
測された。 

	 
(3)	 亜鉛錯体を AM コンタクトセンシングで
きる蛍光プローブの開発	 
	 これまでに我々が開発した Type I および
Type IIの蛍光プローブは、イオン半径の比較
的大きな金属イオンに対しては AMコンタク
に基づく蛍光波長変化を示すものの、周期表
3d ブロックにあるイオン半径が比較的小さ
な亜鉛などの金属イオンに対しては蛍光応
答しない。そこで我々は、新たに Type IIIの
蛍光プローブのデザインを試みた。半環状型
の配位部位をもつリガンド 5をデザインした
ところ、亜鉛イオンをはじめとして銅イオン
やコバルトイオンなど様々な 3d ブロックの
金属イオンとの結合により 20 nm におよぶ
大きな長波長蛍光シフトを生じることを新
たに見出した。アントラセン型の亜鉛錯体
6-Zn(II)の X 線結晶解析を行ったところ、亜
鉛イオンが蛍光団９位の炭素原子と 2.96 オ
ングストロームの非常に近い位置に近接し
て接触し、AM コンタクトが生じていること
が分かった。この成果は、AM コンタク機構
がサイズの大きな金属イオンのみでなく、多
くの金属で起こる広い一般性を示す成果で
あると考えている。研究期間終了後は、継続
して 5-Zn(II)を用いた細胞内亜鉛イオンの蛍
光イメージングについての検討を行う予定
である。 

 
(4)	 その他 
	 上記の成果以外に Type IV のプローブに
ついて検討を行った。様々な蛍光分子を合成
し、金属イオンに対する応答について検討を
行った。いくつかの化合物において、金属イ
オンの配位に伴う AMコンタクトに特徴的な
蛍光ならびに吸収の長波長シフトの現象を
確認したが、現在までに、明確な AMコンタ
クトの証拠を得るには、至っていない。また、
本研究を進める過程で興味あるいくつかの
蛍光センシング現象を新たも見出し、これら
の発見が生理活性物質を検出できる他の蛍
光プローブの開発に結びついた。例えば、ヒ
スタミンによる蛍光プローブからのコバル
トイオンの脱離に伴う蛍光回復現象を利用
して、細胞外に放出されるヒスタミンのリア
ルタイムの可視化できる蛍光プローブや、過
酸化水素によるキサンテンからキサントン
への蛍光色素変換現象を利用したマイトフ
ァジーの検出できる蛍光プローブの開発に
成功した。 
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