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研究成果の概要（和文）：本研究では鉄イオンの代謝・生理機能を明らかにするべく、生体内鉄の中でも輸送・
代謝に関わる重要な化学種である鉄(II)イオンを選択的に検出できる蛍光プローブ群の開発を行なった。その鉄
(II)イオン検出原理としては、当該研究代表者が見出したN-オキシド化合物が鉄(II)イオンにより脱酸素化を受
ける反応を利用している。本研究では、この原理をさらに拡張し、最初に見出した橙色蛍光分子に加え、青色、
緑色、赤色蛍光団を使った鉄(II)イオン蛍光プローブの開発と、細胞膜上にて機能する蛍光プローブの開発を達
成した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a series of fluorescent probes for Fe(II) ion, which is an
 important chemical species in the iron metabolism, to study biological and pathological roles of 
iron ion in living cells. The design concept of Fe(II) fluorescent probe is based on N-oxide 
chemistry, where Fe(II) ion selectively reduces N-oxide by deoxygenation. In this research, we have 
succeeded in development of a color variation of the probes ranging from blue to deep-red by 
utilizing N-oxide chemistry as a selective fluorogenic molecular switch. We have also developed a 
membrane-anchoring fluorescent probe to visualize release of Fe(II) ion during endocytotic uptake of
 iron induced by transferrin/transferrin receptor interaction.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 鉄　イメージング　蛍光プローブ

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
鉄は最も多く体内に含まれる遷移金属種であ
り、その大半がタンパク質の補因子として機
能している。一方で、生体内には非タンパク
質結合性の鉄イオン（自由鉄）が準安定的に
存在し、鉄の代謝・輸送において何らかの生
理的役割を担っていると言われているがその
実態は分かっていない（図１)。また、鉄は
その有害性についても指摘されており、鉄イ
オンの過剰投与による発がんが報告されてい
る（Cancer Sci. 2009, 100, 9）。その他にアル
ツハイマー病やパーキンソン病等の重度神経
変性疾患では中枢神経系への顕著な鉄の蓄積
（Nat. Rev. Neurosci. 2004, 5, 863）が見られる
ことからも、これらの疾患において自由鉄が
酸化ストレスや細胞死に関与し、病態発生の
鍵となっている可能性が高い。このように生
体内自由鉄の生理学的・病理学的重要性が強
く示唆されているにもかかわらず、「鉄イオ
ン自身」の挙動に関してはこれまで有力な検
出方法が無く、自由鉄の輸送や貯蔵に関して
多くの点がブラックボックスとされてきた。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では細胞内に存在する自由鉄、す
なわち準安定状態の鉄(II)イオンを検出でき
る多様な鉄(II)イオン蛍光プローブ分子を開
発し、実際にこれらを用いた蛍光イメージン
グにより鉄(II)イオンの挙動を明らかにする
ことを目的とする。具体的な目標、目的を以
下に示す。 
(1) N-オキシド型蛍光プローブ分子の高感度
化および多波長展開 
	 第一世代の N-オキシド型鉄(II)イオン蛍光
プローブである RhoNox-1の問題点として鉄
(II)イオンに対する応答速度が挙げられる。
生体内自由鉄の動的挙動を精度よく検出する
には、より鋭敏に鉄(II)イオンに応答する必
要があるため、N-オキシドの鉄(II)イオンに
対する反応速度の最適化を行う。同時に、N-
オキシドによる鉄(II)イオン検出機構の適用
範囲を拡張するべく、プローブ分子の多波長
化について検討する。理論的には、N-オキシ
ドを使った鉄(II)イオン検出機構は三級アミ
ンを共役系に含む色素へと展開可能であるた
め、これを実証する。特に、近赤外蛍光を有
する蛍光分子にも N-オキシド化を適用し、in 
vivo蛍光イメージングでの使用が可能な鉄
(II)イオン蛍光プローブ分子を開発する。以
上の検討により、検出感度の向上とともに波
長範囲を広くカバーすることで蛍光イメージ
ングにおいて真に実用的な鉄(II)イオン蛍光
プローブ分子シリーズを確立する。 
(2) 細胞膜局在型鉄(II)プローブ分子の開発 
細胞膜上に存在する受容体を介した鉄イオン
の取込機構を解明するべく、細胞膜局在性鉄
(II)イオン蛍光プローブ分子を開発する。す
なわち、膜上に局在し、エンドサイトーシス
によって取り込まれた後、エンドソーム内で
機能する鉄(II)イオン蛍光プローブ分子を作

成する。また、これを用いた蛍光イメージン
グによりエンドソーム内における自由鉄の挙
動を解明する。 
(3) 近赤外蛍光プローブ分子によるマウス体
内での鉄(II)イオン検出 
上記計画１にて開発した近赤外蛍光プローブ
を用いた in vivoイメージングを行う。ここで
は、マウス体内および各臓器における鉄(II)
イオンの蓄積や局在の様子を in vivoイメージ
ングシステムにて検出することを目的とし、
さらに病態モデルマウスにおける鉄の検出へ
と展開する。 
 
３．研究の方法 
(1) N-オキシド型蛍光プローブ分子の高感度
化および多波長展開 
第一世代の蛍光プローブ RhoNox-1をもと
に、青色、緑色、赤色の蛍光団に対して鉄
(II)イオン応答性部位である N-オキシド構造
を導入した化合物を合成した。得られた化合
物については、蛍光測定および蛍光顕微鏡観
察により、鉄(II)イオン蛍光プローブとして
機能するかどうかを評価した。また、得られ
たものの中から特に良好な応答性を示した赤
色蛍光プローブについて、酸素濃度刺激によ
る細胞中での鉄変動解析を行なった。	
	
(2) 細胞膜局在型鉄(II)プローブ分子の開発 
細胞膜アンカリング部位として長鎖脂肪酸を
導入した蛍光プローブ mem-RhoNoxを設
計・合成し、鉄(II)イオンに対する蛍光応
答、生細胞上での局在、および生細胞膜上で
の蛍光応答について蛍光測定・蛍光顕微鏡に
て評価した。また、トランスフェリンによる
細胞内鉄取り込みについて、神経細胞を使っ
た評価を実施した。 
	
(3) 近赤外蛍光プローブ分子によるマウス体
内での鉄(II)イオン検出 
近赤外蛍光プローブを開発すべく、種々の近
赤外蛍光団について、N-オキシド化を試み、
得られた蛍光プローブについて鉄(II)イオン
に対する応答性を評価した。また、生細胞中
での機能についても蛍光顕微鏡にて評価し
た。	
	
４．研究成果	
(1) N-オキシド型蛍光プローブ分子の高感度
化および多波長展開 
まず、青色、緑色、赤色蛍光団としてそれぞ
れクマリン-6、モルホリノロドール、ケイ素
導入型ローダミンを選択した。これらはそれ
ぞれ青色、緑色、赤色の波長領域に蛍光を示
し、かつ高い蛍光量子収率と水溶液中での安
定性を示すことからこれらを蛍光団として選
択した。合成に関しては、上記の蛍光団をメ
タクロロ過安息香酸にて処理することで約
60%の収率にて得られた。得られたプローブ
化合物をそれぞれ母核蛍光団にちなみ、
CoNox-1、FluNox-1、SiRhoNox-1と（図 1a–



c）し、これらについて鉄(II)イオンに対する
蛍光応答性を評価したところ、CoNox-1は
10倍、FluNox-1は 30倍、SiRhoNox-1は 60
倍の蛍光増大を示した（図 1d–f）。特に
SiRhoNox-1は第一世代の RhoNox-1に比較し
てより高い蛍光増大比と応答速度を示した。
また、これらプローブは生細胞イメージング
においても良好な機能を示した（図 1g–i）。
SiRhoNox-1は生細胞イメージングでも突出
した蛍光応答性を示したため、これを用いて
さらに酸素濃度変化による二価鉄の変動をイ
メージングにより調査した。その結果、低酸
素濃度（1%、5%）にて培養した細胞では通
常酸素濃度（20%）で培養した細胞に比較し
て鉄(II)イオン濃度が上昇していることが明
らかとなった（図 1j）。さらに、三次元スフ
ェロイド培養した細胞を使った実験において
も、低酸素領域とされる中心領域での鉄(II)
イオンの上昇を検出することに成功した（図
1k）。 

	

図 1. (a–c) CoNox-1、FluNox-1、SiRhoNox-1
の構造。(d–f) 各プローブに対して鉄(II)イオ
ンを加えた際の蛍光スペクトル変化。(g–i) 
各プローブを使った生細胞イメージング。左
側が鉄(II)イオン添加無し、右側が鉄(II)イオ
ンを添加した細胞。スケールバー：25 µm (j) 
SiRhoNox-1を使った酸素濃度依存的鉄変動
のイメージング画像。青色は細胞核、赤色領
域が鉄(II)イオンを検出している領域をしめ
す。スケールバー：100 µm。 
	
(2) 細胞膜局在型鉄(II)プローブ分子の開発 
	 プローブの細胞膜局在化を期待し、脂肪酸
部位、エチレングリコールリンカ−部位を鉄
(II)イオン蛍光プローブに組み込んだ分子、
mem-RhoNoxを合成した。mem-RhoNoxを生
細胞に作用させ、鉄(II)イオンで処理する
と、細胞膜上特異的に蛍光シグナルの上昇が
観察された。また、細胞の主要な鉄取り込み
機構であるトランフェリンを介したエンドサ
イトーシス経路で放出される鉄(II)イオンの
可視化を試みたところ、プローブ処理後、ト

ランスフェリンを添加すると直後にエンドソ
ームと見られる粒子状の蛍光が見られ、その
後、細胞膜上の蛍光強度が上昇する様子が観
察された（図 2）。この現象はエンドサイト
ーシス阻害剤であるアジ化ナトリウムや、ト
ランスフェリン受容体への競合阻害剤の存在
下では見られなかったことから、本プローブ
によりエンドサイトーシス経路で取り込まれ
る鉄イオン、特にエンドソーム内で二価鉄イ
オンとして放出される様子を観察することに
成功した。さらに、神経細胞を使った実験に
おいても同様の現象が見られ、鉄取り込みに
おける重要な過程であるエンドソーム内での
鉄(II)イオンの放出を検出することに成功し
た。	

	

図 2. HepG2細胞に対して mem-RhoNoxを作
用させ、その後トランスフェリンを処理した
際の時間経過を蛍光顕微鏡観察したもの。ス
ケールバー：20 µm 
 
(3) 近赤外蛍光プローブ分子によるマウス体
内での鉄(II)イオン検出 
	 近赤外蛍光プローブについては、当初使用
を予定していたシアニン系色素が合成上、あ
るいは使用上の安定性が低く、動物への応用
に耐えないと考え、異なる近赤外蛍光団での
合成を実施した。具体的には長野・浦野らに
よって報告された長波長型ケイ素導入ローダ
ミン誘導体（J. Am. Chem. Soc. 2012, 133, 
5029）を利用し、N-オキシド構造を導入する
ことで鉄(II)イオン近赤外蛍光プローブの創
出をはかった。これまでに、5つの化合物を
合成し、現在のところ、吸収・蛍光波長が
690 nm・710 nmのものがキュベット中では
鉄(II)イオンに対して応答することを見出し
ている。しかしながら、生細胞イメージング
ではいずれの化合物も、得られる蛍光強度が
予想されるより低いものであった。その原因
として、蛍光団の構造中に生体内に多量に存
在するグルタチオンによる求核攻撃を受ける
部位があり、これにより細胞中での蛍光強度
が低くなっていることが示唆された。この点
を改善すべく、現在も継続的に開発をすすめ
ているところである。今後、蛍光強度の向上
とともに、さらなる長波長化も検討し、生体
内で機能するプローブ分子を確立する予定で
ある。	
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