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研究成果の概要（和文）：本研究では腫瘍内の酸素濃度を発光をモニターするだけでリアルタイムに計測する診
断システムを構築し、がんの放射線治療における照射の指針を与え得る分子システムの構築を試みた。
具体的には、ルテニウム錯体の酸素濃度依存的なりん光発光を活用した酸素濃度定量プローブを作成すると共
に、動物に投与し、腫瘍内の酸素濃度とその変動をリアルタイム計測できるか評価した。また、酸素濃度の計測
ができた腫瘍から放射線を照射し、その殺細胞効果を評価することを目指した。

研究成果の概要（英文）：Understanding tumor microenvironment is crucial for analyzing response of 
solid tumor to therapy and in the augmentation of that response. Oxygen status, which fluctuates 
quickly, is one of the most important components that should be analyzed, because oxygen makes a 
profound impact on treatment resistance, especially against radiotherapy. Therefore, tractable 
technology for the oxygen status has been imperative.
We successfully monitored oxygen fluctuation in cell nucleus and tumor tissue directly. Ruthenium 
complex with Hoechst unit (Ru-Hoechst) and ruthenium complex-labeled oligonucleotides (DRC) with 
pyrene and nitroimidazole units were synthesized and we evaluated their properties. These probe 
showed oxygen-dependent phosphorescence at cellular nucleus and tumor tissue and therefore, we could
 monitor the oxygen levels. These probes will be applicable to monitoring of oxygen levels and 
assessment of response of tumor tissue against radiation on the basis of oxygen quantification.

研究分野：生体分析化学
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１．研究開始当初の背景 
近年、外科的な措置を行わず、かつ全身への
負担が少ないがんの放射線療法の重要性が
ますます高まっている。しかし、現行の放射
線療法は必ずしも最適な照射条件で進めら
れていないことがわかってきた。放射線療法
は、がん部位に直接放射線を照射することで
殺細胞効果を得るものであるが、その効果は、
組織内の酸素濃度に大きく依存することが
知られる。放射線治療は充分な酸素濃度をも
つ腫瘍には高い殺細胞効果を示す一方で、酸
素濃度が低い場合にはその効果は約 3 分の 1
程度に弱まる。近年、腫瘍内の酸素濃度は必
ずしも低酸素状態で一定ではなく、短い時間
間隔で変動していることが示された。すなわ
ち、腫瘍内の酸素濃度が高まった時点で放射
線を照射すれば非常に効果は高いが、酸素濃
度が低い時点で照射しても治療効果は限ら
れる。現在、短時間の酸素濃度変動をリアル
タイムに、かつ簡便に計測する技術はなく、
酸素濃度が未知なまま放射線が腫瘍に照射
されていた。 
このような課題を解決すべく、本研究では腫
瘍内の酸素濃度を発光をモニターするだけ
でリアルタイムに計測する診断システムを
構築し、放射線治療における照射の指針を与
え得る分子システムの構築を試みた。 
具体的には、ルテニウム錯体の酸素濃度依存
的なりん光発光を活用した酸素濃度定量プ
ローブを作成すると共に、動物に投与し、腫
瘍内の酸素濃度とその変動をリアルタイム
計測できるか評価した。また、酸素濃度の計
測ができた腫瘍から放射線を照射し、その殺
細胞効果を評価することを目指した。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究において、酸素濃度計測を行
う分子プローブとしてルテニウム錯体を見
出し、生体細胞内の酸素濃度を計測する基盤
技術は確立していた。そこで本研究では未だ
実現できていなかった細胞核内の酸素濃度
計測と腫瘍組織の酸素濃度計測を実現する
ために、ルテニウム錯体に化学修飾を行うこ
とを試みた。詳細を以下に示す。 
 
（１）核内の酸素濃度を検出するプローブ 
細胞核は、巨大なゲノムを安定に保持する能
力と、ゲノム情報を基に、機能の異なる分化
細胞を作り出す能力とを併せ持つ動的な細
胞内器官（オルガネラ）である。細胞の分化・
発生といった高次レベルの生命現象を理解
する上で、細胞核内の酸素濃度の可視化は極
めて重要であることから、核内の酸素濃度変
動をリアルタイムに可視化する新しい分子
プローブの開発を試みた。細胞核内に分子を
送達する機能を持つ Hoechst 33258 を備えた
ルテニウム錯体(Ru-Hoechst)を合成し、機能
を評価したところ、効果的に細胞核内に集積
し、酸素応答性のりん光を発することを明ら
かにした。 

（２）ＤＮＡオリゴマーを基本骨格に持つ酸
素プローブ 
既存のルテニウム錯体は酸素濃度に応答し
たりん光を発するが、腫瘍組織には集積せず、
腫瘍組織の酸素濃度は検出が困難であった。
そこで、更なる化学修飾をルテニウム錯体に
加えることとした。 
核酸の化学合成法は、様々な官能基を DNA や
RNA に導入する合成手法であるが、多様な機
能性分子を任意の位置に、任意の数だけ導入
できる有用な高分子合成法とも言える。そこ
で、本研究では、この核酸合成法を活用して
ルテニウム錯体に腫瘍集積性を備えた官能
基を導入し、腫瘍内酸素濃度の計測へと応用
することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）核内の酸素濃度を検出するプローブ 
既存の報告をもとに核内に分子を運搬する
機能をもつ化合物として、核染色に用いられ
る Hoechst 分子を選択した。Hoechst 分子を
備えたルテニウム錯体(Ru-Hoechst)を有機
化学的に合成し、化学的評価による機能評価
を終えた後、生体細胞を用いて生物学的評価
を進めた。 
（２）ＤＮＡオリゴマーを基本骨格に持つ酸
素プローブ 
ホスホロアミダイト法を用いて、酸素センサ
ーとなるルテニウム錯体を始め、多様な官能
基を備えた DNA オリゴマーを合成した。得ら
れた DNA オリゴマーの機能を化学的手法、ま
た細胞や動物を用いた生物学的手法を用い
て評価した。 
 
４．研究成果 
（１）核内の酸素濃度を検出するプローブ 
DAPI （ 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride）などの核染色色素は、損
傷を受けた細胞核膜のみを透過するが、
Hoechst 33258 は、生細胞の核膜を透過する
核染色色素であるとともに、細胞核内の DNA
と結合する性質を持つ。そこで本研究では、
Hoechst 33258 と酸素濃度の変動に応答した
りん光を発するルテニウム錯体を複合化し
た 細 胞 核 内 酸 素 濃 度 検 出 プ ロ ー ブ
（Ru-Hoechst）を設計した。 

Figure 1. Structures of Ru-Hoechsts. 

 
次に、合成した Ru-Hoechst の発光特性を調
べた。代表例として、3 つのメチレン基をリ
ンカー鎖として持つ 1a のスペクトルを



Figure 1 に示した。1a の水溶液に 405 nm の
励起光を照射すると、600 nm 付近にルテニ
ウム錯体由来のりん光発光が観測された。水
溶液の溶存酸素濃度を変化させたところ、ル
テニウム錯体に由来するりん光発光は、酸素
濃度の増大に伴い減弱した。この結果は、1a 
が酸素濃度の変動を可視化する機能を有す
ることを示している。なお、Stern-Volmer プ
ロットから算出した 1a のりん光発光挙動に
対する KSV 値は 982 M-1 であり、酸素濃度の
変動に対する応答を示していることが明ら
かになった。また、リンカー鎖長の異なる
Ru-Hoechst (1b-d)についても発光特性を評
価したところ、同様の挙動を示すことを確認
した。 
 

 
続いて、Ru-Hoechst が DNA との結合特性を維
持しているか調べた。1a に各種濃度のサケ精
液由来 DNA を添加し、1a の発光強度を追跡し
たところ、DNA 添加量の増加に伴って、発光
強度も増した。この結果は、DNA に 1a の
Hoechst 部が強く結合し、1a の分子運動が抑
制された結果、励起状態の熱的な失活が抑制
されたことを示唆している。また、612 nm の
1aの発光強度と添加したDNA濃度をプロット
し、解離定数(Kd)を算出したところ、1a の Kd
値は 0.055 mg/mL となり、Hoechst 33258 (Kd 
= 0.13 mg/mL)と同様に非常に強く DNA と結
合することがわかった。参照実験として、
Hoechst 部を持たないルテニウム錯体と DNA
の Kd値を求めたところ、5.2 mg/mL と 100 倍
程 度 大 き な 値 を 示 し た こ と か ら 、
Ru-Hoechest の Hoechst 部は DNA との結合に
深く寄与していることがわかった。 
Ru-Hoechst をヒト肺がん細胞 A549 に投与
し、蛍光顕微鏡で観察した結果、Ru-Hoechst 
が一部の細胞の細胞核に取り込まれている
様子が観測された(Figure 3)。細胞核集積に
対する Ru-Hoechst 内リンカー鎖長の効果を
調べたところ、アルキル鎖長が長くなるにつ
れ、細胞膜透過性は向上するものの、細胞核
への集積特性は低下した。細胞核への集積特
性に着目すると、メチレン基の数が 3 (1a)
もしくは 5(1b)の場合に、核への集積効率が
良いことがわかった。 

次に、1a を核内に集積させた細胞を用いて、
核内酸素濃度変動の可視化を試みた(Figure 
4)。培地中の酸素濃度を 20% から 0% に変
化させ、再度 20% に戻したところ、酸素濃
度の変動に応答したりん光発光強度の増減
が確認された。この結果は、 Ru-Hoechst を
用いて A549 細胞核内の酸素濃度変動を可視
化できることを示している。 

 

 
（２）ＤＮＡオリゴマーを基本骨格に持つ酸
素プローブ 
以下に示す 3種の置換基を備えた DNA オリゴ
マーを合成した（Figure 5）まず、Ru錯体は
600 nm付近に発光極大をもつりん光を発する。
このりん光は酸素により消光される一方、酸
素が除去されると発光は回復する。すなわち、
酸素濃度に対応した可逆的な発光挙動を示
す。ピレン(Py)基は、Ru 錯体との間で三重項
エネルギー移動を起す。その結果、Ru 錯体の
りん光は長寿命化され、錯体の酸素応答特性
が向上する。他方、ニトロイミダゾール(NI)
基は低酸素条件で選択的に還元され、細胞内
のタンパク質と結合する。従って、NI 基をも
つ化合物は低酸素環境にある腫瘍に蓄積さ
れる。これら機能を備えた DNA オリゴマーは
腫瘍内に集積し、酸素濃度に対応した発光を
示すものと考えた。 
 

 
Ru 錯体、Py 基、NI 基の三種の官能基を備え
た DNA オ リ ゴ マ ー (DNA-Ruthenium 

Figure 2. Emission spectra of Ru-Hoecst 1a
in H2O under different O2 concentrations.



conjugate: DRC)を核酸合成法を用いて合成
するために、以下の分子を設計した。まず、
Py 基と NI 基については、DNA 自動合成機に
より鎖内に導入することとし、それぞれに対
応するアミダイト化合物 NI Amidite と Py 
Amidite をデザインした。一方、Ru 錯体は、
DNA 鎖末端のチオール基を介して鎖内に導入
することを想定して、マレイミド基を備えた
誘導体をデザインした。DNA 自動合成機を用
いて各ユニットを DNAオリゴマーに組み込み、
求める DRC 1 を得た。なお、参照化合物とし
て、Py 基も NI 基も持たない DRC 2、および
NI基を持たない DRC 3 をそれぞれ同様の方法
で合成した。得られた DRC はそれぞれ HPLC
で精製し、ESI-MS により同定した。 
合成した DRC 1-3 について発光及び酸素応答
特性を調べた。DRC の水溶液に各種酸素濃度
の混合ガスを通気した後、発光スペクトルを
測定した。Figure 6 に DRC 1 のスペクトルを
示す。酸素濃度 0%の DRC 1 水溶液に 450 nm
の励起光を照射したところ、600 nm 付近に発
光極大を示すりん光が観測された。続いて、
酸素濃度を上昇させたところ、りん光強度は
酸素濃度に対応して減少した。なお、消光効
率を示す Stern-Volmer 定数(KSV)を求めたと
ころ、4.4×103 M-1 であった。参照実験とし
て、DRC 2 および DRC 3 の発光を測定した。
DRC 2 の KSV値は 2.2×103 M-1と低下したこと
から、DRC 1 では Py 基の導入により酸素への
感受性が大幅に向上したことがわかった。ま
た、DRC 3 の KSV値は 4.7×103 M-1と DRC 1 と
同程度であったことから、NI 基の DNA 鎖への
導入は Ru 錯体のりん光の酸素応答に大きな
影響を与えないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Phosphorescence spectra of DRC 1 under different 
oxygen concentrations.  

 
ヒト肺がん細胞 A549 を用いて、合成した DRC
の細胞への集積性を調べた。A549 細胞に DRC
を投与し、1 時間低酸素条件下あるいは有酸
素条件下でインキュベートした。続いて、細
胞内タンパク質と未反応の DRCを除去した後、
低酸素条件で細胞を観察した。その結果、DRC 
2 および DRC 3 はほとんど細胞に取り込まれ
ず、わずかな発光しか観測されなかった。他
方、DRC 1 を低酸素条件でインキュベートす
ると、細胞質から Ru 錯体の強い発光が確認
された。有酸素条件で細胞と DRC 1 をインキ

ュベートすると、発光は大きく抑えられたこ
とから、導入した NI 基によって DRC 1 の低
酸素細胞への集積性が向上したことが示さ
れた。さらに、細胞内における DRC 1 の発光
の酸素濃度応答性を確認するため、培地の酸
素濃度を 0%から 20%へ上げたところ、発光強
度が大きく抑えられた。以上の結果より、DRC 
1 の発光は細胞内でも酸素濃度に鋭敏に応答
することがわかった。 
 

 
次に、DRC1 の選択的な低酸素細胞集積性をよ
り詳細に分析するため、DRC 1 の細胞取り込
み量をフローサイトメトリーで計測した。フ
ローサイトメトリーとは、特定の発光を示す
細胞の数を計測する分析手法である。その結
果、DRC 1 を低酸素細胞あるいは有酸素細胞
に取り込ませた場合の細胞の平均発光強度
はそれぞれ 454、343 (a.u.)となり、DRC 1
は低酸素環境下で有酸素環境下よりも約30 %
ほど細胞内に集積しやすいことがわかった。 
DRC 1 の細胞内局在と取り込み機構を明らか
にするため、多重染色実験を行った。まず、
DRC 1 を A 549 細胞に投与した後、ライソソ
ーム染色試薬(Lysotracker)で染色した。共
焦点顕微鏡で細胞を観察したところ、DRC 1
と Lysotrackerそれぞれの発光パターンはよ
く一致した。同様に、蛍光ラベルしたデキス
トラン（エンドサイトーシス評価試薬）で染
色したところ、その発光パターンも DRC 1 と
一致した。これらのことから、DRC 1 はエン
ドサイトーシスによって取り込まれ、ライソ
ソームへと局在することが示唆された。 
以上のように、細胞実験で DRC 1 は想定通り
の機能を示すことが確認できたので、続いて
実験動物を用いて、DRC 1 が腫瘍に集積し、
酸素濃度変動に応じた発光挙動を示すかを
調べた。左脚に 5 mm 程度のサイズの腫瘍
(A549 細胞)を担持したヌードマウスを作成
し、DRC 1 を静脈注射した。投与して 1 h 後
に IVIS imaging system により DRC 1 の発光
を観察した(Figure 7)。その結果、腫瘍部か
ら強い発光が見られた。参照実験として、生
理食塩水を投与したマウスではこのような
発光は得られなかったことから DRC 1 は NI
基の効果により腫瘍に集積したことがわか
った。 
次に、マウスに酸素ガスあるいは窒素ガスを
吸引させ、血中酸素濃度を変動させた際の、
腫瘍における発光強度の変化を観察した。酸
素ガスを約 1分吸引させると、わずかではあ
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るが徐々に発光強度は弱まった。このことは
腫瘍内の酸素濃度が上昇したことを示して
いる。他方、窒素ガスを吸引させると、吸引
直後から発光は急激に強くなった(Figure 7)。
このことは、体内の酸素欠乏に伴い腫瘍組織
の酸素濃度も鋭敏に応答することを示して
いる。続いて、マウスを解剖して各臓器を取
り出し、DRC 1 の発光を調べた。DRC 1 投与
群では代謝系である腎臓、肝臓での発光とと
もに、腫瘍においても強い発光が観測された。
他方、生理食塩水投与群では発光は見られな
かった。これらの結果から、DRC 1 は高い腫
瘍集積性を示し、腫瘍内の酸素濃度をモニタ
ーする分子プローブとして機能することが
わかった。 

 
以上のように、本研究では生体内酸素濃度を
計測する分子プローブとして Ru-Hoechst お
よび DRC を開発した。Ru-Hoechst は細胞核内
の酸素濃度を、DRC は動物に移植した癌組織
の酸素濃度を計測できることを示した。すな
わち、放射線治療の指針となる酸素濃度検出
システムの構築が完了した。既に担癌マウス
の調製は終わっており、酸素濃度と放射線治
療効果の関係を今後明らかにする予定であ
る。 
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