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研究成果の概要（和文）： 脂質膜，細胞内の酸素濃度を明らかにするためにレシオ法に基づいたプローブ分子を設計
・合成した。合成したプローブ分子の発光は溶液，脂質膜中において酸素感受性の低いクマリン343の蛍光と酸素感受
性の高いイリジウム錯体のりん光を示した。これらのプローブ分子のレシオ比（りん光強度/蛍光強度）は酸素濃度が
減少するにつれて増加した。また，プローブ分子を培養細胞の培地に添加して蛍光顕微鏡で観察したところ，細胞から
蛍光とりん光が観測され，細胞内酸素濃度計測のために有用な分子であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Ratiometric molecular probes for the measurement of oxygen levels in lipid membra
nes and living cells were designed and synthesized. The synthesized molecules showed an oxygen-insensitive
 fluorescence with coumarin 343 and an oxygen-sensitive phosphorescence with iridium complexes. The ratio 
of the phosphorescence intensity for the fluorescence intensity increased with the decrease of oxygen conc
entration in the solution under the presence of lipid membranes. These probes were added to the cell mediu
m and cells were incubated. The fluorescence and phosphorescence images of living cells were obtained by u
sing microscopic techniques. These results exhibited that the ratiometric molecular probe has a high advan
tage for the measurements and the images of oxygen levels in living cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 酸素は好気性生物の代謝過程において必
須の役割を果たしており，生命活動維持にと
って欠かせない物質である。一方，細胞や組
織内の酸素分圧(濃度)を計測する技術の開
発は，細胞生物学の基礎研究だけでなく，我
国の３大死亡要因である‘がん’,‘脳卒中’,
‘心筋梗塞’など低酸素状態が関与する病態
の診断，治療においても重要である。近年，
光と発光プローブ分子を用いて生体内の低
酸素領域をイメージングする研究が行われ
ている。この手法は，非侵襲的またリアルタ
イム計測に加えて，蛍光顕微鏡を用いること
により細胞など微小領域内の酸素濃度分布
をイメージングすることが可能である。この
ため，高性能な蛍光顕微鏡や高感度な検出器
が開発，市販されている。しかしながら，酸
素濃度を直接モニターするための発光プロ
ーブ分子の開発は非常に遅れている。 
 酸素をモニターするためには，酸素濃度に
依存してプローブ分子の発光強度，寿命が変
化することが必要であり，これらが酸素濃度
に大きく依存するりん光プローブ分子が有
効である。研究代表者は，イリジウム錯体(Ir
錯体)がこれまで報告されている有機金属錯
体よりも高効率なりん光を示すことを明ら
かにし，Ir 錯体の１つである BTP(図 1)を用
いて，HeLa 細胞などの培養細胞において培養
中の酸素濃度に依存してりん光強度が変化
すること，また，担がんマウス内の腫瘍や虚
血部位を選択的にイメージングできること
を示した。Ir 錯体は，有機 EL 用発光材料と
して近年注目されているが，この錯体を生細
胞・組織に適応した研究は世界で初めてであ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この研究において，研究代表者は培養細胞に
おけるりん光強度が各細胞で均一ではなく，
場所場所において強度が異なるデータを得
ている。しかし，強度だけの評価ではこの違
いが，酸素濃度の違いを反映しているのか，
BTP の濃度分布を反映しているのか区別する
ことは困難である。 
 
２． 研究の目的 
 本研究の目的は，脂質二分子膜，細胞内な
どマイクロメーター領域における酸素濃度
および濃度分布を高感度，非侵襲的にリアル
タイムイメージング，計測するための蛍光・

りん光同時発光型分子酸素計を開発するこ
とである。 
 
３． 研究の方法 
（1）本研究では，脂質二分子膜内，細胞内
などプローブ分子が不均一に分布していて
も，酸素濃度をイメージング，計測できる新
しい分子酸素計の開発を行った。分子酸素計
は，酸素濃度に発光強度が依存しない‘蛍光
性分子’と，酸素濃度に発光強度が著しく依
存する‘りん光性分子(Ir 錯体)’をペプチド
リンカーで結合した分子構造として設計し
た(図 2）。 
 

 
これにより，青色蛍光と赤色りん光を用いた
場合，通常酸素濃度では赤色りん光が消光さ
れ，主に青色蛍光を示し，酸素濃度が低いと
きは青色蛍光と赤色りん光が混ざり紫色，赤
紫色発光を示す(図 3)。 
 

 
（2）開発した分子酸素計の光化学・光物理
特性(吸収・りん光スペクトル，りん光量子
収率，りん光寿命)を溶液，脂質二分子膜中
で測定を行った。また，溶液および脂質二分
子膜中における酸素濃度計測は，蛍光強度を
内標準としてレシオ法(りん光強度/蛍光強
度)を用いた。系中内の酸素濃度は，マスフ
ローコントローラーを用いて窒素ガスと酸
素ガスの混合ガスを作製し，それを置換する
ことで制御した。 
 
（3）細胞内に取り込まれた分子酸素計から
の発光は，蛍光顕微鏡に多波長同時観察ユニ
ットを取り付け，得られた発光をフィルター
によって分離することで，蛍光とりん光を同
時に一つの CCD カメラで取得した。顕微鏡に
は温度と酸素分圧を任意にコントロールで
きる簡易培養器を取り付け，細胞の長時間維
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図1 BTPの構造式
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図3 蛍光・りん光同時発光型分子酸素計の作用原理



持や培養酸素分圧の制御を行った。 
 
４． 研究成果 
（ 1 ） 図 4 に 合 成 し た 分 子 酸 素 計
(C343-Pro4-BTP)の構造式を示す。分子酸素計
は，青色蛍光を示すクマリン 343(C343)，赤
色りん光を示すBTPをテトラプロリンリンカ
ーで結合させた構造である。テトラプロリン
リンカーは蛍光とりん光の強度比を調節す
るために用いている。 
 

 
 空気飽和下アセトニトリル中において
C343-Pro4-BTP の吸収・発光スペクトルの測
定を行った。得られた吸収スペクトルにおい
て，C343とBTPに由来する吸収が観測された。
発光スペクトルは，440-580nm に C343 に由来
する蛍光スペクトル，580-800nm に BTP に由
来するりん光スペクトルが観測された。溶液
を Ar ガスで置換して発光スペクトルを測定
したところ，C343 の蛍光強度はほぼ同じであ
ったのに対して，BTP のりん光は著しく増加
した。以上の結果より，C343-Pro4-BTP は，
アセトニトリル中において蛍光とりん光を
同時に示し，また，りん光強度が酸素濃度に
依存する分子であることが明らかとなった。
溶液に 400-420nm の光を照射し，発光をカラ
ーCCD カメラで取得したところ，酸素分圧
160mmHg では青色，15mmHg では紫色，0mmHg
では赤紫色を示し，酸素分圧に依存して発光
色が変化した。 
図 5(a)に脂質(DMPC)膜中に C343-Pro4-BTP

を取り込ませ，溶液中の酸素分圧を変化させ
て測定した発光スペクトル，図 5(b)に酸素分
圧に対するレシオ比（RI

0/RI）のプロットを示
す。酸素分圧変化に対して C343 の蛍光強度
がほぼ一定であるのに対して，BTP のりん光
強度は酸素分圧の増加にともない減少して
いることがわかる。プロットの傾きより，
Stern-Volmer 定数（KSV）を 0.064 mmHg-1と求
めた。この値は BTP のりん光寿命測定をもと
に決定した KSV値0.064mmHg-1と一致したため，
C343-Pro4-BTP の発光のレシオ測定を用いて
膜中の酸素濃度定量が可能であることがわ
かった。C343-Pro4-BTP 溶液を HeLa 細胞の培
養液に 2 μMになるように添加し，蛍光顕微
鏡で観察したところ、C343 に由来する蛍光は、
21 %および 2.5 %培養下においてほぼ同様な
発光強度であるのに対して，BTP に由来する
りん光は，2.5 %培養下において 21 %培養下
よりも強度の増加が観測され，培養細胞にお
いてもレシオ測定が可能であることが明ら

かとなった。 
 

 
（2）C343-Pro4-BTP は，細胞培養液中で一部
が凝集体を形成するため，細胞への移行性が
低い。この問題を解決するために，カチオン
性イリジウム錯体を用いた分子酸素計
(C343-Pro4-BTQ

+)を設計・合成した(図 6)。 
 

 
C343-Pro4-BTQ

+は，アセトニトリル中におい
て蛍光とりん光を同時に示し，また，りん光
は酸素濃度に依存して変化を示した。
C343-Pro4-BTQ+あるいは C343-Pro4-BTP を
HeLa細胞およびMCF-7細胞の培養液に最終濃
度 5μMで添加し 20 時間後，蛍光顕微鏡で観
察をおこなったところ，C343-Pro4-BTP は培
養液中で凝集体を形成するため顕微画像の
取 得 が 困 難 で あ る の に 対 し て ， 
C343-Pro4-BTQ+は細胞内から明瞭な発光が観
測された。また，C343 に由来する蛍光は，培
養酸素濃度に依存しないのに対して， BTQ+
に由来するりん光は，2.5％酸素条件下にお
いて，21％酸素条件下よりも増加した。以上
の結果より，C343-Pro4-BTQ+は細胞内酸素濃
度計測用の分子酸素計として有効な分子で
あることが明らかとなった。 
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図4 C343-Pro4-BTPの構造式
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 4件） 
 
名称：スフェロイド内酸素濃度測定試薬およ
びこれを用いたスフェロイド内酸素濃度測
定方法 
発明者：吉原利忠，飛田成史 
権利者：SCIVAX ライフサイエンス株式会社，
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