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研究成果の概要（和文）：細胞がシグナルとして放出する過酸化水素を秒単位で可視化することのできる蛍光プ
ローブを開発している。この蛍光プローブは錯体とプロ蛍光団とこれらを結ぶリンカーから成り立っている。本
研究では錯体構造、プロ蛍光団、リンカーのそれぞれに改良を加えた。最も感度の良い過酸化水素蛍光プローブ
を用いた場合、EGF受容体を過剰発現していないHeLa細胞においても過酸化水素を検出できた。また、本錯体を
利用し、細胞塊の低酸素領域において一酸化窒素の光放出が達成できることを証明した。また、錯体が還元的酸
素活性化によってDNAを切断するメカニズムも解明した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a fluorescent probe that can rapidly visualize hydrogen 
peroxide released from cells as a signal. Fluorescent probes comprise complexes, profluorophores, 
and linkers linking them. In this study, the complex structure, profluorophore, and linker were 
improved. Hydrogen peroxide could be detected even in HeLa cells which do not overexpress the EGF 
receptor, when the most sensitive hydrogen peroxide fluorescent probe was used. In addition, it was 
shown that the emission of nitrogen monoxide could be achieved in the hypoxia region of cell 
spheroids by using MnNO complex. The mechanism by which the complex cleaves DNA by reductive oxygen 
activation was also elucidated.

研究分野：生物無機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体で酸化反応をつかさどる酵素の機能を人工的な小分子で再現することに成功している。本研究ではその機能
を大幅に向上させることに成功した。これらの成果は、微量な過酸化水素を検収することが必要なあらゆる場所
で役立つ。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
過酸化水素は生体に害を与える活性酸素の 1つとして長く認識されてきた。しかし、過酸化
水素が細胞の分化や成長、遊走に関わるシグナル分子として生産されることが明らかとなり注
目を集めていた（Rhee, Science 2006）。例えば、上皮細胞の場合、上皮成長因子が受容体に結
合することをトリガーとして、膜蛋白質である NADHオキシダーゼが活性化され、NADHオ
キシダーゼによって細胞の外に過酸化水素が生産され、この過酸化水素が水チャネル蛋白質ア
クアポーリンを通り細胞内に流入するとされている。細胞内にはペルオキシレドキシン等の過
酸化水素を消去する抗酸化酵素が存在するにも関わらず、過酸化水素がどのようにして情報伝
達物質として働くことができるのか未解明であったが、Woo らは、NADH オキシダーゼの近
傍では、ペルオキシレドキシンをはじめとする過酸化水素消去酵素群が不活性化されることを
示し、細胞内で局所的に過酸化水素濃度が上昇するモデルを提案している（WooらCell 2010）。 
過酸化水素の生成と減衰過程および拡散過程（細胞内流入や細胞外拡散）を可視化する過酸
化水素プローブは、シグナル分子として生成する過酸化水素の動態を明らかにし、生命現象の
解明と未知現象の発見に貢献すると期待される。しかし、既存の過酸化水素蛍光プローブは、
過酸化水素に対する蛍光増強の応答時間が分オーダーと遅く（t_1/2 = ca. 25 min）、観測され
る蛍光強度の増大が過酸化水素の濃度増加によるものなのか、過酸化水素とプローブ分子との
律速反応を観測しているのか判別することが困難である（Changら JACS 2004）。我々は、科
研費（基盤 C: H24-H26）の支援を受け、鉄錯体を過酸化水素との反応点とする高感度な過酸
化水素蛍光プローブMBFh（MBFh = Metal-based fluorescent probe for hydrogen peroxide）
を開発していた。MBFh1 は過酸化水素と反応し、赤色蛍光物質レゾルフィンを生成する。そ
の応答速度は秒オーダーであり、グルコースオキシダーゼが生産する過酸化水素の追跡が可能
であった（Anal. Chem. 2012, 特願 2010-183083, PCT/JP2011/068360）。 
更に、我々は水中でペルオキシダーゼ活性を示す鉄錯体を見出し（Dalton Trans. 2013）、こ
の錯体をもとに、水中での安定性、過酸化水素特異性および反応速度を向上させたMBFh2を
開発していた。MBFh2 を用いた場合、上皮成長因子の刺激によって A431 細胞内に発生する
過酸化水素の濃度上昇を捉えることができる（Chem. Commun. 2013, 特願 2012-186647, 
PCT/JP2013/070479）。しかし、MBFh2 と過酸化水素との反応に由来する赤色蛍光の上昇に
は数十分を要した。この結果は、過酸化水素が細胞内へ流入する速度が比較的遅いことを示唆
している。 

 
２．研究の目的 
本研究ではMBFhの機能向上とそれを基にした科学を推進するために次の課題に取り組んだ。 
(1) MBFhの応答速度は、過酸化水素を利用する酵素よりも 1,000倍程度低いために、鉄錯体
の配位子部分およびリンカー部位に改良を加え過酸化水素感度の向上を図った。 
(2) MBFhには様々な蛍光団を導入可能である。MBFh2は赤色蛍光物質であるレゾルフィンを
放出することができるが、レゾルフィンは細胞内を拡散、さらに細胞膜を透過し細胞外へ流出
することが判明した。そのためレゾルフィン構造に改良を加え、細胞内滞在性の向上を図った。 
(3) MBFh の錯体部位に一酸化窒素を配位させると、暗所では安定であるが、近赤外光照射に
より一酸化窒素を放出することが判明していた。本錯体を用いて腫瘍モデル（細胞塊）の低酸
素領域に特異的に光照射によって細胞毒性を有する一酸化窒素を放出することを目指した。 
(4) MBFh の錯体の存在下、酸素の還元的活性化あるいは過酸化水素の添加により DNA を酸
化的に切断することが判明していた。酸化活性種とそのメカニズムの解明、さらに DNA 切断
活性の向上を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) MBFh の鉄錯体と過酸化水素との反応性は錯体の電子状態によって決定される。電子状態に
摂動を与える目的から、一連の置換基を導入した配位子を新たに合成し、その過酸化水素との
反応効率と反応速度を蛍光強度とその時間変化により定量した。 
錯体と過酸化水素との反応により生成する酸化活性種は、鉄錯体とプロ蛍光団とをつなぐリ
ンカーの酸化によって達成される。その酸化位置が効果的でない場合は、プロ蛍光団から目的
とする蛍光団が生成しない。最適なリンカー構造を求め、一連のリンカーを有する MBFh を新た
に合成した。 
(2)レゾルフィンが細胞外に流出することを確かめるために、アセチルメチルエーテル化したレ
ゾルフィンを合成した。さらに、細胞外に流出する構造因子を明らかにするために pKa を決定
した。これらのデータを基に塩素化レゾルフィンを複数、新たに合成し、その pKa と細胞外流
出を評価した。 
(3) 一酸化窒素錯体を対イオン交換により疎水化し、生分解性ポリマー粒子の内部に取り込ま
せ、さらに IgG を修飾した。これをマクロファージに取り込ませ、マクロファージの走行性を
利用して細胞隗の低酸素領域に移行させた。移行の割合は生分解性ポリマーに NO 錯体とともに
取り込ませた希土類粒子の発光強度を利用し定量した。低酸素領域に移行したことを確認した
後、赤外光を照射し生成する一酸化窒素を分析定量した。 
(4) MBFh の鉄錯体部位が酸素活性化により DNA を酸化的に切断するメカニズムを解明するため
に、一連の置換基を有する鉄錯体を新たに合成し、その酸化還元電位と DNA 切断活性の相関を



明らかとした。また、過酸化水素と鉄錯体との反応混合物のイオンスプレー分子量測定を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) ニトロ基を導入した場合に過酸化水素による蛍光強度と反応速度が最大となることが判明
した。また、あらかじめ鉄錯体を形成させていなくとも、鉄イオンと配位子を水中で混合する
だけで酸化活性を発現することを見出した。この時、鉄に対して配位子の割合を多くすること
でさらに反応効率が向上することも見出している。錯体部位とプロ蛍光団をつなぐリンカー部
位の構造に関しては、C2 の長さを有するエチレン鎖がもっともよく、既報のものよりも数十倍
反応効率と反応速度が向上することが判明した。これらの結果は、高感度な MBFh を設計する重
要な指針となる。 
(2) 決定したレゾルフィンの pKa は 7付近であり、細胞内では電荷持たないプロトン化体とし
て存在することが判明した。pKa を低下させることができれば、細胞内の形態をすべてアニオ
ン型とすることで細胞内の滞在性が向上すると考え、モノクロロレゾルフィン、および、ジク
ロロレゾルフィンを合成した。これらをアセチルメチルエーテル化し、HeLa 細胞を用いて細胞
内の滞在時間を定量評価した結果、ジクロロレゾルフィンでは細胞外への流出が認められない
ことが判明した。しかし、なお細胞内での拡散が問題になるために、新たな分子の探索が必要
なことも判明した。 
(3) 一酸化窒素錯体と希土類発光粒子とを内包した生分解性ポリマー粒子をマクロファージが
貪食により取り込み、細胞塊の内部の低酸素領域に遊走することを突き止めた。さらに、赤外
光の照射により低酸素領域特異的に一酸化窒素を放出できることを見出した。今回、一酸化窒
素によって細胞死を誘起することはできなかったが、MBFh などのプローブ分子を細胞塊の内部
の低酸素領域に送達する重要な手法を確立したと言える。 
(4) MBFh の錯体部位の存在下、酸素の還元的活性化によりプラスミド DNA が切断される。この
メカニズムを解明するために、酸化還元電位の異なる 4 つの錯体を調製し、DNA 切断速度を比
較した結果、還元されやすくなるほど DNA 切断速度が向上することが判明した。また、過酸化
水素との反応により鉄 3価ヒドロペルオキシド錯体を生成することも分子量測定および電子ス
ピン共鳴測定により明らかとなった。過酸化水素を用いても DNA の切断活性が認められ、酸素
の還元的活性化の場合と同じく、還元されやすくなるほど DNA 切断速度が向上した。これらの
結果から、本錯体は抗腫瘍薬として知られるブレオマイシンと同じ反応機構で DNA を切断する
と結論付けた。 
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