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研究成果の概要（和文）：　本研究では，Ir錯体を基軸としたマルチカラー発光酸素プローブ分子を設計・合成
し，3次元培養されたスフェロイド内の酸素濃度および濃度分布を，共焦点顕微鏡を用いて高感度，非侵襲的に
イメージングした。また，実用的な酸素濃度解析試薬として，高い細胞親和性を示すレシオ酸素プローブ分子を
開発した。これにより，平面培養細胞では得られないより組織に近い状態で，酸素濃度解析が可能となり，個々
の細胞内代謝過程の違いや，がん腫瘍など低酸素組織内部の酸素化状態について明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, we designed and synthesized intracellular oxygen probes 
based on phosphorescent iridium complexes for sensing oxygen levels into 3D-supheroides by using 
confocal phosphorescence lifetime imaging microscopy (PLIM). Moreover, ratiometric molecular probes 
consisting of a green fluorophore and a deep red phosphor connected by oligo arginine linkers were 
developed. We succeed the detection and visualization of intracellular oxygen levels of 
3D-supheroides and living tissues using our probes and PLIM system.

研究分野： 光化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　酸素は，我々が生命活動を維持するために必要不可欠な分子です。本研究では，組織モデルとして良く利用さ
れている細胞塊（スフェロイド）内の酸素レベルを明らかにする方法論の開発に取り組みました。得られた研究
成果から，スフェロイド内部の細胞は，外側の細胞に比べてより低酸素環境に陥っていることが分かりました。
この知見は，がん腫瘍など，細胞が異常増殖し血流が不十分な組織内の酸素レベルを明らかにすることに繋が
り，がんの発見，診断，治療法の開発に貢献することができます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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要不可欠な分子であり，細胞は生命活動維持のため
に酸素を消費している。細胞内の酸素濃度が減少すると，低酸素誘導因子である HIF-1が細胞
内に蓄積することで，代謝過程に変化が生じることが指摘されている。一方，生きた細胞および
組織内の酸素濃度(分圧)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
大死亡原因である‘がん，脳卒中，心筋梗塞’などの低酸素状態が関与する病態の診断や治療に
おいても重要である。近年，細胞内にプローブ分子と呼ばれる小分子を取り込ませて，細胞外か
ら光を照射し，プローブ分子から得られる発光をもとに，細胞内の微小環境や代謝過程を明らか
にする光イメージング研究が進められている。この方法の利点は，細胞を生かしたまま，リアル
タイムで長時間観察できることである。このため，共焦点レーザー顕微鏡や多光子蛍光顕微鏡な
ど高性能な顕微鏡および EMCCD カメラなど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’を直接モニターするための発光プローブ分子の開発は国内外において非常に遅れ
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，赤色りん光を示す Ir 錯体を用いて HeLa 細胞などの平面
培養細胞において，低酸素培養下でりん光強度が顕著に増加すること，また，担がんマウス内の
腫瘍や虚血部位を選択的に光イメージングできることを示した。 
 研究代表者は，これまでの研究から平面培養細胞で得られた酸素濃度の知見を，直接組織に適
応することは困難であると理解している。つまり，平面培養では酸素は培養液から各細胞に均一
に拡散するため，細胞間の差は小さくなる。しかしながら，組織では血管を通して細胞に拡散す
るため，血管に近い細胞と遠い細胞では，酸素濃度が異なり代謝過程において差が生じる。特に
がんなどの低酸素病態では，血管が少なくかつ脆弱であるため，酸素濃度差はより大きくなるこ
とが予想される。実際の腫瘍を用いて実験することが理想ではあるが，動物愛護の観点から代替
実験を検討することは重要である。スフェロイドをはじめとする 3 次元培養はこれを解決する
１つの手法であり，近年，活発に研究が行われ始めている。 
3 次元培養された積層細胞やスフェロイドは，培養液に接している表面細胞が最も酸素拡散量

が多いのに対して，2 層目，3 層目になるにつれて酸素拡散量が低下する。よって酸素濃度勾配
が生じ，内部になるほど低酸素になることが予想される。本申請課題では，組織に近い環境とし
て積層細胞およびスフェロイドを主な対象とし，深さ方向の酸素濃度勾配について明らかにす
ることを目指す。酸素プローブ分子として，研究代表者は赤色光領域にりん光を示す Ir 錯体の
開発を行った。このため，同じ赤色光領域に発光を示す他のバイオイメージング試薬と同時に使
用できないなど制限があった。ここでは，青，緑，黄色，近赤外光領域にそれぞれりん光を示す
マルチカラーIr 錯体群を創製する。開発した酸素プローブ分子と共焦点顕微鏡を用いて，スフ
ェロイド内の酸素濃度勾配について明らかにし，低酸素組織やがん腫瘍内の酸素化状態の理解
につなげる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，Ir錯体を基軸としたマルチカラー発光酸素プローブ分子を設計・合成し，3
次元培養された積層細胞内やスフェロイド内の酸素濃度および濃度分布を，共焦点顕微鏡を用
いて高感度，非侵襲的にリアルタイム計測・イメージングすることである。マルチカラー発光酸
素プローブ分子は，青色から近赤外発光をそれぞれ示す分子を開発し，他のバイオイメージング
プローブ分子と同時に使用できるようにする。また，実用的な酸素濃度解析試薬として，高い細
胞親和性を示すレシオ酸素プローブ分子も開発する。これにより，平面培養細胞では得られない
より組織に近い状態で，酸素濃度解析が可能となり，個々の細胞内代謝過程の違いや，がん腫瘍
など低酸素組織内部の酸素化状態について明らかにすること目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)本研究では，細胞内に取り込まれ易く様々な発光色を示す Ir錯体について，異なる芳香族配
位子を用いて設計・合成を行った。 
 
(2)開発した Ir 錯体の光化学・光物理特性（吸収・発光スペクトル，発光量子収率，発光寿命）
を溶液中で測定を行った。溶液中の溶存酸素濃度は，マスフローコントローラで制御した。 
 
(3)開発した Ir 錯体を用いた細胞イメージング実験および細胞移行性の評価を行った。 
 
(4)3 次元培養されたスフェロイド内の酸素濃度および濃度分布を，共焦点りん光寿命イメージ
ング顕微鏡(PLIM)を用いて測定した。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
簡易型培養器を取り付け，細胞の長時間維持や培養酸素分圧の制御を行った。 
 
(5)細胞内に取り込まれやすいレシオ型分子酸素計の設計・合成を行った。そのために，蛍光団
として緑色蛍光プローブ，りん光団として深赤色りん光 Ir 錯体，ペプチドリンカーとしてオリ



ゴアルギニンリンカーを用いた。オリゴアルギニンリンカーはペプチド自動合成装置を用いて
固相合成法により合成を行った。また，分子酸素計の精製は分取 HPLC を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)図 1 に合成した Ir 錯体の構造式を示す。発光色を変えるための配位子として異なる構造を
有する芳香族化合物(赤色表示)，一方，細胞親和性を制御するための配位子としてアルキル鎖長
の異なるエチレンジアミン類(青色表示)を用いた。 

 
(2)合成した 16 種類の Ir錯体の吸収・りん光スペクトル，りん光量子収率，りん光寿命をアセ
トニトリル中において測定した。芳香族配位子として PPYF，PPY，BTP，BTQ を有する Ir錯体に
おいて，それぞれ青色，緑色，赤色，深赤色りん光を示した。これらスペクトル特性は，エチレ
ンジアミン類には大きく依存しなかった。また，すべての Ir 錯体において，りん光量子収率は
0.15 以上であり，特に PPY を有する Ir錯体では，0.5 以上の値を示した。さらに，空気飽和下
のりん光量子収率およびりん光寿命は，脱酸素下と比較して著しく減少したことから高い酸素
応答性を有していることが明らかとなった。この酸素によるりん光消光機構を詳細に検討する
ために，反応の自由エネルギー変化（ΔGel）に対して消光速度定数(kq)をプロットした。その結
果，ΔGelが負の領域では，値が負に増加するにつれて kq値が増加するのに対して，ΔGelが正の
領域では，kq値はほぼ一定であった。これより，酸素による Ir 錯体のりん光消光には，エネル
ギー移動反応に加えて電子移動反応もあることが分かり，電子移動反応の寄与が，ΔGel の減少
に伴い増加することが明らかとなった。 
 
(3)合成した 16種類の Ir錯体を HeLa 細胞の培養液に添加し，細胞イメージング実験を行った。
細胞取り込み能は，エチレンジアミン類の構造に大きく依存した。図 2に BTP を芳香族配位子と
した Ir 錯体の結果を示す。エチレンジアミン類のアルキル鎖長が増加するにつれて，細胞が鮮
明にイメージングされている。これら Ir 錯体の光物理特性はほぼ同じであるため，輝度が高い
ほど細胞への取り込み能が高いことを示している。他の Ir 錯体のおいても同様の結果であり，
合成した Ir 錯体の中では，ジブチルエチレンジアミンを配位子とした Ir 錯体が最も細胞移行
性が高いことが明らかとなった。 
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図1 合成したイリジウム錯体の構造式



また，HeLa 細胞中に分布する BTP-BA のりん光強度の酸素分圧依存性を検討したところ，低酸素
培養(2.5%O2)において，より発光強度が増加することがわかり，細胞内においても酸素応答性を
示すことが明らかとなった。 
 
(4)組織は細胞が 3次元に配列しており，細胞内酸素濃度は各細胞によって異なる。組織を理解
する場合において，平面培養での知見は十分ではないため，細胞の 3次元構造体であるスフェロ
イドを実験対象とした。スフェロイドのような 3次元に集積した細胞においては，共焦点光学系
を用いて，x，yに加えてｚ方向に分割したイメージング画像を取得することが重要である。図 3
にスフェロイドの培養培地に Ir 錯体を添加して 2時間後に取得したりん光寿命イメージング画
像を示す。スフェロイド内部からりん光が観測されていることから，Ir 錯体はスフェロイドを
形成する各細胞に取り込まれてことがわかる。りん光寿命(τp)に注目すると，スフェロイド底
面の寿命は，底面から 50μm 上部と比較して長い。これはスフェロイド上部細胞が培養液に接し
ているため，十分に酸素が供給される一方，底面細胞では上部細胞によって酸素が消費され低酸
素状態になることを示している。この結果を組織で考えると，毛細血管近傍の細胞に比べて，血
管から遠くに位置する細胞では酸素濃度が低いことを表しており，腫瘍のような血管が脆弱な
場合，各細胞間の酸素濃度が大きく異なることが予想される。スフェロイド実験から得られた成
果は，今後，組織内酸素分圧を測定するための重要な知見と考える。 

 
 
(5)りん光寿命イメージング法は，スフェロイドのような 3次元培養細胞の酸素レベルに関する
知見を与えるが，装置が特殊なため多くの研究者が使用できない。そのため，より汎用性の高い
方法を開発することも寿命である。本研究では，緑色蛍光団と深赤色りん光団をオリゴアルギニ
ンペプチドリンカーで結合させたレシオ型分子酸素計の設計・合成を行った。緑色蛍光団として
はニトロベンゾフラザン誘導体(NBD)，深赤色りん光団には，BTQ（図 1を参照）を芳香族配位子
とした Ir 錯体を用いた。開発したレシオ型分子酸素計は，単一波長励起によって，NBD 由来の
蛍光と BTQ 由来のりん光が同時に観測された。また，NBD 由来の蛍光は，溶液中の酸素分圧変化
に対してほぼ一定強度を示すのに対して，BTQ 由来のりん光は，酸素分圧の増加に対して強度の
減少が観測された。この分子を HeLa 細胞の培養液に添加したところ，細胞内に取り込まれ，溶
液同様に蛍光とりん光が観測され，それらの比(レシオ)が，培養酸素分圧に依存して変化するこ
とを明らかにした。この分子がスフェロイド内に取り込まれるか今後実験を行う予定である。 
 
(6)本研究課題を遂行する上で，図 1 に加えて，芳香族配位子にジエチルアミノクマリン類，補
助配位子にエチレンジアミン類を用いたカチオン性イリジウム錯体の合成を行い，スペクトル
特性，光物理特性，電気化学特性に関する測定を行った。また，細胞移行性の実験からエチレン
ジアミンの窒素原子に結合した水素をブチル基に置換した化合物において，細胞親和性が大き
く向上し，また，ミトコンドリアに主に集積することを見出した。開発したイリジウム錯体はり
ん光寿命が長いため，市販のマイクロプレートリーダーの時間分解計測機能を用いることで，り
ん光寿命計測ができることがわかった。大腸がん由来の生細胞にイリジウム錯体を取り込ませ，
細胞の呼吸活性を変化させる試薬を添加したところ，呼吸を活性化する試薬では，細胞内の酸素
濃度が時間に依存して減少すること，一方，呼吸を阻害する試薬では，酸素濃度がわずかに増加
することを定量的に示した。 
 平面培養細胞およびスフェロイドの知見もとに，共焦点りん光寿命イメージング顕微鏡を用
いて，組織のイメージングを試みた。麻酔下にあるマウスの肝臓の肝小葉が単一細胞レベルでイ
メージングできることがわかり，また，肝小葉に酸素分圧勾配があることを明らかにした。 
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