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研究成果の概要（和文）：現在、臨床において鉄過剰・鉄欠乏に使用される薬物はそれぞれキレート剤と鉄剤に
限られる。これは細胞実験レベルでも同様であり、鉄の取り込み・排出を阻害・促進する生理活性化合物は極め
て少なく、鉄の可視化化合物を含め、鉄研究に用いることのできる有用なケミカルツールは極めてすくない。そ
こで本研究では、これまで培ったN－オキシド化学を使った二価鉄検出技術を改良し、二価鉄検出蛍光プローブ
高感度と、細胞内二価鉄ハイスループットアッセイシステムを構築することを目指した。さらに、ハイスループ
ット細胞内二価鉄アッセイシステムにより、化合物ライブラリーのHTSを実施し、新しい鉄制御化合物を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Currently, drugs used in clinical practice to treat iron overload and iron 
deficiency are limited to chelating agents and iron supplements, respectively. This is also the case
 in cellular experiments, where there are very few useful chemical tools for iron research, 
including bioactive compounds that inhibit or promote iron uptake and efflux and fluorescent iron 
probes. In this study, we improved the N-oxide chemistry-based Fe(II) detection technology and 
developed a highly sensitive fluorescent probe for Fe(II) detection and a high-throughput 
intracellular Fe(II) assay system. Furthermore, we conducted HTS of a compound library using the 
high-throughput intracellular iron divalent assay system and found a new bioactive compound that 
modulate iron homeostasis.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 鉄代謝　スクリーニング　蛍光プローブ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、これまで検出することが困難であった細胞内鉄イオンを容易に可視化できるようにしたものであ
り、鉄研究において最大のネックであった鉄(II)イオンの選択的検出が可能になった。さらに、ハイスループッ
トスクリーニングにより得た新たな鉄制御生理活性化合物は、鉄代謝を標的とした創薬シーズにもなりうること
から、創薬研究の第一歩となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

鉄は現在地球上に確認されている全ての生物が保有する移金属種であり、我々ヒトにおいても

酸素運搬、エネルギー産生等、生命維持に不可欠な機能を担っている。一方、鉄イオン自体は高

い酸化還元活性を有する化学種であり、生体内における鉄の濃度異常は細胞損傷・細胞死につな

がる様々な傷害を惹起する。そのため、生体内では鉄の反応性・濃度を巧妙に制御することで生

体機能を維持している。鉄制御機構の破綻は様々な重度疾患に関与していることが示唆されて

おり、過剰鉄による発がん(Cancer Sci. 2009, 100, 9)、神経変性疾患における神経系への鉄沈着等

(Nat. Rev. Neurosci, 2004, 5, 863)、鉄と病態の関連に関する報告は枚挙に暇がない。さらに近年、

鉄代謝系の再構築ががん細胞の生存に必要であることや、鉄依存的細胞死「Ferroptosis」が報告

され、細胞内の鉄動態の違いが細胞の生死を決定づけることが示唆された(Cell, 2012, 149, 1060)。
生体内鉄制御機構の鍵となるのは、自由鉄と呼ばれる細胞内でのみ準安定的に存在するタンパ

ク質非結合性・弱結合性の鉄イオンであり、その濃度が細胞内鉄イオン緩衝能の指標となってい

る。しかしながら、自由鉄の生理学的・病理学的重要性は強く示唆されているものの、「自由鉄

そのもの」の細胞内挙動やその制御機構については不明な点が多く、現在も曖昧模糊としている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、生体内自由鉄を「見る」「制御する」新たな化学ツールを構築し、細胞内鉄動態の

網羅的解析と鉄の関与する個々の生命現象を解明することを目的とした。具体的には①ハイス

ループット鉄定量解析を可能にする蛍光プローブ開発と②ハイスループットスクリーニング

(HTS)による細胞内鉄動態制御化合物の探索を実施した。 

以上の検討から自由鉄および鉄関連タンパク質の可視化と、鉄制御を可能にする新しい生理活

性化合物を創出する。さらに、これら化合物をツールとした鉄の生命科学研究を展開し、鉄動態

の解明へとつなげることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

これまで我々の研究室にて培ってきた、N-オキシドと鉄(II)イオンの化学反応を使った鉄セン

シング技術を応用し、さらに高感度な鉄(II)イオン蛍光プローブの開発を行なった。具体的には、

N-オキシド部の構造活性相関研究を実施し、鉄(II)イオンに対する応答性と安定性、および細胞

内での蛍光応答性について蛍光光度計および共焦点蛍光顕微鏡にて調査した。細胞は HepG2 (肝
臓がん)細胞を利用した。 

さらに、得られた高感度蛍光プローブ RhoNox-4 を使い、ハイコンテントイメージャーによるハ

イスループット細胞内鉄(II)イオンアッセイ法を構築し、化合物ライブラリーのハイスループ

ットスクリーニング(HTS)を実施し、細胞内の鉄(II)イオン濃度の変動を惹起する化合物の探索

研究を行なった。さらに、得られたヒット化合物について、その作用機序解明研究を実施した。 

 
４．研究成果 

まず、各種ローダミン(Rhodamine-N、N = 2-8)を合成し、それぞれに対して m-CPBA を処理する

ことにより N-オキシド化し、種々のローダミン N-オキシド化合物(RhoNox-N、N = 2–8)を新た

に合成した(図 1a)。これらはすべて過去の蓄積から、N-オキシド部位は鎖状アルキルアミノ基

よりも環状アルキルアミノ基が良好な応答性を示すことがわかっており、その知見を元に設計・

合成した。次に、得られた各プローブ化合物に対して HEPES 緩衝液中、鉄(II)イオンを加えた

ところ、全てのプローブ化合物が蛍光強度の増大を示した(図 1b,c)。特に RhoNox-4、RhoNox-
7、RhoNox-8 については 10 分で 100 倍を超える蛍光増大比を示し、環状アミン N-オキシドの中

でも比較的嵩高いアルキルカルボニル・アルキルオキシカルボニル基が置換したもの良好であ

ることがわかった。 



 

 

 

図 1 (a) 新規鉄(II)イオン蛍光プローブ RhoNox-N (N=2–8)の構造と鉄(II)イオン応答機構。

RhoNox-1 はジエチルアミノ基を有する化合物なので X は空白。(b) それぞれの蛍光プローブ

RhoNox-N に対して鉄(II)イオンを添加した際の蛍光強度変化。(c) 各プローブの鉄(II)イオン

に対する反応速度(kobs)と鉄(II)イオン反応前後の蛍光増大比(r)および応答係数(kobs × r)の比較表。 
 

次に、各プローブ分子を使った生細胞蛍光イメージングを実施し、細胞中における鉄(II)イオン

への応答性について共焦点顕微鏡を用いて評価した。その結果、外部から鉄(II)イオンを添加し

た際には、RhoNox-4 が圧倒的に高い応答性を示した。一方、その他のプローブ分子は全く細胞

内での蛍光シグナルが観察されず、細胞での機能性は不良であった。 

図 2蛍光プローブ RhoNox-N (N = 1–8)を使った生細胞蛍光イメージング。スケールバー：25 µm。 

 

そこで最も良好な蛍光応答を示したRhoNox-4を用い、ハイスループットアッセイ系を構築した。

陽性対照化合物と陰性対照化合物としては、水溶性と中性溶液中での安定性から、クエン酸第二

鉄アンモニウムとデフェロキサミンをそれぞれ用い、ハイコンテントイメージャーにて 96 ウェ

ルプレート上での蛍光強度を評価したところ、それぞれの化合物に対して濃度依存的な蛍光強

度が観察されたことから、本システムを使った評価が可能であると判断した。 

東京大学創薬機構より 3,399 種類の薬理活性が既知の化合物が含まれたライブラリーを供与い

ただき、これらの化合物を細胞に処理し、RhoNox-4 を用いた上記アッセイ系にて、細胞内の鉄

(II)イオンの増減を指標とした HTS を実施した。 

1stスクリーニングにおいては化合物濃度 20 µM、2ndスクリーニングでは 10 µM、1 µM、3rd ス

クリーニングでは 10 µM、5 µM にて行い、すべての回にて再現性良く蛍光増大(鉄(II)イオン上

昇)および蛍光減少(鉄(II)イオン減少)が見られた化合物をヒット化合物として決定した。最終

的には強力な鉄(II)イオン上昇作用が見られた lomofungin をヒット化合物とし、その作用メカ

ニズム解明研究へと進めた。その結果、lomofungin の処理により鉄貯蔵タンパク質であるフェリ

チンが分解されていることが明らかになった。 

以上の結果から、蛍光プローブの高感度化により、細胞内鉄(II)イオンの簡便・迅速な可視化法

を確立し、ハイスループットスクリーニングへの応用が可能であることを示した。本研究成果は、

鉄研究における新たなケミカルツールとなるととともに、鉄変動を促す生理活性化合物の創出

と創薬シードへの展開の第一歩となりうる。 
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2021年

2021年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

15th International Symposium on Applied Bioinorganic Chemistry（国際学会）

日本薬学会第141年会

日本薬学会第141年会

日本薬学会第141年会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

向峯 あかり、平山 祐、辻 美恵子、永澤 秀子

森本 壮汰朗、平山 祐、辻 美恵子、永澤 秀子

垣内 亮、平山 祐、柳沢 大治郎、遠山 育夫、辻 美恵子、永澤 秀子

Tasuku Hirayama, Hitomi Tsuboi, Masato Niwa, Yasuhiro Uchida, Yuki Naka, Masatoshi Inden, Isao Hozumi, and Hideko Nagasawa

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

ビスマスローダミン光増感剤の選択的活性化法の確立

細胞内鉄制御化合物としてのLomofunginの全合成研究

ケミカルシフトスイッチを利用した二価鉄検出19F-MRIプローブの開発

Development of Golgi-targeted fluorescent probe of labile Fe(II)

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

創薬懇話会2019

日本ケミカルバイオロジー学会第14回年会

日本ケミカルバイオロジー学会第14回年会

日本ケミカルバイオロジー学会第14回年会

垣内　亮、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

早舩　花奈、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

向峯　あかり、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

辻　美恵子、渡辺　航、青木　達也、平山　祐、永澤　秀子

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

非対称性bismuth-rhodamine誘導体の合成とその光物性評価

細胞内酸化ストレス制御を目指した光解除型ケージドTPHP化合物の開発

生体深部の２価鉄検出を指向した19F-MRIプローブの開発

各局在型二価鉄検出プローブの開発研究

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

10th RSC-CSJ Joint Symposium -Chemistry for Complex Biological Systems-（招待講演）
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第37回メディシナルケミストリーシンポジウム

第41回日本鉄バイオサイエンス学会学術集会

日本酸化ストレス学会東海支部第8会学術集会

Tasuku Hirayama

向峯　あかり、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

Development of Fluorescent Probes of Subcellular Labile Fe(II)

ビスマスの特性を活かしたセラノスティクス光増感剤の開発

高感度二価鉄蛍光プローブの開発とハイスループットスクリーニングへの応用

ヘム関連プロテオミクスを目指したアクティベイタブル型タンパク質ラベル化剤の開発

 １．発表者名

 １．発表者名

平山　祐、丹羽　正人、廣澤　舟作、永澤　秀子

玉越　里美、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子



2020年

2020年

2020年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本酸化ストレス学会東海支部第8会学術集会

青木　達也、辻　美恵子、渡辺　航、平良　遥乃、平山　祐、永澤　秀子

上田　陽子、鈴木　紀子、平山　祐、永澤　秀子、森重　健一郎

小池　大我、竹中　基記、鈴木　紀子、森　美奈子、上田　陽子、平山　祐、永澤　秀子、森重　健一郎

垣内　亮、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本酸化ストレス学会東海支部第8会学術集会

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

細胞内で機能する光解除型TBHPケージド化合物の開発

Artesunate及びArtemisinin誘導体の鉄依存性抗腫瘍効果

卵巣癌におけるフェロトーシス誘導剤アルテスネートの効果の検討

生体深部の２価鉄を検出する19F-MRIプローブの開発

日本酸化ストレス学会東海支部第8会学術集会

日本薬学会第140年会



2020年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本薬学会第140年会

第71回日本酸化ストレス学会学術集会

第29回微量元素学会学術集会（招待講演）

International Conference on Coordination Chemistry 2018（招待講演）（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

平山 祐

Tasuku Hirayama

向峯　あかり、平山　祐、辻　美恵子、永澤　秀子

平山 祐、丹羽 正人、永澤 秀子

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

蛍光turn-on触媒性二価鉄プローブの開発とその応用

Development of fluorescent probes for Fe(II) based on N-oxide chemistry and their application to live cell imaging

腫瘍選択的活性化を目指したビスマスローダミン光増感剤の開発

細胞膜アンカリング型蛍光プローブによるエンドサイトーシス鉄取込過程におけるエンドソーム内二価鉄イオンの検出

 １．発表者名

 １．発表者名



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

第12回バイオ関連化学シンポジウム

第22回酸素ダイナミクス研究会（招待講演）

 ２．発表標題

 ３．学会等名
メタルバイオサイエンス学会2018（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

丹羽 正人、平山 祐、大本 育美、王 丹、永澤 秀子

平山 祐

平山 祐

平山 祐

第91回日本生化学大会（招待講演）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

細胞膜アンカリング型二価鉄イオン蛍光プローブによるトランスフェリン誘導型鉄取り込みのリアルタイム可視化

蛍光プローブによる酸素濃度依存的な鉄変動イメージング

鉄イオンの生細胞イメージングを可能にする蛍光プローブの開発と応用

オルガネラレベルでの二価鉄検出蛍光試薬の開発と応用

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2018年

2019年

2019年

2019年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

The International Symposium on Bioinorganic Chemistry 2018（招待講演）（国際学会）

第47回日本心脈管作動物質学会（招待講演）

第92回日本薬理学会年会（招待講演）

Tasuku Hirayama

平山 祐

平山 祐

平山 祐

日本化学会第99春季年会（招待講演）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Development of fluorescent probes for the detection of Fe(II) ion in living cells

新規蛍光プローブを用いた鉄イオンの検出法の開発

鉄イオンを検出する蛍光プローブ分子の開発と応用

鉄と病態の関連を探る新たな二価鉄蛍光プローブの開発と応用

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本薬学会139年会（招待講演）

日本薬学会139年会

日本薬学会139年会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

早舩 花奈、平山 祐、辻 美恵子、永澤 秀子

向峯 あかり、平山 祐、辻 美恵子、永澤 秀子

Tasuku Hirayama

平山 祐

Asian International Symposium, The 99th CSJ Annual Meeting（招待講演）（国際学会）

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

核局在型二価鉄検出プローブの開発研究

Bismuth-rhodamine誘導体の合成法の確立と光物性制御に関する基礎的研究

Development of fluorescent probes for monitoring labile Fe(II) ion in lifing cells

生体内鉄イオンとの化学反応に基づく蛍光プローブの開発と応用

 １．発表者名

 １．発表者名
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