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研究成果の概要（和文）：近年、様々な生態・病態における亜鉛イオンや銅イオンの挙動が注目を集めている。
これらの生体における役割を解析するツールとして種々の蛍光プローブが開発されてきたが、これらプローブの
多くがホスト・ゲスト相互作用に基づく「配位型」蛍光プローブであるため、細胞内環境では感度が大幅に低下
する。本研究では、標的イオンが触媒回転して複数のプローブ分子と反応することにより蛍光シグナルが増強さ
れる機構に基づく「反応型」蛍光プローブ分子を設計・合成し、既存のプローブよりも低濃度の細胞内亜鉛およ
び銅の蛍光検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Recently, the behavior of zinc and copper ions in various physiological and 
pathological conditions has attracted much attention. Various fluorescent probes have been developed
 as tools to analyze the roles of these ions in living systems. However, most of these probes are "
coordination-type" fluorescent probes based on host-guest interactions, therefore their sensitivity 
is greatly reduced in the intracellular environment. In this study, we designed and developed "
reaction-type" fluorescent probes based on a mechanism in which the fluorescent signal is enhanced 
by the reaction of target ions with multiple probe molecules by catalytic turnover. We succeeded in 
detecting intracellular zinc and copper at low concentrations, which cannot be detected by existing 
fluorescent probes, by using our "reaction-type" fluorescent probes.

研究分野： 医薬化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 銅　亜鉛　イメージング　蛍光プローブ　シグナル増幅　代謝　病態　還元的環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な生態・病態における関与が知られる亜鉛や銅の機能解明において生体での挙動解析は必須であり、解析ツ
ールの一つとしてこれら亜鉛や銅を非侵襲的にリアルタイムで解析可能な蛍光プローブが多数報告されている。
本研究で創製した「反応型」蛍光プローブは既存の蛍光プローブよりも低濃度の細胞内亜鉛および銅を蛍光検出
することができる。そこで、これまでに考えられているよりもさらに低い濃度で作用する亜鉛や銅の生体内機能
を解析する上で、感度の面で有利な「反応型」の蛍光プローブは有力な解析ツールとなりうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 生体における亜鉛の役割とその蛍光イメージング 
亜鉛は生体にとって必須元素であり、鉄に次いで豊富に存在する微量金属として知られる。そ

の細胞内取り込みや排出は亜鉛トランスポーターにより制御され、亜鉛は多くの酵素や転写因
子の補因子としてタンパク質の構造や機能を維持している。近年、亜鉛がシグナル伝達経路のメ
ディエーターとして機能することが提唱されており、肥満細胞のサイトカイン分泌、膵臓細胞
のインスリン分泌、神経細胞の細胞間シグナル伝達などに細胞内亜鉛が関与していることを示
す数多くの報告がなされている。また、亜鉛ホメオスタシスの崩壊とアルツハイマー病、糖尿病、
がんなどの多様な疾患との関連性も明らかとなってきている。しかし、亜鉛そのものの動態に関
する研究は、遺伝子・タンパク質レベルでの解析と比べて遅れている。これら亜鉛の機能解明に
おいて生体中での亜鉛の挙動解析は必須であり、解析ツールの一つとして生体内の亜鉛を非侵
襲的にリアルタイムで解析可能な蛍光プローブが種々報告されてきた。 
 生細胞内亜鉛を可視化する蛍光プローブの多くは、ホスト・ゲスト相互作用により亜鉛を選択
的に認識する配位子部位を有する蛍光性骨格からなっている。これら「配位型」蛍光プローブは、
基本的に 1:1 の化学量論比で亜鉛と錯形成したときに蛍光変化する分子であり、亜鉛配位分子
の存在が検出感度に大きく影響する。細胞内では亜鉛配位能を持つグルタチオン（GSH）が mM レ
ベルで存在するので、これら「配位型」蛍光プローブは試験管内での蛍光強度変化に比べて細胞
内での蛍光強度変化は著しく減弱する。 
(2) 生体における銅の役割とその蛍光イメージング 
銅も亜鉛と同様に生体にとって必須微量元素であり、酵素の補因子等として生物機能に欠く

べからざる働きを有している。銅の細胞内代謝・ホメオスタシスに関しては、銅トランスポータ
ー、銅シャペロン、銅結合タンパク質などが関連しあって細胞内で銅の制御を行っていることが
明らかになっており、その破綻が種々の疾病と関連することも明らかになっている。しかしなが
ら、銅そのものの動態に関する研究は、遺伝子・タンパク質レベルでの解析と比べて遅れている。
そこで、生体に対する銅の働きを詳細に解明するために、銅を可視化する蛍光プローブがこれま
でに種々開発されてきた。 
亜鉛と同様に、これらの生細胞内銅を可視化する蛍光プローブの多くは、ホスト・ゲスト相互

作用により銅を選択的に認識する配位子部位を有する蛍光性骨格からなっている。これらは銅
の可逆的な変動を蛍光により観測することができるメリットを有するが、先述した亜鉛の場合
と同様に細胞内では銅配位能を持つ GSH が mM レベルで存在するので、これら「配位型」蛍光プ
ローブは試験管内での蛍光強度変化に比べて細胞内での蛍光強度変化は著しく減弱する。 
 
２．研究の目的 
「反応型」亜鉛および銅蛍光プローブの開発 
すでに亜鉛の蛍光イメージングを活用することで肥満細胞での亜鉛ウェーブ 1) や卵細胞での

亜鉛スパーク 2) を解析できることが報告されている。一方で、これらの現象で関与する分泌顆
粒内の亜鉛濃度は 10～20 mM に達することが知られており、3) 解析対象の細胞内濃度域は比較
的高いことが予想される。従って、さらに低い濃度域での亜鉛の有する生体内機能を解析するた
めには、さらなる高感度化が必要となる。同様に、既存の銅蛍光プローブで検出することができ
るレベルよりもさらに低い濃度域での銅の生体内機能は、現状では蛍光イメージングで解析す
ることができない。 
このような現状において、亜鉛や銅とプローブとの１:１の化学量論比に基づく「配位型」蛍

光プローブとは異なり、亜鉛や銅が触媒回転して複数のプローブ分子と反応することにより蛍
光シグナルが増強される「反応型」蛍光プローブの創製を本研究の目的とした。本プローブを創
出することができれば、既存の蛍光プローブよりも低濃度の細胞内亜鉛や銅を蛍光検出するこ
とが可能となる。 
 
３．研究の方法 
研究開始当初は、銅(I)イオンによる芳香族アジドの還元反応に基づく発蛍光応答を検討した

が期待した結果は得られなかった。そこで発蛍光応答に活用する反応として、以下に述べる加水
分解反応を試みることとした。 
(1)「反応型」亜鉛蛍光プローブの創製 
まず、亜鉛錯体が有する加水分解活性に着目した「反応型」の亜鉛蛍光プローブを開発するべ

く、Dpa-SoxLC (図1)の設計・合成を行った。本プローブは、① 亜鉛を認識する配位子部位 (2,2’
-dipicolylamine (Dpa))、② 加水分解反応が進行する基質部位 (cephem 骨格)、③ 加水分解反
応に伴って脱離する蛍光色素部位 (umbelliferone)、の三者からなる。反応後に亜鉛が放出さ
れ、解離した亜鉛はさらに別のプローブ分子と反応し、1当量の亜鉛が多数のプローブ分子と反
応して蛍光シグナルを増強することができれば、細胞内環境においても亜鉛捕捉分子による干
渉を回避しつつ微量の亜鉛を検出可能であると期待した。まず、得られた Dpa-SoxLC の各種金属
イオンに対する蛍光応答性の評価を行い、次いで細胞膜透過性を付与した Dpa-LBC の設計・合成



を行った。培養細胞系を用いて得られた Dpa-LBC の亜鉛検出能を既存の「認識型」プローブであ
る ZnAF-2 DA と比較して評価を行った。 
(2)「反応型」銅蛍光プローブの創製 
同様に、銅錯体が有する加水分解活性に着目した「反応型」の銅蛍光プローブを開発するべく、

BETEA-LC (図 2)の設計・合成を行った。本プローブは、① 銅を認識する配位子部位 (bis[2-
(ethylthio)ethyl]amine (BETEA))、② 加水分解反応が進行する基質部位 (cephem 骨格)、③ 加
水分解反応に伴って脱離する蛍光色素部位 (umbelliferone)、の三者からなる。反応後に銅が放
出され、解離した銅はさらに別のプローブ分子と反応し、1当量の銅が多数のプローブ分子と反
応して蛍光シグナルを増強することができれば、細胞内環境においても銅捕捉分子による干渉
を回避しつつ微量の銅を検出可能であると期待した。まず、得られた BETEA-LC の各種金属イオ
ンに対する蛍光応答性の評価を行った。次いで細胞膜透過性を付与した BETEA-LBC の設計・合成
を行い、培養細胞系を用いて BETEA-LBC の細胞内銅検出能の評価を行った。   

 
 
 
４．研究成果 
(1)「反応型」亜鉛蛍光プローブの創製 
市販の出発原料より計 8 工程にて Dpa-SoxLC の合成、ならびに配位子部位を変換した類縁体

（R-SoxLCs）の合成を行った（図 3a）。まず、亜鉛を認識する配位子部位に関する構造活性相関
の検討を行い、予期した通りに単なるアミン構造ではなく Dpa 部位が亜鉛の認識かつ引き続く
加水分解反応による蛍光色素部位の放出に重要な配位子構造であることを見出した（図 3b）。続
いて細胞内環境を模倣した GSH 2 mM 共存下にて Dpa-SoxLC の蛍光応答性を評価したところ、選
択的に亜鉛に対する強い蛍光応答が認められた（図 3c）。さらに、亜鉛と Dpa-SoxLC との反応に
よる分解生成物の構造も決定し、本系における反応機構を明らかにした。             
次に既存の「認識型」プローブ ZnAF-2 4)との比較評価を行ったところ、ZnAF-2 では亜鉛に対

する蛍光応答性が GSH 共存下では顕著に低下する一方、Dpa-SoxLC では ZnAF-2 をしのぐ蛍光応
答性を示し、さらに GSH 共存下でも期待通りその応答性がよく維持されていた。続いて、これら
プローブに細胞膜透過性を付与した類縁体である ZnAF-2 DA ならびに Dpa-LBC を用いて培養細
胞内での亜鉛検出能を比較した。亜鉛導入試薬としてジンクピリチオン (ZnPT) を用いて評価
したところ、Dpa-LBC の感度は ZnAF-2 DA よりも 5倍以上高いものであった（図 4）。以上、培養
細胞に適用可能な高感度亜鉛蛍光プローブの創製に成功した。5) 

図 3: (a) Dpa-SoxLC ならびに類縁体の構造式, 
(b) 各化合物に 10 M ZnCl2を添加した際の蛍
光強度変化, (c) 2 mM GSH 共存下で 10 M Dpa-
SoxLC にそれぞれ 10 M 金属塩 (または 500 M 
MgCl2, 2 mM CaCl2) を添加した際の蛍光強度変
化, 50 mM HEPES buffer (pH 7.4), 1% (v/v) 
DMSO． 

 

図 1:「反応型」亜鉛蛍光プローブの構造．     図 2:「反応型」銅蛍光プローブの構造． 



 
 
 
 

 
 
 

図 4: (a) 3 M Dpa-LBC で染色した Hela 細胞の蛍光（左）, 微分干渉（中）, 重ね合わせ（右）
顕微鏡画像, 上: 亜鉛非添加, 下: 50 M ZnPT 添加, (b) 3 M ZnAF-2 DA で染色した Hela 細
胞の蛍光（左）, 微分干渉（中）, 重ね合わせ（右）顕微鏡画像, 上: 亜鉛非添加、下: 50 M 
ZnPT 添加, (c) 3 M Dpa-LBC で染色した Hela 細胞に各 ZnPT 濃度を作用した際の蛍光強度比 
(n = 5), (d) 3 M ZnAF-2 DA で染色した Hela 細胞に各 ZnPT 濃度を作用した際の蛍光強度比 
(n = 5), スケールバー：100 m． 
 
(2)「反応型」銅蛍光プローブの創製 
市販の出発原料より計 6工程にて BETEA-LC の合成を行った。BETEA-LC の蛍光応答選択性を評

価したところ、選択的に銅(I)および銅(II)イオンに対する強い蛍光応答が認められ、それらの
応答性はおおよそ同等であった（図 5）。この BETEA-LC の蛍光応答性は、既存の「認識型」銅(I)
イオン蛍光プローブ CS3 (copper sensor 3) 6) や「反応型」銅(II)イオン蛍光プローブ ATRB 
(acyl thiosemiccarbazidehydrazide conjugated with rhodamine B) 7) にくらべて大きいもの
であった。さらに、細胞内環境を意識した GSH 共存下における BETEA-LC の銅への蛍光応答性の
低下は CS3 や ATRB に比べて軽く、BETEA-LC の蛍光応答性は比較的維持されていた。                                       
次いで、BETEA-LC に細胞膜透過性を付与した類縁体 BETEA-LBC の設計・合成を行い、培養細

胞系での銅検出能を評価したところ、相対的に強い自家蛍光の妨害のため BETEA-LBC による細
胞内銅蛍光イメージングは困難であった。そこで利用する波長を変更するべく umbelliferone を
4-MeO-2-Me-Tokyo Green ならびに 2-Me Tokyo Magenta に置換した BETEA-LBTG および BETEA-
LBTM の設計・合成を行い、同様に培養細胞系での銅検出能を評価した。その結果、いずれのプ
ローブも「認識型」プローブ CS3 が蛍光検出することができない低濃度の細胞内銅を検出するこ
とが、期待通り可能であった（図 6）。以上、培養細胞に適用可能な高感度銅蛍光プローブの創
製に成功した。 

 
図 5: 10 M BETEA-LC
にそれぞれ 10 M 金属
塩 (または 500 M 
MgCl2, 2 mM CaCl2) を
添加した際の蛍光強度
変化, 50 mM HEPES 
buffer (pH 7.4), 1% 
(v/v) DMSO． 

 
 



 
図 6: (a) BETEA-LBTG と BETEA-LBTM の構造式, (b) 100 M CuCl2を作用した Hela 細胞に 3 M 
BETEA-LBTG, 5 M BETEA-LBTM, ないしは 3 M CS3 で染色した際の蛍光強度比 (n = 5), (c) 3 
M BETEA-LBTG, 5 M BETEA-LBTM, ないしは 3 M CS3 で染色した Hela 細胞の蛍光顕微鏡画像, 
左：銅非添加, 右：100 M CuCl2添加． 
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