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研究成果の概要（和文）：チオエーテル部位を含む様々な配位子を合成し，対応する銅一価錯体

を調製した。各種分光学的測定やＸ線結晶構造解析から，配位子のリンカー長は銅一価イオン

の結合定数，結合様式，および酸化還元挙動に大きな影響を与えることがわかった。次に，還

元型フルオレセインに四座配位子を組み込んだ化合物を合成した。グルタチオン存在下で銅一

価イオンを添加すると，フルオレセイン由来の強い蛍光が観測された。また，同様の反応は細

胞内においても進行することがわかり，細胞内銅一価イオンの検出に有効なツール分子である

ことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed copper(I)-selective fluorescent probes as a 
chemical tool for monitoring behavior of copper ions in living cells. We initially synthesized 
various tioether-containing ligands and prepared the corresponding copper(I) complexes. 
Spectroscopic measurements and X-ray crystal structure analysis of these copper(I) 
complexes indicate that the linker chain length of the thioether ligand strongly affect the 
affinity toward copper(I) ion, binding fashion, and redox potential of copper. We next 
developed novel copper(I) fluorescent probes based on the oxidative cleavage mechanism. 
These probes contain a reduced form of fluorescein and TPA tetradentate ligand, those are 
linked through a benzyl ether group. We found that strong fluorescence is observed when 
copper(I) is added to the probe solution containing sub mM of gluthatione in water. The 
same reaction undergoes even in cells. Therefore, this will be useful chemical tool to probe 
intracellular copper(I) ion behavior.   
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である銅イオンの多くはタンパク質に取り
込まれ，酵素反応や電子伝達など様々な機能
を司っている。しかしながら、生体内におけ
る銅イオンの輸送や代謝機構についてはほ
とんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
細胞内における銅イオンは通常一価の状態
で存在している。そのため，本研究では銅一
価イオンに対して選択的な蛍光応答を示す
センサー分子の開発を目的とした。センサー
分子の蛍光スイッチとして光誘起電子移動
機構に着目し，電子ドナー部位が銅一価イオ
ンと相互作用することで蛍光増大が起こる
ような分子を設計する。さらに，得られた蛍
光センサーを用いて細胞内銅一価イオンの
蛍光イメージングを行う。 
 
３．研究の方法 
（１）様々なチオエーテル配位子を含む銅一
価錯体の物性評価 
 本研究では低原子価である銅一価を安定
に捕捉するための配位部位として、リンカー
長や配位ドナー数の異なる４種類のポリチ
オエーテル型配
位子の合成を行
った。これらの
配位子と銅一価
イオンを作用さ
せ，対応する銅
一価錯体を得た。
得られたそれぞ
れの銅一価錯体については，X線結晶構造解
析，酸化還元電位測定，温度可変 NMR測定な
どを行い，配位構造が与える銅一価錯体の物
性について系統的な検討を加えた。 
（２）還元型フルオレセイン骨格を利用した
銅一価蛍光センサーの開発 
 光誘起電位移動型に加え，還元型フルオレ
セイン骨格を利用
した銅一価蛍光セ
ンサーの開発に着
手した。還元型フ
ルオレセインとピ
リジルメチルアミ
ン型の四座配位子
をベンジルエーテ
ル結合を介して連結した分子 FluTPAsを合成
した。細胞内環境を模倣するため，ミリＭレ
ベルのグルタチオンを含んだ緩衝液を調製
し，金属イオンの選択性や反応性について検
討した。 
 
４．研究成果 
（１）様々なチオエーテル配位子を含む銅一
価錯体の物性評価 
 NMRや紫外可視吸収スペクトル測定から，

合成したチオエーテル配位子は全て銅一価
イオンと１：１で錯形成することがわかった。
また，Ｘ線結晶構造解析から銅イオンは歪ん
だ三角錐構造を有していたが，リンカーの長
さによって銅中心の歪み度合いが異なって
いることが示された。すなわち，５員環キレ
ートのみで構成される銅錯体に比べ，６員環
キレートを含むものでは配位子の自由度が
高くなるため，四面体構造に近づいているこ
とがわかった。さらに，温度可変 1H-NMRスペ
クトル測定から銅イオンと窒素原子の相互
作用の強さや銅イオンの交換反応速度につ
いて検討したところ，リンカー長が長いほう
は銅-窒素原子間の相互作用が弱くなってお
り，さらに銅イオンの交換反応速度は２０倍
程度遅くなっていることがわかった。一方，
各銅錯体の酸化還元電位について検討した
ところ，６員環キレートを含むものでは酸化

還元波の可逆性が悪くなることがわかった。
これは，６員環にすることで銅の一価状態と
二価状態で大きな構造変化が誘起されるこ
とを示している。 
 次に，得られたチオエーテル配位子と蛍光
団を組み合わせた銅一価蛍光プローブの合
成を行った。いずれの場合も銅一価イオンの
添加により７倍程度の蛍光増大が認められ
たが，予想よりもはるかに低いものであった。
フェムト秒レーザー分光光度計を用いて銅
一価錯体の一重項励起状態の寿命を測定し
たところ，これらの錯体の蛍光消光は光誘起
電子移動によるものであることがわかった。 
（２）還元型フルオレセイン骨格を利用した
銅一価蛍光センサーの開発 
 還元型フルオレセインとピリジルメチル
アミン型の四座配位子 TPAの組み合わせた化
合物 FluTPAsを合成し，銅一価プローブとし
ての機能を評価した。まず，グルタチオンを
含む緩衝溶液に銅一価または二価イオンを
加え，これに FluTPAsを添加したところ，強
い蛍光を発することがわかった。このような
蛍光応答は銅イオンに選択的であり，アルカ
リおよびアルカリ土類金属イオン，生体金属
イオンなどには全く反応しなかった。この結
果は，FluTPAs が生理的条件下でも機能する
プローブ分子であることを示している。銅イ
オンとの反応後の生成物の同定を HPLC や
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ESI-MSを用いて行ったところ，蛍光体である
酸化型フルオレセインと共に，TPA配位子の
ベンジル位がアルデヒドまたはカルボン酸
まで酸化されたものが確認された。またこの
反応は嫌気性条件下で進行しなかったこと
から，ベンジルエーテル結合の開裂反応には
分子状酸素由来の活性酸素種が生成してい
ることが明らかとなった。すなわち，TPA配
位子で捕捉された銅一価イオンが分子状酸
素と反応することで，銅-活性酸素種を生成
し，これがベンジルエーテル結合の炭素-水
素結合を活性化しているものと考えられる。 
 一方，FluTPA1はカルボキシ基の高い水溶
性のため細胞膜透過性は認められなかった
が，より脂溶性の高い FluTPA2は細胞膜透過
性を有しており，細胞内銅イオンと反応して
強い蛍光を発することがわかった。この結果
は，試験管で観測された銅イオンによるベン
ジルエーテル結合の酸化的開裂反応が細胞

内でも同様に進行していることを示してお
り，FluTPA2 は細胞内銅イオンを検出するた
めの有用なツール分子として機能すること
がわかった。 
 次に，プローブ分子が細胞内ミトコンドリ
アに局在化できるよう，カチオン性の官能基
のプローブ分子内への導入を試みた。ホスホ
ニウムイオン
を有する
FluTPA-TPPを
新規に合成し，
その機能を評
価した。蛍光
イメージング
測定の結果，
FluTPA-TPPは目的どおりミトコンドリアに
局在化しており，ミトコンドリア近傍の銅イ
オン検出，すなわち細胞内小器官の局所イメ
ージングを達成することができた。 
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