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研究成果の概要（和文）：　本研究では、(i)二光子励起蛍光効率が高くミトコンドリアの高感度な三次元イメージン
グが可能、(ii)水溶性が高く、染色に有機溶媒を必要としないため、細胞にダメージを与えず、長時間(1週間以上)の
ライブセルイメージングが可能、という特徴をもつ新規蛍光プローブを10種類以上開発した。
　上記機能に加えて、外部刺激により染色挙動がスイッチングできる蛍光プローブも開発した。具体的には、細胞の活
力を表す指標の一つであるミトコンドリアの膜電位の高低を検知し、ミトコンドリアと核との間で染色場所を可逆的に
変化させる新規蛍光プローブの開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Several fluorescence probes for imaging of live mitochondria have been synthesized
. These probes exhibited not only salient two-photon excitation fluorescence efficiencies but also high so
lubility to water. Owing to the high solubility to water of the novel probes, living cells have been stain
ed without using any organic solvent. This advantage of the present probes enabled long time live cell ima
ging over than one week with a prominent sensitivity.
In addition, we have developed fluorescence probes which switch accumulated organelle by external stimuli.
 The probes accumulated at mitochondria when the mitochondrial membrane potential was high. As the cell ac
tivity decreased the probes moved from mitochondria to nucleus. Reversible change of accumulated organelle
 has also been confirmed.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞レベルでの生命活動の解析は、生命科
学の大きな柱である。特に、ミトコンドリア
の研究は、近年のバイオイメージング技術の
急速な発展とも相まって、改めて脚光を浴び、
活況を呈していた。 
 ミトコンドリアは、エネルギーを生産する
だけではなく、細胞の分化やアポトーシスの
制御にも関与している。細胞の癌化、分化、
アポトーシスなどのプロセスで、細胞の司令
塔である核とミトコンドリアの「動き」がど
のように連動し、細胞の運命を決定している
のか、理解することの必要性が高まっていた。 
 当時、ミトコンドリアの染色には、
MitoTracker と呼ばれる主にローダミン系の
蛍光プローブが世界中で広く用いられ、生物
学・医学に格段の進歩をもたらしていた。し
かし、MitoTracker には、(i)細胞に対して毒
性のあるジメチルスルホキシド(DMSO)に溶
解させて細胞に投与する、(ii)生細胞内に長
時間(30 分以上)入れておくとミトコンドリ
ア以外も染色してしまうなどの問題があり、
生きたミトコンドリアの長時間観察に用い
ることは出来なかった。生きたミトコンドリ
アの観察には、GFP のような蛍光タンパクで
ラベルする手法が用いられていた。しかし、
分子量が大きい(30,000 程度)蛍光タンパク
でラベルしたミトコンドリアの「動き」は、
ラベルしていないミトコンドリア本来の「動
き」とは異なる問題が指摘されていた。 
 また、細胞内での物質の「動き」を三次元
的な空間分解能で明らかに出来る手法とし
て、二光子励起によるイメージング技術の発
展が著しいが、MitoTracker や蛍光タンパク
の二光子励起の感度は著しく低いため、ミト
コンドリアの二光子励起イメージングは進
展していなかった。 
 このような背景の下、ミトコンドリアの研
究は、MitoTracker や蛍光タンパクで可視化
できる現象の同定に終始する狩猟的なもの
が一般的であった。最前線の現場からは、ミ
トコンドリアの「動き」を長時間、ありのま
まに観察することを可能にする蛍光プロー
ブの開発が化学者に強く要請されていた。 
 申請者は、従来の研究で、MitoTracker の
数倍、蛍光タンパクの 100 倍にも及ぶ高い二
光子吸収効率を示すフルオレン誘導体を開
発していた。この化合物は、(a)カチオン性
であるためミトコンドリアに膜電位を利用
して吸着することが期待できる、(b)水溶性
が高いため DMSO に溶解させる必要性のない
という特徴を有していたため、細胞内でミト
コンドリアだけを選択的に染色し、少なくと
も 48 時間は、細胞を殺さずにミトコンドリ
アを観察し続けられることを見いだしてい
た。 
 
２．研究の目的 
 まず、ミトコンドリアを 1週間以上観察し
続けることができる蛍光プローブを開発す

る。さらに、長時間の観察のみならず、(i)
二光子励起により三次元空間内での動的挙
動が解明できる、(ii)外部刺激により蛍光挙
動が制御できるというさらに高度な機能を
付加した蛍光プローブも開発する。このこと
により、これまでのミトコンドリア染色用の
プローブではなし得なかったミトコンドリ
アの動的機能の解明を可能にすることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
(1)予備研究で見いだした化合物を基盤に、
サイズ、形状、価数を系統的に変化させた化
合物を設計・合成し、染色実験を行い、細胞
内でミトコンドリアだけを選択的に染色す
ることが可能な化合物に必要とされる分子
構造の要件を明らかにする。 
(2)二光子励起による蛍光効率が桁違いに高
いプローブを創製する。(1)の研究で得られ
た知見を活用し、ミトコンドリアへの選択的
吸着性を維持しつつ、二光子励起効率を向上
させた化合物をデザインする。 
(3)外場の変化でミトコンドリアへの吸脱着
が生じるよう、ミトコンドリアへの吸着能が
低い化合物を開発する。 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリアに選択的に吸着する水溶
性の高い分子の設計指針の構築 
 まず、予備実験に用いたフルオレン誘導体
の構造を基盤に、蛍光性発色団をフルオレン
以外のものとした化合物を種々合成・検討し
た。その結果、ビフェニル、ナフタレン、ア
ントラセン、そしてピレンを導入した化合物
が、フルオレンの誘導体と同様に優れたミト
コンドリアへの選択的吸着特性と水溶性と
を併せ持つことを明らかにした。 
 また、予備研究に用いたフルオレン誘導体
は、分子の両末端にカチオン性部位を持つ化
合物であるが、分子の片側にのみカチオン性
部位を持つ化合物も種々合成・検討した。そ
の結果、フルオレン、ビフェニル、ナフタレ
ンの誘導体では水溶性とミトコンドリアへ
の選択的吸着特性とを両立できたが、ナフタ
レンよりも大きなπ電子共役系をもつ蛍光
性発色団を導入すると、水溶性が低くなり、
有機溶媒を用いない染色には適さないこと
がわかった。 
 以上により、ミトコンドリアに選択的に吸
着し、低毒性な蛍光性分子の設計指針を確立
することができ、自由度の高い分子設計が可
能となった。 
 
(2)上記(1)で開発した色素の二光子励起蛍光
挙動の調査 
 分子の両末端にカチオン性部位を持つ化合
物群は、フルオレン誘導体に匹敵する二光子
吸収効率を示すことがわかった。これらの化
合物は蛍光量子収率も高く、これまで用いら
れてきたローダミン類の蛍光プローブと比べ



十分の一以下の弱い励起強度でも二光子励起
蛍光イメージングが可能であることを実証し
た。このことにより、従来よりも飛躍的に高
感度な二光子励起蛍光顕微鏡用蛍光プローブ
を新たに10種類近く開発することができた。 
 分子の片側にのみカチオン性部位を持つ化
合物の中からも、従来の蛍光プローブと比べ5
倍以上の二光子吸収断面積をもつ化合物をい
くつか見いだすことができた。 
 
(3)外部刺激によりミトコンドリアへの吸脱
着が制御できる色素の開発 
 上記(1)で開発した化合物のうち、ビフェニ
ル誘導体は、立体障害によりそのπ電子系が
平面とはならない。そのため、π電子系が完
全に同一平面内にある他の化合物と比べ、ミ
トコンドリアへの吸着能が低いと予測された。
そこで、ミトコンドリアの活力の指針の一つ
である膜電位に摂動を与えるという外部刺激
により、ミトコンドリアへの吸脱着の制御を
試みた。 
 ビフェニル誘導体で染色した生細胞に、脱
共役剤を添加してミトコンドリアの膜電位を
低下させると、ビフェニル誘導体はミトコン
ドリアを離れ核に移行するという特性を示し
た。脱共役剤を除去し、ミトコンドリアの膜
電位を復活させると、染色場所が核からミト
コンドリアへと戻ることも確認できた。同様
の分子形状をもつビフェニル誘導体を三種類
設計・合成し、膜電位応答性を調査したとこ
ろ、全ての化合物で同様の応答性が認められ
た。合成した化合物の中には、従来の蛍光プ
ローブと比べ10倍以上の大きな二光子吸収断
面積を示すものもあった。 
 以上のように、二光子励起蛍光顕微鏡で高
感度にミトコンドリアの膜電位モニターが可
能であるばかりでなく、膜電位の高低に対応
してミトコンドリアと核を行き来するという
従来の一光子励起蛍光プローブには無かった
機能を有する蛍光プローブを開発することが
できた。 
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