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 活性酸素種（Reactive oxygen species, ROS）は、紫外線、虚血、免疫反応などによって

生体内で発生すると、その生体分子との高い反応性から細胞障害作用を引き起こし、神経

疾患、がん、動脈硬化などの病因となると古くから考えられてきた。しかしながら、近年

では、NADPH oxidase (Nox)ファミリーの発見を契機として、スーパーオキサイドや過酸

化水素（H2O2）といった、比較的酸化力の弱い ROS を積極的に産生することによって、生

体は生命機能を維持していることが明らかとなりつつある。Nox は NADPH を酸化し、酸

素を還元することでスーパーオキサイドを産生する。スーパーオキサイドは自発的あるい

は酵素によって不均化反応を起こし、過酸化水素となる。Nox が特徴的な点は、副生成物

としてではなく、真の産物として ROS を産生することである。特に、過酸化水素は生体内

での長い寿命と穏やかな反応性から、レドックスシグナル伝達を担う分子として、生物学

領域で注目を集めている。しかしながらこれまで、生体内で過酸化水素を選択的、高感度

かつ信頼性高く検出できる系はほぼ無いのが現状であった。そこで安保真裕君は、過酸化

水素を鋭敏に、生細胞内で検出するための蛍光プローブの開発を目指して、研究に着手し

た。 

 過酸化水素の検出原理として、Benzil chemistry に着目した。Benzil は 1979 年に NaOH

塩基性のメタノール中において、過酸化水素と反応して安息香酸とそのメチルエステルを

与えることが報告されていた。また、蛍光制御原理として光誘起電子移動（PeT）を利用し

た。Benzil は還元電位が-1.1 V vs. SCE と大きく、蛍光団近傍に存在する場合には蛍光団

から Benzil への光誘起電子移動（donor-excited PeT, d-PeT）が起こり、蛍光の消光が起こ

ることが予想された。以上の知見から、過酸化水素検出蛍光プローブの候補化合物として

5-Benzoylcarbonylfluorescein 誘導体を設計、開発した。この化合物は、過酸化水素との反

応前は d-PeT により弱蛍光性であるが、過酸化水素と反応して強蛍光性の

5-Carboxyfluorescein へと変換されるようデザインされている。さらにこの設計に基づき、

生体内の低濃度の過酸化水素を検出できるよう、Benzil 部位の置換基修飾によって、過酸

化水素との反応性が向上するかどうかも検討した。 

 吸収蛍光特性は、いずれの誘導体も 490 nm 付近の吸収極大と 520 nm 付近の蛍光極大を

示したが、蛍光量子収率は低く抑えられており、d-PeT による消光が確認された。次に、過

酸化水素反応性について検討を行ったところ、強電子吸引性のシアノ基およびニトロ基を

もつ誘導体が大きな蛍光強度増大を示し、過酸化水素との良好な反応性を持つことが示さ

れた。特にニトロ基を有する NBzF は、過酸化水素との反応前がほぼ無蛍光性であるため、



反応前後で 150 倍の大幅な蛍光強度の上昇が得られた。NBzF と過酸化水素との反応生成

物を HPLC および NMR により解析したところ、主な生成物は 5-Carboxyfluorescein と

4-Nitrobenzoic acid のみであることが確認された。また、NBzF の ROS 間での過酸化水素

に対する選択性を検討したところ、NBzF は過酸化水素に高い選択性を示した。以上、NBzF

は過酸化水素の選択的かつ高感度な検出を可能にする優れた蛍光プローブであることが明

らかとなった。 

そこで次に、NBzF の生細胞イメージングへの応用を行った。RAW264.7 マクロファー

ジに NBzF のジアセチル体 NBzFDA を負荷し、ホルボールエステルの一種である PMA で

細胞を刺激したところ、細胞内にエンドソームが形成され、エンドソーム内から強い蛍光

シグナルが観察された。これは、PMA 刺激により活性化された Nox が、エンドソーム内へ

産生する過酸化水素を検出したものと考え、Nox 阻害剤である Apocynin および過酸化水素

消去剤である Ebselen 添加による阻害効果を検討したところ、確かに蛍光シグナル上昇は

抑えられることが確認された。さらに、A431 ヒト類表皮がん細胞を EGF 刺激することに

より産生される過酸化水素の生細胞イメージングに NBzFDA を適用したところ、EGF 刺

激依存的な蛍光シグナルの上昇が見られた。この蛍光シグナル上昇も Apocynin および

Ebselen により阻害されることからも、EGF 刺激依存的に産生された過酸化水素を検出し

ていると考えられる。A431 細胞において EGF 刺激依存的に産生された過酸化水素は、ホ

スファターゼの一種である PTP1B を酸化して可逆的に阻害することにより EGF によるシ

グナルを増強していることが報告されており、一種のシグナル伝達因子と考えることがで

きる。シグナル伝達因子としての過酸化水素は、生物学領域において大きな関心を集めて

おり、NBzF は非常に有用な研究ツールとなることが期待される。 

以上述べたように、NBzF は優れた特性を有する過酸化水素検出蛍光プローブであるが、

同時に細胞漏出性が高く、長時間の観察実験には向かないことも明らかとなった。そこで、

確立した Benzil chemistry に基づく分子設計法を、高い細胞内滞留性を有する蛍光色素で

ある calcein に適用することによって、高い細胞内滞留性を有する過酸化水素検出蛍光プロ

ーブであるBzCaの開発を行った。BzCaはNBzFと同等の優れた過酸化水素応答性を有し、

それに加えて実際に優れた細胞内滞留性を有することが明らかとなった。さらに、BzCa を

用いることによって、NBzF では困難であった A431 細胞での過酸化水素産生の経時的イメ

ージングが可能であることが示された。 

 以上のように安保真裕君は、Benzil chemistry と光誘起電子移動に基づいて過酸化水素

検出蛍光プローブを分子設計および合成し、優れた過酸化水素検出蛍光プローブ NBzF の

開発に成功した。さらに、NBzF のジアセチル体 NBzFDA を生細胞イメージングへと応用

し、RAW264.7 マクロファージおよび A431 ヒト類表皮がん細胞から産生される過酸化水素

のイメージングにも成功した。また、確立した分子設計法を calcein 骨格に適用することに

より、細胞内滞留性に優れた過酸化水素検出蛍光プローブ BzCa の開発にも成功した。レド

ックスシグナルをはじめとする、多くの重要な生理作用を担うことが指摘されている過酸



化水素の、細胞内ダイナミクスを明らかにするための画期的なツールを開発した本研究は、

化学から生物、医学まで幅広い領域の研究に大きなインパクトを与えるものであり、博士(薬

学)の授与に値するものであると判断された。 


