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り，d 軌道が閉殻構造（3d104s0）をとっているため，
他の遷移元素のように，色や吸収スペクトルの変
化から亜鉛の反応の追跡，構造予測を行うことは
困難である．そのため，亜鉛と選択的に反応し，
蛍光強度や蛍光波長が変化する蛍光プローブの開
発が活発に行われている7,8）．TSQ は，亜鉛蛍光
プローブとして初めて報告された蛍光プローブで
あり，水には難溶性のため，脳や膵ランゲルハン
ス島の組織切片の染色に用いられている9,10）．
Zinquin ethyl ester は，TSQ を改良して細胞膜
透過性を付与した蛍光プローブであり，細胞内亜
鉛の検出に用いることが可能である11,12）．ZP3 は，
フルオレセインをベースにした蛍光プローブであ
り，海馬における亜鉛の検出に成功している13）．
しかし，ZP3 のバックグラウンド蛍光が強く，細
胞膜透過性がやや悪い．これらの亜鉛蛍光プロー
ブは，分子構造において，いずれも蛍光を発する
蛍光団と亜鉛イオン（Zn2+）との錯体を形成する反
応部分がスペーサーによって繋がれた構造をして
いる．そのため，様々な蛍光団と Zn2+反応部位
を選択することよって，多様な性質を示す蛍光プ
ローブの開発が可能である．その一方で，蛍光団
と Zn2+反応部位の２つの部分から成ることから
分子量が大きくなるため，生体内亜鉛を検出する

上で必要な条件である溶解性や細胞膜透過性に影
響を及ぼすことが考えられる．特に，分子量が
500 以上の化合物は細胞膜透過性が悪くなること
が懸念される14）．この点を考慮し，筆者らは，蛍
光プローブの低分子量化を目指した分子設計を行
い，ピリジン環を有する化合物群のスクリーニン
グから15-21），蛍光団と Zn2+反応部位の機能を持つ
ピリジン－ピリドン型蛍光プローブ１を見出し，
分子量の大きな低減化（分子量：324）に成功した

（図１）22）．

b. 精密分子設計による亜鉛蛍光プローブの開発

　ピリジン－ピリドン型蛍光プローブ１におい
て，Zn2+濃度依存的に，490nmの蛍光強度が増大
し，Zn2+との錯体形成比率は１：１を示したこと
から，Zn2+に対する結合解離定数（Kd）は 7μM と
算出された22）．また，適度な水溶性を示し，非常
に大きなストークスシフト（124 nm）を示したこ
とから，励起光の影響を受けにくく，高感度測定
の可能性が期待された．しかしながら，バックグ
ラウンド蛍光が比較的高いことから，バックグラ
ウンド蛍光を可能な限り小さくし，Zn2+と結合し
たときだけ強い蛍光を発するオン－オフ型蛍光プ
ローブを開発することにした．

　亜鉛は重要な生体機能に関与することから，その動態や機能の解明が望まれている．近年，
生体内亜鉛イオンの可視化を目的に，様々な亜鉛蛍光プローブが報告されているが，蛍光を発
する蛍光団と亜鉛イオンとの反応部位が２つの部分から成ることから分子量が大きくなり，そ
の結果，溶解性や細胞膜透過性が悪くなることが問題となっている．我々は，蛍光団と亜鉛イ
オンとの反応部位の２つの機能を併せ持つ分子骨格（ピリジン - ピリドン）を見出し，低分子量
化により，高い細胞膜透過性が期待できる亜鉛蛍光プローブの開発に成功した．また，官能基
を検討することにより，蛍光のオン - オフ機能や亜鉛イオンへの親和性を高める分子設計が可
能であることを明らかにした．さらに，開発した亜鉛蛍光プローブを用いて，細胞内の遊離亜
鉛イオンの検出や組織透明化法への応用を行った．
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亜鉛検出用蛍光プローブの
開発とその応用

研究

  はじめに

　亜鉛は，生体内において遺伝子発現，酵素触媒
作用，免疫システム，神経伝達等に関与すること
が示唆されており，その機能に注目が集まってい
る1-3）．細胞内において，亜鉛のほとんどはタンパ
ク質と結合しており，タンパク質の構造の保持，
酵素活性の制御等に関わっている1）．また，亜鉛
は，非常に低濃度（ピコモルオーダー）であるが遊
離状態でも存在しており，中枢神経系においては，
哺乳類の海馬におけるグルタミン酸作動性神経終
末のシナプス小胞内に局在してセカンドメッセン
ジャーとして機能する等，生体内において重要な
役割を担っている4,5）．このように，生体における
亜鉛の役割が報告される一方で，依然として亜鉛

の動態や機能に関して不明な部分が多く，それら
の解明が望まれている．生物が生きている状態で
生体分子を可視化できるイメージング測定は，対
象を非侵襲的に解析することが可能であり，亜鉛
の動態や機能の解明においても非常に有用な方法
となることが期待される6）．本稿では，亜鉛の動
態や機能の視覚的な解析を可能にする亜鉛検出蛍
光プローブの開発と応用について，我々の研究成
果を紹介したい．

 １．亜鉛蛍光プローブの開発

a. 低分子量亜鉛蛍光プローブ

　亜鉛は周期表の第 12 族に属する金属元素であ

図１　低分子量亜鉛蛍光プローブの設計
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　ピリジン－ピリドン骨格への官能基の検討を行っ
たところ，ピリドン環の３位での電子密度の変化が
蛍光強度に大きく変化することがわかった23, 24）．特
に，トリフルオロメチル基のような強い電子求引
性の官能基を導入した化合物５においては，蛍光
発現部位への電子の移動が抑えられるためバック
グラウンド蛍光がほぼ消失した．一方，Zn2+添加
時においては，蛍光発現部位への電子の移動が回
復することから，Zn2+存在／非存在下での蛍光量
子収率の比（ΦZn(II) ／Φfree）は 23 倍に増強した．
本分子設計によって，分子量を大きく変えること
なく，蛍光のオン－オフ制御が可能であることが
わかった（図２）．そこで，水溶性を考慮し，ピリ
ドン環の３位に電子求引性のカルボキシル基を導
入した化合物を用いて細胞膜透過性について検討
を行ったところ，化合物に由来するバックグラウ
ンド蛍光は確認されず，Zn2+添加時のみ非常に強
い蛍光が観察された23）.
　ピリジン－ピリドン型亜鉛蛍光プローブでは，
分子内の電荷移動を制御することによって蛍光の
オン－オフ機能を持ち，低分子量であるため良好
な細胞膜透過性を示した．しかしながら，溶液中
において，Zn2+との錯体形成に関わるピリドン環
がケト－エノール互変異性化することから，Zn2+

との結合に関与しない異性体の存在により Zn2+

に対して十分な親和性を得られていないことが推
察された．細胞内において微量に存在する Zn2+

を検出するには，さらに Zn2+への親和性の高い
（Kdの低い）化合物の開発は必須である．そこで，

Zn2+との錯体形成部位の互変異性化を抑えた亜鉛
蛍光プローブとして，第一級アミンまたは第二級
アミンの導入によりビピリジン型とした誘導体を
設計・合成したところ，溶解性や大きなストーク
スシフト等の性質は保持したままで，Zn2+に対す
る親和性はnMレベルまでに向上した25）．第一級
アミンを導入した化合物７においては，Zn2+との
錯体形成後の蛍光波長は 40 nm 程度長波長側に
シフトし，波長変化型蛍光プローブとしての性質
を示した．波長変化型の蛍光プローブは，Zn2+

との反応に起因する蛍光変化をバックグラウンド
とは異なる波長域での検出が可能になるため高感
度の測定が期待できる．筆者らはこの蛍光プロー
ブを用いてマウスマクロファージ様細胞における
Zn2+のイメージング測定を行い，市販の蛍光プ
ローブよりも Zn2+を高感度に測定できることを
明らかにしている25）．

 ２．亜鉛蛍光プローブの応用

　蛍光プローブの開発における細胞実験では，細
胞の外部から Zn2+を加えることによって，実際
に亜鉛蛍光プローブとして機能するか検討してき
た．しかしながら，本研究の目的は内在性の
Zn2+の可視化である．亜鉛はがん細胞のアポトー
シス制御に密接に関与しており，アポトーシスに
おいて，細胞内の遊離亜鉛濃度が上昇することが
報告されている26）．そこで，過酸化水素によりア
ポトーシスを誘導したヒト肺がん細胞株 A549 に

おいて，ビピリジン型亜鉛蛍光プローブ 7 を用い
て内在性の Zn2+を検出できるか検討を行ったと
ころ，過酸化水素処理したがん細胞でのみ蛍光の
増強が認められた．また，亜鉛キレート剤である
TPEN（N,N,N',N' -tetrakis（2-pyridylmethyl）
ethylenediamine）の処理によって細胞内の蛍光が
消失したことから，開発した蛍光プローブは細胞
内 Zn2+を特異的に認識して蛍光を発現している
ことが明らかとなった（図３）．
　亜鉛の動態や機能は，分子レベルから細胞レベ
ル，さらには組織レベルからの解明が必要である．
従来，組織における亜鉛の動態や機能は，組織の
凍結切片やパラフィン切片を用いて行われてお
り，脳の神経系や膵ランゲルハンス島等に Zn2+

が局在していることが明らかとなっている27-29）．
近年，厚みのある組織をそのままの形状で観察で
きる組織透明化技術が開発され，蛍光色素と共焦
点レーザー顕微鏡とを組み合わせることによって，
対象を３次元的にイメージングすることが可能に
なり網羅的，空間的な解析が行われている30）．筆者
らは，開発した亜鉛蛍光プローブの組織透明化法
への応用として，脳内の Zn2+のイメージングを
行った．透明化試薬としては界面活性剤の濃度の
低い ScaleS を用い31），波長変化型のビピリジン
型亜鉛蛍光プローブとともに脳を浸漬したのち
に，共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した．そ

図２　ピリドン環の 3 位の官能基の検討

の結果，脳の神経細胞の細胞体では蛍光が見られ
ず，細胞体から伸びた神経終末付近において蛍光
が観察された．脳内において，Zn2+はグルタミン
酸作動性神経終末の小胞に存在し，そこから放出
されることが明らかとなっており，本結果はこれ
と一致するものであった．しかしながら，亜鉛蛍
光プローブの組織透明化法への応用としては途上
であり，今後も検討を重ね，最適な条件等を検討
していく必要がある．

  おわりに

　亜鉛の動態や機能の視覚的な解析を可能にする
蛍光プローブの開発を目的に，蛍光団と Zn2+反
応部位の２つの機能をもつ分子骨格に着目して低
分子量亜鉛蛍光プローブを開発した．低分子量に
することにより，高い細胞膜透過性が期待でき，
また，官能基の導入によって蛍光のオン－オフ制
御や Zn2+に対する親和性の向上等が可能であっ
た．さらに，開発した亜鉛蛍光プローブを用いて，
細胞内の遊離亜鉛イオンの検出が可能であり，組
織透明化法への応用の可能性が示された．今後，
本亜鉛蛍光プローブを用いたイメージング測定に
よる生体内亜鉛の動態や機能の解明を期待すると
ともに，蛍光波長の長波長化等を目指した蛍光プ
ローブの開発を進めていく予定である．

図３　ヒト肺がん由来細胞（A549）におけるアポトーシス誘導後の細胞内遊離 Zn2+の検出
		  （a）ビピリジン型プローブ 7 のみを加えた細胞
		  （b）�100μM H2O2 を加えて 25 時間インキュベートしてアポトーシスを誘導した後

にビピリジン型プローブ 7 を加えた細胞
		  （c）（b）の後に，さらに 100μM TPEN を加えた細胞

R: 
(nm)(nm) (nm) ( Zn( II) / free)No. 3
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Development and application of fluorescent probes for Zn2+
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　Zn2+ is known to play important roles in biological processes. To investigate physiological roles of 
Zn2+, a variety of fluorescent probes has been developed recently. Most of the fluorescent Zn2+ probes 
possess a fluorescent core and a separate part for binding to Zn2+ within the molecule, so that the 
molecules are hydrophobic and the molecular weight is usually large. In this paper, we described 
novel low-molecular-weight fluorescent Zn2+ probes based on pyridine-pyridone structure. Modification 
of pyridine-pyridone core structure brought about a marked improvement such as aqueous solubility, 
affinity toward Zn2+, and fluorescence ON/OFF switching. Fluorescence images of Zn2+ in A549 cells 
indicated that novel fluorescent Zn2+ probes could be used to image endogenous Zn2+. We also assessed 
the application of fluorescent Zn2+ probes to tissue clearing techniques.
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