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研究成果の概要（和文）：　本研究では，フェルスター型エネルギー移動（FRET）を利用した新規高輝度赤色蛍
光分析試薬の開発をするため，溶媒によって吸収・蛍光波長の変化の小さいBODIPY誘導体と，赤色蛍光を示す分
子内電解移動（ICT）型で溶媒極性に応答して吸収・蛍光波長が正のソルバトクロミズムを示すトリプタンスリ
ン誘導体を，ポリエーテル鎖でつないだ系を幾つか合成した。その結果，FRETのonからoffによる蛍光スペクト
ルの変化によりCu2+, Fe3+, Al3+の金属イオンの蛍光検出が可能であることなどがわかった。

研究成果の概要（英文）： In this study, in order to develop new high-intensity red fluorescence 
analysis reagents using fluorescence resonance energy transfer (FRET), we synthesized several BODIPY
 derivatives linked to tryptanthrin derivatives with a spacer. The BODIPY derivatives are 
fluorescent dyes having a small change in absorption and fluorescence wavelength depending on the 
solvent, and the tryptanthrin derivatives are red fluorescent dyes exhibiting solvatochromism in 
response to the polarity of the solvent.
 As a result, it was found that detection of Cu2+, Fe3+, and Al3+ was possible by changing from 
FRET-on to -FRET-off.

研究分野： 有機光化学，超分子化学

キーワード： 蛍光分析試薬　赤色蛍光色素　高輝度　フェルスター機構　エネルギー移動　FRET　トリプタンスリン
　BODIPY
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は，生体物質の機能解析（分析）や生命現象の解明につながる新しい化学ツールの開発研究であり，生
体透過性に優れ，且つ人間の目で直接見ることのできる高輝度赤色蛍光分析試薬の開発を目指したものである。
本研究で得られた成果は，今後の生命科学研究における化学ツールの発展に寄与するものと考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
感度に優れた蛍光分析試薬は，特定の生体物質の挙動を調べる蛍光プローブや，環境中の有害

物質の検出に利用される蛍光性化学センサーとして発展してきた。歴史的には，2008 年にノー
ベル化学賞を受賞したカリフォルニア大学の R.Y. Tsien 教授らによって 1980 年代に開発された
Ca2+ 選択的蛍光プローブ Quin2, Fura-2 が最も有名である。これらの蛍光分析試薬の登場は，長
い間細胞内での挙動については不明な点が多く残されていた Ca2+ の動態や情報伝達物質として
の役割の解明に大きく寄与した。また最近では，東京大学大学院浦野泰照教授らにより，がん細
胞だけを光らせる高選択的蛍光プローブの開発が注目されている。このように“化学的観点から
化学的手法を用いて生命現象を解明する”ケミカルバイオロジーの分野において生命現象を理
解する分子ツールとしての優れた蛍光分析試薬の開発の重要性が近年非常に増している。 
本研究代表者は，平成 7, 11～12, 14～15，17～18, 22～24, 25～27 年度の科学研究費補助金等に

より，一貫して蛍光分析試薬（蛍光性化学センサー・蛍光
プローブ）の開発を行っており，過去には文部科学省在外
研究員として，米国のブリガム・ヤング大学で世界的に著
名な J. S. Bradshaw 教授と R. M. Izatt 教授の研究グループ
の一員として，当時報告例の少なかった亜鉛イオン（Zn2+）
選択的蛍光性化学センサーの開発研究に従事した経験をも
つ。また，植物の藍から抽出される抗菌剤のトリプタンス
リンの 2-位にアミノ基を導入した 2-アミノトリプタンス
リン（図 1a）が高い蛍光量子収率（f）と可視領域で正の
蛍光ソルバトクロミズムを示す優れた発光特性を有するこ
とを見出し，更に，2-ヒドロキシトリプタンスリン（図 1b）
が pH に依存せず 662 nm で発光する赤色蛍光試薬である
ことを報告している。 
本研究では，既存の蛍光試薬は水環境中では f の値が小さく輝度（明るさ）が足りないとい

う欠点を補うために，輝度が f とモル吸光係数（）の積（f・）に比例することに着目し，
分子内に の値の大きな発色団と赤色蛍光を示す発色団をもつ系での効率のよいフェルスター
型エネルギー移動により“高輝度”を実現し，生体透過性に優れ，生体組織の観察に有用な“生
体の窓”と呼ばれる波長領域のうち，特に人間の目で見ることが可能な 650 nm～800 nm の波長
領域で発光する新規赤色蛍光分析試薬の開発を立案するに至った。 
 
２．研究の目的 

600 nm 以下の可視域に強い吸収をもつヘモグ
ロビンや約 1100 nm より長波長側を吸収する水
の影響も少ない“生体の窓”と呼ばれる 650 nm～
900 nm の近赤外蛍光の利用が注目されている
（図 2）。しかし，800 nm 以上の光は人間には不
可視でありカメラを介さなければ蛍光が観測で
きないという欠点がある。また，一般の蛍光試薬
は有機溶媒中で強く光るが水系溶媒中ではその
蛍光強度が著しく落ちるのが殆どである。 
そこで本研究では，650 nm～800 nm で明るく

光る高輝度赤色蛍光試薬の開発を行う。具体的に
は，輝度（明るさ）が蛍光量子収率（f）とモル
吸光係数（）の積（f・）に比例することに着
目し，一般的な蛍光試薬の 10 倍の大きな の値
を有する BODIPY をエネルギードナー（D），赤
色蛍光を示す研究代表者らが見出した 2-ヒドロキ
シトリプタンスリンをエネルギーアクセプター
（A）とする系を合成し，フェルスター型のエネル
ギー移動（Förster resonance energy transfer, FRET）
により従来よりも高輝度（同条件下で A 単独の場
合の約 10 倍）な赤色蛍光試薬の実現を検討した。 
また，2 種類の発色団を用いることで標的物（金

属イオンや生体物質）との相互作用，或いは周辺
環境（溶媒極性，pH 変化）の変化により FRET の
on, off が制御できれば赤色から橙色或いは黄色
（又はその逆）の蛍光色の変化によるセンシング
が可能となる（図 3）。スペーサーの長さや種類，
D, A の種類や置換基効果等による吸収・発光挙動
について明らかにすることで，作業仮説に基づく
モデル分子の有用性を示し，汎用性の高い高輝度
赤色蛍光分析試薬の構築を目指した。 



３．研究の方法 
本研究では，FRET のエネルギードナー（D）となるモル吸光係数（）の値の大きい発色団と，

エネルギーアクセプター（A）となる赤色蛍光を示す発色団とをスペーサーを介してつないだ系
の合成を計画した。FRET が起こすためには D, A 間の距離や配向，D の蛍光波長と A の吸収
波長の重なりが重要となる。最初に，D 又は A となる BODIPY 誘導体とトリプタンスリン誘導
体及び類縁体を合成し，それらの吸収・発光挙動や金属イオンや pH 応答性について調べた。そ
の後，D と A をスペーサーで繋いだ系について，１）～３）の手順を繰り返し，改良を加えなが
ら実用性のある高輝度赤色蛍光分析試薬の構築を目指した。 
１）高輝度赤色蛍光分析試薬となる分子内に D, A となる発色団をもつ系の合成。 
２）各種分光学的測定（NMR, IR, LC-MS, X 線結晶構造解析, 紫外・可視吸収スペクトル,蛍光ス
ペクトル）及び理論計算。 

３）FRET の on, off による pH, 溶媒極性，金属イオンに対する応答性に関する測定。 
 
４．研究成果 
（１）環拡張型 BIDIPY 誘導体① 
大きなモル吸光係数（），周辺環境に依存しない高い蛍

光量子収率（f），鋭い吸収・発光スペクトル，他に類を見
ない程小さなストークスシフトで知られている優れた有
機蛍光色素として知られる BODIPY 色素を環拡張した
Benzo-fused BODIPY にジメチルピロールとジメチルアミ
ノスチリル基を導入した BFBODIPY-DMP-DMAS（図 4）
を合成し，その吸収・発光挙動と，金属イオンに対する吸
収・発光の応答性について調べた。 
極性の異なる 11 種類の溶媒を用いて溶媒効果を調べた

ところ，いずれの溶媒中でも吸収極大及び蛍光極大波長が 704 nm 以上で観測され，「生体の窓」
での吸収・発光が確認された。また，正の蛍光ソルバトクロミズムが観測され，理論計算から得
られた HOMO，LUMO 軌道や双極子モーメントの向きから，この正の蛍光ソルバトクロミズム
は，強い電子供与性のジメチルアミノ基をもつジメチルアミノスチリル基側から Benzo-fused 
BODIPY 側への分子内電荷移動（ICT）の影響によることがわかった。 

13 種類の金属塩の添加実験では，Al3+, Fe3+, Cu2+ の 3
つのイオンに対して変化が見られた。典型金属イオンの
Al3+ に対しては，吸収・蛍光がともに短波長シフトし，
遷移金属イオンの Fe3+と Cu2+ に対しては，吸収が長波
長側にシフトし，蛍光は消光して観測されなくなった
（図 5）。Fe3+と Cu2+ に対する同様の挙動が，ジメチル
アミノスチリル基を持たない系でも観測されたことか
ら，Fe3+と Cu2+ は負に分極した 2 つのフッ素原子により
捕捉されたものと考えられ，BFBODIPY-DMP-DMAS か
ら Fe3+と Cu2+ の空の d 軌道への電子遷移により消光し
たものと予想された。一方，Al3+ は，ジメチルアミノス
チリル基のジメチルアミノ基部分に配位されることに
よって ICT を抑制し，吸収・蛍光の短波長シフトを示し 図 5 金属塩添加後の蛍光スペクトル 
たものと考えられる。 
以上の結果から，BFBODIPY-DMP-DMAS は，Al3+, Fe3+, Cu2+ の蛍光性化学センサーとして有

用であることがわかった。 
 
（２）2-ヒドロキシ-1-((2-(ピリジン-2-イル)ヒドラゾノ)メチル)トリプタンスリン② 

2-ヒドロキシトリプタンスリンの 1-位にピリジルヒドラゾノ
メチル基を導入した 2-ヒドロキシ-1-((2-(2-ピリジル)ヒドラゾ
ノ)メチル)トリプタンスリン（T2OH1CH=N-NH-Pyri，図 6）を
合成し，アセトニトリル中で 16 種類の金属塩を添加し，金属イ
オンに対する蛍光応答性について調べた。 
その結果，T2OH1CH=N-NH-Pyri は Mg2+, Fe2+, Fe3+, Co2+, Ni2+, 

Cu2+, Zn2+, Cd2+, Al3+, Pb2+と１：１錯体を形成し，典型金属のMg2+, 
Zn2+, Cd2+, Al3+, Pb2+に対しては蛍光増大し，遷移金属の Fe2+, Fe3+, 
Co2+, Ni2+, Cu2+に対しては蛍光消光することがわかった。特に，
生体内で重要な役割を持つ Mg2+と錯形成をすることで，蛍光極大波長（f, max）が，金属イオン
が存在しない場合の 606 nm から“生体の窓”と呼ばれる波長領域内の 659 nm に大きくレッド
シフトすることが明らかとなった（図 7）。 
 
（３）N,N-ジメチルアミノトリプタンスリン③ 
トリプタンスリンの 2-位，3-位，9-位にジメチルアミノ基を導入した３種類の N,N-ジメチルア

ミノトリプタンスリン（T2NMe2, T3NMe2, T9NMe2，図 8）について，吸収・発光挙動について

In MeCN 



比較検討した。 

 

図 8 ３種類の N,N-ジメチルアミノトリプタンスリンの 
構造 

 
T2NMe2と T9NMe2は，分子内電荷移動（ICT）性蛍光色

素の特徴である蛍光ソルバトクロミズムが観測されました
が，T3NMe2では蛍光ソルバトクロミズムは観測されず，非
常に弱い蛍光を示した。そこで密度汎関数理論（DFT）計算
により，最高被占軌道（HOMO）と最低空軌道（LUMO）の
軌道の分布を調べたところ，T2NMe2 と T9NMe2 では，
HOMO は電子供与性のジメチルアミノ基側に分布し，
LUMOは共役した電子求引性のカルボニル基側に分布する
という ICT 性分子の特徴的な軌道分布を示したのに対し，

図 7 Mg2+添加による (a) 吸収スペ  T3NMe2 では HOMO はジメチルアミノ基側に分布してい
クトルと (b) 蛍光スペクトル変化   たが，LUMO は 12-位の共役したカルボニル基側ではなく， 

[T2OH1CH=N-NH-Pyri] = 10 M     6-位の非共役のカルボニル側に分布していることがわかっ 
[Mg2+]/[T2OH1CH=N-NH-Pyri] = 0～10  た。このことが T3NMe2では ICT 性を示さなかった原因 

と考えられる（図 9）。 
また，T3NMe2の共役したカルボニル側の軌道

分布はLUMO（+1）に存在しているため（図10），
仮に LUMO と LUMO（+1）軌道のエネルギー準
位が逆転していれば，T3NMe2 も ICT 性の蛍光
挙動を示したと予想される。 

 
 
 
 
 

図 9 (a) HOMO と(b) LUMO          図 10 T3NMe2の LUMO（+1） 
 
（４）ジシアノメチレン基をもつトリプタンスリン類縁体④ 
トリプタンスリンの 6-位の電子求引性基のカルボニル基を，より強

い電子求引性基のジシアノメチレン基に換えた種々のトリプタンスリ
ン類縁体を合成して，吸収・発光挙動を調べた。 
 その結果，例えば 2-ヒドロキシトリプタンスリンの 6-位のカルボニ

ル基をジシアノメチレン基に換
えた系（DCM-T2OH，図 11） 
では，吸収極大波長（a, max）と蛍光極大波長（f, max）が，
プロトン性及び非プロトン性極性溶媒において，いずれ
も長波長側の生体の窓内の波長領域で観測されることが
わかった（図 12）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 12 DCM-T2OH の (a) 吸収スペクトルと (b) 蛍光スペクトル 
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図11 DCM-T2OHの構造

(b) 

(a) 



（５）BODIPY 誘導体とトリプタンスリン誘導体をスペーサーで繋いだ系 
 以下に示す，６種類の BODIPY 誘導体とトリプタンスリン誘導体及び類縁体をスペーサーで
繋いだ系の合成に成功した（図 13）。 

 
 

図 13 BODIPY 誘導体とトリプタンスリン誘導体をスペーサーで繋いだ系の構造 
 
 いずれの系においても，分子内での蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を示唆する結果が得ら
れた。例えば，T2PI-P4-TMBODIPY-Ph は，BODIPY 側がエネルギードナー（D），トリプタン
スリン側がエネルギーアクセプター（A）であり，蛍光の明るさ（輝度）が，モル吸光係数（）
と蛍光量子収率（f）の積（・f）に比例することから，とfの値が大きく，溶媒によって吸
収・蛍光波長の変化の小さい D の BODIPY 側から，赤色蛍光を示し，分子内電解移動（ICT）型
で溶媒極性に応答して吸収・蛍光波長が正のソルバトクロミズムを示す A のトリプタンスリン
側ヘの効率のよい分子内 FRET によってトリプタンスリンを強く発光させることが期待したが，
A の蛍光強度の著しい増大は観測されなかった。また，輝度は・f に比例するが，FRET の起
こる系では，D のモル吸光係数の値の大きさに関わらず，A の輝度は A のモル吸光係数と A の
蛍光量子収率の積に基づくことがわかった。 
 また，トリプタンスリン側が D，BODIPY 側が A である T2PI-P4-BFBODIPY-HQ は，低極性
溶媒中では，D から A への分子内 FRET が確認されたが，極性溶媒中では，D と A が入れ替わ
り，BODIPY 側からトリプタンスリン側への，逆の FRET も起こることを示唆する結果が得られ
た。この系を用いて，金属イオンに対する応答性についてアセトニトリル溶液中で調べたところ，
FRET の on から off による蛍光スペクトルの変化により Cu2+, Fe3+, Al3+の蛍光検出が可能である
ことなどがわかった。 
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