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研究成果の概要（和文）：光によって共有結合の切断という化学反応が起こる光分解性保護基は、光を照射する
任意の場所と空間に生理活性分子や蛍光物質を生成させることを可能とする分子団です。本研究では、こうした
光分解性保護基の機能を改良し、特定のpH領域または過酸化水素存在下という、特定の環境下でのみで機能する
保護基を開発しました。こうした研究成果を基に、カルシウムイオン存在下で機能する光分解性保護基および新
たな光機能分子である蛍光インテグレーターの開発研究も行いました。これらの分子は、脳の高次機能の礎とな
る中枢神経ネットワークの解析に有用となります。

研究成果の概要（英文）：Photoremovable protective groups, whose covalent bond could be cleaved by 
the irradiation of light yielding spatio- and temporally controlled release of bioactive compound or
 fluorophore, have been utilized in biological study. In this research, such groups that could 
function under specific environments like a specific range of pH and the presence of hydrogen 
peroxide have been developed. Such chemically gated photoremovable protective groups could 
potentially be utilized in photo-releasing a drug selectively around cancer tissue. In addition, 
those compounds could be utilized in the development of novel type of photofunctional molecules, 
fluorescent integrator.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 光分解性保護基　Caged化合物　蛍光　疾患治療薬　中枢神経系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
照射する空間と時間を制御できる光は生物学の基礎研究だけでなく、疾患の診断、治療にも用いられています。
本研究では、光と望みの作用を介在する光機能分子の開発を行いました。開発した特定の環境下で機能する光分
解性保護基は、新たな分子ツールとして、生理機能解析に用いることができます。さらに疾患治療薬と組み合わ
せることにより、副作用を軽減した、新たな光による疾患治療システムになりえる重要な研究成果です。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
特定の知覚、刺激に応じて活性化する神経細胞が構築するネットワークは脳の高次機能の礎

であり、その異常は中枢神経疾患の要因にもなる。そのため中枢神経ネットワークの解析は、生
理機能解析だけでなく疾患治療においても重要となる。こうした解析では、いつ、どの場所の神
経細胞が活性化したかを測定する手法が必要である。活性化の指標となるカルシウムイオン濃
度、電位の変化を蛍光変化によって検出する蛍光センサーを用いて、蛍光像をリアルタイムに解
析するバイオイメージング法は、こうした方法の一つとして汎用されている。さらに光により駆
動するチャネルタンパク質を導入し、任意のタイミングで特定の神経細胞を光活性化させるオ
プトジェネティクス等のタンパク質由来の手法も種々開発されている。その一方で、これらの光
を用いた従来の手法には、用いる分子やタンパク質の改良では克服できない、根源的な問題が存
在する。例えば蛍光センサーを用いるバイオイメージングでは、特定の刺激による一過性のカル
シウムイオン濃度上昇をリアルタイムに測定する必要があるため、蛍光像を取得するための時
間は短くせざるを得ない。そのため、少数の細胞群の解析は可能であるものの、脳などの大型の
組織、個体レベルの広い測定範囲を高い空間分解能で解析することは困難である。こうした蛍光
センサーを用いたバイオイメージング法の根源的な問題は、ミリ秒オーダーの速いカルシウム
イオン濃度、電位変化が起こる中枢神経系の解析においては特に顕著となる。また、オプトジェ
ネティクなどのタンパク質を用いる手法では遺伝子導入が必要であるため、ネイティブな状態
での解析が重要となる中枢神経系、さらにヒトへ応用した際には問題となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、先に述べたような光を利用する従来の手法の、根源的な問題を解決した新たな手

法の開発を目指す。さらに得られた成果、分子ツールを疾患治療へと展開することも目指す。例
えば、これまで開発例が少ない蛍光インテグレーターの開発を目指す。蛍光インテグレーターと
は「カルシウムイオンなどの測定対象」と「光照射」とが同時に存在する条件において光反応が
起こり、不可逆的な蛍光変化が起こる分子である。特定の刺激により活性化する神経細胞を検出
したい場合には、蛍光インテグレーターを導入した個体に対し、刺激と光照射を同時に行う。そ
の瞬間に活性化し、高濃度のカルシウムイオンが存在する神経細胞中で光反応が起こり、不可逆
的な蛍光変化が起こる。すなわち、一過性のカルシウムイオン濃度増大後も蛍光変化が持続する
ため、刺激と光照射を与えた瞬間に活性化していた神経細胞を蛍光によって写真のように保存
することが可能となる。そのため十分な測定時間による、広範囲かつ高分解能な解析が可能とな
る。これまでカルシウムイオンに応答する蛍光インテグレーターとしては、蛍光タンパク質の変
異体を基に開発された CaMPARI などが報告されているが 1)、遺伝子導入が必要であるという
問題がある。そこで本研究では、有機小分子を基盤とするインテグレーターの開発を目指す。 
開発するインテグレーターは、カルシウムイオンなどが存在した際に共有結合の切断が起こ

る光分解性保護基を蛍光物質に結合させた構造をとる。カルシウムイオンが結合していない状
態では光分解反応は抑制されるが、結合した状態では光分解が起こり、蛍光物質の生成と蛍光強
度の増大が起こる。こうした分子を開発するためには、光反応の制御が可能な光分解性保護基の
構造要素、開発法を見出す必要がある。そのため本研究ではまず、特定の環境下で機能する光分
解性保護基を種々開発することとした。 
 
３．研究の方法 
 光反応が制御された光分解性保護基の報告例は少なく、酵素や低酸素環境における活性化な
どの数例があるのみである 2)。一方、同じ光によって引き起こされる蛍光が、様々な分子種によ
って制御された蛍光センサーは多数報告例がある。そこで本研究では、蛍光センサーの構造要素
と蛍光変化制御原理を応用することにより、特定の環境下で機能する光分解性保護基を開発す
ることとした。そのために蛍光センサーと光分解性保護基の双方の母核として用いられている
クマリン骨格に着目した研究を行うこととした。 
 
４．研究成果 
（１）OFF-ON-OFF 型の変化により特定の pH 領域で機能する光分解性保護基の開発 
 特定の環境下で機能する光分解性保護基としてまず、特定の pH 領域で機能する光分解性保護
基の開発を行った。生体内における pH は、エンドソーム、リソソーム、ミトコンドリアなどの
細胞内小器官毎に異なるだけでなく、がん組織近傍においては弱酸性になるなど、細胞、組織の
状態に応じても変化する。そのため、特定の pH 選択的に機能する光分解性保護基は、生理機能
解析だけでなく、疾患の治療に有用な分子システムにも応用できる。 
図 1 に示す Bhc は、クマリンを母核とする光分解性保護基である。私はこれまで同じクマリ

ンを母核として様々な蛍光センサーを開発しており 3)、pH の変化に伴い、蛍光強度が OFF-ON-
OFF と変化する蛍光センサー1 を得ていた 4),5)。pH の変化に伴い、蛍光強度が OFF-ON と変化
する蛍光センサーはこれまで数多く開発され、様々な生理機能解析に応用されてきた。その一方
で、OFF-ON 型のセンサーは、例えば pH6 以下の環境を検出することはできるものの、pH が



さらに低下した環境とを識別することができない。一方、1 などの OFF-ON-OFF 型の変化を示
し、特定の pH 領域を検出する蛍光センサーはこうした問題を解決した有用なセンサーである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 特定の pH 領域で機能する光分解性保護基 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 化合物 2 の機能解析 
 
我々は、センサーの機能を光分解性保護基に付与することができれば、特定の pH 領域で機能

する光分解性保護基になると考えた。具体的には図 1 に示すように、センサー1 と Bhc の構造
要素を組み合わせた化合物群 2 をデザイン、合成し、その機能を解析した。その結果、いくつか
の化合物において、pH が増大するのに伴い、光分解反応効率が OFF-ON-OFF と変化すること
が明らかとなった 6)。例えば、2a は pH 3、pH 6 では光分解反応が起こらないが、pH 9 では反
応が進行し、pH 12 では進行しない（図 2）。さらに光分解反応が起こる pH は、導入したハロ
ゲン原子の数、位置に応じて変化することも明らかとなった。すなわち、2 つの塩素原子と 1 個
の臭素原子を有する 2e では、pH 3 では光分解反応が起こらないが、pH6 では進行し、pH 9 で
は起こらなかった。図 1 に示すように蛍光センサー1 の蛍光強度変化は、二つの水酸基の脱プロ
トン化による制御される。すなわち、7 位の水酸基が脱プロトン化されたモノアニオン型で強い
蛍光を持つが、6 位に導入したフェノール性水酸基も脱プロトン化され、ジアニオン型となると
蛍光を失う。化合物群 2 においても同様の脱プロトン化が起こり、モノアニオン型となったと
きに光分解反応が進行すると考えられる。また、モノアニオン型が存在する pH は、二つの水酸
基の pKaを変化させるハロゲン原子によって調整される。すなわち、2a では pH 9、2e では pH 
6 と、光分解反応が起こる pH が変化したと考えられる。開発した光分解性保護基の中でも 2e



は、pH 6 というがん組織近傍で見られる環境で光分解反応が起こるため、がん選択的に治療薬
を光放出する分子システムに応用できると考えられる。 
 
（２）活性酸素種存在下で機能する光分解性保護基の開発 
活性酸素種は生体に障害を与える因子としてだけでなく、シグナル伝達分子としても機能す

るなど多様な作用を持つ。そのため、活性酸素種存在下で機能する光分解性保護基は、生理作用
解析のみならず、活性酸素が関与する疾患の治療、保護に有用な分子システムに用いることがで
きる。我々は、活性酸素種の中でも過酸化水素に着目し、（１）で述べた研究と同様の戦略、す
なわち蛍光センサーと Bhc の構造要素を組み合わせることによって、過酸化水素存在下で機能
する光分解性保護基の開発を行った。これまでに報告されている過酸化水素を検出する蛍光セ
ンサーでは、ボロン酸ピナコールエステルが過酸化水素により水酸基へと変換される反応が利
用されている。我々は本反応をクマリン骨格に応用することにより、過酸化水素を検出する蛍光
センサー3 を開発した（図３）。さらに蛍光センサーと光分解性保護基の構造要素を組み合わせ
た化合物 4 を合成し、その機能を解析した。その結果、化合物 4 の光分解反応は、過酸化水素存
在下において、効率的に進行することが明らかとなった。すなわち、化合物 4 は過酸化水素存在
下で機能する光分解性保護基になりえることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 過酸化水素存在下で機能する光分解性保護基 
 
（３）金属イオン応答型光分解性保護基に基づく蛍光インテグレーターの開発研究 
カルシウムイオンなどの金属イオンの結合の有無により、光反応効率が変化する光分解性保

護基の開発を行った。光分解性保護基の母核としては先に述べた研究と同じく、クマリン骨格を
用いることとし、どの部位に金属イオンに対するキレーター構造を導入すべきかを検討した。金
属イオンの結合前後のモデルとなる化合物群を合成して、それらの機能を解析した結果、クマリ
ン 7 位に導入したエチルベンジルアミノ基の、ベンゼン環上の置換基が光分解反応効率を大き
く変化させうることが明らかとなった（図４）。すなわち、この部位に金属イオンに対するキレ
ーター構造を導入すれば、金属イオン応答型光分解性保護基の開発が可能になることが示唆さ
れた。こうした知見は、カルシウムイオンまたは亜鉛イオンに応答する蛍光インテグレーター開
発において、極めて有用となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 金属イオン応答型光分解性保護基に基づく蛍光インテグレーターの開発 
 
本研究により我々は、蛍光センサーの構造要素とクマリン骨格を基に、特定の pH 領域、また

は活性酸素種存在下で機能する光分解性保護基の開発に成功した。こうした分子群およびその
開発戦略は、蛍光インテグレーターなどの新たな光機能分子の開発につながる重要な知見であ
る。 
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