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研究成果の概要（和文）：本研究では，精神疾患や認知症の克服に資するため、神経回路研究用の高感度な膜電
位感受性蛍光色素を開発することを目的とした。その結果、(a)新たな電位応答試験法を見出すことができた。
(b)ジメチルアニリンとキノリンを三重結合で繋いだ分子が、電位検出部位として最も適していると考えられ
た。(c)この分子を電位検出部位とし、Bodipyを蛍光発色団とする色素を合成し、電位応答性を確認できた。(d)
ホウ素官能基を持つ新規なリンカー分子を開発した。

研究成果の概要（英文）：To overcome psychiatric disorder or dementia, this study aims at developing 
highly sensitive voltage-sensitive fluorescent dyes for study and diagnosis of nerve cell networks. 
We found a new method to evaluate voltage-sensitivity of the dyes by utilizing micellar dipole 
potential. Exploration of the voltage-detecting part indicated that a quinoline-based dye with a 
dimethylaminophenylethynyl moiety as a promising structure. We successfully synthesized a new bodipy
 dye with this voltage-detecting part, and confirmed their voltage-sensitivity. We also obtained 
boron-containing amino-acid analogs that can be used to link the dyes to lipids or proteins. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　膜電位　神経細胞　超分子　ケミカルバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
①高感度な膜電位感受性蛍光色素の新たな分子設計指針を得ることができた。すなわち、電位検出部位と蛍光発
色団を分離し、電子移動消光などにより速やかに励起エネルギーを散逸させることによって、感度と光安定性と
を両立させることである。②この色素は神経細胞の診断の他にも、心筋のイオンチャネル標的薬のスクリーニン
グや、ミトコンドリア病の診断、ウイルスの侵入や放出に伴う細胞膜の変化の検出にも応用を期待できる。③新
たに合成したホウ素化合物は、抗がん剤原料などにも応用できるだろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
本研究では、精神疾患や認知症の克服に資するため、神経

回路研究用の高感度な低分子プローブを開発することを目
的とした。本研究の膜電位感受性蛍光色素（VSD）の開発目
標は、1 mV あたり 1％以上の蛍光強度変化を与えるもので
ある（従来の VSD の感度は 1 mV あたり 0.1〜0.63％）。 
高速応答型の VSD には分子内電荷移動（ICT）特性が重

要であると考えられてきたが、それ以上の明確な分子設計
指針はなかった。そこで、まず ICT 性の一つの現れである
ソルバトクロミズムを指標に、種々の候補化合物を合成・
探索した。その結果、ソルバトクロミズムが強く、ICT 性が
強い色素（右図、色素１）を見出すことができた。この色素
は、リポソームを用いたモデル系での予備的評価では強い
電位応答を示した（1 mV あたり 1.1％）。しかし、Neuro2A
細胞を用いてライブイメージングを検討したところ、強い
励起光による褪色が速く、正確な電位応答を測定できなか
った。細胞膜局在性にも改善が必要と分かった。 
したがって、研究開始当初の最大の課題は、電位応答性を測定できなければ、分子設計にフィ

ードバックできないことだった。ライブイメージングで評価するにはより褪色しにくい色素を
合成する必要があるが、その蛍光発色団が電位応答性を示すとは限らない。細胞で評価する際に
は細胞膜局在性も影響するので、蛍光発色団の分子骨格と電位応答性の関係だけを検討するこ
とが難しい。リポソーム・モデル系ではより弱い励起光でも電位応答性を評価できるが、シング
ルラメラ・リポソームとマルチラメラ・リポソームを区別できないなどの理由で、測定値にばら
つきがあった。新たな蛍光色素の開発とともに、電位応答性の評価法開発も同時に進める必要が
あった。 
 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、以下の点を検討し、VSD の設計指針を確立することを目的とした。 

(1) ライブイメージングに頼らない、簡便で再現性の良い電位応答評価法の開発。 
(2) いっそうの ICT 性の向上（褪色との競争に勝つことができる感度の実現）。 
(3) より褪色しにくい蛍光発色団の開発（および合成法の開発）。 
(4) 細胞膜局在性の向上（両親媒性の向上、生体分子との複合化）。 
 
 
３．研究の方法 
 
上記の項目について、以下の方法で検討した。 

(1) 電気化学的計測法の検討。様々な環境応答性の検討。酵母や植物細胞などを用いた評価法の
検討。 

(2) 色素１の分子骨格を元にして、その部分構造の電子ドナー性や電子アクセプター性を強め
た一連の蛍光発色団（電位検出部位）の合成と物性評価。 

(3) 酸化型構造を持つ蛍光発色団の新規開発。消光剤との複合化など。 
(4) １段階で簡便に両親媒性を付与できたり、脂質や蛋白質と複合化できるようなリンカー分

子の合成。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ライブイメージングに頼らない、簡便で再現性の良い電位応答評価法の開発。 

ITOガラス電極表面にアルキルリン酸の自己組織化膜を作り、そこに色素を吸着させることを
目指した。自己組織化膜を作ることはできたが、実際に吸着した色素量は通常の蛍光光度計で測
定するには少なかった。MEMS を用いる例も報告されているが作成は容易ではない。電極の作
成法と蛍光の測定法にはさらに工夫が必要と考えられた。 
 一方、得られた色素の様々な環境応答性を検討しているうちに、界面活性剤ミセル分散液中で
興味深い挙動を見出した。市販の VSD を界面活性剤ミセルを用いて水溶液中に分散させ、バル

図 1 色素１の分子構造 



 

 

ク水溶液の電解質濃度を上昇させたところ、電位応答する際と酷似した蛍光スペクトル変化を
示した。検討の結果、色素がミセルの dipole potential に応答していることが分かった。対象が膜
電位でなくても、電位変化に応答していることが確認できれば、分子設計にフィードバックする
ことができる。しかも、この方法は簡便で再現性が良い。この実験系で利用する状態変化は可逆
であり、細胞やリポソームを使うときに比べれば、ばらつきは非常に少ない。また、弱い励起光
でも測定できるので、光安定性が十分でない色素であっても電位応答性を評価できる。ライブイ
メージングに代わる評価法として一般化できるとも考えられる。定量性の確立と精密化に向け、
さらに検討を続けたい。 
 さらに、酵母を用いた簡易的電位応答性評価法も検討している。酵母は浸透圧の変化に応答し
て細胞膜の膜電位を変化させることが知られている。食用のパン酵母は入手しやすく、扱いやす
い上に、浸透圧は電解質や糖の濃度で簡便に調整できるので、もう一つの評価法として確立を目
指したい。 
 
(2) 色素１の分子骨格（D-p-6A(Q) 型）を元にして、その部分構造の電子ドナー性や電子アクセ

プター性を強めた一連の蛍光発色団（電位検出部位）の合成と物性評価。 
色素１では分子全体が蛍光発色団であり、電位検出部位でもある。これらの性質の理解と改良

を目指し、電子アクセプターとしてのキノリン（A(Q）の２位や６位にさらに電子ドナー（D）
あるいは電子アクセプター（A）を導入することにより（図１）、D-6A(Q)型, D-2A(Q)型, D-p-6A(Q) 
型, D-p-2A(Q) 型, D-p-6A(Q)2-D 型, A-p-6A(Q)2-D 型, D-p-6A(Q)2-A 型, D-p-6A(Q)2-p'-A 型の合計 33
種類の化合物を合成した（上付き番号はキノリン環上の置換位置を表す）。これらの色素のソル
バトクロミズム（すなわち ICT 性）を比較することにより、電位検出部位に必要な分子構造要件
を探索した。D にはジメチルアニリン、カルバゾール、フェノチアジン、アントラセン、アニソ
ール、ナフタレン、ピロール、チオフェンを、A にはピリジン、ピリジニウム、マロン酸、シア
ノ基を、pには二重結合または三重結合を用いた。 
これらの色素は D や A の電子ドナー性や電子アクセプター性によって ICT 性を制御すること

ができ、ソルバトクロミズムについての Lippert-Mataga の理論を元に解析することができた。D
としてカルバゾールを用いた D-A(Q)型と D-p-A(Q) 型では、キノリン 2 位置換体と６位置換体
の ICT 性に大きな差はなかった。スペーサー（p）として三重結合を一つ挟むと双極子モーメン
トが大きくなり、ICT 性が強くなった。D としてジメチルアニリンを用いた D-p-A(Q) 型でも三
重結合を一つ挟むと ICT 性が強くなったが、三重結合を一つ挟んだものと二つ挟んだものの ICT
性はほぼ同じだった。６位 D にジメチルアニリン、pに三重結合、2 位 D にフェノチアジン誘導
体を用いた D-p-6A(Q)2-D 型では、ICT 性は 2 位 D の電子ドナー性に依存せず、D-p-6A(Q)型とほ
ぼ同じだった。 

D-p-6A(Q)2-A 型と A-p-6A(Q)2-D 型（D：ジメチルアニリン、p：三重結合、A：ピリジン）で
は、前者の方が ICT 性が強く、励起状態での双極子モーメントは 27.7D と推定された。前者の A
を二重結合で伸長した D-p-6A(Q)2-p'-A 型では ICT 性は減少した。この D-p-6A(Q)2-A 型分子の２
位ピリジル基を N-アルキル化し、電子アクセプター性と両親媒性を強化したところ、電位応答
性は 1 mV あたり約 0.1％であり（リポソーム・モデル系での測定）、当初の D-p-6A(Q)-D 型（1 
mV あたり 1.1％）よりも小さかった。 
 以上の結果から、合成の容易さも考慮すると、D-p-6A(Q)型（D：ジメチルアニリン、p：三重
結合、A(Q)：キノリン）が電位検出部位として最も適していると考えられた。この形は最初に検
討していた色素に近く、蛍光特性や光安定性に大きな改善は期待できない。なぜなら、この D-
p-6A(Q)型のように電位検出部位が蛍光発色団を兼ねている限り、その一方は他方の制約を受け
るからである。そこで次に、電位検出部位と蛍光発色団を分離した色素を分子設計した。D-p-
6A(Q)型を電位検出部位とし、それを他のより褪色しにくい蛍光発色団と組み合わせることを目
指した（下記(3)）。 
 
(3) 酸化型構造を持つ蛍光発色団の新規開発。消光剤との複合化など。 
蛍光色素の光安定性を高める方法としては、①酸化還元電位を低くして、酸素酸化を受けに

くくすること、②GFP のように蛍光発色団をマトリックスで覆い、酸素分子の攻撃を防ぐこと、
③重原子や消光剤などにより速やかに励起エネルギーを散逸させることなどが考えられる。そ
こで、ヨウ素酸化、N-アルキル化、酸化的縮合、金属錯体の利用によって、酸化型構造を持つ蛍
光発色団の合成を検討した。フェノチアジニウム系、フェノキサジニウム系、フェナジニウム系、
キサンテン系、Ru(bpy)3誘導体については合成と精製が難しく、引き続き検討中である。 
一方、Bodipy類は合成が比較的容易であり、その蛍光特性はメチン炭素に置換するアリール基
とジピロメテン部位との分子内電子移動によって制御できることが知られている。そこで、上記
b)の結果を受け、蛍光発色団としての Bodipy に電位検出部位としての D-p-6A(Q)型色素を組み合
わせ、両者間での分子内電子移動によって蛍光特性を制御する色素を設計した（③の機構）。 
 このような色素は、D-p-6A(Q)型分子のキノリン２位にホルミル基を導入することによって合
成することができた。蛍光スペクトルから、この色素は Bodipy部位から発光していることが分
かった。蛍光強度は小さく、電子移動型の消光過程が含まれていると推測された。この色素はミ
セル系およびリポソーム・モデル系で電位応答を示した（1 mV あたり約 0.1％）。分子構造をさ



 

 

らに改良し、電子移動消光の効率を調整することにより、電位検出感度を向上できると期待して
いる。 
 
(4) １段階で簡便に両親媒性を付与できたり、脂質や蛋白質と複合化できるようなリンカー分

子の合成。 
アミノ酸を模した化合物は生体適合性が比較的良好で、蛍光発色団と結合させて親水性（両親
媒性）を付与したり、生体分子と複合化させるのに適当である。クリック反応やペプチド・ライ
ゲーションのように１段階で標的分子に結合できたり、ボロン酸を持たせてクロスカップリン
グ反応に利用できると有利である。そこで本研究では、ボロン酸などのホウ素官能基を持つアミ
ノ酸類縁体を開発した。α位炭素を窒素に置き換えたアザアミノ酸は酵素分解されにくい。そこ
で、ホウ素中性子捕捉療法に用いられている p-boronophenylalanine のアザアミノ酸類縁体
（azaBPA）を初めて合成した。また、ペプチド・ライゲーションにも利用されるアジリン類にボ
ロン酸を持たせた新規化合物も合成した。これらの化合物がクロスカップリング反応に利用で
きることも示した。さらに、アジリン類とホウ素化合物との反応を検討する過程で、ジアザボロ
ール骨格を持つ新規なホウ素化合物も見出した。ホウ素官能基を持つアミノ酸類縁体やペプチ
ドミメティクスは抗がん剤やその合成中間体として注目されているところでもあり、これらの
新規化合物は様々な用途に応用できると期待される。 
 
結論： 
以上の検討より、上記の目的に対応して下記のような結論を得ることができた。 

(1) ミセルの dipole potential を利用した簡易的な電位応答試験法を見出すことができた。 
(2) D-p-6A(Q)型色素（D：ジメチルアニリン、p：三重結合、A(Q)：キノリン）が電位検出部位

として最も適していると考えられた。 
(3) D-p-6A(Q)型色素を電位検出部位、Bodipy を蛍光発色団とする色素を合成でき、電位応答性

を確認できた。 
(4) ホウ素官能基を持つ新規なアミノ酸類縁体を開発した。 
本研究から高感度な VSD の分子設計では、電位検出部位と蛍光発色団を分離することが重要
であると考えられた。できるだけ褪色しにくい蛍光発色団を用いるとともに、速やかに励起エネ
ルギーを散逸させる仕組みを持たせることにより、光安定性をより向上させることができると
期待される。励起エネルギーの散逸は蛍光量子収率の低下を招くが、電位検出感度が十分に高け
れば、S/N比を稼ぐことができる。電位検出部位には D-p-6A(Q)型（D：ジメチルアニリン、p：
三重結合、A(Q)：キノリン）の分子が適当である。これを複数分子複合化することも、感度を高
めるためには有効かもしれない。この複合化には d)のリンカーも利用できるだろう。 
 本研究はヒト神経細胞の挙動を高感度で可視化することを最終目標とするが、VSD の用途は

それに止まらない。心筋のイオンチャネル標的薬のスクリーニングなど、他の細胞の膜電位測定

に応用することもできるであろう。ミトコンドリアの膜電位も重要である。細胞膜にストレスが

かかる時、膜電位もまた変化し得る。ウイルスの侵入や放出に伴って膜電位が変化するとの報告

もある。新たな生体電気現象の探索や、細胞操作への応用も視野に入れながら、引き続き研究を

進めていく予定である。 
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