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研究成果の概要（和文）：ウミホタルの生物発光に関わるイミダゾピラジノン化合物を対象とし

て、発光の高効率化に働く化学励起機構の解明と化学発光の高性能化を目指した。この結果、

①化学励起機構の電荷移動に関与する π共役置換基効果の解明、②化学励起制御に働く反応中

間体の配座効果を調査するためのトリアルコキシフェニル置換誘導体の合成と基本発光特性の

確立、③高性能化学発光を示す誘導体を分子設計するための置換位置効果の確立に成功した。

研究成果の概要（英文）：Based on the imidazopyrazinone molecular system related to Cypridina
bioluminescence, studies were undertaken to elucidate the chemiexcitation mechanism to increase
luminescence efficiency and to construct a high-performance chemiluminescence system. The studies on
the chemiexcitation process lead to (1) clarify the role of π-conjugated substituents to modulate charge
transfer in chemiexcitation and (2) establish the fundamental chemiluminescent property of
(trialkoxyphenyl)imidazopyrazinones for investigating the effect of intermediate conformations. (3) The
position effect of a π-conjugated substituent on chemiluminescence character of the imidazopyrazinones
was also confirmed for designing a high-performance chemiluminescent derivative.
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１．研究開始当初の背景
(1) 発光生物ウミホタルは酵素ルシフェラー
ゼで制御されたルシフェリン(発光基質)と
O2の反応を利用して発光する(図１)。この生
物発光に対し、ルシフェリンと O2 がルシフ
ェラーゼ無しで発光する場合を化学発光と
呼ぶ。ルシフェリンとその誘導体は、O2やス
ーパーオキシドと反応して化学発光を示す
発光センサーとして利用されており、化学発

光分析の応用範囲を広げるためにも、利用目
的に合った発光特性を示すルシフェリン誘
導体の創製が切望されている。

図１ ウミホタルの生物発光反応
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(2) ウミホタルルシフェリンの研究は下村博
士(米国)、後藤教授(名古屋大)、中村教授(名
古屋大)、寺西教授(三重大)らによって発展
してきたが、ルシフェリンの分子改良に必要
な反応機構は未解明であった。生物発光より
も化学発光の発光効率が低い原因も解って
おらず、ルシフェリン誘導体の論理的な分子
設計が困難であった。このため申請者は反応
機構の問題解決に取り組んだ。

(3) ルシフェリンとO2の反応は途中で高エネ
ルギーのジオキセタノン中間体を与え、この
熱分解で一重項励起(S1)状態のオキシルシフ
ェリン(発光体)を生成して発光する(図１)。
ジオキセタノンの熱分解で励起分子を生成
する過程は化学励起過程と呼ばれ、30％の高
い生物発光効率を支配する重要なプロセス
である。

(4) 我々は、生物発光のモデル反応として化
学発光を利用し、置換基効果の研究手法を用
いて反応機構を解析した結果、ルシフェリン
が持つインドリル基は電子供与性置換基と
して酸素化の加速と化学励起の高効率化に
寄与すること、さらに化学励起ではジオキセ
タノン中間体の熱分解が分子内電荷移動
(ICT)性を持つ遷移状態を経て ICT 性を持つ
発光体の S1状態を生成する機構（電荷移動分
解機構）(図２)が高効率化に働くことを見出
した。

図２ 化学励起の電荷移動分解機構

(5) 以上の背景から、我々は化学励起機構を
解明するためには①電荷移動分解機構の検
証と②生物発光よりも化学発光の発光効率
が低い問題点を解決する必要があることに
着目した。特に②は反応制御にルシフェラー
ゼの反応場が重要な役割を持つことに注目
した。加えて置換基効果の調査法を活用して、
ルシフェリン誘導体による化学発光の高性
能化を目指し、研究目的を設定した。

２．研究の目的
(1) 目的１：ウミホタル生物発光系の高効率
性を支配する化学励起過程における電荷移
動分解機構の検証と解明を目指す。このため、

具体的な２項目に取り組む。
①ルシフェリン(発光基質)の分子構造の特
徴であるπ共役置換基が化学発光特性に及
ぼす影響を明らかにする。
②ルシフェラーゼ(酵素)による反応場制御
の影響を、人工反応場を用いたモデル系を用
いて調査し、化学励起機構の解明を目指す。

(2) 目的２：ルシフェリンの基本骨格である
イミダゾピラジノン環において、置換基導入
の効果が未解明な置換位置の置換基効果を
調査してルシフェリン誘導体の化学発光特
性の高性能化を目指す。

３．研究の方法
(1) ウミホタルルシフェリンのインドリル置
換位置（6 位）へのπ共役置換基の導入の効
果を調査して、化学励起における電荷移動分
解機構を検証する。
①π共役置換基としてオリゴチオフェン基
をルシフェリン基本骨格の 6 位に導入した誘
導体を合成する。併せて化学発光の生成物で
あるアミドピラジン誘導体も合成する。
②生物発光のモデル反応条件である(i)有機塩
基を含む DMSO 条件と(ii)酢酸緩衝液を含む
ジグリム条件を採用し、ルシフェリン誘導体
の化学発光の経時変化追跡により化学発光
量子収率(ΦCL)を測定する。スペクトル測定
からは発光体構造の情報を得る。ΦCL は反応
効率ΦRと化学励起効率ΦSと発光体の蛍光量
子収率 ΦFの積であり、HPLC による生成物分
析と生成物の蛍光測定によりΦRとΦFを求め、
ΦSを算出して評価する。
③化学励起に関わるジオキセタノン中間体
と熱分解遷移状態、発光体の密度汎関数
(DFT)計算を行う。計算と実測の ΦS値の相関
から化学励起過程に及ぼすπ共役置換基効
果を評価し、電荷移動分解機構を検証する。

(2) 人工反応場による反応中間体の配座固定
機能がルシフェリン誘導体の化学発光特性
に及ぼす効果を調査して化学励起の高効率
化要因を探索する。
①ルシフェラーゼに包接された分子の配座
固定機能を模倣するため、疎水性ゲスト分子
を内包できる逆ミセル等の人工反応場を選
び、内包させたルシフェリン誘導体の化学発
光特性を調査する。
②疎水性による人工反応場への内包性の向
上と、反応場による配座固定が期待されるト
リアルコキシフェニル基を 2 位に導入したル
シフェリン誘導体を合成し、基本的な化学発
光特性を確立する。
③疎水性誘導体について、人工反応場への内
包状態の化学発光特性を調べて反応場によ
る化学励起過程への影響を調べる。
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(3) 置換基効果が未解明であったルシフェリ
ン基本骨格の 5, 8 位での置換基効果の調査と
高性能化因子の探索を行う。
①電子的性質およびπ共役を調整した置換
基を、基本骨格の 5, 8 位に有する誘導体を合
成し、化学発光特性を調査する。
②化学発光の波長と量子収率の測定結果か
ら高効率化と多色化に寄与する高性能化因
子を探索する。化学励起の知見は電荷移動分
解機構に照らし合わせて評価する。

４．研究成果
(1) 化学発光特性に及ぼすπ共役置換基効果
を調査して、化学励起機構における電荷移動
の関与に関する以下の知見を得た。
①イミダゾピラジノン環の 6 位にオリゴチオ
フェン基を導入した誘導体 T1～T8 を系統的
に合成することに成功した(図３)。

図３ オリゴチオフェン導入型誘導体

②生物発光のモデル反応条件での化学発光
特性(反応速度、量子収率、発光極大波長、
反応収率)を調べた。この結果、置換基のチ
オフェン数の増加に応じて化学励起効率が
上昇することを見出した。T4 と T8 で溶解度
調整のためのチオフェン環のヘキシル側鎖
は効率低下に作用した。
③ジオキセタノン中間体と熱分解遷移状態、
発光体の DFT 計算の結果より、ジオキセタノ
ン環が分解する遷移状態において、オリゴチ
オフェン基から分解部位への負電荷の流入
が起こることが予想された(図４)。化学励起
効率の実験データと計算結果を総合的に判
断して、ジオキセタノン分解における電荷移
動が化学励起の高効率化に寄与する「電荷移
動分解機構」が確認された。

図４ ターチオフェン誘導体の化学励起

(2) 化学励起における反応中間体の配座の役
割を明らかにするための研究を進め、以下の
成果を得た。
①人工反応場との疎水的相互作用を増強す

るため、疎水性の(トリアルコキシ)フェニル
［(RO)3Ph］基をイミダゾピラジノン環の 2
位に導入した誘導体の合成を目指した。メチ
レンを介した(RO)3Ph 基の導入は困難が多く
達成できなかったが、直接 2 位に(RO)3Ph 基
を導入した誘導体の合成に成功した。同時に、
6 位の置換基を調整することで良好な化学発
光性を示す誘導体の開発に成功した(図５)。
②(RO)3Ph 基として 2,3,4-および 3,4,5-トリヘ
キシルオキシフェニル基を 2 位に導入した疎
水性誘導体を合成し、逆ミセル存在下にて化
学発光の観測に成功した。

図５ 2-(トリアルコキシ)フェニル誘導体

③DFT 計算により、ジオキセタノン中間体の
配座の違いが分解遷移状態の電子的性質に
影響することを予測するができ、化学励起に
影響する人工反応場による配座固定の効果
を評価する基礎を固めた。以上より、電荷移
動分解機構における反応中間体の配座の役
割に関する知見を得るには至らなかったも
のの、本問題を研究する基盤が固まった。

(3) 未解明であったイミダゾピラジノン環の
5, 8 位における化学発光性に及ぼす置換基効
果を調査して以下の成果を得た。
①基本的なπ共役置換基であるフェニル
(Ph)基を 5, 8 位に導入した誘導体および 5,8
位を含めた複数の位置に Ph 基を有する誘導
体を合成して化学発光性を調べた(図６)。こ
の結果、5 位への Ph 基導入は量子収率の低下
に働くものの、発光の長波長化には有効であ
り、8 位への Ph 基導入は量子収率の向上と発
光の長波長化に有効であった。Ph 基の二置換
体では、5,8-, 6,8-二置換が量子収率を保持し
たまま、発光波長の制御に有効なことを見出
した。さらに 5,6,8-三置換は発光が最も長波
長であるが、量子収率が低い。以上より、π
共役置換基の導入位置と置換数に対する化
学発光特性の相関が明らかとなり、高性能発
光基質の分子設計指針を確立できた。

図６ フェニル置換位置の効果
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②Ph 基の二置換体の有効性を基に、PE 基を
イミダゾピラジノン環に 2 個導入した 5,6-,
5,8-, 6,8-二置換体を合成し(図７)、化学発光
特性を調べた。この結果、6,8-二置換体が発
光の効率向上と長波長化に働き、高い化学励
起効率を保持した分子設計に有効なことが
わかった。

図７ di-PE 置換基効果

③新たにイミダゾピラジノン環の 2 位のフェ
ニル基上の置換基効果を検討した(図８)。2-
フェニル誘導体の化学発光特性を調査した
結果、置換基は反応速度に影響するものの、
発光効率と波長への影響が小さいことを見
出した。DFT 計算の結果より、ジオキセタノ
ン中間体と分解遷移状態、発光体の励起状態
においてフェニル基のπ共役が働きにくい
電子的性質を持つことが判明し、2 位のフェ
ニル基の化学修飾は化学発光特性を保持し
た分子改良に有効なことがわかった。

図８ 2-フェニル基上の置換基効果
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