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研究成果の概要（和文）：活性酸素種は、生体内のいたるところで細胞内および細胞間情報伝達物質として利用されて
いるだけでなく、炎症や癌などの疾患の発現に関わっている。本研究では、活性酸素種を高感度、定量的かつリアルタ
イムで検出する方法の開発を目指し、ある種の活性酸素種と親和性の高いホウ素を含む化合物の新規合成法を開発する
とともに、多くの海洋生物が利用しているセレンテラジン生物発光系に使用できる新しい発光基質を開発した。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species are not only used as an intra- and intercellular messenger
, but also involved in the onset of diseases such as inflammation or cancer. In this study, we aimed to de
velop an efficient method that can quantitatively detect reactive oxygen species in real time with high se
nsitivity. Since boron shows high affinity toward a certain type of reactive oxygen species, we developed 
a new synthetic method of organoboron-containing componds. We also synthesized a new coelenterazine analog
ue which served as an efficient substrate for a coelenterazine-type bioluminescence system.
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１．研究開始当初の背景 
	
 一酸化窒素やスーパーオキシドアニオン
ラジカルといった半減期が数秒の短寿命活
性種である活性酸素種は、生体内のいたると
ころで細胞内および細胞間情報伝達物質と
して利用されるとともに、炎症や癌などの疾
患の発現に関わる事が知られており、多岐に
渡る生命現象の発現・制御において重要な役
割を担っている。この活性酸素種の様々な生
体分子機能を解明するためには活性酸素種
の観測手法が必要不可欠であり、こうした背
景のもと、これら活性酸素種を検出する目的
でいくつかの蛍光プローブが開発され、活性
酸素種が関わる生体分子機能解析に用いら
れてきた。しかし、蛍光発光を利用した検出
系では、生体組織の自家発光が大きな問題と
なるため、その生体内局在を定量的かつリア
ルタイムで検出する方法の開発が今なお世
界中で活発に行われている。これに対して
我々は、蛍光検出系と比べて 10~100倍高い
感度を有する生物発光検出系を、微量な短寿
命活性種の定量に利用できるのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
	
 上記のような背景のもと、我々は、オワン
クラゲ由来イクオリンをはじめ、ウミシイタ
ケ由来 Renillaルシフェラーゼ、コペポーダ由
来 Gaussia ルシフェラーゼ、デカポーダ由来
Oplophorusルシフェラーゼなど、多くの海洋
生物に共通の発光基質として利用されてい
るセレンテラジン（1、CTZ）に着目した（図
１）。 
 

 
図１．セレンテラジン（CTZ）の構造 

 
	
 本研究では、CTZの構造を適切に改変する
ことで、活性酸素種と特異的に反応して生物
発光を引き起こす、あるいは発光波長が変化
する CTZ類縁体の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）含ホウ素化合物の新規合成法の開発 
	
 生物発光を利用して活性酸素種の一つで
あるスーパーオキシドアニオンラジカルを
検出するためには、スーパーオキシドアニオ
ンラジカルと反応して水酸基へと変換され
るホウ素官能基を含む CTZ 類縁体が有用で
あると考えられる。そこで含ホウ素複素環化
合物の取扱いの習熟に加え、CTZのような含
窒素芳香環化合物への置換基導入法への展

開を念頭に、複雑な置換形式の含ホウ素芳香
族化合物の新規合成手法の開発を検討した。 
 
（２）新規 CTZ類縁体の開発 
	
 活性酸素種と反応し、検出を可能とするた
めの CTZ類縁体の設計指針を得るため、新規
CTZ類縁体を合成し、各種ルシフェラーゼに
対する発光能を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）含ホウ素化合物の新規合成法の開発 
	
 今回、環状ボロン酸ハーフエステルの一つ
である 6-hydroxy-6H-dibenz[c,e][1,2]oxaborin
（以下、ジベンゾオキサボリン）類に着目し
た。ジベンゾオキサボリンは、ホウ素－酸素
結合を同一環状に有する六員環ボロン酸エ
ステル構造を含む三環性の有機ホウ素化合
物であり、o-フェニレンオリゴマーのモノマ
ーとして用いられるなど、様々な分野におい
てその反応性や物性の利用が期待されてい
る。しかし、既存の合成法では適用できる基
質に制限があり、種々の官能基を有する類縁
体の合成が困難であることから、多様な置換
基を持つジベンゾオキサボリン類の効率的
な合成法の開発が望まれている。 
	
 そこで我々は、一方に酸素、もう一方にホ
ウ素を有するユニットを、鈴木－宮浦クロス
カップリングにより連結させることで、多様
な置換基を持つジベンゾオキサボリン類を
効率よく合成できるのではないかと考えた。 
	
 このとき、ホウ素源 3 のホウ酸基を 1,8-ジ
アミノナフタレン（dan）で保護することで、
ホウ素選択的に鈴木－宮浦クロスカップリン
グ反応が進行するように設計した。種々検討
の結果、円滑に反応が進行する条件を見いだ
すことができた。なおその際、クロスカップ
リング体 4は特別な脱保護操作を行うことな
く系中でジベンゾオキサボリン 5へと変換さ
れ、高い収率で望みの生成物を与えることを
見いだした。通常 Bdan 基の脱保護には比較
的強い酸性条件が必要であるがその操作を
行うことなくジベンゾオキサボリン 5が得ら
れたことから、ホウ素－酸素の親和性が高い
ことに加えて、5 の三環性構造の安定性が示
唆された。さらにカップリング基質である酸
素源 2は、２工程でトリフリルオキシ基を有
するホウ素源 3（X = OTf）へと容易に変換で
きるため、本手法は多様な類縁体の合成に適
しており、実際、本手法を用いて様々な置換
基やヘテロ芳香環を有するジベンゾオキサ
ボリン類を効率よく合成することができた
（図２）。 
	
 本合成法の開発過程で得られた知見は、今
後、活性酸素種と反応し得るホウ素官能基を
含む CTZ 類縁体の合成に役立つと期待され
る。 
 



 
図２．ジベンゾオキサボリン類の 

高効率的合成法 
 
（２）新規 CTZ類縁体の開発 
	
 これまでに我々の研究グループでは、CTZ
がいくつかのルシフェラーゼの基質（ルシフ
ェリン）となることを利用し、新しい CTZ
類縁体の合成を基盤として新たな生物発光
系を開発することを目指してきた。CTZを基
質とするルシフェラーゼの一つである
Oplophorus ルシフェラーゼは、分子量が 19 
kDaと 35 kDaの異なる 2種類のタンパク質か
ら構成されており、19 kDa のタンパク質
（19kOLase）がルシフェラーゼの触媒作用を
司る部位であることが分かっている。最近、
この 19kOLaseの 16アミノ酸残基を改変した
変異ルシフェラーゼ（nanoLuc）が 19kOLase
よりも優れた発光特性を示すことが他のグ
ループにより報告された。さらに、nanoLuc
は CTZ の C2 位にフラン環を有する
furimazine と名付けられた類縁体と併せて用
いた場合にレポーターアッセイに有用であ
るとされているが、基質となる CTZ類縁体の
適用範囲に関する詳細は明らかにされてい
ない。 
	
 これに対して我々は、コドン最適化法によ
り nanoLucと同じアミノ酸配列を有するタン
パク質をコードした 19kOLase 変異体である
「nanoKAZ」を独自に開発し、これを用いて
CTZ 類縁体に関する基質特異性を精査した。
その結果、大腸菌細胞において発現させて精
製した nanoKAZあるいは、Gaussiaルシフェ
ラーゼ由来の分泌シグナル配列を融合して
CHO-K1 細胞において発現させた nanoKAZ
のいずれに対しても、bis-セレンテラジン
（bis-CTZ）と我々が新たに合成した 6h-f-セ

レンテラジン（6h-f-CTZ）が furimazine より
も優れた発光特性を示す基質であることを
見いだした（図３）。 
	
 また、nanoKAZ の改変した 16 カ所のアミ
ノ酸残基のうち、発光活性に最も影響の大き
かった３つのアミノ酸残基を特定した。さら
に、その 3 カ所の改変体である「eKAZ」を
作製し、基質特異性を検討した。 
 

 

図３．CTZ類縁体の構造 
 
	
 これらの結果は今後、活性酸素種検出用の
CTZ類縁体の設計と、適切な組み合わせのル
シフェラーゼを選択する上で極めて重要な
知見であると考えている。 
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