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研究成果の概要（和文）：本研究において、近赤外光領域の蛍光色素であるSi-rhodamine (SiR)類を基礎骨格として、
無蛍光性のQSY類と同様に、キサンテン環3,6位のN原子に芳香環を結合させることで無蛍光性にすることを行った。SiN
Q類をデザイン・合成した結果、蛍光量子収率は溶媒のpHや極性に依存せず0.001以下であった。特にN原子がインドリ
ン構造を形成しているSiNQ780は650ー900 nmと広範囲に吸収波長を有していた。SiNQ780を用いて近赤外MMP活性検出蛍
光プローブを開発し、皮下腫瘍モデルマウスにおいて腫瘍部位を蛍光にて検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Near-infrared (NIR) fluorescence probes based on the Forster resonance energy 
transfer (FRET) mechanism have various practical advantages, and their molecular design is generally 
based on the use of NIR dark quenchers, which are non-fluorescent dyes, as cleavable FRET acceptors. 
However, few NIR dark quenchers can quench fluorescence in the Cy7 region (over 780 nm). In this 
research, we developed Si-rhodamine-based NIR dark quenchers (SiNQs), which show broad absorption 
covering this region. They are non-fluorescent independently of solvent polarity and pH. To demonstrate 
the usefulness of SiNQs, we designed and synthesized a NIR fluorescence probe for matrix 
metalloproteinase (MMP) activity using SiNQ780. This probe could detect MMP activity in vitro, in 
cultured cells and in a tumor-bearing mouse by NIR fluorescence. We believe SiNQs will be useful for the 
development of a wide range of practical NIR fluorescence probes.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
蛍光イメージング技術は、生命科学研究及び
臨床医療においても無くてはならない技術
となっている。一方、動物個体内での蛍光イ
メージングにおいて、組織透過性及び自家蛍
光を考慮した場合、励起波長は一般に言われ
る 650 nm 以上ではなく実用的には 700 nm 以
上(同時に蛍光波長も 700 nm 以上となる)で
あることが望ましい。また、現在使用されて
いる近赤外蛍光消光団として「QSY-21」や
「BHQ-3」、「IRDye QC-1」が挙げられるが、
「QSY-21」は 700 nm 以上の蛍光を消光させ
るためには十分に長い波長の吸収スペクト
ルを有しておらず、一方、「BHQ-3」は 750 nm
に至る長い波長の蛍光を消光させることが
できるが、分子構造中のアゾ基の開裂に起因
する生体内での不安定性が報告されている。
さらに、「IRDye QC-1」は酸性条件下におい
て蛍光上昇が観察されるなど問題点があっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ラットやマウスなどの動物個体
内において生体分子可視化ツールとして機
能し、生命現象の解明や医用診断薬開発に繋
がる近赤外蛍光プローブの開発を見据えた、
近赤外蛍光に対応した「蛍光消光団」の開発
を目的とした。近赤外蛍光プローブの開発に
は、近傍の近赤外蛍光団の蛍光を十分に消光
可能な「消光団」が有用であるが、前述の通
り、現在市販されている近赤外蛍光を消光可
能な「消光団」は生体内での安定性に大きな
問題があった。そのため、優れた消光団の開
発は近赤外蛍光プローブの開発研究の分野
においてブレイクスルーとなりうる。例えば、
このような消光団と蛍光団とを任意の標的
酵素の認識配列のペプチド鎖で繋ぐことで
蛍光を十分に消光し、標的酵素による認識配
列の切断によって大きな蛍光上昇を引き起
こすことができる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究において、可視光領域の蛍光に対応し
た蛍光消光団「QSY 類」の消光に着目した 
(図 1)。QSY 類はローダミン類のキサンテン
環 3,6 位の N 原子に芳香環が結合しており、
励起状態においてこの芳香環が結合した N  

 
図 1 QSY7の化学構造と光学特性：(点線枠)
芳香環が結合した N 原子近傍の回転により
無蛍光性化していると考えた 

原子近傍の回転に由来する無輻射的失活に
より、溶媒の pHや極性によらず無蛍光性で
あると考えた。本研究では、このような QSY
類の消光機構を近赤外蛍光色素へと応用す
ることで、近赤外光領域に対応した新たな蛍
光消光団の開発を行った。 
 
４．研究成果 
フェルスター共鳴エネルギー移動(Förster 
resonance energy transfer；FRET)とは、エ
ネルギードナー及びエネルギーアクセプタ
ーとなる２つの色素が近傍に存在し、かつエ 
 
(a) 

 
(b) 

 

  
図２ (a) SiNQ660と SiNQ780の化学構造と
光学特性 (PBS中(pH 7.4))；(b) メタノール
中での SiNQ660 (上)と SiNQ780 (下)の吸
収・蛍光スペクトル (吸収スペクトル(赤)及
び蛍光スペクトル(青)) 



ネルギードナーの蛍光スペクトルとエネル
ギーアクセプターの吸収スペクトルに良好
な重なりがある場合、エネルギードナーの励
起エネルギーがエネルギーアクセプターへ
と無輻射的に移動する現象であり、生体内で
のプロテアーゼ活性を検出する蛍光プロー
ブの開発において蛍光制御原理として汎用
されている。特に、FRETのエネルギーアク
セプターとして無蛍光性の色素である蛍光
消光団を用いた off/on型の蛍光制御法は、バ
ックグラウンド蛍光を低く抑えることで高
い S/N を達成できる有用な分子設計法であ
る。しかしながら、前述の通り、既存の近赤
外光領域の蛍光消光団は報告が少なく、報告
されている蛍光消光団も pHの低下に伴い蛍
光上昇を示すなど問題がある。そこで、本研
究では、溶媒の pHや極性によって消光能が
影響されない近赤外光領域に対応した新規
の蛍光消光団の開発を行った。具体的には、
近赤外光領域の蛍光色素である Si-ローダミ
ン (Si-rhodamine；SiR)類においても、キサ
ンテン環 3,6位のN原子に芳香環を結合させ
ることで無蛍光性にすることができるか検
討 を 行 っ た 。 つ ま り 、 SiNQ 
(Si-rhodamine-based NIR dark quencher) 
660 及び SiNQ780 をデザイン・合成し、そ
の光学特性を調べた(図 2)。その結果、SiNQ
類の蛍光量子収率は、溶媒の pHや極性に依
存せず、0.001 以下の無蛍光性であることが
分かった。特に、N原子部位がインドリン構
造を形成している SiNQ780は 650­900 nm
に幅広い範囲の吸収スペクトルを有してお
り、近赤外光領域に対応した蛍光消光団とし
て優れた特性を持つことが分かった。しかし
ながら、SiNQ780 は水溶性の低さや水中で
の安定性に問題があり、更なる改良が必要と
された。そこで、SiNQ780 に構造修飾を加
えることで、水溶性や水中での安定性の改良
を行った。具体的には、スルホ基の導入によ
る水溶性の向上と、ベンゼン環部位への二つ
の置換基の導入によるキサンテン環 9位に対
する水分子の求核攻撃の抑制を行い、その結
果、高い水溶性及び水中での高い安定性を示
す近赤外光領域に対応した蛍光消光団
wsSiNQ780の開発に成功した(図3)。さらに、
開発した蛍光消光団を用いてマトリックス
メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (Matrix 
metalloproteinase；MMP)活性を検出する近
赤外蛍光プローブの開発を行った(図 4)。
MMP は細胞外基質の分解において中心的な
役割を担う酵素であり、がん、動脈硬化、関
節リウマチ、パーキンソン病など様々な疾患
でその発現が報告されている。そのため、
MMP の酵素活性を検出することは基礎生命
科学研究のみならず、病態イメージングにお
いても有用である。開発したプローブは酵素
反応前には十分に消光されており、酵素反応
後に大きな蛍光上昇を示した (図 5)。さらに、
実際に本プローブを皮下腫瘍モデルマウス
へと応用したところ、腫瘍部位でのMMP活

性に由来する蛍光上昇を観察することに成
功した(図 6)。 

 
図３ 水溶性及び水中での安定性を改良した
蛍光消光団 wsSiNQ780の化学構造；(点線
枠) キサンテン環 9位に対する水分子の求核
攻撃の抑制のために導入した二つの置換基 
 

 
図４ 開発した MMP 活性を検出する近赤外
蛍光プローブの分子構造 

 

 
図５ 開発したMMPプローブのMT1-MMP
との酵素反応前後での蛍光スペクトル(反応
前(赤), 反応後(青)) 
 

     

図６ HT-1080 細胞により作成した担癌モ
デルマウスでの MMP 活性の in vivo 蛍光
イメージング像(プローブ投与後 240 分)；
MMP プローブを尾静注により投与 (100 
μM MMP プローブ  in 100 μL PBS 
containg 1% DMSO as a cosolvent)；Ex. = 
704 nm, Em. = 760 nm 
 
このように、近赤外蛍光色素である Si-ロー
ダミン類のキサンテン環 3,6位のN原子に芳



香環を結合させることで、Si-ローダミン類を
無蛍光性化することができることを見い出
し、新たな近赤外光領域に対応した蛍光消光
団の開発に成功した。これらの主な成果は、
国際特許に出願したほか、学術雑誌 Journal 
of the American Chemical Societyにて発表
した。 
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