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研究成果の概要（和文）：光スイッチング型RESOLFT超解像蛍光イメージングのための最適な蛍光スイッチング分子を
開発するために、本研究では、優れた光反応性と高い繰り返し耐久性を有するジアリールエテンに、(1)可視光に対す
る光応答性を付与し、(2)水溶液環境下においても高効率な蛍光スイッチングを示す蛍光スイッチングシステムの開発
を目的とした。
本研究において、可視光に対して光反応性を示す分子を開発するための一般的な分子設計指針を明らかとすることがで
きた。また、ナノ粒子化することにより、水溶液中での安定な蛍光スイッチングを達成できるだけでなく、高効率な非
線形蛍光スイッチングシステムを構築できることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop the suitable fluorescent photoswitchable molecules, which 
have photoreactivity for visible-light and show the stable fluorescence photoswitching even in the 
aqueous conditions, toward RESOLFT super-resolution fluorescence microscope in this study.
In this study, we successfully prepared a visible-light reactive diarylethene (DAE) derivative by 
introducing an aromatic dye at the reactive carbon atom of the DAE unit, optimizing orbital level of each 
component, and controlling the mutual orientation of the aromatic dye and the DAE unit.
In addition, we successfully prepared a highly efficient fluorescent photoswitchable nanoparticle (NP). 
Such NPs show the non-linear fluorescence photoswitching behavior at very low photoreaction conversion 
yield. This “giant amplification of fluorescence photoswitching” represent an extremely promising and 
challenging step toward the application for RESOLFT super-resolution fluorescence microscope.

研究分野： 光化学

キーワード： 蛍光　フォトクロミズム　超解像蛍光イメージング　ジアリールエテン
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１．研究開始当初の背景 
光学顕微鏡は微細な構造を非破壊・非接

触に観測することができる簡便な手法とし
て、様々な研究分野で広く用いられている。
通常の光学顕微鏡は光の「回折限界」と呼
ばれる壁に阻まれ、従来は用いる光の波長
の半分程度の空間分解能しか得ることがで
きない。しかしながら、1994 年に Stefan W. 
Hell 博士らにより、「光応答の飽和を利用す
ることで光の回折限界は超えられる」とい
う概念が提唱され (S. W. Hell et al., Opt. 
Lett., 1994, 19, 780)、近年その概念が実証さ
れた。それ以降、光の回折限界を超える空
間分解能を有する超解像蛍光顕微鏡技術が
次々と登場してきており、ここ数年で急速
な発展を遂げている最もアクティビティー
の高い研究分野のひとつである。事実（本
研究課題遂行中に）、この超解像蛍光顕微鏡
技術に対して、2014 年度の「ノーベル化学
賞」が与えられたことからも、本研究分野
の重要性を容易に伺うことができる。研究
開始当時の時点において既に、超解像を達
成するための基本的な原理は確立されつつ
あり、研究のストリームとしては、空間分
解能の向上だけでなく、時間分解能の向上、
複数の分子種の同時観測や生体機能の可視
化などを可能とする「新たな蛍光分子の開
発」に研究の焦点が移行してきていた。そ
の中でも特に、発光点外辺の消光を誘導放
出により行うのではなく、蛍光スイッチン
グ分子の可逆的な光異性化反応の飽和現象
を用いる“光スイッチング型 RESOLFT 顕
微鏡”という手法に注目が集まってきてお
り、それを可能とする理想的な蛍光スイッ
チング分子の開発が切望されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 光スイッチング型 RESOLFT 顕微鏡のた
めの蛍光スイッチング分子に要求される特
性として、高い蛍光量子収率、繰り返し耐
久性、および優れた光反応転換率（蛍光消
光比）などが挙げられる。加えて、理想的
な空間分解能を達成するには、蛍光励起と
蛍光スイッチングを独立の波長の光で行え
ること（この機能を非破壊読み出し機能と
いう）も必要とされる。しかしながら、ほ
とんどの蛍光スイッチング分子は、蛍光分
子を励起する波長の光により蛍光のスイッ
チング（光反応）も同時に引き起こす。ま
た、ほとんどの蛍光スイッチング分子が水
に溶解しにくく、蛍光スイッチングを誘起
するために紫外光の照射を必要とするなど、
超解像蛍光顕微鏡技術の最も大きな応用分
野である生化学実験への応用を目指す上で
大きな弊害となっていた。 
 そこで、本研究では“光スイッチング型

RESOLFT 顕微鏡”のもつポテンシャルを
最大限に引き出すことが可能な、水溶液中
で安定な蛍光スイッチング特性と高い繰り
返し耐久性を示し、かつ非破壊読み出し機
能を有する蛍光スイッチング分子を開発す
ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 上述の目的を達成するために、本研究で
は、優れた光反応性と高い繰り返し耐久性
を有するジアリールエテンに、(1)可視光に
対する光応答性を付与し、(2)水溶液環境下
においても高効率な蛍光スイッチング挙動
と非破壊蛍光読み出し特性を示す蛍光スイ
ッチングシステムを設計・合成することに
集中的に取り組んだ。開発した分子の分子
物性を詳細に調べることにより、可視光に
対して光反応性を示すスイッチング分子を
開発するための一般的な分子設計指針を明
らかとする。また、単純に水溶性の置換基
を分子に導入するだけでなく、ナノ粒子化
などの手法を用いて、水溶液中での安定な
蛍光スイッチングを達成することを試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 可視光で可逆的なフォトクロミック反
応を示すスイッチングユニット（ジアリール
エテン）に対する分子設計指針の解明：可視
光のみで可逆的なフォトクロミック反応を
示す分子を設計するための最も簡便なアプ
ローチとして、両異性体の吸収波長を可視域
までシフトさせることが考えられる。そのた
めには分子骨格の共役系を拡張することが
望ましいものの、ジアリールエテンの分子骨
格の外側に共役長を拡大していくと、その光
反応性が著しく損なわれる問題があった。こ
の原因は、共役長が外側に拡張することによ
り、反応に関与するジアリールエテンのヘキ
サトリエン骨格上に電子が存在しにくくな
るためだと考えられている。 
 

図１ 可視光のみでフォトクロミック反応を
示すジアリールエテンのための分子設計 
 
そこで、本研究では、ジアリールエテンの

反応点炭素に可視域に吸収を有する蛍光色
素を共役系が繋がる形で導入することで、ヘ
キサトリエン骨格上に電子を局在させたま
ま、ジアリールエテン開環体の共役長を拡張
させることを試みた（図 1）。いくつかの分子



を合成した結果、可視光で可逆的なフォトク
ロミック反応を示す分子と、いかなる波長の
光を照射しても全くフォトクロミック反応
を示さない分子が存在することが明らかと
なった。分子軌道計算を用いた理論解析を行
った結果、ジアリールエテンユニットと蛍光
色素の LUMO レベルを同程度に近づけること
で両ユニット間に強い相互作用が生じ、分子
軌道がジアリールエテンのヘキサトリエン
部位と蛍光色素の両方に局在化することが
明らかとなった。また、ジアリールエテンユ
ニットと蛍光色素の分子の配向を直交させ
ることで、閉環体の状態における蛍光色素と
ジアリールエテンユニット間のエネルギー
移動を回避することができ、可逆的なフォト
クロミック反応を達成できることが明らか
となった。これらの知見を基づき、最終的に
可視光のみで両異性化反応ともに高い光反
応転換率（> 90%）を示す蛍光性ジアリール
エテン 1（図 2）を開発することに成功した。
本研究で明らかとなった分子設計指針は、一
般性の高いものであるため、より長波長側の
光（例えば、近赤外光）で可逆的なフォトク
ロミックを示す分子を開発することも可能
になると期待される。（T. Fukaminato, et al., 
J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 17145-17154） 
 

図２ 可視光のみで可逆的なフォトクロミズ
ムを示す蛍光性ジアリールエテン 1 
 
(2)水溶液環境下において効率良い蛍光スイ
ッチングを示す分子システムの開発：水溶液
中での高効率な蛍光スイッチングを達成す
るために、従来よく用いられる水溶性置換基
を分子内に導入して水溶性を付加するアプ
ローチではなく、非水溶性であることを積極
的に利用し、水溶液中で安定なナノ粒子を形
成するような新しい蛍光スイッチング分子
の開発に取り組んだ。ナノ粒子は通常の蛍光
少分子と比較して、耐久性がより高いことや、
検出できるフォトン数が多いなどの利点を
持つだけでなく、100 ナノメートルオーダー
サイズの粒子は生細胞への取り込みが容易
に起こることが明らかとなっており、生化学
的な応用を目指す上で非常に有利である。し
かしながら、ナノ粒子などの固体状態におい
ても優れた蛍光特性を維持したまま、効率よ
く蛍光スイッチングを達成できるような分
子は、ほとんど報告されていなかった。 
 その背景の中、我々は会合状態においても

高い蛍光特性を示すベンゾチアジアゾール色
素を導入した蛍光性ジアリールエテン誘導体
2（図3）が、水溶液中に分散されたナノ粒子
の状態において非常に高効率な蛍光スイッチ
ング特性を示すことを見出した。 
 

図３ 蛍光性フォトクロミックナノ粒子2 
 
 分子 2 は紫外光－可視光照射に伴い、THF
溶液中において可逆的なフォトクロミズム
を示し、開環体（2a）の状態で強い蛍光性(Φ
f = 0.67)を有していた。一方、閉環体（2b）
の状態は非蛍光性であり、分子 2は溶液中に
おいて、分子内エネルギー移動機構により 2b
の生成量に比例して線形的に蛍光が消光す
る蛍光スイッチング挙動を示すことが認め
られた（図４、■）。続いて、ナノ粒子状態
におけるフォトクロミック特性および蛍光
特性を調べた結果、ナノ粒子の状態において
も高い蛍光性を保持しており(Φf = 0.65)、
フォトクロミズムに伴い可逆的に蛍光強度
が変化することが認められた。しかしながら、
溶液状態の時とは異なり、わずか数%の 2bが
生成しただけで、系全体の蛍光が完全に消光
する非線形蛍光スイッチング挙動を示すこ
とが明らかとなった（図４、●）。 
 

図４ 溶液状態（■）およびナノ粒子状態（●）
におけるフォトクロミズムに伴う蛍光スイ
ッチング挙動 
 
 蛍光寿命測定や理論解析により、多数の分
子が近接して存在するナノ粒子内において、
ひとつの蛍光性分子（2a）がクエンチャーで
ある非蛍光性分子（2b）へと変化すると、そ
の周囲にある多数（約 400 個）の 2a 分子か



らの蛍光が長距離分子間エネルギー移動に
より効率良く 2b に移動し、非線形的に蛍光
が消光されることが明らかとなった。この特
性は可逆的な蛍光スイッチングを達成する
ために必要なフォトン数を大幅に減らせる
ことを意味しており、システムとしての安定
性の向上にも繋がるものと期待される（J. Su 
et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 
3362-3366: ‟Hot Paper”および‟inside back 
cover”に採択）。また、単一粒子レベルでも、
同様の高効率な非線形蛍光スイッチング挙
動、高い繰り返し耐久性、および（擬似的な）
非破壊蛍光読み出し機能が確認された。 
 以上の成果は、本研究の目的である(1)可視
光に対する光応答性、および(2)水溶液環境
下においても高効率な蛍光スイッチング挙
動と非破壊蛍光読み出し特性を示す蛍光ス
イッチングシステムとして一定の要件をそ
れぞれ満足しうるような分子を設計・合成
できたことを意味している。現在、実際に
これらの分子を用いた超解像蛍光イメージ
ングの研究が進行しており、その有用性が
近く証明されるものと期待される。 
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