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研究成果の概要（和文）：単分子で白色の蛍光を示す新規蛍光分子を開発した。この単分子白色蛍光分子は約数分の光
照射によって分解し、青色蛍光を示す分子へと変換されたことから、本蛍光分子はタンパク質の標識化の過程を蛍光色
の変化で検知できる有用な光親和性標識基となることが示唆された。また、黄色や赤色を示すコンパクトな蛍光分子、
チオールのみと特異的に反応し、蛍光を大きく増大するチオールセンサーの開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：A white-light-emitting molecule was developed. Since the fluorescence color of 
this molecule was changed from white to blue by UV irradiation within several minutes, this molecule was 
suggested to be a useful photoaffinity probe that can detect the labeling process of target protein by 
the observation of fluorescence color change. Furthermore, development of yellow and red fluorescence 
compact molecules and novel thiol sensor, substantially increasing the fluorescence intensity by the 
specific addition of thiol groups, were achieved.

研究分野： 有機合成化学
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1. 研究開始当初の背景 
 
 光親和性標識法 (photoaffinity labeling) は、
生物活性低分子化合物と標的タンパク質を
光照射により不可逆的な共有結合でクロス
リンク（架橋）させる標識化法である。本法
を用いて生きた組織や細胞中に存在する標
的タンパク質を直接的・選択的に標識するこ
とが出来れば、自然な状態での内在性タンパ
ク質の動的解析が可能となる。これには、１）
低分子リガンドの細胞内での挙動追跡、２）
相互作用している状態での光照射、３）細胞
へのダメ―ジを軽減する最小限の光照射、４）
標識化タンパク質と残存低分子プローブと
の区別、などを可能にする革新的なプローブ
の開発が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
 我々は、光親和性標識(photoaffinity labeling)
に関わる全てのプロセスを可視化するとい
う新しい概念を提案する。すなわち、1,3a,6a-
トリアザペンタレン(TAP)の蛍光特性を利用
することで、「生物活性化合物の細胞内挙動→
タンパク質との相互作用→共有結合形成（ク
ロスリンク）→標識化されたタンパク質の追
跡」の全てのプロセスを可視化できる画期的
な光親和性ラベルを設計・合成・検証する。
これにより、生物活性低分子化合物の標的タ
ンパク質を生きた細胞内で直接的・選択的に
標識化し、その標識化されたタンパク質の働
きを細胞内で直接解析できる画期的なツー
ルを当該領域の研究者に提供する。 
 
３．研究の方法 
 
 当研究室で開発された
最 小 の 新 規 蛍 光 分 子
1,3a,6a-triazapentalene 
(TAP)を基盤として新たな
光親和性標識基の開発を
行う。すなわち、１）短波長領域に吸収帯を
持ち、光照射によって蛍光を発しながらナイ
トレンを発生する TAP 誘導体、および２）長
波長領域に吸収帯を持ち、かつ周囲の環境に
応答して蛍光波長を変化させる TAP 誘導体
をそれぞれ開発する。それらの TAP 誘導体が
開発できれば、光親和性標識基として、二つ
の TAP 誘導体とリガンド導入部位を併せ持
つ化合物の開発を行う。この光親和性標識基
を生物活性化合物に導入することで、以下の
ような標識が可能となる。すなわち、長波長
側の蛍光で組織内での挙動追跡を行い、標的
タンパク質との相互作用を確認した段階で
短波長側の光照射によってナイトレンを発
生させる。このとき、短波長側の蛍光によっ
てナイトレンの発生を確認し、細胞への光照
射を最小限にする。ついで、標識されたタン
パク質を長波長側の蛍光で追跡するという
ものである。 

 
以上の新規光親和性標識基の開発を目指し、
本研究では先の二つの TAP 誘導体の開発を
試みた。 
 
４．研究成果 
 
 まずは長波長の蛍光を示す安定な TAP 誘
導体の開発に取り組んだ。TAP の蛍光波長は
２位置基の電子求引性に応じて長波長側に
シフトすることから、2 位のベンゼン環に電
子求引基を導入していくことにした。種々の
電子求引基を有するフェニルアセチレン誘
導体 2 とアジド 3 との click 反応は円滑に
進行し、望む TAP 誘導体 1 を高収率で与え
た。検討の結果、4 位にメチルエステルを有
する 1a では緑色、2 位にシアノ基と 4 位メ
チルエステルを有する 1b では黄色、2, 6 位
にシアノ基と 4 位メチルエステルを有する 
1c は赤色の蛍光を示した。以上のようにして、
黄色および赤色の長波長の蛍光を示す TAP
誘導体を創製することに成功した。また 1b 
は、メチルエステル部位を加水分解によりカ
ルボン酸へと変換後、スクシンイミドエステ
ル (NHS) とすることでアミンの標識試薬と
した。この NHS 体は種々のアミンと容易に
縮合し、得られた縮合体は強い黄色の蛍光を
示した。従って、4 位のメチルエステル部位
を生物活性化合物との連結部位に利用可能
であることを明らかにした。 

 
 
 長波長蛍光を示す TAP 誘導体の開発に成
功したことから、次に光照射により分解する
と共に蛍光色を変化させる誘導体の開発に
取り組んだ。TAP の蛍光は TAP 環から 2 位
置換基への CT 遷移であることが計算によ
り明らかになっている。そこで、２位置換基



にナフタレン環を導入すれば、TAP 環からの
CT 遷移とナフタレン環の局所励起により２
種類の異なる発光メカニズムが可能と考え
られた。すなわち、TAP 環が光照射により分
解すれば発光メカニズムが変化し波長変化
を誘起すると予想された。そこで、ナフタレ
ン環上に種々の置換基を有する 2-ナフチル
-TAP 誘導体を合成し、それらの蛍光特性を調
査した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その結果、電子求引性の置換基としてスル
ホン酸メチル、スルホニル基、およびシアノ
基を有する誘導体が白色の蛍光を示すこと
が明らかとなった。スルホン酸メチルを有す
る基質 1d の蛍光スペクトルを測定したと
ころ、460 nm と 572 nm の二つの蛍光極大を
有しており、この二つの蛍光極大が全波長領
域をカバーしていることによって白色蛍光
を発していることが分かった。また、1d は
365 nm の光を照射した直後は二つの蛍光極
大を示しているものの、連続的な光照射を行
うと、約 5 分後には 572 nm の蛍光極大は消
失し、460 nm の蛍光のみとなった。これによ
り、連続的な照射により白色蛍光は数分で青
色の蛍光へと変化する。572 nm の蛍光は
TAP 環からナフタレン環への CT 遷移である
ことが計算により示唆されていることから、
連続的な光照射により 1d の TAP 環が分解
したことが示唆されている。現在、光照射に
よる分解物の構造を解析中であるが、超低濃
度条件でのみ単一の生成物を与え、通常の濃
度では複雑な混合物を与えることから、分解
過程でナイトレンが生じているものと考え
られる。従って、ナフタレン環に直結したTAP
誘導体は、活性ナイトレンの消失を蛍光色の
変化で検知できる光親和性標識基となる可
能性が示唆された。今後は、分解の過程を明
らかにし、2-ナフチル-TAP を用いたクロスリ
ンク実験に取り組む予定である。 
 

 
 
 また、生物活性化合物に TAP を導入する基

質として、アミンを標的とした先の NHS 体
の他に、チオールを標的としたビニルケトン
体の開発も行った。すなわち、2 位にフェニ
ル基を有していないコンパクトな標識基と
して TAP-VK1 を開発した。TAP-VK1 は種々
のチオールと特異的に反応し、アミンやアル
コール類とは全く反応しなかった。また、チ
オールが付加することによって、蛍光強度が
大幅に増強された。これにより、TAP-VK1 が
全て反応せずに残った場合にも、残存蛍光と
して蛍光観察に干渉しないことが期待され
た。実際に、過剰の TAP-VK1 を用いて生理
活性ペプチドを標識し、その反応混合物をそ
のまま細胞に処理することも可能であった。
すなわち、過剰の TAP-VK1 は蛍光を発する
ことなく、望む標識体のみの挙動追跡が可能
であった。さらに、TAP-VK1 はチオールのみ
と特異的に反応し、反応後には蛍光強度を大
幅に増大させることから、チオールセンサー
としての利用も期待されている。今後は
TAP-VK1 の蛍光特性を利用して、病気の診断
薬などの開発を行っていく予定である。 
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