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研究成果の概要（和文）：精神疾患や認知症の克服に資するため、神経回路研究用の高感度な低分子プローブを
開発することを目的とした。種々の新規なキノリルピロール類を合成し，電位応答を測定したところ，このうち
の一つが117 mVの膜電位変化に伴って蛍光強度が6.8倍ほど増大させることがわかった。この色素はHEK293細胞
やマウスNeuro2A細胞での検討も行った。以上の成果は学協会誌論文および学会等で発表した。

研究成果の概要（英文）：We synthesized novel environment-sensitive fluorophores using a unique 
fluorogenic core quinolyl-pyrrole (QP). The obtained dyes showed strong fluorescence 
solvatochromism, but their absorption spectra remained nearly unchanged. The introduction of a 
dimethylaminophenylethynyl moiety at the quinoline side of the QP resulted in a change in the 
fluorescence color from blue to red within a narrow relative permittivity range of roughly 2-10. The
 dye reflected voltage changes across liposomal membranes, showing a 3.7-fold enhanced fluorescence 
intensity when tested under the same conditions as di-4-ANEPPS, a popular voltage sensitive dye, 
which only changed its fluorescence intensity by a factor of 1.2. The voltage sensitivity of the dye
 was calculated to be 2.3%/mV. These dyes may be utilized for the studies on the activities of 
neurons or chloroplasts.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 蛍光プローブ　膜電位　神経細胞　イメージング　超分子　ケミカルバイオロジー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，新たな高感度膜電位感受性色素を開発する基礎ができたことは，神経回路の解析研究の進展を通
して，将来の精神疾患や認知症、神経疾患の克服に資すると期待される。また，合成したキノリルピロール類の
蛍光特性の解析により，これらが強いソルバトクロミズムを示すことを明らかにできた。このことは今後，高感
度な膜電位感受性色素の分子設計指針の確立に利用していく予定である。さらに本研究は，蛋白質中のヒスチジ
ン残基に選択的に反応するリンカー分子を見出した。この分子は神経細胞標的型プローブの開発だけでなく，
様々な生体関連分子の開発に利用できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
精神疾患や認知症、神経疾患の克服は、我が国の重要取り組み事項とされている。バイオイ
メージングはミクロレベルでの細胞研究の重要なツールであり、急速に発達するイメージング
技術に対応した分子プローブの開発は急務である。例えば、ニューロンの活動電位を蛍光蛋白
質で精度よく読み取ることは難しく、また市販の膜電位感受性蛍光色素では電位変化 1 mVあた
りの蛍光強度の変化は 0.1 %以下、最新の報告でも 0.48 %であった。しかし、高精度な神経回
路解析を実現するためには 1 mVあたり 1 %以上の高感度が必要である。 
研究代表者は膜電位感受性蛍光色素の合成や、光線力学的治療用光増感剤の合成を研究して
きた。その中で，フェニレンエチニレン分子ワイヤー部をもつ新規な膜電位感受性蛍光色素が
細胞膜に局在することや、ラット Neuro A細胞とリポソームモデル系のいずれでも膜電位に応
答することを見い出した。また，合成研究が少ない 2-(2’-ピリジル)ピロール類について一連の
新規な誘導体を合成し，ストークスシフトや溶媒効果の非常に大きい新規化合物を得ることが
できた。2-(2’-ピリジル)ピロール誘導体が，メラノーマ細胞の増殖を阻害することも見い出し
た。 
そこで研究代表者は，以上の知見に基づき，フェニレンエチニレン分子ワイヤー部や 2-(2’-
ピリジル)ピロール誘導体を構造モチーフとすることにより，新規な膜電位感受性蛍光色素の開
発を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
精神疾患や認知症の克服に資するため、神経回路研究用の低分子プローブを開発することを
目的とした。具体的な目標は次のようである。①高感度な膜電位感受性蛍光色素（VSD）の開
発（目標：1 mVあたり 1％以上の蛍光強度変化）。②神経細胞を光で操作するための低分子プロ
ーブの開発（目標：神経細胞に特異的に集積する分子プローブや、細胞膜のイオン透過性など
を変える超分子プローブなど）。 
 
３．研究の方法 
(1) 高感度な膜電位感受性蛍光色素の開発 
蛍光発色団（キノリル-ピロール類）と分子ワイヤーを結合させて，細胞膜の深さ方向に挿入
できるような長い分子を合成する。これによって膜電位のわずかな変化を感じ取り，分子内電
荷移動などの物性への影響を介して，蛍光の変化を起こさせることを目指した。 

 
(2) 神経細胞を光で操作するための低分子プローブの開発 
オリゴデンドロサイトに特異的に集積する性質をもつアジリジンの誘導体化を検討した。こ
のアジリジン類を「リンカー」として種々の色素に導入し，オリゴデンドロサイト標的型色素
の開発を目指した。また，光異性化の可能な部位を導入した色素を合成した。 
 
４．研究成果 
(1) 高感度な膜電位感受性蛍光色素の開発 

Isatin類と 2-acetylpyrroleから種々の新規な誘導体を合成することができた。11種類の化
合物の紫外可視吸収および蛍光発光スペクトルを測定したところ，特に強い電子供与基を
有する化合物 6, 7は低極性溶媒中で，その極性のわずかな変化に伴って青から赤までの広
い蛍光色を示すことを見い出した。各種溶媒中のストークスシフトと配向分極率（溶媒の
極性の指標）を元に Lippert-Mataga plotを作成して解析したところ，化合物 6, 7は，代表
的なソルバトクロミック蛍光色素である prodan よりも強いソルバトクロミズムを示すこ
とがわかった。予備的な分子軌道計算から、化合物 6, 7の蛍光ソルバトクロミズムは分子
内電荷移動 (ICT) に起因することが示唆された。また，化合物 7は、低極性環境では蛍光
ソルバトクロミズムを示し、それ以上の高極性環境では光誘起電子移動により消光するこ
とが示唆された。このように、低極性環境下のみで大きな蛍光色の変化を示す蛍光色素は，
細胞膜内でわずかな環境変化（電位変化）に応答する膜電位感受性色素に適していると考
えられた。 
そこで，これらの色素の電位応答を，リポソームとバリノマイシンを用いたモデル系で測
定した。化合物 7は 117 mVの膜電位変化に伴って，蛍光強度を 6.8倍ほど増大させること
がわかった。この変化は市販の膜電位感受性色素よりもかなり大きい。この電位応答性は分子
構造に強く依存し，ピリジル基や分子ワイヤーの有無で大きく変化した。このことから，蛍光
発色団を分子ワイヤーと組み合わせる本研究の設計指針の妥当性が示唆された。 
これらの色素の細胞内局在を HEK293細胞，Neuro2A 細胞を用いて検討したところ（連携
研究者），化合物 7は細胞膜に局在せず，内膜系に移行する傾向が見られた。そこで両親媒性
を改良し，細胞膜に局在する化合物 12を得ることができた。パッチクランプ法を用いて，膜電
位とこの色素の蛍光強度との相関を調べたが（連携研究者），強光下で褪色しやすいことがわ
かった。したがって，これをライブイメージング用の VSDとするには，より褪色しにくい蛍光
発色団の利用が必要であると考えられた。 
引き続き，光安定性の改良を行いながら，キノリルピロール類やその他の蛍光発色団の検討
を行う予定である。また，心筋等のイオンチャネル標的薬のスクリーニングなど，強光が不要



な条件下での応用や，培養細胞制御技術などへの応用も目指したい。 
 
(2) 神経細胞を光で操作するための低分子プローブの開発 
オリゴデンドロサイトに集積する性質をもつアジリジンの誘導体のうち，特に生理活性を有
するアジリン類に着目した。アセト酢酸エチルを原料とし、種々の新規な 3-メチルアジリン類
を合成することができた。このうち，エチニル基をもつ誘導体について，アルコール，アミン，
チオール，カルボン酸などの求核試薬に対する反応性を検討した。その結果、ヒドロキシ基、
カルボキシ基、チオール基に対する反応性が低いこと，アミンに対する反応性は非常に高く，
特に 2級アミンはこのアジリンの 3位に選択的に付加することがわかった。さらに，このアジ
リンはアミノ酸のうちヒスチジンを特異的に付加させることがわかった。ヒスチジン選択的な
リンカー分子はほとんど例がなく，プローブ分子を特定の部位に修飾するための有用なツール
となると期待される。この分子を用いて，引き続き神経細胞標的型プローブの開発を進めてい
く予定である。 
また，光異性化部位を導入した色素を合成し，リポソームとバリノマイシンを用いたモデ
ル系で測定したところ，市販の膜電位感受性色素よりも高い感度を示すことを確認した。 
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