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研究成果の概要（和文）：生体内で重要な役割を担うヘムの生細胞中での挙動を直接観測できるツールの開発が
望まれている。本研究期間において、ホスト・ゲスト化学を基盤とし、ヘムに対して高い結合親和性をもつ新規
人工レセプターを設計、合成した。さらに研究を発展させ、中性水溶液中でヘム濃度依存的な蛍光応答を示す人
工ヘムレセプターを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Heme plays important roles in a variety of biological systems and the 
development of tools for the detection of heme in living cells is important for understanding of 
physiological roles of heme.  In this research project, new tweezer-type synthetic receptors that 
form stable complexes with heme were developed.  Moreover, the fluorescent synthetic receptor 
exhibits a heme-concentration dependent fluorescence response in aqueous solution at neutral pH.  

研究分野：ホスト・ゲスト化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体分子を水中で精密に認識する人工レセプターの開発と応用は、ホスト・ゲスト化学の分野において重要な研
究課題の一つである。本研究期間において、生体内で重要な役割を持つヘムに対して高い結合親和性と蛍光応答
性をもつ新規人工レセプターを開発した。今後、本研究で得られた知見を活用し改善を加えることで、ヘムの研
究に貢献できる実用的なツールへと発展させたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
重要な生体分子を水中で精密に認識する人工レセプター（ホスト分子）の開発と生命科学への
応用は、ホスト・ゲスト化学の分野において重要な研究課題の一つである。 
ヘム（鉄-プロトポルフィリン IX錯体）は、生命活動に必須な補因子である。また、ヘム自体
がシグナル分子として様々な細胞機能調節に関わっていることが知られている (Free Radic. Biol. 
Med., 2019, 133, 88) 。しかし、ヘムの細胞内動態や局在についてはいまだに理解されていないこ
とも多く、細胞内ヘムを認識しその挙動を直接観測できるツールの開発が望まれている。このよ
うな背景から、最近、ヘム結合性タンパク質と蛍光タンパク質で構成される蛍光ヘムセンサーが
開発された (ACS Chem. Biol., 2015, 10, 1610; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2016, 113, 7539) 。一方、
ヘムの精密認識に基づく蛍光応答が可能な人工ヘムレセプターを設計、合成できれば、遺伝子工
学的手法を用いない簡便なヘム蛍光プローブとして期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ホスト・ゲスト化学を基盤と
し、ヘム高親和性ピンセット型人工レセプタ
ーの創製を第１の目的とした。さらに、人工
レセプターに蛍光応答性を付与し、細胞内ヘ
ム検出を目指した蛍光プローブの創製を第
２の目的とし研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）抗マラリア薬でありヘム結合親和性をもつことが知られているクロロキンの構造を参考
に、ヘム高親和性新規人工レセプターを設計、合成した。具体的には、スペーサー部位の両端に
4-アミノキノリン部位を有するピンセット型人工レセプター 1 を設計、合成し、ヘムに対する
親和性を評価した。 
（２）合成したヘム高親和性人工レセプター 1 の適切な位置に蛍光色素として sulfo-Cy5 を導
入した蛍光性人工ヘムレセプター 2 を設計、合成した。ヘム認識に基づく 2 の蛍光応答を中性
水溶液中で評価し、さらにヘム認識に基づく 2 の自己集合挙動についても評価した。 
 
４．研究成果 
（１）ヘムに対して高い結合親和性を
持つ新規人工レセプターとして、ピリ
ジン-2,6-ジカルボキサミドスペーサー
の両端に認識部位として 4-アミノキ
ノリン部位を導入したピンセット型
人工レセプター 1 を設計、合成した
（図１）。そして、ヘムの前駆体である
プロトポルフィリン IX (PPIX) および
ヘム (2.4 μM) に対する 1 の複合体形
成能を DMSO/HEPES 緩衝液 (pH 7.4) 
(2:3, v/v) 中、吸収スペクトル滴定実験
により評価した（図２）。 
その結果、PPIX の吸収スペクトル
は、1 の濃度依存的に変化した（図２
a）。その吸光度変化から PPIX と 1 
の 1:1 複合体の結合定数が 4.0×106 
M-1 と算出され、比較的安定な複合体
を形成した。一方、ヘム（ヘミンを使
用）に対して、1:1 複合体だけでなく 
2:1 複合体（ヘム: 1 = 2:1）の生成も見
られたが、 1:1 複合体の結合定数が
PPIX の場合と比べ１桁程度大きい安
定な複合体を形成した。これらの結果
から、本研究で見出した人工ヘムレセ
プターがヘムに対して高親和性を示
すことを明らかにした。また、4-アミ
ノキノリン部位を一つしか持たない
化合物は、PPIXおよびヘムに対して結
合親和性が低下したため、ピンセット
型構造が人工レセプターの分子認識



能に重要であることを確認した。 
低侵襲ながん治療法の一つとして光線力学療法（PDT）が知られている。PDT は、がん組織に
光増感剤を集積させ光照射することにより生成した活性酸素でがん細胞を破壊する治療法であ
る。ヘムの前駆体である PPIX は光増感剤として知られている。そこで、人工レセプター 1 と 
PPIX の複合体形成が PPIX の PDT 活性に及ぼす効果について調べた。具体的には、ヒト大腸
がん細胞である HCT-116 細胞に対して PPIX の光照射 (530-590 nm) による細胞死誘導活性を
評価したところ、PPIX 単独の場合と比べ、1 共存下で光照射による細胞死誘導活性が大きく向
上することを明らかにした。 
 
（２）研究成果（１）に
続いて、ヘム認識に基
づく蛍光応答が可能な
人工レセプターの開発
に着手した。ヘム認識
能を有する 4-アミノ
キノリン部位を二つも
つピンセット型分子に 
sulfo-Cy5 を蛍光色素
として導入した蛍光性
人工レセプター 2 を
設計、合成した（図３）。
蛍光性人工レセプター 
2 は、HEPES 緩衝液 pH 7.4 (0.10 M NaCl および 1% DMSO を含む）中でヘムと複合体を形
成し、ヘムの濃度依存的に蛍光強度が顕著に減少した(図４a)。一方、4-アミノキノリン部位を
一つしか持たない 3 は 2 と比べヘムに対する蛍光応答性が低下した。さらに、ヘム認識部位
を持たない 4 ではヘムによる蛍光強度変化はほぼ見られなかった(図４b）。 
人工レセプター 2とヘムの複合体形成について詳細な検討を行った結果、2 はヘムと複合体
形成することで自己集合が促進され、数百ナノメートルの凝集体を生成することを動的光散乱
法による粒子径測定および透過型電子顕微鏡観察により明らかにした。種々の検討の結果、疎水
性のヘムと 2 の複合体が両親媒性を持つことが自己集合挙動を引き起こす主な要因であること
が示唆された。 
次に 2 の蛍光応答のヘム選択性を検討した。その結果、ヘムの分解産物であるビリベルジン
やビリルビンに対してヘムと同程度の蛍光応答を示したため、蛍光性人工レセプターのヘム選
択性が課題として残った。 
今後、本研究で得られた知見を活用し、改善を図ることでヘム高選択的な認識能を有する実用
的な新規人工レセプターの開発を進める。 
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