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研究成果の概要（和文）：本研究では、特定の波長の光を照射することで蛍光をスイッチングさせるプローブの
開発に取り組んだ。優れた光異性化能を有するアリルアゾピラゾール（AAP）を消光基と蛍光色素の位置制御に
用いたSCプローブの合成と評価を行い、SC1では約60%、SC2、SC3では約40％の蛍光強度のスイッチングを達成し
た。さらに、繰り返し光照射を行った際にも安定的に蛍光スイッチングを起こすことが確認され、高い光安定性
を有する蛍光スイッチングプローブの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed photoswitching fluorescent probes by light 
irradiation. We synthesized and evaluated a series of photoswitching probes comprised of a 
fluorophore, a quenching group, and an arylazopyrazole (AAP) as a structural controller. AAP has 
excellent photochromic property and triggers  fluorophore/quencher contact quenching and its 
recovery upon photoirradiation. The control of fluorescence quenching enabled switching of 
fluorescence intensity of about 60% for SC1 and about 40% for SC2 and SC3. Furthermore, we 
demonstrated reversible photoswitching without any additive and resistance to photobleaching and 
photofatigue after repeated cycles of photoirradiation.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 光スイッチング　蛍光プローブ　光異性化　超解像イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光スイッチング分子は、光照射により蛍光強度を制御できる性質を持ち、超解像顕微鏡法で、光の回折分解能
を越えて生体分子の局在を可視化するために用いられる。これらの分子を用いた超解像顕微鏡による生物学研究
への応用においては添加剤の使用や光安定性の欠如など未だ課題があったが、今回開発した分子スイッチングの
メカニズムを利用することで、添加剤フリーで蛍光強度が繰り返し変化することが明らかとなり、今後の超解像
イメージングに応用することで、長時間の微細構造の観察による生命科学研究の進展が期待される。

※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 
蛍光スイッチング分子は光照射により蛍光強度を制御できる性質を持ち、材料分野で応用され
ているが、近年バイオイメージングの分野においても注目されている分子である。特に、超解像
顕微鏡法において、光の回折分解能を越えて生体分子の局在を可視化する際に蛍光スイッチン
グの原理が利用されている。蛍光スイッチング分子を必要とする超解像顕微鏡法の一つに高い
時空間分解能を有する RESOLFT が挙げられる。これまでに、RESOLFT では、蛍光スイッチ
ング分子として、蛍光タンパク質が用いられてきた。一方、蛍光タンパク質は光褪色しやすいた
め、光照射を繰り返す長時間のイメージングでは蛍光シグナルが徐々に減弱することが問題と
なっていた。また特に１分子ごとに蛍光像を取得する手法において、蛍光蛋白質は発現量のコン
トロールが難しく、蛋白質分子の大きさに由来する分解能の制限も存在している。この点で化学
的に合成された蛍光色素は優れており、可逆的な蛍光スイッチング制御を可能とする。このため、
より光安定性の高い合成蛍光色素を用いた蛍光スイッチング分子の開発が期待されている。し
かしながら、現在報告されているものとして、シアニン系色素やジアリールエテンがあるが、シ
アニン系色素は、蛍光スイッチングに細胞毒性のあるチオールを用いる必要があり、ジアリール
エテン類は光褪色しやすいことや、生細胞イメージングで必要な水溶性もしくは細胞膜透過性
がないことが問題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この問題を解決するために、光照射により分子構造を変化するアリルアゾピラゾー
ル（AAP）というフォトクロミック分子に着目した。AAP は，二つの異なる波長の光を照射す
ることで E-Z 異性化反応を引き起こし、その異性化効率は極めて高い（～98%）。また、光照射
後の Z 体は光スイッチング分子として知られるアゾベンゼンと異なり、熱異性化反応がほとん
ど起こらず、熱安定性に極めて優れている。本研究では、この AAP の分子構造の変化を利用し
て、蛍光色素の光褪色が起こらず、毒性のある添加物を必要としない蛍光スイッチング分子を開
発する。 
 
３．研究の方法 
AAP を構造制御分子として用いた蛍光スイッチング分子を設計した。これらの分子には AAP の
末端の一つに蛍光色素(F)が繋がれ、もう一方の末端にコンタクトクエンチングを引き起こす消
光分子(Q)が連結されている（Figure 1）。AAP が、E 体を形成するとき、蛍光色素と消光分子
が空間的に離れ、Z 体のときに両分子が会
合し消光すると考えた。異なる構造のリン
カ ー で 繋 い だ 分 子 を 複 数 設 計 し 、
MacroModel を用い、分子力学計算に基づ
いた構造シミュレーションを行うことでバ
ーチャルスクリーニングした。 
これらのスイッチング分子を合成し、光照
射を行い、AAP の異性化に伴う吸収スペク
トルの変化を観察した。加えて、光照射後
に蛍光スペクトルを測定し、異性化によっ
て蛍光強度が変調するかどうかを調べた。 
 
４．研究成果 
蛍光色素としてテトラメチルローダミン
（TAMRA）を、消光分子としてジニトロベンゼ
ン（DNB）を選択し、これらの分子を繋ぐ分子を
AAPとして蛍光スイッチング分子 SC1-3 を設計
した（Figure 2）。TAMRA は光褪色に極めて強
い有機蛍光色素としてよく知られている。また、
DNB はコンタクトクエンチングにより TAMRA
の蛍光を強く消光することを申請者のこれまで
の研究で明らかにしている。AAP が E 体のとき
は、TAMRA と DNB が空間的に離れていて、光
照射により AAP が Z 体になると、TAMRA と
DNB が分子内で会合し蛍光強度が低下すると期
待した。これらのプローブは Macromodel によ
る分子力学計算を用いた構造最適化により、E 体
では会合せず、Z 体で会合する確率が高いことが
示唆された。 

Figure 1. AAP を利用した蛍光スイッチング分子の
デザイン 

Figure 2. SC1-3 の化学構造 



 
SC1-3 の光照射に伴う吸収スペクトル変化を測
定したところ、365 nm の光照射、続く 530 nm
の光照射により 330 nm 付近のスペクトルが変
化した。これはそれぞれ、AAP の Z 体、E 体へ
と変化と対応しており、いずれのプローブにお
いても光照射に伴う AAP の E-Z 異性化反応が
起きていると確認された（Figure 3）。一方で、
蛍光色素由来のピークである 550 nm 付近のピ
ークにおいて光照射に伴う変化は見られず、遊
離の蛍光色素と比較しても大きなシフトは見ら
れなかった。したがって、DNB と TAMRA との
会合は起きていないと考えられる。また、SC1-
3 の光照射に伴う蛍光スペクトルの変化を測定
したところ（Figure 3）、SC1 においては E 体
での蛍光強度に対して Z 体の蛍光強度は 58%低
下した。SC2、SC3 においては E 体での蛍光強
度に対して Z 体の蛍光強度は 43%低下した。し
たがって、いずれの分子も光照射に伴う蛍光の
スイッチングを起こすことができたと言える。 
また、蛍光スイッチングプローブをイメージン
グに応用する際には繰り返し光照射を行うた
め、繰り返し光照射を行った際の光安定性を検
証した。スイッチングに用いる 365 nm の光と
530 nm の光を交互に、蛍光強度の変化がなくな
るまで照射し、その際の蛍光強度を照射回数に
応じてプロットした（Figure 4）。SC1-3 のいず
れにおいても照射回数によって蛍光強度の変化
は一定であり、蛍光強度の増大や蛍光褪色は見
られなかった。したがって、今回開発したスイッ
チングプローブは共に高い光安定性を有し、複
数回繰り返して蛍光スイッチングが可能なプロ
ーブであると示された。 
今回開発した光スイッチング分子 SC1-3 は添加
剤なしで光照射により蛍光強度を変化させるこ
とが示され、繰り返しの光照射に対して褪色す
ることなく蛍光強度の変調が可能であることが
示された。この性質を利用すれば、RESOLFT を
利用した超解像イメージングによって、生体分
子の微細構造の観察に応用できるものと考えら
れる。さらに蛍光スイッチング分子の性能向上
と、生体分子へのコンジュゲーションを含めた
応用研究を進めることで、化学分子デザインの
先導による生命科学と顕微鏡開発への貢献が期待できる。 

Figure 3. SC1-3 (a-c)の光照射による吸収ス
ペクトル（左）と蛍光スペクトル（右）の変化 

Figure 4. SC1-3 (a-c)の繰り返し光照射によ
る蛍光強度の変化 
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