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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、最小の蛍光分子の開発と細菌が分泌する鉄キレート剤（シデロフォア）へ
の導入を行った。蛍光分子は、独自に開発した発色団1,3a,6a-トリアザペンタレン(TAP)を基盤とし、紫色から赤色ま
での全ての波長領域をカバーする種々のコンパクト蛍光分子の開発に成功した。また、腸炎ビブリオ細菌が分泌するビ
ブリオフェリンおよびサルモネラ菌が分泌するエンテロバクチンなどのシデロフォアの化学合成に成功し、適当な部位
に種々のTAPを導入することに成功した。現在、これらのTAP導入シデロフォアを用いて、特定の細菌検出を検討中であ
る。

研究成果の概要（英文）：Novel smallest fluorescent molecules were developed, and they were introduced to 
siderophore that is secreted by microorganism as a natural iron chelator. We succeeded to produce various 
compact fluorescent molecules that cover all color region from blue to red on the basis of new 
fluorescent chromophore 1,3a,6a-triazapentalene originally developed in our laboratory . In addition, 
vibrioferrin and enterobactin as the siderophore of Vibrio parahaemolyticus and salmonella respectively 
were efficiently synthesized. Furthermore, the introduction of various TAPs to vivrioferrin and 
enterobactin was also achieved. The detection and identification of specific microorganism by using 
TAP-siderophore are currently underway in our laboratory.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
 病原性細菌による食中毒は近年において
も大きな社会問題となっており、食中毒細菌
の簡便な検出や同定法の確立が求められて
いた。また、通常微生物を同定するためには、
微生物を培養した後に、形態学的検査、生化
学的検査、血清学的検査、あるいは遺伝学的
検査が用いられるが、これらはいずれも時間
と高度な技術を必要とする。以上のことから、
より簡便かつ迅速な微生物の検出・同定法が
求められていた。 
 
２．研究の目的 
 
 哺乳動物に感染している微生物類は常に
鉄欠乏状態にあることから、鉄イオンとの親
和力の高い特異なキレート剤（シデロフォ
ア）を分泌し、鉄イオンをその錯体として効
率的に宿主から奪い取ろうとしている。この
ため、様々な細菌由来のシデロフォア・鉄錯
体を感染性微生物に与えてやると、微生物は
自種類のシデロフォア・鉄錯体を認識して迅
速に取り込むと予想される。どのシデロフォ
ア・鉄錯体が取り込まれたかを検出できれば、
感染性微生物の迅速な同定が可能である。こ
の新規同定法の可能性を明らかにするため
に、１）細菌に取り込まれることで蛍光波長
を大きく変化させる蛍光プローブの作製、
２）蛍光プローブを導入した各種シデロフォ
アの化学合成、３）生きた細菌での各種蛍光
シデロフォアの取り込み観察を行い、本法に
よる細菌の検出限界を明らかにする。 
 
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)を基盤とした
種々の高機能性蛍光プローブの創製と蛍光
試薬としての一般化を行う。 
 その後、種々の TAP 誘導体を用いて、細胞
内への取り込を検出するのに最適な TAP 蛍
光プローブを決定する。 
 ついで最適 TAP 型蛍光プローブを導入し
た細菌由来のシデロフォアを化学合成し、鉄
イオンセンサーとしての機能についても検
討する。 
 最後に、実際に生きた細
菌に蛍光シデロフォア・鉄
錯体を取り込ませる。この
取り込みによる蛍光変化
を観測し、新たな細菌検出
法としての可能性を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) 新規蛍光分子 TAP を新たな機能性蛍光
プローブとして展開するために、まずは蛍光
波長を赤色領域まで拡張させることを目的

として検討を行った。Push-Pull 効果による長
波長シフトを期待して、TAPの 5位に電子供
与性の置換基を導入することを試み、以下に
示す 5 位置換基導入体の one-pot 合成法を確
立した。 
 

 
 
種々の置換基を 5位に導入し、その蛍光を測
定したところ、期待した長波長シフトは観測
されなかったが、蛍光光度が大幅に増大する
ことが明らかとなった。これにより、TAP誘
導体は、5 位で蛍光強度を、2 位で蛍光波長
を制御できる画期的な蛍光発色団であるこ
とが明らかとなった。 
 5 位置換基導入による蛍光波長の変化は観
測されなかったことから、2 位ベンゼン環状
の電子密度をより減少させることによって、
蛍光波長をより長波長へとシフトさせるこ
とを試みた。すなわち、ベンゼン環上の o位
に、立体的に小さくかつ強い電子求引性を示
すシアノ基を導入したところ、シアノ基を一
つ導入した誘導体は黄色の蛍光色を示し、二
つ導入した誘導体では赤色の蛍光色を示し
た。この黄色の誘導体は、メチルエステル部
位を N-ヒドロキシサクシンイミド体へと変
換することで、アミンの蛍光標識試薬として
一般的化することに成功した。この標識試薬
は、種々のアミノ酸やペプチドのアミノ基と
円滑に反応し、効率良く蛍光標識化できるこ
とが明らかとなった。 
 

 

 

 



なお、この黄色蛍光 TAP 誘導体は、水中で
は殆ど光らなかったが、脂溶性環境では強い
蛍光を示した。その環境応答性から、本 TAP 
誘導体は、細胞に取り込まれることで強い蛍
光を発する望む蛍光プローブとして働くこ
とが期待できた。 
  
(2) 細胞に取り込ま
れることで、蛍光強
度が大幅に変化する
か調べるために、先
の黄色蛍光  TAP を
種々の細胞に処理し
たところ、TAP誘導体は円滑に細胞内へと取
り込まれ、細胞内からの黄色蛍光が容易に観
測出来た。これより、黄色蛍光 TAP誘導体は、
細胞に取り込まれる前（水中）では全く光ら
ず、細胞内へと取り込まれることによって強
い蛍光を発する、取り込み検出プローブとし
て機能することが明らかとなり、細菌の取り
込みを検出できる蛍光プローブを得ること
に成功した。なお、この取り込みによる細胞
毒性は全く観測されなかったことから、TAP
は他の生物活性分子の機能解明にも有効な
小型蛍光標識基であることが明らかとなっ
ている。 
 
(3) 取り込み検出プローブが作製できたこと
から、次に細菌のシデロフォアの化学合成と
TAPの導入を検討した。シデロフォアとして
は、重篤な食中毒を引き起こす腸炎ビブリオ
が分泌するビブリオフェリンと、サルモネラ
菌が分泌するエンテロバクチンを標的とし
た。まず、鉄イオンに対する親和性が最も強
いとされているエンテロバクチンへの TAP
導入を試みた。 
 基本骨格となるセリンの 3 量体は セリン
--ラクトンの 3 量化反応によって容易に合
成できた。次に、TAPを導入したカテコール
ユニットとの縮合反応を行ったところ、TAP
が容易に分解し、単離・精製が困難であるこ
とが分かった。そこで、TAP上の電子密度を
低下させる目的で、TAPの 3位にアセチル基
を導入した誘導体を用いたところ、望む TAP
導入エンテロバクチンを得ることに成功し
た。 
 TAP-エンテロバクチンはアルコール溶媒
中（水に不溶）で弱い蛍光を発していたが、
鉄イオンを加えるとその蛍光は消失した。当
初は鉄イオンとの錯体形成によって、蛍光色
を変化させ鉄イオンセンサーとして働くこ
とを期待したが、蛍光が消失する結果となっ
た。しかしながら、本蛍光プローブは鉄イオ
ンとの錯体を形成している間は消光してい
るものの、鉄イオンを放出することで蛍光が
復活すると期待できる。これは、エンテロバ
クチン・鉄錯体が細菌内に取り込まれた後、
どの段階で鉄イオンを切り離しているかを
知る画期的なプローブとなる。また、細菌に
取り込まれることで、消光から蛍光へと変化

することから、細菌による取り込みを検知で
きる、望みのプローブとして機能することが
明らかとなった。 

 

 

 
 
 ついで、ビブリオフェリンへの TAP導入を
試みた。TAPを導入する部位としては、鉄錯
体形成に影響を及ぼさないと考えられるメ
チル基の先に導入することを試みた。そこで、
アラニン部位をリシンやシステインなどに
変更し、それらの側鎖官能基を介して TAPを
導入することとした。まずはクエン酸部位の
不斉合成が必要となったが、リンゴ酸をテン
プレートとする不斉アリル化反応を駆使す
ることで、クエン酸部位の不斉合成を達成し
た。ついで、アラニンに代わる種々のアミノ
酸とクエン酸とをエタノールアミンを介し
て連結し、最後にケトグルタル酸部位との縮
合によって、ビブリオフェリンの誘導体を得
た。システインのチオール残基を介して TAP
を導入した基質は痕跡量しか得られなかっ
たため、リシンを介して黄色蛍光 TAPを導入
した誘導体を合成した。現在、このものの精
製法を検討中である。 

 

 
 



また TAP類は、トリアザペンタレン骨格から
2 位置換基への charge-transfer によって励起
されていることを DFT 計算より明らかにし
た。 

HOMO LUMO  

 以上、現在までに２種の TAP導入シデロフ
ォアの化学合成に成功したことから、今後は
実際に生きた細菌による合成シデロフォア
の取り込み実験を行い、本細菌同定の新原理
が実際に適用可能について検証を行う。 
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