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研究成果の概要（和文）：近年、一分子イメージングや超解像イメージングなどの高輝度レーザーを用いる技術
が注目を集めているが、解決すべき最大の問題点の一つが、観察時の蛍光色素の光退色である。本研究課題で
は、蛍光色素の光退色を抑制する新技術の開発に取り組んだ。初年度は、蛍光色素をホスト分子に包摂させるこ
とで、光退色が抑制されるか検討した結果、ある種の色素とホストの組み合わせでは劇的に光退色抑制効果が見
られた。次年度は、希土類イオンを用いて光退色が抑制できることを見出し、そのメカニズムについて考察し
た。

研究成果の概要（英文）：Recently, microscopic imaging techniques with high intensity lasers such as 
single molecule imaging and super resolution imaging have attracted attention. However, one of the 
unsolved problems is photobleaching of fluorophores under the microscopic measurement. In this 
project, we developed new technologies to suppress photobleaching of fluorescent dyes.
In the first year, we investigated whether photobleaching can be suppressed by incorporating a 
fluorescent dye in a host molecule. The photobleaching was dramatically inhibited by an appropriate 
combination of a certain type of dye and host. In the second year, we discovered the anti-fading 
effect of some lanthanide ions. We also considered the anti-fading mechanism.

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 
蛍光イメージング技術は近年の生物学に

欠かせない技術であり、最先端の超解像顕微
鏡や１分子イメージング、さらに生きた動物
個体に適用可能な近赤外蛍光イメージング
等が注目されている。しかしながら、次の課
題が未解決であり、これらの解決が今後の生
体イメージング技術の発展の鍵だと考えら
れた。 
（１）蛍光色素の光安定性を向上させる技
術：高輝度レーザーを用いる顕微鏡技術にお
ける蛍光色素の光安定性は極めて重要な課
題である。三重項消去剤（R. B. Altman et al., 
Nat. Methods 2012, 9, 68）やデンドロン（S. 
K. Yang et al., Nat. Chem. 2013, 5, 692）
を用いた戦略が報告されているが、十分では
ない。 
（２）疎水性蛍光色素の水溶性と細胞膜透過
性を両立させる技術：一般的に長波長の蛍光
色素は疎水性が高く、様々な生体分子に非特
異的に吸着しやすい。それゆえ、Alexa 色素
のようにスルホン酸基が導入されることが
多い。しかしながら、スルホン酸の負電荷に
より細胞膜透過性が消失することが知られ
ており、水溶性と細胞膜透過性を両立させる
分子開発戦略が課題となっている。 
 
２．研究の目的 
蛍光色素を物理的に保護するホスト分子

を用いた超分子設計、ならびに励起三重項状
態を物理化学的に消去する戦略により、蛍光
色素の光安定性の向上技術を開発する。 
 

３．研究の方法 
以下の二つの手法で、蛍光色素の光退色を

抑制できるかどうかを検討した。 
(1) 有機ホスト化合物による包摂体の形成 
(2) 希土類金属イオンを用いた励起三重項
状態のクエンチング 
 

４．研究成果 
(1)蛍光色素を包摂する有機ホスト分子とし
ては cucurbit[n]uril に着目し、中でも蛍光
色素の大きさと近い cucurbit[7]uril (CB7)
および cucurbit[8]uril (CB8)を選択した。
蛍光色素は一般的に使用されているものを
選択し、これらを含む緩衝液に CB 類を添加
し、吸収スペクトル変化からその包摂挙動を
調べた。CB 類は水素結合のアクセプターとし
て働く複数のカルボニル基を有しているこ
とから、カチオン性の色素（ローダミン、シ
アニン類）において良い取り込みが観測され
た。特に立体的に包摂されやすい pyronine Y
は CB7 および CB8 の相方に強く取り込まれ、
550 nm付近の吸収極大値が減少する顕著なス
ペクトル変化が観察された。続いて、これら
の pyronine Y-CB 錯体の緩衝溶液に Xe ラン
プで光照射を行い、その光安定性を調べた。
大気下およびアルゴン雰囲気下の双方にお
いて検討した結果、特に大気条件下において

CB7 が顕著な光安定性向上効果を示した。一
方、CB7 よりも強く錯体を形成した CB8 にお
いては、大気下、アルゴン雰囲気下の双方に
おいて、目立った光安定性の向上は見られな
かった。以上の結果は、ホスト原子による蛍
光色素の包摂が、分子状酸素による酸化反応
を物理的に抑制していることを示唆してお
り、結合強度よりもホストのサイズがその効
果に大きく影響することが示唆された。今後、
本知見をもとに光耐性の優れた超分子型の
色素が開発されると期待できる。 
 
(2) 蛍光色素が光退色を起こす主な原因は、
長寿命の励起三重項状態が起点となり、一重
項酸素の生成やそれによる色素酸化などが
生じるためと考えられる。それゆえ、長寿命
の励起三重項状態を素早く基底状態へと戻
すことにより、色素の光安定性の向上が達成
できると期待される。一般的に、三重項状態
の色素を緩和し基底状態へと戻す物質は
Triplet State Quencher (TSQ)と呼ばれるが、
本研究では希土類イオンがその発光メカニ
ズムから T1 状態の色素のエネルギーアクセ
プターとして働くことで、T1寿命を短縮させ、
その結果光退色を抑制するのではないかと
いう仮説を立てた。複数の希土類イオンを蛍
光色素溶液に添加し、実際に色素の光安定性
を向上させるかどうかについて検討した。希
土類イオンとfluoresceinを水溶液中に溶か
し、そこに光照射した際の褪色による蛍光強
度の減衰の時間変化を測定した。この減衰曲
線を F = F0 exp (-t/τ) + C の式でフィッテ
ィングすることにより蛍光持続時間である
survival time (τ)を算出した。ここに各種希
土類イオンを添加し光安定性の指標である
survival time を そ れ ぞ れ 算 出 し た 。
Pr3+,Nd3+,Eu3+, Ho3+, Er3+などある種の希土類
イオンを添加することによりfluoresceinの
光安定性が向上した。中でも Nd3+イオンを添
加することによりfluoresceinの光安定性が
劇的に向上し、survival time が約 11倍延長
した。 
希土類イオンの抗光退色効果のメカニズ

ムを解明するため、過渡吸収スペクトルを測
定した。過渡吸収スペクトルから、色素の励
起三重項寿命を求め、各種希土類イオンを添
加の影響を調べたところ、光安定性を向上さ
せた希土類イオン添加の際に三重項寿命が
短縮する結果が得られた。最も光安定性を向
上させた Nd3+イオンに対し、色素の励起三重
項寿命と Nd3+の濃度の相関を調べたところ、
三重項寿命の逆数が Nd3+濃度に対し直線のグ
ラフ（1/τ = 1/τ0 + kq[Nd

3+]）に乗り、速度定
数 kq = 2.3 × 108 (M-1･s-1)を得た。 
最後に、Nd3+による三重項状態のクエン

チの原因を調べるために、fluorescein と
Nd3+ イ オ ン を 水 溶 液 中 に 溶 か し
fluorescein を励起した際の Nd3+ イオンの
発光スペクトル測定を行った。Nd3+ イオン
の濃度を固定し、fluorescein の濃度を増加



させると Nd3+ イオンの発光スペクトルの
増大が見られたことから、fluorescein から
Nd3+イオンへとエネルギー移動が起こっ
ていることが示された。これにより、Nd3+

は励起三重項状態の fluorescein からエネ
ルギー移動を起こすことにより、その寿命
が短縮し、それによって抗光退色効果が出
たと推察される。今後、本研究で発見した
現象の一般性を調べることにより、汎用性
のある蛍光色素の光安定化技術に繋がるこ
とが期待される。 
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