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研究成果の概要（和文）：有機蛍光色素を用いたバイオイメージングの発展の鍵の一つは、蛍光色素の「耐光
性」の向上にあり，本研究では、耐光性に優れた色素群の開発に取り組んだ。ラダー型有機リンπ電子系を基本
骨格とする蛍光色素を開発し、構造を強固にする架橋部位の耐光性に寄与する影響を明らかにした。合成に成功
した色素を実際に超解像STED顕微鏡観察に用い、細胞小器官の繰り返しSTED観察が可能なことを示した。

研究成果の概要（英文）：In the current fluorescence imaging in biology, one of the key issues from 
the materials side is to improve photostability of organic fluorescent dyes. We have achieved the 
synthesis of highly photostable fluorescent molecules with ladder-type phosphorus-containing 
skeletons and elucidated the impact of the bridging moiety that makes the pi-skeleton rigid. With 
the photostable dye in hand, we have achieved the repeated observation of subcellular structures by 
super-resolution stimulated emission depletion (STED) microscopy. 

研究分野：合成化学
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１．研究開始当初の背景 
 有機蛍光色素を用いたより精緻で高度な
非侵襲バイオイメージングの実現は，生物学
分野の基礎研究の発展だけでなく，先端的な
医療や診断システムの開発にもつながる．こ
の発展の障壁の一つとなってきたのが有機
分子の“robustness”の問題である．その一例は，
2014 年ノーベル化学賞の対象となった超解
像 STED（stimulated emission depletion）イメ
ージングにも見ることができる．この顕微鏡
技術は，従来の蛍光顕微鏡の限界をはるかに
上回る空間分解能を可能にし，バイオイメー
ジング分野にブレークスルーをもたらした．
しかし，励起光とそれをドーナツ状に取り囲
んだ STED光という 2種類の強いレーザーの
照射を必要とするために，有機蛍光色素の褪
色が激しく，繰り返し測定が困難など，実践
的応用の観点でこの技術の本来の有用性を
十分に引き出せていないのが現状である．現
在最も広く用いられている耐光性に秀でて
いるといわれている蛍光色素ですらその耐
光性は十分ではない．蛍光色素に求められる
種々の要素の中でも，この耐光性は STEDイ
メージング技術を汎用的な手法として実用
レベルに押し上げる上での最大のボトルネ
ックとなっているが，有効な分子設計指針は
未だ確立されていない． 
 
２．研究の目的 
 この問題に対して我々はこれまで，1) 電子
求引性の典型元素置換基の導入による電子
構造修飾と，2) ラダー型平面固定による構造
強化の 2つの分子設計をもとに取り組んでき
た．その一つとして，電子求引性の P=O二重
結合を導入したπ共役骨格をラダー型に平
面固定化した化合物が，極めて高い耐光性を
もつことを見いだした．本研究ではこの予備
的成果を突破口に，構造−物性相関の解明を
もとにした耐光性発現の鍵になる構造的要
素の追究と，STED イメージングを格段に進
歩させる有機蛍光色素ライブラリーの創出
を目的とした． 
 バイオイメージングのための蛍光プロー
ブの開発は，もちろんこれまで広範に研究さ
れているが，その大半はローダミンやフルオ
ロセインなどの代表的な基本骨格の修飾に
焦点をあてたものである．これに対し，まっ
たく新たな有機リン骨格で超耐光性という
難関の物性の実現を目指す点が本研究のユ
ニークさである．分子骨格を最適化し，抗体
認識部位の導入などの官能基化を施し，すぐ
に実践的に使える形まで造り込むことによ
り，生物学者が数ある蛍光プローブの中でも
第一に選択するような世界スタンダードな
有機色素ライブラリーの開発できれば，今後
の生物学研究の発展に極めて大きな貢献が
為せるはずである．そのための基盤となる
知見の集積に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 

 我々が既に合成に成功している超耐光性
とも形容できる特性をもつ化合物は，電子求
引性の P=O 二重結合を含むベンゾホスホー
ル P-オキシドを電子受容性部位に用い，電子
供与性のトリフェニルアミン骨格を導入し
た骨格をもつ．これまでに，この骨格が，環
境の極性に応答する蛍光プローブとして有
用であることを脂肪細胞の分化過程の可視
化により実証してきた[1,2]．さらにこの構造
を，炭素架橋部位を用いてラダー型に平面固
定化することにより，ほぼ完璧な耐光性を獲
得できることを発見した [3]．合成した
C-Naphoxは，耐光性に優れているといわれる
Atto 488が 35%まで分解する強い光照射条件
下においても，99%の初期蛍光強度を維持で
き，実際の STED イメージングにおいても，
50 回の繰り返し観察後も 83%以上の蛍光強
度を保持できるという結果であった．そこで
本研究では，この予備的成果を糸口に，耐光
性色素骨格の構造−物性相関に解明を行うと
ともに，より生物学的応用が可能な形への造
り込みを行った． 

４．研究成果 
(1) 超耐光性に及ぼす構造的要因の解明：ケ
イ素架橋ベンゾホスホール色素の開発 
 上述の通りこれまでに，架橋構造により平
面固定化したアミノ置換ベンゾ[b]ホスホー
ル-P-オキシド誘導体 C-Naphoxが，既存の蛍
光色素と比較して圧倒的に高い耐光性をも
つことを見出し，従来の色素では実現困難な
STED 顕微鏡での繰り返し観察が可能となる
ことを示している．この並外れた耐光性を実
現するための分子設計指針についてさらな
る知見を得るとともに，励起および発光波長
のさらなるチューニングを行うことを目的
とし，架橋部位に異なるかさ高さの置換基を
もつ炭素およびケイ素架橋ベンゾホスホー
ルオキシドを合成し，架橋部位が光学特性や
耐光性に及ぼす効果について検討した． 
 ケイ素架橋体の合成は，アリールアセチレ
ン前駆体の分子内 trans-ハロホスフィン化反
応と続くケイ素置換基の導入，そして Rh 触
媒を用いた C−H／Si–H カップリング反応に
よって達成した．また，炭素架橋体で，架橋
部位にメチル基を導入した化合物に関して
も，これまでの合成法を修飾することにより
初めて合成した． 
 得られた一連の化合物の物性を評価した
結果，ケイ素架橋ベンゾホスホールオキシド
では，ケイ素の電子的効果により，約 30 nm
長波長側に吸収および蛍光を示すことに加
え，架橋部位の置換基のかさ高さが超耐光性
の実現に重要であることを明らかにした．す
なわち，ケイ素架橋鎖をもつ場合でも，ケイ
素上にメチル基を導入した場合には，耐光性
が顕著に低下してしまうが，ケイ素上にフェ
ニル基を導入することにより，十分な光安定
性が得られるという結果である． 



 また，一連の炭素架橋体の合成も新たに達
成し，ケイ素で見られた構造効果が当てはま
ることがわかった．すなわち，メチル基を導
入した場合には，炭素架橋鎖であっても十分
な対抗性は得られず，よりかさ高いフェニル
基の導入が必須であるという結果である． 
 これらの知見は，超耐光性蛍光色素の分子
設計に重要な指針を与えるものであり，特に，
励起・発光波長の微調整も考慮すると，ケイ
素架橋部位を導入するのも一つの有用な方
法論になることを示す結果である． 
 
(2) 環境応答性をもたない水溶性超耐光性色
素の開発と 3D STED への展開 
 上述の C-Naphox の開発は，STEDイメー
ジングの繰り返し撮像を可能にすることか
ら，3D STED イメージングへの応用が期待
できる．しかし，実際の研究現場での応用の
観点からは，C-Naphoxにはいくつか改善す
べき要素がある．一番の問題は，脂溶性の高
さで，非特異吸着をおこしてしまう点である．
また，蛍光を発する骨格がドナー・アクセプ
ター型であるため，励起状態での分子内電荷
移動性の高さに起因して，水中などの極性の
高い媒体中では極度に長波長シフトした発
光を示すものの，その量子収率は顕著に低下
してしまうという問題がある．さらに，抗体
修飾などを可能にする官能基がないという
点も，この色素の利便性を下げる要因になっ
ている．これらの問題点を克服し，汎用性の
高い超耐光性蛍光プローブの開発に取り組
んだ．種々の検討の結果，これらの問題点を
すべて克服した第二世代の超耐光性ホスホ
ール色素の開発に成功した． 
 この構造修飾の鍵は，C-Naphoxで重要な
役割りを担っていたアミノ基を除去し，アリ
ール基でのπ共役骨格の拡張を行ったこと
である．これにより，電子遷移の性質を分子
内電荷移動性からπ−π*遷移性に変えるこ
とができ，その結果，この化合物は，水中と
いう極性溶媒中においても蛍光量子収率 0.6
程度の強い蛍光を示した．この修飾は，吸
収・蛍光波長の大幅な短波長化を引き起こし
てしまうのが問題であったが，ベンゾホスホ
ール骨格を修飾することにより，この問題を
克服した．さらに，抗体修飾が可能なカルボ
キシ基も導入することができた． 
 得られた化合物を実際に IgG 抗体に導入
した色素を用い微小管の染色実験を行った
ところ，超解像レベルの解像度で繰り返し撮
像が可能であることがわかった．さらに，z-
スタック撮像により，3D イメージの構築が
可能なことも実験的に示した．また，既存の
同波長領域に吸収・発光をもつ色素と併せて
用いることにより，色素の耐光性の強弱を利
用したマルチカラーイメージングが可能な
ことも示し，耐光性蛍光色素の新たな利用価
値を示した．これらの結果は，この新規蛍光
色素が，生物学研究に広く利用されうる可能
性もつことを示す結果といえる． 
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