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研究成果の概要（和文）：本研究では、ホタルの発光現象を利用して生体分子を可視化する基盤技術の確立とそ
のイメージングへの応用を目指して研究を行った。具体的には、励起状態における電子移動を制御することで標
的の生体分子が存在する時だけ発光を示す性質をもつ発光基質を開発する。その実現のために様々なテスト化合
物を合成する中で、当初発光が消光すると考えられた発光基質から想定以上の発光強度が観測された。このよう
な報告は知られておらず、発光反応を高効率化するための知見が得られたと言える。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a molecular design for visualizing
 biomolecules utilizing firefly bioluminescence, and to apply the bioluminescence probes to in vivo 
imaging. Specifically, the bioluminescence of the probes is quenched by electron transfer in the 
excited state, but when target biomolecules exist, the probes can emit light due to chemical change 
of the quenching moiety. For investigation of the strategy, various test substrates were synthesized
 and the properties were evaluated. Among them, the luminescence was observed from substrates that 
are considered to be quenched, and the intensity was quite high. The result may be applied to new 
strategy for design of highly luminescent substrates.

研究分野： ケミカルバイオロジー、イメージング、分析化学
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１．研究開始当初の背景 
生物発光法は、蛍光法とともに生物学領域

で汎用される光検出法のひとつで、luciferin
（基質）と luciferase（酵素）による化学反
応に基づいている。励起光を必要としないこ
と、効率の良い発光反応であることから、バ
ックグラウンドノイズのない高感度な検出
が特長である。そのため、生物発光法は生き
た動物個体内での測定に適している 1。しか
しながら、基質特異性の高さや発光反応の制
御が難しいことから、生体分子や生体内イベ
ントを細胞レベルで検出・可視化する「機能
化」研究はまだ端緒についたばかりである。
特に理論的に機能化を行うための分子技術
基盤の確立が必要とされていた。 
申請者はこれまでに生体分子の活性を生

きた動物個体内で可視化する発光分子プロ
ーブの開発を行ってきた。プローブの理論的
分子設計のための制御原理として、蛍光プロ
ーブで汎用されている光誘起電子移動(PeT)
のコンセプトが生物発光プローブの開発に
応用できることを示し(BioLeT と呼ぶ)、実際
に一酸化窒素(NO)検出プローブや反応性の
高い活性酸素種(hROS)を検出するプローブ
の開発に成功した（図１）2,3。すなわち、標
的分子がない場合は電子移動により発光を
示さないが、標的分子が存在するとプローブ
の構造が変化し電子移動が起こらなくなり、
発光を示すようになる。これらのプローブは
ラットを用いたイメージングにおいて蛍光
プローブよりも極めて高感度に標的分子を
イメージングできることを実証してきた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
生物発光プローブの分子設計法は蛍光プ

ローブに比べると選択肢が少なく、現状では
標的分子のバリエーションは少ない。そこで、
本研究においては申請者がこれまでに提案
したコンセプトを拡張し、標的分子の多様化
を進め生物発光プローブの汎用性を高める
ことを目的とする。PeT においては‟励起分
子への電子移動"（アクセプター型 PeT）と
ともに‟励起分子からの電子移動"（ドナー型
PeT）によるプローブ開発例も少なくない 4。
そこで、これまで開発してきたアクセプター
型 BioLeT ではなく、ドナー型 BioLeT が発
光の制御原理に適用できないかを検討する
（図２）。すなわち、アクセプター型と比べ
逆向きの電子移動現象が起こるか検証し、生

物発光プローブの制御メカニズムに応用で
きないか研究を進める。ドナー型 BioLeT を
制御原理に用いた生物発光プローブ群の開
発を行い、標的分子の多様化を進める。また、
これまでの研究を発展させ、アクセプター型
BioLeT を用いた新規生物発光プローブの開
発も進める。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1) ドナー型 BioLeT による発光制御の検討
と閾値の推定 
 生物発光において励起分子からの電子移
動による消光現象が起こるかどうかを検証
する。ドナー型 PeT の研究から、電子移動は
LUMO エネルギーの低い構造へ起こること
が分かっている。よって、基質近傍に LUMO
エネルギーの低いベンゼン環構造（ニトロベ
ンゼンなど）を持った化合物を合成し、その
発光特性を調べドナー型 BioLeT の現象を証
明する。また、電子移動は一定の LUMO エ
ネルギー以下になると起こることが報告さ
れている。そこで、その閾値を推定するため
に、様々な LUMO エネルギーレベルを持っ
たベンゼン環部位を基質の発光特性を精査
して、LUMO エネルギーレベルと発光特性の
関係性を明らかにしていく。 
 
(2) アクセプター型 BioLeT による新規生物
発光プローブの開発 
 申請者がこれまでに提案した制御原理を
利用した生物発光プローブの開発を行う。本
研究では酸化ストレスマーカーとして知ら
れているマロンジアルデヒド(MDA)を検出
する生物発光プローブの開発に着手する。
MDA は多価不飽和脂肪酸が活性酸素種やフ
リーラジカルと反応した後に、更に複数の反
応を経て生成され、脂質過酸化を反映してい
ると考えられている。現在用いられている吸
光度の変化から測定する手法では、血漿や組
織ホモジネートなどの生体サンプルの場合
バックグラウンドが高くなるケースがある
が、励起光を必要としない生物発光ならその
ような問題を克服できる。 
 
４．研究成果 
(1) ドナー型 BioLeT による発光制御の検討
と閾値の推定 
一般的にニトロ基を有する構造は LUMO

エネルギーが低く、様々な蛍光色素の蛍光を
電子移動により消光することが知られてい
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図１. 生物発光プローブの構造と制御メカ
ニズム 

図２. アクセプター型 BioLeT とドナー型
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る 4。そこで、ドナー型 BioLeT による消光
現象を確認するためにニトロベンゼンをも
つ発光基質の合成を行った（図３）。合成に
成功し、luciferase との酵素反応を行ったと
ころ、強い発光が観測された。非常に LUMO
エネルギーの低いジニトロベンゼンでも発
光が観測されたことより、基質とニトロベン
ゼンの間にリンカーとして炭素３つを有し
ている基質では電子移動による消光は認め
られなかったと言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
電子移動の効率は電子移動が起こる構造

間の距離に依存し、近いほど効率が高く、遠
いほど効率が低い。そこで、次に、より電子
移動が起こりやすくする設計として、ベンゼ
ン環部位と基質の間に炭素１のリンカーを
もつ化合物を設計し、合成した（図４）。
luciferase との酵素反応を行ったところ、こ
れらの構造においても強い発光が観測され、
意外なことにニトロ基をもたないベンゼン
環だけをもつ基質よりも発光強度が大きか
った。ニトロ基をもつ構造の方が立体障害に
より発光反応には不利になると考えられた
が、ニトロ基のような電子求引性基があるこ
とで何らかの光化学的な特性が変化した結
果、予想に反した現象が観測された可能性が
ある。このような報告はこれまで知られてお
らず、高発光効率の基質を開発する知見とな
ると期待される。ドナー型 BioLeT を生物発
光プローブの開発に応用するという観点か
らはこれ以上の LUMO エネルギーの低い構
造は難しく、断念することとした。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) アクセプター型 BioLeT による新規生物
発光プローブの開発 

MDA を検出する生物発光プローブを開発
するために、ベンゼン環部位にはアクセプタ
ー型 BioLeT による消光が生じ、かつ MDA
と反応後にはその性質を失うような分子設
計をする必要がある。そのような条件を満た

す反応部位としてベンズヒドラジド構造を
導入した化合物を考案した（図５）。この構
造はアクセプター型 BioLeT の消光が見込め、
MDA とも反応することが報告されている 5。
この構造をもつ基質を合成し、MDA との反
応を試みたが HPLC 分析にて反応が進行し
ていないことが確認された。よって、この反
応部位では MDA の検出プローブとして機能
しないと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に、フェニルヒドラジンを反応部位とし
て用いることを考えた 6。分子設計と合成法
を考案し、現在最終生成物の手前まで合成が
進んでいる。 
 アクセプター型 BioLeT を利用して、他に
も ONOO−や一重項酸素などを検出する生物
発光プローブの開発が行えると考えられる。
今後も新規生物発光プローブの開発が行わ
れると期待される。 
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