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研究成果の概要（和文）：核酸やタンパク質などの生体分子は，自身が分子量数万から数十万におよぶ巨大な構
造であるにも関わらず，極めて小さな「メチル基」の有無によってその機能が制御されている．本研究では，こ
のような質量分析法や電気泳動法のような現行の技術では識別することが困難な僅かな構造の変化を蛍光検出す
ることができる新たな色素の開発に取り組んだ．その結果，単一のベンゼン環を主骨格とした，様々な水溶性の
蛍光色素を見出している．

研究成果の概要（英文）：Although their molecular weights are several tens or hundreds of thousands, 
the functions of biomolecules such as nucleic acids and proteins are regulated by the presence of a 
minimal "methyl" group. In this study, we focused on the development of novel fluorometric dyes that
 can detect such a small structural difference, which was otherwise difficult to discriminate. As a 
result, several water soluble dyes constructed with a single benzene were realized.

研究分野：生物有機化学

キーワード： レドックス応答型色素　核酸脱メチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸やタンパク質などの生体分子のメチル化ならびに脱メチル化は様々な疾病との関連が報告されており，これ
らの修飾を受けた生体分子や，これらの修飾を触媒する酵素の研究開発は生命科学や医学領域にとって極めて重
要な課題となっている．これらの領域における現代の研究には生体分子の蛍光標識が必要不可欠な技術であり，
目的や用途に応じた色素の開発が求められている．本研究成果は蛍光標識技術の発展に貢献し得るものである．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

タンパク質や核酸などの多くの生体分子は，自身の分子量が数万から数十万に及ぶ高分子で
あるにも関わらず，いわば最小の官能基であるメチル基の有無によってその機能を制御してい
ることが知られている．これに伴い，生体分子のメチル化や脱メチル化を触媒する様々な酵素が
見出され，その機能が解析されてきた．生体分子の目印としてメチル基が使われる例や，特定の
疾病との関連が報告されるなど，現在も広く研究が進められている．しかしながら，たった一つ
の炭素からなるメチル基の分子量は僅か 15に過ぎず，質量分析法に基づいて生体分子がメチル
化されているか，あるいは脱メチル化されているかを調べることは極めて困難である．もともと
の分子量が数万に及ぶ高分子では，分子量の 15の増減を正確に検出することはほぼ不可能であ
る．また，構造変化そのものが僅かであるために，メチル化されたものとされていないものを分
離することもまた，技術上の課題に直面する． 

様々な生化学プロセスを研究する上で，蛍光色素の活用が必要不可欠な技術となっている．多
くの生化学反応は直接観察することはできないため，蛍光色素で標識することによって初めて
その挙動を「観る」ことができるようになる．特に，酵素の活性を標的とした蛍光プローブは酵
素反応によって無蛍光のプローブが発光する，あるいは発光波長がシフトすることを利用した
ものであり，目的とする酵素の発現量・発現部位をリアルタイムで知ることができる．このため，
様々な酵素の反応を標的とした蛍光プローブの研究が進められている．生体分子のメチル化や
脱メチル化を標的とした蛍光プローブを開発することができれば，これらのプロセスの理解を
飛躍的に推進することができると期待されている． 

 

２．研究の目的 

 蛍光プローブの機能においては，標的とする酵素反応を受けて無蛍光であったものが高度な
蛍光を発する，「ターンオン型」が望ましい．これを実現するために，多くの蛍光プローブでは
蛍光色素本体とクエンチャーを繋ぎ合わせる手法によって，その機能を設計している．すなわち，
クエンチャーによってマスクされていた蛍光色素本来の発光特性が，クエンチャーと色素が切
り離されることによって本来の特性を回復する原理に基づくものである．しかしながら，この手
法は標的とする酵素が何らかの結合を切り離すものであれば直接的に適用できるものの，多く
の酵素はこの限りではない．メチル化反応や脱メチル化反応によって色素とクエンチャーを切
り離す戦略は極めて困難である．このような背景を踏まえて，我々はクエンチャー戦略に依らず，
色素自身の僅かな構造変化に応答して蛍光特性が変わる新たな化合物群の研究開発に取り組ん
で来た．特に，電気化学的な手法によって合成したジヒドロベンゾフラン誘導体において，置換
基の種類・位置・数を制御することによって高度な蛍光特性がチューニングできることを見出し
ている．これらは基本的に電子供与基と電子求引基の組み合わせによる「プッシュ－プル」戦略
に基づくものであり，分子設計において共役系を伸ばす必要がないため，水溶性が求められる酵
素反応プローブでの応用に適している．そこで本研究では，我々がこれまでに研究開発を推進し
てきた電気化学的な手法を採り入れて，ジヒドロベンゾフラン骨格を中心とした，僅かな構造変
化で蛍光特性を大きく変えることのできる，新しい色素の開発を目的とした．このような蛍光色
素によって，従来の蛍光プローブでは検出が困難であった生体分子のメチル化反応や脱メチル
化反応に対応した，新たな蛍光プローブの設計を可能にすることが目的である． 

 

３．研究の方法 

 電気化学的な手法によって，パラ位にメトキシ基を有するフェノール類と様々なアルケンと
の間で[3 + 2]様式の付加環化反応が進行し，ジヒドロベンゾフランを与えることが見出されて
いる．ジヒドロベンゾフラン環の分子サイズがプリン塩基と類似していることから，これまでの
研究においてリボース骨格上に取り付けた反応点を活かして，蛍光性のヌクレオシドアナログ
を設計・合成している． 

 

 

蛍光性ジヒドロベンゾフランの例 



これらの反応ではいずれも，出発原料となるフェノール類およびアルケンにはほとんど，あるい
は全く蛍光性が見られないものの，当該反応の進行に伴って高度な蛍光を発するようになるこ
とが確認されている．この反応では，構築されたジヒドロベンゾフラン環によって分子全体の運
動性が制約されることが発光性の獲得に繋がっていると考えられるものの，この反応はフェノ
ールのアルキル化を伴っていると見なすこともできる．そこで本研究では，僅かな構造変化で蛍
光性のチューニングを実現することを目指して，ジヒドロベンゾフラン化合物を起点として，蛍
光化合物の構造機能相関についての研究を行った．これを理解することによって，新たな蛍光プ
ローブの設計が可能になると期待される．なお，リボース骨格上へ蛍光性の核塩基アナログを導
入する手法は，予め合成しておいた核塩基アナログを合成後期にリボースへと取り付ける手法
と，リボース上に予め取り付けておいた反応点を活かしてリボース上で核塩基構造を組み立て
る手法に大別される．本研究では，特に後者の手法に着目して研究を行った．ここで必要となる
のは，リボース骨格へ立体選択的に反応点を導入できる手法の確立である． 

 

４．研究成果 

 様々な基質を設計・合成して蛍光特性を評価した結果，フェノール類をアルキル化することに
よって，ジヒドロベンゾフラン環を持たなくとも高度な蛍光を発する化合物群が見出された．し
かし，これらの化合物では蛍光特性に強い溶媒効果が見られることも合わせて確認された．ジヒ
ドロベンゾフラン環を有する化合物群では高極性・低極性どちらの溶媒中でも広く蛍光性を示
すものの，今回新たに蛍光性が確認されたものではプロトン性の溶媒中でのみ高い発光特性を
示すことが確認されている．また，フェノールに対してオルト位に電子求引性のカルボニル置換
基が必須であり，中でも特にアルデヒド基が蛍光特性に効果的であることが示された． 

 

 

蛍光特性を調べた化合物群の例 

 

さらに，電子求引基として 2 つ目のアルデヒド基を導入したところ，蛍光特性が大幅に改善
されることが見出された．一方で，2つのアルデヒドによって色素の溶解性が著しく低下してし
まうことも確認されたため，エチレングリコール構造を活かした可溶化を行った．その結果，ア
ルデヒドを 1つ有するものならびに 2つ有するものいずれにおいても大幅に溶解性が改善され，
水中においても高度な蛍光性が発現することが見出された．特にアルデヒドを 2 つ有する色素
では，単一のベンゼン環にも関わらず水中で緑色に近い蛍光特性を示すことが明らかとなった．
いずれの色素もアルデヒド基が重要な役割を果たしており，アルデヒドの酸化度に応じて蛍光
特性が大きく変化することを確認している．すなわち，アルデヒドをベンジルアルコールに還元
することで蛍光性は大きく低減し，カルボン酸へ酸化することによっても発光波長や量子収率
に大きな影響を及ぼす．これらは，僅かな構造変化によって発光特性を変えることのできる，新
たな「ターンオン型」蛍光プローブの設計指針となることが期待される． 

 

 
発光特性の例 

 

 また，リボース骨格への反応点の導入についても様々な条件を検討し，アルケンやアルキンな
どの置換基を立体選択的に導入する条件を見出している．反応の立体選択性はリボースの保護
基による効果も大きいことが確認された．これらの反応点を活かした付加環化反応によってリ
ボース上で蛍光核塩基アナログを組み立てることにより，新たな指針に基づく蛍光プローブの
設計・合成が可能になることが期待される． 
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