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研究成果の概要（和文）：本研究においては、細胞内レドックス状態を計測することを目的とし

た新しい蛍光試薬の開発を試みた。新規蛍光試薬の構造として、蛍光基部位としてはシアニン

化合物（Cy）、ペリレンビスイミド化合物（PBI）、酸化還元応答性部位としてはナフトキノン（NQ）、

アントラキノン（AQ）を選択し、これらを連結することにより、目的とした新規蛍光試薬 Cy-NQ、

及び PBI-AQ を得た。得られた新規蛍光試薬の蛍光測定を行った結果、両蛍光試薬のレドックス

反応に対する応答性が観測された。 
 
研究成果の概要（英文）：Novel fluorescent reagents were developed for monitoring redox 
state. The fluorescent reagents (Cy-NQ, PBI-AQ) consist of fluorophore unit (cyanine (Cy), 
perylene bisimide (PBI)) and redox-responsive unit (naphthoquinone (NQ), anthraquinone 
(AQ).  Fluorescent responses of the fluorescent reagents were observed based on the redox 
reactions.   
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１．研究開始当初の背景 
 レドックス反応（酸化還元反応）は、生物
が生命活動を営む上で極めて重要である。生
体内で生じる複雑かつ動的なレドックス反
応が、細胞の増殖、分化、細胞周期制御をは
じめとする様々な生命現象に密接に関与す
ることが明らかとされてきており、その詳細
に関する関心は、益々高まりを見せている。
生体内レドックス反応の本質には、強力な酸
化力を有する種々の活性酸素種（Reactive 

Oxygen Species: ROS）が深く関与しており、
その産生異常は生体内レドックス反応の均
衡を破綻させることから、生物個体における
多様な疾病や癌化に繋がると考えられてい
る。従って、細胞内レドックス状態の解析、
更にはその疾病・癌化との関連性解明のため、
現在、生体内 ROSの産生をモニタリングする
手法の開発が切望されている。 
 蛍光プローブとして知られる一群の機能
性蛍光試薬は、ターゲットとした生理活性種
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を生きた細胞内においてモニタリングする
ことが可能であり、その産生に関する時空間
的な情報を得ることができることから、近年、
非常に大きな注目を集めている。ROS をター
ゲットとした蛍光プローブについても複数
報告が成されており、これらはその特長から
選択的 ROSプローブと総体的 ROSプローブの
二種に大別されると考えられる。すなわち前
者は、各種 ROSと高選択的に反応可能なプロ
ーブであり、各 ROS の固有の生理活性を解析
する上で重要である。一方、後者は広範な種
類の ROS と反応するプローブであり、ROS の
総和により決定される細胞内レドックス状
態に関する情報を得る上で重要であると言
える。前者の選択的 ROSプローブに関しては
近年精力的な研究が成されており、各種 ROS
に対して高い選択性を示す様々な蛍光プロ
ーブが報告されている。一方で、後者の総体
的 ROSプローブとしては、ロイコ色素類等が
幾つか知られてはいるものの、安定性に欠け
る等の問題があり、新たな蛍光プローブの開
発が待ち望まれている状況であった。 
 
２．研究の目的 
 上述した背景から、本研究では生細胞にお
けるレドックス状態、すなわち細胞内 ROS の
総体を計測可能な新しい蛍光プローブを開
発することを目的とした。より具体的には、
蛍光イメージング計測に適した蛍光基ユニ
ットとレドックス反応に応答する酸化還元
ユニットを結合することにより、新たな高性
能総体的 ROSプローブの開発を目指した。こ
の新規 ROSプローブにレドックス分子が作用
した場合、酸化還元ユニットがレドックス分
子に応答することで、酸化還元ユニットと蛍
光基ユニット間の電子的相互作用が変化し、
これに応じて蛍光プローブの蛍光強度が変
化することが期待できる。本研究では、この
ような蛍光基ユニットと酸化還元ユニット
という二つの機能性ユニットを利用するこ
とで、従来のロイコ色素類とは異なる新たな
総体的 ROS蛍光プローブを開発することを試
みた。 
 
３．研究の方法 
 既に述べたように、本研究では蛍光基ユニ
ットと酸化還元ユニットを結合することに
よって、新しい総体的ROS蛍光プローブを開
発する。蛍光基ユニットの蛍光基としては、
蛍光イメージングにおいて望まれる長波長
領域に蛍光を発するシアニン化合物（Cy）並
びにペリレンビスイミド化合物（PBI）を選
択した。一方、酸化還元ユニットとしては、
生体内においてレドックス反応を行うこと
でも知られるキノン化合物に着目し、ナフト
キノン（NQ）並びにアントラキノン（AQ）を
利用することとした。具体的には、シアニン

化合物とナフトキノンを結合した新規蛍光
プローブCy-NQ、及びペリレンビスイミド化
合物とアントラキノンを結合した新規蛍光
プローブPBI-AQを有機化学的手法に基づき
合成し、その性能を検討した。この際、生成
物の確認は1H-NMR測定、質量分析等により行
った。また、レドックス応答性については、
レドックス活性物質添加に伴う蛍光強度変
化を測定することにより評価した。PBI-AQの
合成に当たっては、固相ペプチド合成の手法
を利用した。この際、蛍光基ユニットへ親水
性アミノ酸あるいは親水性ポリマーである
ポリエチレングリコールを結合することで、
蛍光基ユニットの水溶化に関する試みも同
時に行った。 
 
４．研究成果 
(1)新規 ROS 蛍光プローブ Cy-NQの開発 
 
①Cy-NQの合成 
 まず、1,1,3,3－テトラメトキシプロパン
及び 2,3,3－トリメチルインドレニンを出発
原料とし、カルボキシル基を導入したシアニ
ン化合物を合成した。次に、1,4－ナフトキ
ノンを出発原料として、アミノ基を導入した
キノン化合物を合成した。両者をアミドカッ
プリングにより結合し、目的化合物である
Cy-NQ（図 1（a））を合成した。また、蛍光測
定用の参照化合物として、メチル化した Cy
化合物（Me-Cy）（図 1（b））も同時に合成し
た（Cy-NQ 合成時の副生成物として得られた）。 
 
 
 (a) 
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図 1 （a）Cy-NQの構造、（b）Me-Cyの構造 
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②Cy-NQの特性評価と蛍光測定 
 まず、得られた蛍光プローブ Cy-NQの基礎
特性について検討を行った。最初に吸収スペ
クトル測定を行ったところ、470 nm付近にキ
ノン化合物に由来すると推察される吸収帯
を確認することができた。次に、絶対 PL 量
子収率測定装置を用いて、クロロホルム、ア
セトニトリル、メタノール、エタノール、ジ
メチルスルホキシドの各溶媒中において、
Cy-NQ と Me-Cy の蛍光量子収率の測定を行っ
た。その結果、Cy-NQ の蛍光量子収率がメチ
ル化 Cy の蛍光量子収率と比較して十分に減
少しており、シアニンユニットとキノンユニ
ットの間で期待した電子的な相互作用が生
じていることが示唆された（表 1）。 
 

表 1 Cy-NQ と Me-Cyの蛍光特性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで次に、Cy-NQ に対して、生体中にも
存在する還元剤であるアスコルビン酸を添
加した。その結果、添加したアスコルビン酸
の濃度に対応して、蛍光強度の増大が生じる
ことが明らかとなり（図 2、図 3）、Cy-NQ が
生体内レドックス反応を検出する上で有用
であることが期待できることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 アスコルビン酸添加に伴う Cy-NQの 
    蛍光スペクトル変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 アスコルビン酸添加に伴う Cy-NQの 
    蛍光強度の時間変化 
 
 次に、Cy-NQ の細胞導入についても検討し
た。その結果、Cy-NQ を生細胞に導入した場
合には、死細胞に導入した場合と比較して細
胞質から強い蛍光が観測され、細胞内物質に
よる Cy-NQの還元が生じたことが示唆された。 
 
(2)新規 ROS 蛍光プローブ PBI-AQ の開発 
 
①PBI-AQ の合成 
 
 (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fmoc-Tyr(PBI)-OH 
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 (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PBI-AQ 
 
図 4（a）Fmoc-Tyr(PBI)-OH の構造、 
  （b）Fmoc-Tyr(AQ)-OHの構造、 
  （c）PBI-AQの構造 
 
 ペリレンビスイミド化合物をブロモ化し、
これに Boc 基と OBzl 基で保護されたチロシ
ン（Boc-Tyr-OBzl）を反応させ、両者を結合
した。次に、OBzl 基を脱保護し、スクシンイ
ミド化 Fmoc（Fmoc-OSu）を反応させることに
より、Fmoc保護されたペリレンビスイミド修
飾チロシン（Fmoc-Tyr(PBI)-OH）（図 4（a））
を合成した。一方、1-クロロアントラキノン
に対し、Boc-Tyr-OBzlを反応させることで両
者を結合した後、Fmoc-Osuを反応させること
により、Fmoc 保護されたアントラキノン修飾
チロシン（Fmoc-Tyr(AQ)-OH）（図 4（b））を
得た。上記のようにして得られた蛍光基ユニ
ット Fmoc-Tyr(PBI)-OH と酸化還元ユニット
Fmoc-Tyr(AQ)-OH をペプチド固相合成法によ
り結合し、目的とした蛍光プローブ、PBI-AQ
（図 4（c））を合成した。 
 
②PBI-AQ の蛍光測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 PBI-AQの蛍光スペクトル測定 

 PBI-AQは、AQ部位の還元によってPBI由来
の蛍光が消光すると予想される。そこで、
PBI-AQに還元剤であるNaBH4を添加したとこ
ろ、62％の蛍光強度の減少が確認され、その
レドックス反応応答性が確認できた（図 5）。 
 
③親水性部位の結合による PBIの水溶化 
 PBI 蛍光基は、長波長可視光励起が可能で
あるばかりでなく、蛍光量子収率が極めて高
く、光安定性も非常に高いという優れた利点
を有している。しかし、疎水性が高いため、
水環境下で利用可能な蛍光プローブを作製
する際のビルディングブロックとしては、し
ばしばその応用が限定されてしまう。そこで、
今 回 合 成 し た 蛍 光 基 ユ ニ ッ ト で あ る
Fmoc-Tyr(PBI)-OH に固相ペプチド合成の手
法により親水性アミノ酸であるリジン（K）、
グルタミン酸（E）、及び親水性ポリマーであ
るポリエチレングリコール（PEG）を結合す
ることにより、PBI 蛍光基の水溶化について
検討を行った。その結果、蛍光測定において
親水性化合物の結合に伴う蛍光強度の増大
が確認され、水溶化に有効であることが明ら
かとなった（図 6）。これは、今回開発した
PBI-AQを含め、様々な PBIを利用した蛍光プ
ローブを水溶化する上で、重要な結果である
と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 親水性化合物を付加した PBI 型 
   蛍光基ユニットの蛍光強度測定 
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