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研究成果の概要（和文）：蛍光プローブの基本骨格として汎用されている BODIPY にアミノ基

を導入することにより化合物の吸収蛍光特性が大きく変化することを見出し、この現象を利用

した蛍光プローブの開発に成功した。更に、蛍光団と Fréchet タイプデンドリマーとの複合体

を合成し、イメージングに向けた基礎検討を行った。また、近赤外領域に発光を有する希土類

金属錯体が、アンテナ部位の構造によって細胞内に導入されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we discovered that introduction of amino groups to 
BODIPY resulted in remarkable alternation of its absorption and fluorescence spectra, and 
based on this finding, succeeded in the development of several fluorescent probes. 
Furthermore, we synthesized conjugates of BDOIPYs and Fréchet type dendrimers for 
fluorescence imaging applications. Also, we found that some luminescent lanthanide 
complexes with near-infrared emission could be introduced to live cells, depending on the 
structure of their antenna moiety. 
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１．研究開始当初の背景 
 蛍光プローブとは、標的分子と特異的に反
応してその蛍光強度や励起・蛍光波長が変化
する機能性分子のことである。蛍光プローブ
は、標的分子の試験管内での定量のみならず、
生細胞や動物個体中における可視化解析に
対しても非常に有用であり、これまでにCa2+

を初めとする様々な生理活性分子に対する
プローブの開発が行われてきた。 

現在汎用されている蛍光プローブを大別

すると、有機分子を用いた化学プローブと蛍
光タンパク質を用いた遺伝子プローブとに
分けられる。このうち、化学プローブは遺伝
子操作が不要であり反応前後の蛍光変化が
大きいという利点を有している一方、蛍光色
素自体の性質に起因する細胞内（外）局在の
制御が難しいいう問題点を抱えている。例え
ば代表的な可視光励起蛍光団の一種である
BODIPY（boron dipyrromethene）類は、そ
の脂溶性の高さから細胞内の内膜系小器官
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（ゴルジ体、小胞体など）に集積しやすく、
細胞質に存在する酵素やイオンを標的とし
たプローブを開発する場合には、試験管内で
は狙い通り機能するにもかかわらず細胞へ
と適用した場合には標的分子と反応できな
い、というケースがしばしば見受けられる。
更に、時間分解蛍光測定法により高い S/N で
の蛍光分析を可能とする希土類金属錯体な
どの水溶性蛍光プローブを用いる場合にも、
プローブが細胞膜を透過できないためにイ
メージングへの応用が制限されることが多
かった。 
 
２．研究の目的 
 前項の問題点を解決することができれば、
化学プローブの分子設計がより自由に行え
るようになり、優れた性質を有するプローブ
の開発につながると考えられる。そこで研究
代表者は、局在が問題となり得る上述の蛍光
団を用いた新たなプローブの開発を行うと
共に、それらのプローブをデンドリマー等の
高分子と結合させる新たな手法によって細
胞導入性や細胞内局在を制御し、細胞および
動物個体の蛍光イメージングに向けた基礎
検討を行うことを目的として研究を行った。
具体的には、BODIPY を基本骨格とする新た
な蛍光プローブの開発、近赤外領域に発光を
有する新たな長寿命蛍光プローブの開発、デ
ンドリマー・蛍光団複合体の開発と機能評価、
の３点について主に研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）BODIPY を基本骨格とする新たな蛍光
プローブの開発 
 BODIPY に対して直接かつ非対称にニト
ロ基、アミノ基、及びアルキルアミノ基を導
入した各種化合物（図 1A）を合成し、各種
溶媒中における吸光・蛍光スペクトルを測定
した。また、金属イオンに対する配位能を有
する置換基を導入した化合物（図 1B）も合
成し、様々な金属イオン存在下における測定
を行った。開発したプローブの一部は細胞イ
メージングへと適用し、共焦点蛍光顕微鏡を
用いた局在解析を実施した。 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 合成した化合物（一部） 
 
（２）近赤外領域に発光を有する新たな長寿
命蛍光プローブの開発 
 Yb3+やNd3+といった希土類金属イオンは、
可視光領域に吸収を持つ吸光団（アンテナ）

からのエネルギー移動により近赤外発光を
示すことが知られている。そこでBODIPYと
配位子（DTPA）を連結した化合物を設計・
合成し、希土類金属イオンと錯形成させた
（図 2）。更に、分子内での光誘起電子移動
（PeT）による発光強度制御を目指し、8 位
フェニル基にアルキルアミノ基を導入した
錯体 4 も合成した。合成した錯体については
スペクトル測定を行うと共に、細胞イメージ
ングも試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．開発した錯体 3 の構造 
 
（３）デンドリマー・蛍光団複合体の開発と
機能評価 
 末端にヒドロキシル基もしくはそのシリ
ル保護体を有する第 3世代 Fréchetタイプデ
ンドリマーを合成し、脂溶性蛍光団との結合
を行った。そして、末端官能基の性質による
水溶性の変化を見積ると共に、簡単な細胞イ
メージングも行った。尚、本項目は博士研究
員の相良剛光氏と共同で実施した。 
 
４．研究成果 
（１）BODIPY を基本骨格とする新たな蛍光
プローブの開発 
 BODIPY の 2 位にニトロ基を導入した化
合物は親化合物と類似した性質を示した一
方で、ジエチルアミノ基を導入した化合物１
においては吸収波長の長波長シフトと蛍光
量子収率の大幅な低下が観察された。しかし、
酸性条件下でアミノ基がプロトン化された
場合には吸収波長が短波長側に移行し、蛍光
強度も増大した（図 3）。即ち、2－アルキル
アミノ BODIPY は吸収・蛍光の両方が変化
する pH 指示薬として機能することが判明し
た。またこの吸光・蛍光変化は水溶液中だけ
でなく、プロトン性・非プロトン性を問わず
様々な有機溶媒中で同様に観察された。詳細
な機構については不明であるが、アミノ基か
らの分子内電荷移動が関与している可能性
が考えられる。 
 次に化合物 2の性質について調べたところ、
CU2+選択的に吸収スペクトルが可逆的にシ
フトすることが分かった（図 4）。この変化は
肉眼でも十分観察可能であることから、銅イ
オンの簡便な検出法として環境分析等の分
野において有用と期待される。 
 最後に、これらのプローブの細胞内局在に
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ついて検討したところ、一般的な BODIPY
類と同様に内膜系小器官に局在することが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．化合物 1 の吸収（上）および蛍光（下）
スペクトル 
（リン酸緩衝液中、490 nm 励起） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．化合物 2 の吸収スペクトル 
（DMSO を含む水溶液中） 

（２）近赤外領域に発光を有する新たな長寿
命蛍光プローブの開発 
 合成した錯体 3 について、水溶液中および
有機溶媒中でNd3+の発光スペクトル（励起波
長 500 nm）を測定したところ、4F3/2→4F9/2
並びに4F3/2→4F11/2遷移に起因する、880 nm
と 1060 nmの発光ピークが見られた（図 5）。
また励起スペクトルの形状から、この発光が
BODIPYからのエネルギー移動を介したも
のであることが示された。更に、8 位ベンゼ
ン環にアルキルアミノ基を導入した錯体 4に
ついてpHによる発光強度の変化を調べたと
ころ、中性および塩基性条件下ではほとんど
発光が観察されなかった一方で、酸性環境で
は強い発光が見られた。このことは、3 を基
盤とするNd3+錯体の発光強度がPeTにより
制御できることを示している。なお、我々の
知る限り4はNd3+を中心金属とする初の発光
性pHセンサーである。今後、アルキルアミン
に替えて様々な反応点を導入することによ
り、多様な分子種を標的とするプローブの開
発が見込まれる。 
 ところで、3 と同様に BODIPY と DTPA
を結合させた錯体を細胞へロードしたとこ
ろ、予想に反して細胞内から強い蛍光が観察
された。一般に、希土類金属錯体は水溶性が
高く細胞への導入が難しいとされているが、
近年の研究では、アンテナもしくは配位子の
脂溶性が高い場合や正電荷を有している場
合には細胞内へと導入される例も示されて
いる。今回の場合にも、BODIPY 部分の脂溶
性に起因する受動拡散により細胞内へと導
入されていることが考えられる。この手法の
一般性に関しては更なる検討が必要である
が、近赤外発光を有する希土類錯体の細胞内
導入は前例が無く、興味深い成果と言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 5．錯体 3 の発光スペクトル 
 
（３）デンドリマー・蛍光団複合体の開発と
機能評価 
 合成した複合体の溶解性について検討し
たところ、末端ヒドロキシル基が保護されて
いるデンドリマー複合体は有機溶媒にのみ
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可溶であるのに対し、ヒドロキシル基が脱保
護された複合体は水溶液にも溶解した。また、
HeLa 細胞を用いたイメージングの結果から、
ヒドロキシ基が脱保護された複合体は、蛍光
団の脂溶性の高さにもかかわらず細胞外に
滞留することが判明した。この結果は、デン
ドリマー等の高分子を利用することにより
蛍光団の性質に因らないプローブの局在制
御が可能であることを示している点で、本研
究の目的に適うものと言える。今後、末端官
能基を様々に変換することで、細胞内の特定
の小器官へとプローブを伝達することが可
能になるものと期待される。 
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