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研究成果の概要（和文）：測定対象を蛍光変化により検出する蛍光センサーは、様々な分野の研究に用いられている。
我々は多数の蛍光物質から成るライブラリーを構築し、望みの機能を持つセンサーを探索および誘導体化による最適化
という手法によって開発する研究を行った。その結果、pH6付近の環境を選択的に検出するセンサー、粘性の変化を蛍
光波長変化によって検出するセンサー等の、環境変化を検出するセンサー群の開発に成功した。更に、酵素による反応
や生体内で起こる選択的な結合反応により、その機能が制御されうるセンサーの開発にも成功した。こうしたセンサー
は、生理機能解析だけでなく疾患の診断にも用いることが可能な有用な分子群である。

研究成果の概要（英文）：Fluorescent sensors, whose fluorescence properties are changed by each analyte, 
have been utilized in scientific research. For development of such sensors, we have constructed a library 
of fluorescent compounds. Form this library, sensor for the change of pH was developed, based on a 
structure containing two hydroxyl groups that are sequentially deprotonated as the pH increases: the 
first deprotonation increases the fluorescence intensity and the second decreases it. Compared with most 
reported pH sensors that can detect only whether the pH is below or above a specific value, our sensor 
could detect a specific range of pH. In addition, viscosity sensor, whose fluorescent maximum wavelength 
was sifted by the change of solvent viscosity, was also obtained. We also developed the sensors for metal 
cations like zinc or sodium ion, whose functions could be regulated by enzymatic reaction. Those sensors 
should be useful for the elucidation of physiological function and medical diagnosis.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 有機化学　分析科学　薬学　蛍光　分子イメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体内に存在するイオン、活性窒素種など
の分子種、または溶媒の極性などの外部環境
の変化によって、蛍光強度、蛍光波長などの
蛍光特性が変化する蛍光センサーは、分析化
学のみならず、細胞生物学の研究においても
必須の分子ツールとして定着している。我々
はこうした蛍光センサー開発のための方法
論として、蛍光物質のライブラリー構築を基
にした開発法を提唱してきた。すなわち、図
1 に示すように、蛍光物質クマリンにブロモ
基、アジド基を導入した化合物群 1を原料と
して、ボロン酸誘導体群 2との間で鈴木-宮浦
カップリング反応、アセチレン誘導体群 3と
の間でヒュースゲン反応を行い、蛍光物質ク
マリンのライブラリーを構築する。ライブラ
リーおよびその合成法から、蛍光強度変化型
一酸化窒素蛍光センサー4 や、蛍光波長変化
型ナトリウムイオン蛍光センサー5、ナトリ
ウムイオンを蛍光波長の変化により、プロト
ンを蛍光強度の変化によって検出する蛍光
センサー6 等の、任意の測定対象に対し、望
みの蛍光特性の変化を引き起こす蛍光セン
サーを効率的に開発できることを示した。さ
らにリガンド依存性転写制御因子であるプ
ロゲステロン受容体と選択的に結合し、蛍光
強度が増大する蛍光性リガンド分子 7の開発
にも成功していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 本研究開始当初における研究成果 

 
 こうしたセンサー群を得ることを可能と
した本手法は有用であるものの、得られたセ
ンサーの機能は未だ限定的であり、特に従来

の手法では開発できなかった、新規性の高い
センサーを得る等の画期的な成果を得るに
は至っていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
先に述べた研究経過を踏まえて本研究で
は、環境変化を検出する蛍光センサー等の、
従来の論理的な分子デザイン法では開発が
難しい分子を、構築した蛍光物質ライブラリ
ーを基に開発することを目指す。また、見い
だされた分子の機能を解析し、適切な誘導体
化を行うことによって、更に高機能のセンサ
ーへと展開する。こうしたセンサーは、細胞
情報伝達機構の解析のみならず、疾患の診断
に用いる検査薬等にも用いることができる
有用な分子となる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 特定の pH 領域を検出する蛍光センサー
の開発 
生体内の pHは厳密に制御されている。例
えば細胞質中の pHは通常 7.2であるが、細
胞外 pHは pH7.4に調整されている。細胞内
小器官においてはリソソーム、ライソソーム
の内部は pH 4.5 ~ 5.5と弱酸性であるのに対
し、ミトコンドリア内は pH7.9と弱アルカリ
性である。こうした環境は正常な生理機能発
現に必要である一方、疾患状態となった組織
においては変化することが多い。例えば、一
部のがん化した組織においては細胞外 pHが
約 6.5と弱酸性になることが報告されている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ pHセンサーの機能の模式図 

 
こうした pH変化を検出する蛍光センサー
には、SNARF-1 等の有機小分子の蛍光セン
サーに加えて、プロトン化により構造が変化
するナノ粒子を用いたセンサーがこれまで
に開発されている。これらのセンサーは、一
定の値の pH以上もしくは以下によって蛍光
が変化する機能を有する（図 2a）。そのため、
例えば pH 6.5 以下の環境を検出することは
できるものの、pH 6.5と pH 5の環境を識別
することができないという問題があった。こ



れに対して特定の pH領域でのみ蛍光強度が
増大するセンサー（図 2b）は、これらの問題
を解決した有用な分子となりえる。本研究で
は、構築した蛍光物質のライブラリーを基に、
こうした特定の pH領域を検出するセンサー
の開発を行う。 
 
(2) 細胞膜局在型粘性センサーの開発 
 細胞膜の粘性は膜蛋白質の機能に影響を
与えることによって、生理機能に関与してい
る。さらに、循環器系の疾患、アルツハイマ
ー病、糖尿病等においては粘性が正常状態と
比較して変化することも報告されている。本
研究では、こうした粘性変化を検出するセン
サーを構築したライブラリーを基に開発す
る。特に、より正確な測定を可能とする蛍光
波長変化型のセンサーの開発を目指す。開発
したセンサーは誘導体化により、細胞膜に局
在する機能を付与した分子へと展開する。 
 
(3) 特定の酵素反応により機能が制御される
蛍光センサーの開発 
酵素による反応や、生理的な条件下での選
択的な結合反応による官能基変換によって、
センサーとしての性質が変化する分子の開
発を行う（図 3）。蛍光物質群の官能基の変化
と蛍光センサーとして機能の相関を解析す
ることによって、こうしたセンサーの開発を
目指す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 官能基変換により機能が変化する 
センサー 

 
(4) 蛍光性天然物を基にした蛍光センサーの
開発 
 新たな蛍光物質のソースとして、植物等に
由来する天然物を利用することとし、得られ
た蛍光性天然物を基にした蛍光センサーの
開発を行う。 
 
 
４．研究成果 
「(1) 特定の pH 領域を検出する蛍光センサ
ーの開発」における研究成果 
構築した蛍光物質のライブラリーの中か
ら水酸基、アミノ基等の pH変化によりプロ
トン化、脱プロトン化が起こる官能基を複数
持つ化合物群を中心に、酸性、中性、塩基性
条件下における蛍光特性の解析を行った。そ
の結果、中性条件下でのみ蛍光強度が増大す
る化合物 8を得た（図 4）。8の機能を詳細に
解析したところ、図 4に示すように pH8~10

という領域において特に強い蛍光を持つこ
とが示され、図 2b に示した機能を持つ、有
用なセンサーであることが明らかとなった
（５．主な発表論文等、雑誌論文、原著論文
の 1)）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４ 特定の pH領域を検出するセンサー 

 
また、化合物 8の誘導体展開を行い、蛍光
強度が増大する pH領域が、各々pH6、pH 8
付近という、より狭い pH領域選択的に蛍光
強度が増大するセンサー9、10 の開発にも成
功した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 検出する pH領域の最適化 

 
さらに蛍光団をキサンテンへと変換し、異
なる波長の蛍光の、同様の pH領域検出能を
持つセンサーの開発にも成功した。こうした
センサー群は、ガン等の疾患組織選択的なイ
メージングや、pH が段階的に変化するエン
ドサイトーシス過程の可視化解析等に用い
ることができる有用な分子である。 
 
「(2) 細胞膜局在型粘性センサーの開発」に
おける研究成果 
 粘性が変化する溶媒系である、エチレング
リコールとグリセロールの比率を変化させ
た各溶液中での、ライブラリーの各化合物の
蛍光スペクトルの解析を行った。その結果、
化合物 11が粘性の減少に伴い、490 nm付近
の蛍光強度が増大するという結果が得られ
た（図 6）。これまで報告されている粘性変化
を検出するセンサーのほとんどは蛍光強度
変化が起こる分子であったが、本分子は蛍光
波長が変化する、すなわち二波長の蛍光強度
の比により粘性の変化を検出できる機能を
有していた。こうした分子は、センサーの濃



度変化や蛍光退色等による影響を受けず、正
確な測定を可能とする有用な分子となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 粘性変化を検出する蛍光センサー11 

 
また 11 に細胞膜への集積能があるファル
ネシル基を導入し、細胞膜の粘性変化を選択
的に検出する機能を付与した誘導体の合成
にも成功した。本センサーは、細胞膜の粘性
が変化する循環器系の疾患の検出等に用い
ることが可能な有用な分子となる。 
 
「(3) 特定の酵素反応により機能が制御され
る蛍光センサーの開発」における研究成果 
蛍光物質群の蛍光特性を検討した結果、図

7 に構造を示す、酵素反応等の生理的な条件
下で起こる反応により機能が制御されるセ
ンサーの開発に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 酵素反応等による機能制御が可能な 
センサーの例 
 
化合物 12 は測定対象である亜鉛イオンを
添加しても蛍光強度は弱いが、ロイシンアミ
ノペプチダーゼ（LAP）による酵素反応を受
けて化合物12bへと変換されると亜鉛イオン
を検出するセンサーとなる。化合物 12 は、
アジド基とのクリック反応により、測定対象

であるナトリウムイオン添加前後の蛍光波
長が変化するセンサーである。 
これらの分子は、特定の酵素活性が亢進し
ているガン細胞や、細胞内小器官に限局した
生体内分子の濃度変化解析等への応用が可
能である。 
 
「(4) 蛍光性天然物を基にした蛍光センサー
の開発」における研究成果 
ニガキ科の植物 Quassia amara から蛍光
性天然物アマラステリン A を得ることに成
功した。アマラステリン A は、HeLa 細胞、
PC12 細胞に用いると、核が染色されず、細
胞質のみを長時間蛍光染色が可能であると
いう有用な機能を有していた（５．主な発表
論文等、雑誌論文、原著論文の 7)）。また、
同じくニガキ科の植物から見出されたニガ
キノンがクロロホルム溶液中 370 nmで励起
すると、430 nmに加えて 610 nmという長
波長に蛍光を持つ等の興味深い機能を有し
ていることを明らかにした。さらに、これら
の蛍光性天然物の誘導体群を合成し、その蛍
光特性および機能を比較、検討した結果、蛍
光を発するために必須な構造要素に関する
知見を得た。また独特の蛍光特性を持つ新規
蛍光物質を得ることにも成功した。 
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