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研究成果の概要（和文）：蛍光タンパク質の発色団をモデルとした新規蛍光低分子（ジアリールメチレンイミダゾリノ
ン類、通称DAIN類）の開発研究において、主に以下の成果を得た。
１）ジアリール部に修飾を施した４種のDAINの合成に成功した。２）DNAの塩基配列認識能を示すDAINの開発を目的に
、DAIN骨格に側鎖を介してアジド基を有する２種のDAINの合成に成功した。３）カリウムイオン認識能を有するDAINの
合成に成功した。４）膜流動性プローブの開発を目指し、コレステンとDAINとのハイブリッド体の合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：I obtained the following results in the research on the development of a novel 
fluorescent small molecule, namely, diarylmethyleneimidazolinone (DAIN) that mimics a green fluorescent 
protein chromophore.
1) Four DAIN analogs having different diaryl moieties were synthesized. 2) Two DAIN analogs equipping a 
side chain containing an azide group at the end were synthesized, aiming to the development of a DNA 
probe that can recognize the DNA sequence. 3) A potassium ion probe of DAIN was synthesized. 4) A 
cholesten-hybrid DAIN analog was synthesized, aiming to the application to a probe for the membrane 
fluidity.

研究分野： 有機化学
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１．研究開始当初の背景 

生命現象をリアルタイムに観測する。これ
は今日の医学・薬学研究における極めて有用
な方法であり、その発展は目覚しい。そして
その一手段として、蛍光物質をプローブ（検
出試薬）に用いた分子イメージングがある。
これは、生体分子の挙動を蛍光・視覚的に観
察する手段として今日では必要不可欠なも
のであり、今後もその需要は増加すると思わ
れる。この蛍光プローブを設計する上でポイ
ントとなるのが、必要な状況で蛍光 ON とな
り、そうではない時に OFF となること。即
ち、スイッチ ON/OFF の制御が重要となる。
この性質を利用することで、 目的物のみを
選択的に可視化することが可能となる。 

これまでにもこのスイッチ機能を生み出
す原理として、光誘起電子移動や蛍光共鳴エ
ネルギー移動等が知られており、それらを利
用した多くの蛍光プローブが開発されてい
る。しかしながら、様々な環境下での蛍光プ
ローブの使用を想定した場合、他のスイッチ
機能の開発も当然必要になると思われる。そ
こで申請者は、これらと別のスイッチ機能の
開発を目指し、緑色蛍光タンパク質（GFP）
に注目した。GFP は蛍光標識タンパク質とし
て、分子生物学等の分野で頻繁に利用されて
いる物質であり、GFP 研究に対するノーベル
賞受賞も記憶に新しい。実はこの GFP の高
次構造には興味深い性質が埋め込まれてお
り、そこにスイッチ機能のヒントを見つけた。
つまり、GFP の蛍光発色団部位（クロモファ
ー）は、β-バレルと呼ばれる GFP 特有の筒
状三次構造の中では蛍光を発するが（スイッ
チ ON）、β-バレルから抜き出すと、つまり
クロモファー部位だけでは蛍光を発しなく
なる（スイッチ OFF）。この性質には、タン
パク質中でのアミノ酸残基との相互作用に
よるコンホメーションの固定化が重要な鍵
となっており、クロモファー構造単体ではそ
の固定化がなくなるため、結合の回転・異性
化等のエネルギー消費が生じ無蛍光となる。
つまりコンホメーションの固定化がスイッ
チの ON/OFF を担う。意外なことに、GFP
自体を用いる研究は世界中で盛んに行われ
ているにも関わらず、この GFP クロモファ
ーの持つコンホメーション固定による蛍光
の ON/OFF を活用した低分子蛍光プローブ
の研究例は殆ど報告されていなかった。 

以上の背景の下、申請者は、この ON/OFF
機能の活用を目指し、GFP クロモファー模倣
低分子アナログとしてジフェニルメチレン
化イミダゾリノン（DPIN と略）構造を考案・
設計し、その合成・応用研究に取り組んでい
た。特にその成果として本研究開始前に次の
（１）～（３）の知見を得ていた。 

（１） DPIN 骨格の新規構築法の開発 

（２） DPIN 類（第一世代型）のユニーク
な蛍光活性 

（３） DPIN類のON／OFF機能を活用し
た DNA プローブの開発 

※上記（１）～（３）に関しては、Organic 
Letters 誌（2012, 14, 4406-4409）に詳細
を報告している。 
 
 

２．研究の目的 

本研究では、上記１．（１）～（３）に示し
たこれまでの成果のさらなる発展・応用を目
的とした。特に、次の４点の課題について取
り組むこととした。 

（１）第２世代 DPIN 類（DAIN 類）の合成 

これまでのDPIN類は目的の蛍光を発する
ものの、その強度には改善の余地があった。
また励起波長に関しても、生体成分への照射
を考慮するとエネルギーの低い長波長のも
のが望ましい。そこで、DPIN の蛍光強度の
向上、及び励起・蛍光波長の長波長シフト化
を目的に、ジフェニルメチレン部を修飾した
第２世代 DPIN 類、即ち、ジアリールメチレ
ンイミダゾリノン類（通称 DAIN 類）を設計
し、その合成を行う。 

（２）塩基配列認識能（スイッチ ON 機能）
を有する DNA プローブの合成 

先の知見から、ある DPIN 類は DNA 検出
能を有することが分かっており、またその
DNA への挿入は比較的遅いことが示唆され
た。そこでその性質を利用すれば、塩基配列
特異的な認識が可能と考えられた。即ち、オ
リゴヌクレオチドと連結した DAIN 類を用
いることで、相補鎖 DNA との二重鎖形成後
のインターカレーションが、非特異的なイン
ターカレーションよりも優先すると予想さ
れ、その場合、配列特異的な蛍光が可能とな
る。以上の構想の下、側鎖を介してオリゴヌ
クレオチドと連結した配列認識 DAIN 類を
合成し、その認識能を評価する。 

（３）金属イオンの配位によるスイッチ ON
機能を有する DAIN 類の合成（陽イオ
ン認識プローブ） 

金属陽イオンの配位を利用した DAIN２分
子の接近（分子間力）によるコンホメーショ
ン固定を想定し、エチレングリコール鎖で連
結された DAIN2 分子アナログを合成し、そ
の陽イオン認識能を評価する。 

（４）膜流動性（粘性）によるスイッチ ON
機能を有する DAIN 類の合成（膜流動
性プローブ） 

脂質二重膜への挿入によるコンホメーシ



ョン固定を想定し、高い脂溶性構造を有する
DAIN を合成し、その膜流動性プローブとし
ての認識能を評価する。 

 
 
３．研究の方法 

上記２．（１）～（４）については、以下の
方法を用いて研究を行った。 

（１）ジフェニル構造の修飾として、下記の
ジアリール構造を検討した（図１）。またそ
の合成方法としては、申請者らの見出した
DPIN 骨格の新規構築反応を適用した（図２）。 

 

 

（２）オリゴヌクレオチドと DAIN との連結
にはアジド―アルキンのクリック反応を利
用することとした。また、発色団となる DAIN
には、種々の知見を考慮して、ナフチル骨格
型 DAIN 1f を採用した（図３）。側鎖には末
端にアジド基を有するトリ、またはペンタエ
チレングリコールを用い、光延反応による
DAIN との連結を検討した。なお、オリゴヌ
クレオチドとの連結、ならびに蛍光能の評価
は共同研究先に依頼することとした。 

 
（３）K+イオンの捕獲を目標に、18C6 クラ
ウンエーテルと DAIN 1f２分子とのハイブ
リッドアナログを合成し、その K+イオンの添
加による蛍光能の変化について観察・考察し
た。なお、側鎖との連結には光延反応を採用
した（図４）。 

 
（４）当初の予定では、脂溶性構造部位にグ
リセロリン脂質を用いる計画であったが、こ
れまでの合成研究の知見から、その合成は困
難と予想された。そこで代案として、脂質部
位にコレステン骨格を用いて、DAIN とのハ
イブリッドアナログの合成を検討した。また、
その溶媒粘性（流動性）による蛍光強度の変
化を観察した。なお、ジアリール部位に関し
ては、ジフェニル構造を採用し、またコレス
テン骨格との連結に関しては、コレステノン
からベックマン転位により得られるアミド
構造を足がかりとして DAIN 骨格構築反応
を用いた（図５）。 

 

 
４．研究成果 

（１）第２世代 DPIN 類（DAIN 類）の合成 

 上記３．（１）の方法に従い、各種 DAIN
の合成を検討した結果、1a~d に関しては合
成に成功したが、1eについては目的物を得る
ことはできなかった。また、1a~d について
粉末状態での蛍光活性を評価した結果、1a
に関しては、対応する DPIN よりも蛍光波長
の長波長化が観測され、一方、1b においては
短波長化が観測された。蛍光強度に関しては
1a, b 共に DPIN よりも低下した。1c, 1d に
関しては、予想に反し、蛍光がほとんど観測
されなかった。溶液状態の蛍光に関しては、
DPIN と同様に 1a~d いずれもほとんど示さ
なかった。 

 粉末状態での蛍光特性においては、X 線結
晶構造解析の結果から、パッキング状態の様
式によってπ-πスタッキングの有無の違い
がみられ、それが１つの要因として関与して
いることが示唆された。 

 なお、これらの合成ならびに蛍光特性の詳
細については、Tetrahedron 誌に掲載予定と
なっている。また、上記 1a~e 他に、ジナフ
チル型の DAIN についても研究を進めてい
る。 



（２）塩基配列認識能（スイッチ ON 機能）
を有する DNA プローブの合成 

 図３に示す２種の DAIN 1f 誘導体の合成
は、光延反応を用いることで成功した。得ら
れたアジト体に対して、モデル実験として低
分子アルキンとのクリック反応を試みたと
ころ、DAIN 骨格を維持したまま首尾よく反
応は進行した。現在は共同研究先にて更なる
研究を進めている。 
 
（３）金属イオンの配位によるスイッチ ON

機能を有する DAIN 類の合成（陽イオ
ン認識プローブ） 

 図４に示す DAIN-18C6-hybrid 体の合成
について光延反応の検討を行った結果、1 工
程での合成は困難であったが、2 工程に分割
し、かつそれぞれ異なった光延試薬を用いる
ことで合成に成功した。 

 得られた hybrid 体について、金属陽イオ
ンの添加による蛍光強度の変化を観察した
結果、目視では判断できない弱い蛍光であっ
たが、予想通りカリウムイオン添加の際に蛍
光強度の増加がみられた。本研究については、
別のジアリール構造を持つ DAIN による検
討を進めている。 
 
（４）膜流動性（粘性）によるスイッチ ON

機能を有する DAIN 類の合成（膜流動
性プローブ） 

 図５に示すアミド体の合成は、コレステノ
ンオキシムからのベックマン転位にて合成
した。その後のイミデートへの変換、および
DPIN 骨格構築反応も進行し、目的の
Ch-DAIN hybrid の合成に成功した。 

 次に、Ch-DAIN hybrid の蛍光特性を評価
した結果、予想通り、脂溶性溶媒の粘性（流
動性）による蛍光強度の増加がみられ、溶液
状態でも目視可能な蛍光が観測された。また、
リポタンパクを模倣した系においては、コレ
ステロールの増加とともに蛍光が増加する
興味深い知見を得た。 

 本研究については、日本薬学会第 135 年会
にてその詳細を発表している。 
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