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研究成果の概要（和文）：　癌細胞の低酸素応答に対する薬物治療や癌の低電位細胞を創薬ターゲットとする新しい研
究に有用な電位応答型蛍光プローブの設計のための基礎研究を行った．蛍光プローブを構成する蛍光部位と電位応答部
位の架橋は，直接の共役を避けかつなるべく短く設計することが効率的な光誘起電子移動に重要であることを示した．
また，電位応答部位にフェロセンのみならずヒドロキノンやカテコール化合物，蛍光部位に従来の蛍光性物質に加えオ
ルトカルボラン類の可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：Molecular design of a fluorescent probe responding to internal potentials, useful 
for innovative drug development against cancer, is discussed from the point of view of function of the 
crosslinked structure between fluorescent and response groups in the probe. It has been found that 
efficient photo-induced electron transfer occurs in the crosslinking of a short methylene chain and is 
inhibited by intermolecular electron transfer in the conjugated crosslinking. In addition, hydroquinone 
and catechol as well as ferrocene were found to be the good candidates for response groups to internal 
potential. On the other hand, o-carborane is likely to be the new fluorescent groups in the probes.

研究分野： 物理系薬学　有機電子移動化学
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞の低酸素応答が，浸潤・転移，血管

新生など，癌の悪性と密接に関係しているこ
とはよく知られている．電気分析化学分野で
は，ミクロダイアリシスの技術を駆使して，
酸素電極を用いて実際に癌細胞の電位を測
定し，癌の増殖過程のうちの一時期，癌細胞
が低電位で極めて低酸素状態の細胞として
存在することを明らかとしている．また，低
酸素環境の癌細胞は休眠状態と考えられ，放
射線療法や化学療法の治療効果が低いこと
も知られている．癌細胞の休眠する仕組みや
休眠している癌細胞の特徴を明らかにする
ことは，低酸素状態の癌治療法の開発や休眠
状態の癌細胞を標的とした創薬研究のため
に欠くことはできない． 
このような背景から，生理的イベントに応

答して空間的および時間的に優れた分解能
で細胞の電位にリアルタイムに応答して可
視化する電位応答型蛍光プローブが必要と
なっている．これまでの蛍光プローブは，プ
ローブ中の基質認識部位と検出対象の基質
との特異的化学反応によって蛍光特性を制
御してきた．したがって，電位応答部位をも
つ新しい概念の蛍光プローブの開発が必要
となり，電位応答によって蛍光部位の光誘起
電子移動（PeT）や蛍光共鳴エネルギー移動
（FRET）を制御するための基礎研究が急務と
いえる． 
 
２．研究の目的 
本研究では，電位応答型蛍光プローブ開発

の物理化学的基礎研究とそれに基づくプロ
ーブの分子設計および試作および試作プロ
ーブの機能評価に関する基礎研究を行うこ
とを目的とした． 

 
（1）フェロセンを電位応答部位とする蛍光
プローブの設計と試作： 電気化学的応答が
可逆で電子移動速度が大きいフェロセンを
電位応答部位，クマリンまたはダンシル基を
蛍光部位とした化合物を合成し，フェロセン
部位の酸化還元応答に対する PeTのスイッチ
機能によるクマリンまたはダンシル基の蛍
光特性を制御する基礎研究を行った．特に，
応答部位と蛍光部位を連結する架橋構造の
分光学的役割は知られていない．そこで，架
橋の構造特性と Pet の関係を明らかにして，
本蛍光プローブの設計を行った．そして，試
作プローブの動作確認により，その設計法を
構築した． 
 
（2）オルトカルボランを利用した蛍光プロ
ーブの基礎研究： オルトカルボランは，正
二十面体の構造をもつ安定なホウ素のクロ
ソ構造のクラスターである．それぞれの結合
は 3 中心 2 電子結合し，分子全体としてはパ
イ電子が三次元的に非局在化する超芳香族
性を利用した機能性分子の研究が注目され
ている．しかし，カルボラン骨格と共役 π電

子間相互作用の詳しい機序やその特性を生
かした蛍光特性は知られていない．本研究で
は，カルボランの超 π電子系と共役 π電子系
電子間の相互作用とその蛍光特性を明らか
にし，カルボラン骨格の蛍光プローブの蛍光
部位としての可能性を検討した． 
 
（3）スーパーオキサイド生成に応答するフ
ェノール性化合物の構造特性と特異的電子
移動： ポリフェノールをはじめとするある
種のフェノール類は，いわゆる抗酸化物質と
して知られ，フェノール類とラジカル間で起
こる広義の proton-coupled electron transfer
（PCET）反応が着目されている．一方，生体
内のフリーラジカル反応のファーストステ
ップは，細胞内電位に応答して生成する内因
性のスーパーオキサイドと考えられ，スーパ
ーオキサイドは生細胞中の重要な生物学的
中間体と考えられている．スーパーオキサイ
ド生成に応答するフェノールの電位認識は，
電位応答型蛍光プローブの電位応答部位と
して期待される．本研究では，スーパーオキ
サイドと効率的な PCET 反応を示すフェノー
ル類の構造特性とその電子移動反応メカニ
ズムを明らかにし，蛍光プローブの電位応答
部位として可能性を検討した． 
 
３．研究の方法 
（1）フェロセンを電位応答部位とする蛍光
プローブの設計と試作 
①モデル化合物の合成：モデル化合物として，
蛍光部にクマリン化合物，電位応答部に電位
に対する可逆的応答性に優れたフェロセン
を選択して，クマリンの 6 位または 7 位をフ
ェロセンカルボン酸とエステル結合で架橋
して得た置換フェロセン MOB6F，MOB7F，
MC7FC を合成した．また，蛍光部位をダン
シル基，酸化還元応答部位をフェロセンとし
て，フェロセンカルボン酸またはアミノフェ
ロセンとダンシルクロリドを原料として，フ
ェ ロ セ ン と ダ ン シ ル 基 が
-SO2NH-(CH2)n-NHCO-で架橋された化合物
DFc（n = 0，2，3，4，5）を合成した． 
②モデル化合物の電気化学特性と蛍光特性： 
アセトニニトリル中のサイクリックボルタ
モグラム測定，酸化および還元状態の紫外可
視吸収スペクトル，蛍光スペクトル測定を行
った．また，これらの測定結果の解析には
b3lyp 関数を用いる密度汎関数理論（DFT）計
算を行い，その構造と酸化還元に応答する蛍
光特性を明らかにした．以上より，電位応答
型蛍光プローブの設計に言及した． 
 
（2）オルトカルボランを利用した蛍光プロ
ーブの基礎研究： オルトカルボランおよび
その炭素上の水素原子を 2 つの共役環で置換
した化合物 1,2-ジフェニルカルボラン（DPC），
1-ナフチル-2-フェニルカルボラン（NaphPC），
1-フルオロフェニル-2-フェニルカルボラン
（FPhPC），1-メトキシフェニル-2-フェニルカ



ルボラン（MOPhPC），1-ニトロフェニル-2-
フェニルカルボラン（NOPhPC）を合成した．
これら化合物について，3 電極系のサイクリ
ックボルタンメトリーを用いた電気化学的
測 定 ， 分 光 測 定 お よ び DFT 計 算
（B3LYP/PCM/6-31+G(d)）を行い，カルボラ
ンの超π電子系の特性を生かした蛍光物質
の設計法を探索した． 
 
（3）スーパーオキサイド生成に応答するフ
ェノール性化合物の構造特性と特異的電子
移動： フェノール類として，カテコール
（OQH2），ヒドロキノン（PQH2），置換フェ
ノールおよび天然ポリフェノール類を用い
た．また，OQH2および PQH2の各種メチル，
クロル置換体も用いた．電気化学測定は，そ
れぞれのフェノール存在下における，酸素の
一電子還元によるスーパーオキシド生成に
対する可逆波の影響をサイクリックボルタ
モグラムとして測定した．その測定には，グ
ラッシーカーボン作用電極，白金対極，非水
用参照電極を用いた３電極系とした．ESR 測
定は in situ 型電解セルを用い，スーパーオキ
サイドとヒドロペルオキシラジカルの検出
はスピントラップ剤として 5,5-ジメチル-1-ピ
リジン-N-オキサイド（DMPO）を用いた．ま
た，理論的解析は B3LYP/6-31+G(d)による
DFT 計算を利用した． 
 
４．研究成果 
（1）フェロセンを電位応答部位とする蛍光
プローブの設計と試作 
①クマリンを蛍光部位とするプローブ： 合
成した化合物の電気化学特性を明らかにし，
酸化応答に対する蛍光特性の変化を観測し
た．合成した MOB6F，MOB7F，MC7FC は，
何れも低電位では PeT が機能して無蛍光，高
電位を印加した場合には PeTが解除されて蛍
光を発すること確認した．しかし，この蛍光
は瞬間的にしか観測されなかった．この原因
は，フェロセン部位の酸化によって引き起こ
される蛍光部位からの分子内電荷移動であ
ると考えられた．実際，これら化合物のサイ
クリックボルタモグラムは，高速掃引では可
逆的であった電極応答が低速掃引とともに
不可逆的となり，分子内電荷移動によってク
マリン部位に酸化分解が起こることが分っ
た．したがって，クマリン－フェロセン架橋
化合物は，酸化に伴う分子内電子移動が惹起
される新しい系として興味が持たれるが，蛍
光プローブへの応用は期待できなかった． 
②ダンシル基を蛍光部位とするプローブ： 

ダンシルクロリドとフェロセンを架橋した
化合物 DFc（0）～DFc（5）は，何れもフェ
ロセンの酸化に基づく可逆なボルタモグラ
ムを与え，その電位は DFc（0）を除きフェ
ロセンとほぼ同じ値であった．DFc（0）はこ
れらより負側に観測された．これは DFc（2）
～DFc（5）には，フェロセンとダンシル基の
パイ電子間には直接的な相互作用がないこ

とを示している．一方，吸収スペクトルは 360
㎚および 450 ㎚に，それぞれダンシル基，フ
ェロセンに由来する吸収があった．340 ㎚を
励起光として蛍光スペクトルを測定すると，
何れの化合物もダンシル基本来の蛍光より ih
著しく減弱され，蛍光強度の強さは DFc（5）
> DFc（4）> DFc（3）> DFc（2）> DFc（0）
の順となった（図 1）．DFc（0）の蛍光は，
共役を通した分子内電荷移動によって消光
したものと考えられる．一方，直接的な共役
を断ち切ってある DFc（2）～DFc（5）の蛍
光は，結合を介したダンシル基とフェロセン
環の光誘起電子移動 PeTによって消光したも
のと考えられる． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 DFc(n = 0, 2, 3, 4, 5)の蛍光スペクトル 
  下から順に，n が小さい順． 
 
分子内の PeT は，蛍光プローブの蛍光のオ

ン－オフの切り替えに利用される重要な機
構である．しかし，蛍光プローブ内の電子供
与体と受容体を結ぶ架橋鎖の構造は，PeT に
重要な影響を与えると考えられているが，そ
の詳細は不明であった．架橋を介した電子供
与体と受容体の相互作用は，エキシマー生成
に関わる架橋の長さを説明した平山ルール
（架橋の長さ n = 3）として知られているが，
PeT との係わりは明確でない．本研究の成果
として，架橋は PeTの電子移動の道筋を示し，
その長さは電子移動を阻害させることが分
かった．また，PeT 機構の発現にはエキシマ
ー生成のような空間的にπ－π相互作用す
る配置は求められないため，架橋の長さに空
間的配置を制御する必要がないことが分か
った．このことは，PeT が結合を介して機能
することを初めて示したものである． 
 次に酸化状態の蛍光スペクトルを測定し
たところ，何れの化合物の蛍光強度も増強し
た．これは，フェロセン部位の酸化によって
電子受容性が増大して PeT が解除され，蛍光
強度が増強したものと考えられる．したがっ
て，フェロセン―ダンシル基結合型化合物の
場合，直接的な分子内電荷移動を避け，n = 2
程度の結合鎖を用いたとき，機能的に電位応
答型蛍光プローブが設計できるものと考え
られた． 
 
（2）オルトカルボランを利用した蛍光プロ
ーブの基礎研究 
ホウ素は電子欠損原子として知られ，一般

に含ホウ素化合物は電子受容性を示すため，
カルボランも低い還元電位を有することが



期待される．しかし，オルトカルボランはジ
クロロメタンや DMF の電位窓内でも全く還
元されなかった．一方，DPC，NaphPC，FPhPC，
MOPhPC，NOPhPC は，図 2 に示すように，
何れの化合物も見かけ上可逆的な 2 電子還元
波を示した．しかし，測定された電位は化合
物の最低非被占軌道（LUMO）とは直接的関
係（Koopmans の定理）になく，置換基の電
子的効果とは独立にすべての化合物でほぼ
一定の値であった．還元電位で定電位電解し
て測定した ESR スペクトルは，すべての試料
で線幅がおよそ 6 mT の広いスペクトルが観
測されたことから，アニオンラジカルはカル
ボラン骨格に分布していると考えられた．一
方，化合物の LUMO は置換した π共役環に分
布していたが，これらのアニオンラジカルの
一電子占有軌道（SOMO）はカルボラン部位
に分布しており，ESR スペクトル測定結果と
よく一致した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．DPC（青線），NaphPC（黄線），FPhPC
（赤線）および MOPhPC（緑線）のサイクリ
ックボルタモグラム 

 
以上の結果は，ラジカル生成によって大き

な構造変化を期待させた．実際に，DFT 計算
による最適化構造から，還元に伴う特徴的な
構造変化が示唆された．つまり，アニオンラ
ジカル生成によって，電子受容に関わるカル
ボラン環の拡張のみならず，パイ共役環の付
け根の C－C の結合長が特徴的に伸長し大き
な口を開いた構造をとる．この構造変化には
2 枚の共役環が重要な役割を果たしており，
共役環を持たないオルトカルボラン自身で
は，この構造変化は起こらなかった．また，
構造変化に伴ってカルボラン環に 1 電子挿入
されると，カルボラン環の SOMO の電子間反
発の低さから容易に 2 電子目が挿入されるた
め，連続的な 2 電子移動が観測されるものと
考えられた．実際に，掃引速度を変化させて
サイクリックボルタモグラムを観測すると，
DPCの還元第 1波は掃引速度に依存してその
ピークセパレーションが大きく変化したが，
還元第 2 波のセパレーションは一定で掃引速
度に依存せず可逆波であった．したがって，
第 1 波は構造変化を伴った遅い電子移動，第
2 波は極めて速い電子移動であることが示唆
された． 

以上の結果，オルトカルボランに 2 枚の共
役環が置換したときのみ，カルボラン環に電
子を掃入することができ，より電子供与性の
共役環を置換することにより，カルボランか
らの分子内電荷移動蛍光が期待された．した
がって，オルトカルボランの特徴を生かした
新しい蛍光物質の創生が期待された． 
 
（3）スーパーオキサイド生成に応答するフ
ェノール性化合物の構造特性と特異的電子
移動 
スーパーオキサイドとフェノール類との

反応は，酸塩基反応として知られてきた．し
かし，OQH2，PQH2およびこれらの骨格を含
む天然ポリフェノール類に限り，スーパーオ
キサイドとの間にプロトン移動と共役する
電子移動を観測することができた．図 3 に， 
酸素/スーパーオキサイドの酸化還元対の可
逆波に対して，共存する PQH2 の濃度依存性
を示した．PQH2 の濃度増加に伴い，還元方
向に一電子を保ったまま再酸化波が不可逆
波に移行することが分かる．これは PQH2 か
らスーパーオキサイドへの PCET 反応を示す
特徴的な波である．また，図中に示すように，
酸素の還元電位で測定した電解 ESR スペク
トルは，対応するキノンアニオンラジカル
（PQ•−）のものであり，PCET 反応よって PQ•−

が生成することが分かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．PQH2共存下における酸素還元波の変化
および電解 ESR スペクトル 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．カテコール（OQH2）とスーパーオキサ
イドとのPCET反応のDFT計算による反応座
標および遷移状態の構造．（反応の活性化エ
ネルギーは 55.12 kJ/mol（水素結合）程度） 



 図 4 は，スーパーオキサイドと OQH2から
過酸化水素と対応するキノンアニオンラジ
カル（OQ•−）が生成する PCET 反応の反応座
標を DFT 計算によって得たものである．2 つ
のプロトン移動と電子移動が 1 段階の反応で
進行する協奏的 2PCET 反応であることを示
している．また，DMPO を用いた競争的 ESR
スペクトル測定によっても，スーパーオキサ
イドやヒドロペルオキシラジカルなどの酸
素関連ラジカルはトラップされず，キノンラ
ジカルのみが観測され，実験的にも協奏的
2PCET 反応が明らかとなった．このような特
徴的 2PCET 反応は，キノンラジカルがキノン
－ハイドロキノン酸化還元対の安定中間体
として存在することに起因しており，ハイド
ロキノンやカテコールおよびカテコール骨
格を含む天然ポリフェノール類が，選択的に
スーパーオキサイド消去に関わることよく
説明している．本研究では，スーパーオキサ
イド消去に関わるフェノールの構造特性を
明らかにし，その反応メカニズムは協奏的
2PCET 反応であることを提唱した． 
 以上から，ハイドロキノンやカテコールお
よびカテコール骨格を含む天然ポリフェノ
ール類は，スーパーオキサイドと選択的に反
応し，癌細胞の低電位，低酸素状態の細胞の
認識部位として機能することを明らかとし
た． 
 
以上，本研究では，電位応答型蛍光プロー

ブの基本設計を可能とする，プローブ設計に
用いられる蛍光部位と電位応答部位の架橋
構造の役割，蛍光部位の特徴，および低電位
を特異的に認識する電位応答部位の候補に
ついて新しい知見を与えた．これらの成果は，
癌細胞の低酸素応答の特徴を明らかにする
目的で使用される電位応答型蛍光プローブ
の設計ための基礎的知見として極めて重要
であり，実際の応用されることが期待される． 
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