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Xanthene誘導体を用いた新規蛍光レシオプロープの開発と細胞イメージングへの応用

生体分析化学分野 3PS11013P 高嶋 一平

［序論］

細胞内で生じる化学的イベントは細胞内の様々な分子 （DNA， 貯~A，タンパク質，情報伝達分子，金属イ

オンなど）が時空間的にダイナミックな濃度変動を生じることで成立している。筆者らは、 この細胞内での

分子挙動を簡便に蛍光解析可能な分子ツーノレ（蛍光プロープ）の開発を実施してきた。特に本研究では9位無

置換のxanthene(H9・xanthene）に着目している。 Xantheneはfluoresceinの基本骨格であり非常に明るい蛍

光性や高い親水性を有する生化学実験に適した蛍光色素であるが、未だ、に蛍光プロープへの応用例はほとん

どなく、当研究室が独占的に研究しているのが現状である。本研究では、 xantheneの 1,8位に官能基を導

-7'...することで様々なセンシング機構を有する蛍光レシオ型プロープを開発した。

これまでに多くの蛍光プローブが開発されてきたが、そのセンシング機構は光誘起電子移動（PeT）など特

定の機構が多用され、とりわけ蛍光レシオ型プロープの開発は限定的である。蛍光プロープは蛍光OFF-ON

型と蛍光レシオ型に大別され、 前者は定量性に欠ける問題点を有する。蛍光 OFF-ON型はターゲッ トの認

識に伴う 1波長の蛍光強度変化を検出するが、蛍光強度はプロープ自体の濃度変動などの他因子によってシ

グ、ナル変化してしまうためである。しかし、後者は2波長の蛍光強度変化 （蛍光色の変化） を検出するため、

このような他因子の影響は少なく（プロープの濃度変化では蛍光は色変化しないため）、より定量性の高い解

析が可能である。本研究では従来とは異なる蛍光センシング機構を有する蛍光レシオ型プローブを開発する

とともに、これらセンシング機構を詳細に検討した。さらに本機構を用いて細胞イメージング研究へと応用

し、これらセンシング機構の汎用性や有用性を示すことを目指した。

［実験と考察］

1. AM contact機構における検討’

以前に筆者は右図の二核亜鉛錯体分子2a-2Zn11が

ポリリン酸種を選択的に蛍光OFF-ONで検出可能で

あることを見出した”。本錯体は二核の亜鉛イオンに

架橋配位した水分子がxanthene9位に求・核攻撃する

ことで蛍光OFF状態にあるが、 ポリリン酸種の配位

に伴って架橋配位した水分子を失って蛍光ON状態

となる（図 la,b）。さらに2a-2Zn11を生化学実験へと

応用し、 Jurkat細胞内のATP頼粒 （ATP蓄積した

分配、頼粒組織）を選択的に蛍光イメージングする

ことに世界ではじめて成功した。
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図 I(a) 2a-2Zn°錯体と ATPの反応式、（b)2a・2Zn11錯

体水溶液のATP滴定時の蛍光スペクトノレ変化。
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ところで 1990年に Czamickらはanthracene9位に

l人7,10,13・pentaazacyclopentadecaneを導入した化合物

がCd11の配位に伴って著しい蛍光レッドシフトを示す
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ことを報告した川。本研究は後続の蛍光プローブ開発

b もなく、そのセンシング機構は未解明のままであった。

そこで筆者は本研究に合わせて化合物 2aのCd11に対す

Czamickらの報告同様にる蛍光応答を評価した結果、

化合物2aがCd11の配位に伴って著しい蛍光レッ ドシ

さらに他の金属種にフトを示すことを確認した（図2）。
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図2(a）化合物2aとCd11の反応式、（b）化合物2a水溶

液のCd11滴定時の蛍光スペクトノレ変化。
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対する化合物2aの蛍光応答も評価した結果、 化合物2a

がCd11や Ag＇などVander Waals半径の大きい金属種で

予異的に蛍光レッドシフトを示すことを見出した。
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図3(a) la-Cd11錯体分子の構造、（b）化合物 la水溶液へのCd11滴定時の蛍光スベクトル変化、 （c)la-Cdu錯体のX線結品構

造解析ORTEP図 （50%probability e出psoids）、（d)la-Cd11錯体解析結果（c）のSpace臼Iモデノレ断面図
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筆者らは、本機構について詳細に検討するため anthracene型分子 taを新たに合成した。本分子もまた Cd11

つ配位に伴って蛍光レッ ドシフトする（図3b）。Job’splotから laはCd11と化学量論比 1:1で配位し、 Cd11を二つ

のリガン ドで挟み込むように配位すると示唆された。次に la・Cd11錯体のX線結晶構造解析を実施した結果、

anthraceneの9位の炭素と Cd11間でVander Waals半径内で接触した構造を示し、この芳香族色素．金属イオン間

での接触構造を Arene-Metalion contact( AM-contact）構造と命名した（図3c,3d）。合わせて AM-contact構造と蛍光

レッドシフ ト現象の関係性を検討するため、分子軌道計算を実施した結果、LUMOで金属イオンが芳香族色素

( anthracene/xanthene）の9位に位置する分子軌道と静電的に相互作用するが、HOMOでは色素の9位で分子軌道

のnodeに位置し、そのような静電的相互作用を有さない。よって、LUMOがHOMOに比べてよ りエネノレギー

が安定化するため蛍光レッ ドシフ トすることを理論的に説明した。

本蛍光プロープ2aは従来の蛍光プローブに比べて高感度（検出感度 13.6nM）かつ高選択的にCd11を検出可能

であり、 anthraceneに比べて長波長励起で細胞へのダメージも少ない特徴を有する。そこで本蛍光プローブ2a

このよう

にCd11の細胞内移行を詳細に蛍光イメージングした前例はなく、本手法がCd11の生体内挙動解析において有用

2 

Cd11の細胞内移行をsubcellularレベノレで、可視化解析することに成功した。を細胞内へ導入した結果、
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a な手法であることを示す結果である。

ところで本機構を多様な金属種へと展開するためには、

従来の二つのリガンドを有する蛍光プロープ、構造（町rpeI) 
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Type I では金属種によって蛍光プロープと i:2で金属配位し、

AM-contact構造を示さない問題点を有する。そこで筆者

は超分子化学における cryptandやlariatetherの分子構

造を模倣した環状型蛍光プロープ（町rpeII）を新たに分子
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設計した。司rpeIIはTypeIと異なり金属配位数を i:1に

国定可能であり、架橋した剛直なリガンド構造を有するこ

とで金属イオンを芳香族色素へ近接しやすいことが期待さ

合成した化合物群の中で化合物 17はAgIに対してれる。

F常に高い選択性で蛍光レッドシフトを生じることを見出

した（図 4b,4c）。本化合物に関しても司rpeIと同様にX線
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図4(a) Type IとTypeIIの分子構造、（b）化

合物 17とAg1との反応式、（c）化合物 17水

溶液のAg1滴定時の蛍光スペクトノレ変化。
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結晶構造解析や分子軌道計算によりメカニズム解明を行った

ので合わせて報告する予定である。

Xantheneの触媒的酸化反応を応用した蛍光プロープw2. 

以前に筆者は化合物2aがTLC上で空気酸化を受けて緑色蛍光から青色蛍光へ変化することを見出したが、

非常に反応速度が遅く蛍光プロープとして応用することは困難で、あった。そこで筆者は、触媒能を有する官

能基を xantheneの1,8位に導入することで

反応加速し、活性酸素種（ROS）を検出可能な

蛍光プローブへと展開することを目指した。

てantheneの 1,8位に様々な官能基を導入し
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た化合物を合成したが、多くは金属イオンに

結合可能で金属イオンリッチな生理条件下で

し

かし、その中で化合物 31は金属配位能が低

は蛍光応答してしまうことが懸念される。

さらに迅速に酸化されて xanthone様の

青色蛍光を示すことを見出した。

く、

図5(a）化合物31とH202との反応メカニズム、（b）化合物31

水溶液に H202添加後の蛍光スベクトノレ経時変化、（c）化合物

31水溶液のH202添加後のxanthone31・one体の蛍光強度の経時

変化 （1回＝380 nm ,0・60min）。
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そこで筆者は水溶液中で本化合物 31の

ROSに対する蛍光応答を評価した結果、過酸

化水素（H202）に対して選択的に反応し、 520

3 

nmの蛍光減少と 450nmの蛍光上昇を確認し

さらに本反応は、弱酸性環境下（pHた（図 5b）。



5-6）で著しく反応加速し、 H202と弱酸性に応答する ANDロジックゲートであると判明した（図 5c）。

筆者は本反応のメカニズム解明を目的として、 HPLC/MSによる反応追跡や誘導体合成を実施した。結果

として、木反応はxanthene9位にH202が求核攻撃して共有結合を形成した中間体31-00Hを生成する第

1ステップと、この中間体から xanthone構造（31-one）へ酸化的に変換される第2ステップが存在すると示

した（図 5a）。また誘導体との比較評価結果から、 xanthene1,8 ｛.立に導入したピリジン部位と 3級アミン部

位が酸混基触媒的に作用することで色素構造の変換反応を著しく加速していることが示唆された。

さらに本分子 31のANDロジックゲートを応用し、マイトファジーにおけるオートリソソーム形成を蛍

光レシオ検出することに成功した。マイトファジーとは損傷ミトコンドPアを選択的に除去するオートファ

ジーであり、膜電位喪失に伴って H202が蓄積したミトコンドリアがオートリソソーム内にリクルートされ

る。よって、オートリソソーム内の H202の蓄積と弱酸性の 2シグナノレを認識して化合物 31はオートリソ

ソーム内で選択的にxanthoneへ変換される。本研究にて世界に先駆けて人工小分子によるマイトファジ一

行拙法を開発し、従来法に比べてより簡便なマイトファジー検出が可能となると期待されるo

［結言］

本研究により xantheneの潜在的な有用性を新たに示したと考える。例えば、筆者はxantheneの9位炭素

が高い求電子性を有することに着目し、これを活かしてポリリン酸種選択的な蛍光 OFF-ONセンシング機構

やH202による xantheneの酸化的変換反応を用いた蛍光レシオセンシング機構を新たに見出した。

一方、本研究で示したセンシング機構は蛍光プロープの分子設計における汎用性が高いと考える。特に

AM-contact機構は多様な金属種へと展開可能であると考えており、実際にFeIII,AfIII, znn, 8"11, LaIIIなど多

様な金属種でAMcontact機構による蛍光レッドシフト現象が生じることを確認している。

序論に記載するように従来は蛍光レシオ型プローブの開発は限定されてきたが、本研究では異なるセンシン

グ機構による新規分子設計により、従来と異なる特性を持つ蛍光レシオ型プロープを開発可能であると示した。

今後の蛍光プローブの開発において本研究が幅広く応用されるためにさらに研究展開していく。
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