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要旨 

蛍光顕微鏡の空間分解能を大幅に向上させる超解像イメージング法は生命現

象の理解に更なる飛躍をもたらすと期待される．本手法の技術開発は急速に進

んでいるが，測定に欠かせない蛍光色素／蛍光タンパク質及びその使用条件の

開発は発展途上にあり，添加物の使用や強い励起光が必要なことが多く，生細

胞を観察する上で未だ改善の余地が多い．本研究では，有機小分子蛍光色素で

あるローダミン類の分子内スピロ環化平衡に着目し，その化学構造を最適化す

ることで，自発的に明滅するという新たな特性を持つ蛍光色素を開発した．こ

の蛍光色素を用いることで従来よりも温和な条件下で測定可能な超解像イメー

ジング法を確立することに成功した． 
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第一章 

序論 
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第一節 回折限界を超える超解像イメージング法 

第一項 蛍光イメージング法の空間分解能の限界 

細胞を生きた状態のまま観察できる蛍光イメージング法の開発により，生命

現象に対する理解は大きく進展した．色彩豊かな蛍光タンパク質や有機小分子

蛍光色素を骨格とする蛍光プローブの開発によって，細胞の構造だけでなく，

情報伝達物質や酵素反応が関与する細胞の機能を可視化することも可能となっ

てきた 1-6．しかし，今後更なる高機能蛍光プローブが開発されたとしても，細

胞内にある構造や機能を観察するには限界がある．それは，蛍光をはじめとす

る光を用いる光学顕微鏡が普遍的に持つ「回折限界」と呼ばれる空間分解能の

限界である (図 1-1)．  

 

 

図 1-1. 蛍光イメージング法の空間分解能の限界．  
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光は波動性を持つため，1 nm程度の蛍光色素が発した蛍光はレンズを通して

集光しようとしても一点に集光することは不可能であり，波長程度 (半径数 100 

nm) にぼやけて観測されてしまう (図 1-2)．この広がりを点像分布関数 (Point 

spread function，PSF) と呼ぶ．PSFのため蛍光分子が一定の距離以上に近接する

と，二点から発せられる蛍光シグナルが重なってしまい，二点を識別すること

が不可能となる．これを回折限界と呼び，1873年 Abbeが定式化し，後に Rayleigh

は二点を識別できる距離として光学顕微鏡の空間分解能を 0.61／NA (は波長，

NAはレンズの開口数) と定義した 7, 8．例えば NA = 1.40， = 500 nmの場合，

約 220 nmであり，細胞内に存在するタンパク質複合体等の微小構造を観察する

際に，この回折限界は大いに問題となる．そのため，未知の高次構造を検討す

るには固定化処理が必要なものの，空間分解能が遥かに高い電子顕微鏡に頼ら

ざるを得なかった． 

 

図 1-2. 点像分布関数 (PSF)．(a) Alexa647の化学構造．(b) Alexa647の蛍光画像．
(c) bにおける黄線の蛍光強度分布．スケールバー：1 nm (a)，500 nm (b)． 
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長い間この空間分解能の限界を超えることはできないと考えられてきたが，

1990 年代から 2000 年代にかけて回折限界を突破する超解像イメージング法 

(Super-resolution microscopy又は Nanoscopy) と呼ばれる手法が次々に提案，実現

されてきた 9-13．生細胞において多色で観察できるといった蛍光イメージング法

の長所を生かしつつ，弱点であった空間分解能を大きく向上させることができ

れば，細胞生物学研究において強力な手法となり，生命現象の理解に更なる飛

躍をもたらすと期待される．開発されてから間もないにも関わらず，超解像顕

微鏡の開発 (“for the development of super-resolved fluorescence microscopy") に対

して Eric Betzig博士，Stefan W. Hell博士，William E. Moerner博士らに 2014年ノ

ーベル化学賞が授与されたことからもその期待の大きさが伺われる． 

超解像イメージング法は次項で紹介するように様々な原理に基づく手法が開

発されている．さらに，数多くの研究グループの参画や顕微鏡メーカー各社か

らの市販化に伴い，測定手法の改良だけでなく生物学研究への応用も始まり，

急速に研究が進められている (図 1-3)．しかしながら，各手法にはこれまでの蛍

光イメージング法に比べて様々な制約が存在しており，特に生細胞への応用に

は更なる改良が求められているのが現状である．現在，超解像イメージング法

の開発は (1) 光学系の設計，(2) 蛍光プローブ及び測定条件の開発，(3) 解析ア

ルゴリズムの開発が三位一体となって行われる段階に来ている．本論文では主
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に (2) に着目し，有機光化学の観点から開発した新規蛍光プローブを基盤技術

とする超解像イメージング法を提案する． 

 
 

図 1-3. 超解像イメージング法に関する論文発表数の推移．Web of scienceにお
いて“Super-resolution microscopy” or “Nanoscopy”で検索した結果． 

第二項 超解像イメージング法の測定原理 

超解像イメージング法は様々な測定原理に基づき，数多くの手法が開発され

ている．本項では既に超解像顕微鏡として市販化されている代表的な手法を中

心に測定原理及び各手法における蛍光プローブの果たす役割について概説する． 

 

(i) Stimulated emission depletion (STED) microscopy 

S. W. Hellらが 1994年に提案した手法であり 14，その後実用化され広視野顕微

鏡における超解像イメージング法の先陣を切った 15, 16．STED顕微鏡は共焦点レ

ーザー顕微鏡と同様の走査型顕微鏡であり，空間分解能は PSF の大きさが決定

する．STEDでは，PSFを実質的に小さくして空間分解能を向上させるため，レ
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ーザーの発振原理にも使われている誘導放出と呼ばれる物理現象を利用する．

通常の励起光の周りにドーナツ状に成型した STED 光を照射すると，励起状態

にある分子は誘導放出によって STED 光と同一波長の発光を伴って強制的に基

底状態に戻されるため，通常の蛍光シグナルを消すことができる．誘導放出は

蛍光スペクトルの長波長側の波長で起こすことができるため，フィルターによ

って STED光及び誘導放出光をカットし，STED光が照射されていない中心部分

から出る蛍光シグナルのみ抽出することが可能である．さらに，STED光のレー

ザー強度を強くしていくことによって誘導放出の効率が飽和し，ドーナツの穴

が小さくなっていくため，PSFより小さい範囲の蛍光シグナルのみを検出するこ

とができる．理論的には空間分解能の限界はなく，褪色に強い蛍光性ナノダイ

ヤモンドを用いて 6 nmという空間分解能が達成されている 17．しかし，実際の

生物試料を用いた測定では，STED光による蛍光プローブの褪色や生物試料への

ダメージが問題となるため，30~50 nm程度の空間分解能での測定が行われる．

STEDは画像解析処理を行う必要がなく，artifactを含みにくいという長所がある．

また，多色化 18や三次元での観察 19，高速化 20，褪色の低減 21等の技術開発も

進んでいる．さらに，応用面では生細胞観察 22 だけでなく，生きたマウスの脳

にある神経細胞を観測することにも成功しており 23，今後様々な領域での活用が

期待される．一方，STEDに用いられる蛍光プローブに着目すると，蛍光タンパ
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ク質及び褪色に強い有機小分子蛍光色素が広く用いられている 24．また，誘導放

出以外にも光反応による消光機構を利用することができ，蛍光色素の三重項状

態を利用した手法 (Ground state depletion，GSD)25 や photoswitchableな蛍光タン

パク質を用いる手法 26 が報告されている．これらの手法は総称して Reversible 

saturable optical fluorescence transitions (RESOLFT) と呼ばれる 27．誘導放出の代

わりに高効率な光反応を利用することで，ドーナツ状の光を弱くすることが出

来るため，生細胞試料への適用が期待されている．現在，一部の蛍光タンパク

質以外に有用な光反応を基にした消光機構を有する蛍光プローブの利用は殆ど

報告されていないため，褪色に強い有機小分子を基にした蛍光プローブの開発

が待たれる． 

 

(ii) Structured illumination microscopy (SIM) 

SIMは 2000年にM. G. L. Gustafssonが報告した手法であり，モアレ現象を利

用して超解像画像を取得する方法である 28．縞状の励起光を生物試料へ角度，位

相を変えて照射し，9-15 枚の蛍光画像を取得する．得られた画像と励起光の構

造情報を用いて画像解析を行い，元の構造情報を通常の約 2 倍の空間分解能で

取得することができる．また，飽和した励起光を用いることによって，更なる

空間分解能の向上も報告されている (Saturated SIM，SSIM)29．本手法は，他の
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超解像イメージング法に比べて空間分解能は劣るものの，蛍光色素に対する要

求はなく，通常の蛍光イメージングと同様に多色化や三次元観察が可能である

30．また 1枚の超解像画像取得にかかる時間は 1 s程度と比較的速く，生細胞へ

の適用も可能である 31． 

 

(iii) Single-molecule localization microscopy (SLM) 

2006年に 3グループから同様の測定原理を用いた手法が報告された．E. Betzig

らの Photoactivated localization microscopy (PALM)32，S. Hess らの Fluorescence 

photoactivation localization microscopy (FPALM)33，X. Zhuangらの Stochastic optical 

reconstruction microscopy (STORM)34 である．これらの手法は用いる蛍光プロー

ブの種類が異なるものの，測定原理はいずれも同一であり，1995年に E. Betzig

が提唱したものに端を発する 35．その後，蛍光プローブや測定条件を工夫した手

法が数多く報告されており，総称して Single-molecule localization microscopy 

(SLM) や Localization microscopyと呼ばれる 36．SLMでは，蛍光プローブを空間

的に重ならないように時間をずらして光らせ，その位置を数 10 nm の精度で決

定し，得られた分子の位置情報を重ね合わせることで高解像度の画像を取得す

る (図 1-4)．本手法も多色化 37, 38や三次元での測定 39-41が達成されている． 
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SLM は大きく分けて下記の 2 つの要素技術から成る．(1) 蛍光を発している

分子の位置をフィッティングにより数 10 nmの精度で決定する手法と (2) 蛍光

プローブの特性や測定条件を工夫して，PSF内に存在する分子を重ならないよう

に一分子ずつ順番に光らせる手法である．(1) の位置決定に関しては，アクチン

上を移動するミオシンの位置を数  nm の精度で測定することに成功した

Fluorescence imaging with one-nanometer accuracy (FIONA) と呼ばれる手法 42が応

用されている．蛍光を発する分子が一分子である場合，PSFを二次元ガウス関数

でフィッティングすることによってその位置を正確に決定することが可能であ

る．SLM の空間分解能を左右するこの位置決定精度は検出するフォトン数に依

存し，十分に明るい試料では／N1/2 (は PSFの標準偏差，Nは検出したフォト

ン数) で決定される 43, 44．従って，一般的に蛍光タンパク質よりも褪色に強い有

機小分子蛍光色素の方が適していると考えられる 45．一方，(2) の順番に光らせ

る手法は蛍光プローブや使用条件の検討により様々な手法が開発されており，

色素の種類や消光メカニズムにより，名称も様々である 36．本研究も (2) の順

番に光らせる手法の開発に相当するため，これまでに報告された手法について

次節でまとめる． 
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図 1-4. SLMの測定原理． 

(iv) Super-resolution optical fluctuation imaging (SOFI) 

上記の 3 手法に比べると開発途上であるものの，測定装置の種類に依らない

ことや高い時間分解能を達成できる可能性があること，蛍光分子の開発が鍵で

あることから簡単に紹介する．SOFIは一分子に由来する蛍光シグナルの自己相

関係数を利用して超解像画像を取得する手法である 46．具体的には，各ピクセル

の蛍光強度のゆらぎから N 次のキュムラントを計算することで N1/2倍の空間分

解能を達成する手法である．さらにピクセル間の相互相関関数を考慮すること

で，N倍の空間分解能を取得することが可能である 47．本手法の達成においても，

蛍光色素を明滅させることが必要であり，これまでに量子ドット 46，蛍光色素の

三重項やラジカルアニオン 48，分子間 FRET49の利用が報告されている． 
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第二節 蛍光プローブの明滅法 

SLM の達成には蛍光プローブを明滅させ，近傍に位置する蛍光プローブを時

間的に分離し，それぞれを個別に観察することが重要である．この明滅させる

手法は PALM，FPALM，STORMの報告を皮切りに研究が進められ，現在では非

常に多くの手法が報告されている 50-53．本節では，SLM に利用可能な蛍光プロ

ーブの明滅法についてまとめる．応用面での違いから (1) 不可逆的な手法と (2) 

可逆的な手法に分類する． 

 

第一項 不可逆的な手法  

PALMあるいは FPALMでは，光照射により無蛍光状態から蛍光状態に変換さ

れる蛍光プローブや，蛍光波長が大きくシフトする蛍光プローブが用いられる．

活性化に用いる光照射の強度を弱く設定することで，空間的に重ならない程度

にごく僅かな蛍光分子のみを蛍光状態に変換する．活性化された蛍光分子の位

置を決定後，褪色させてまた別の分子を蛍光状態に変換することで SLMのサイ

クルを達成する (図 1-5a)．各分子を褪色させる必要があるため，同一蛍光プロ

ーブを複数回観察することはできず，生細胞における微細構造の経時変化等の

検討には利用できない．最近になって一つの蛍光プローブから一回だけ位置を
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決定することを利用し，微小環境に存在するタンパク質の個数を定量するとい

う使用法が検討され始めている 54, 55． 

不可逆的な手法に用いられる蛍光プローブとしてはこれまでタンパク質の拡

散速度の評価やパルスチェイス実験等に用いられてきた光活性化型／光波長変

換型の蛍光タンパク質 56やケージド蛍光色素 57が広く利用できる．例えば蛍光

タンパク質として光活性化型のPAGFP33や光波長変換型のKaede32が報告されて

いる．また，有機小分子を基にしたケージド蛍光色素の利用も多数報告されて

いる (図 1-5b-e)58-64． 

 

 
図 1-5. PALM／FPALMに用いる蛍光プローブ．(a) 光により不可逆的に活性化
又は波長が変化する蛍光プローブを用いた SLM の測定スキーム．(b) ケージド
ローダミン 11063．(c) Azido-DCDHF58, 59．(d) ケージドカルボローダミン 11064．
(d) ローダミン NN60-62．  
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第二項 可逆的な手法 

可逆的に蛍光／無蛍光状態が変換される蛍光プローブは，同視野において複

数回超解像画像を取得することができるため，生細胞中における微細構造の経

時変化の検討に有用である．この目的には，二波長の光照射で可逆的に蛍光の

ON／OFF が可能なフォトクロミック蛍光プローブが適しており，Dronpa や

mGeos-X65，Dreiklang66等の蛍光タンパク質が利用されている 67．また，有機小

分子ではフォトクロミック分子であるジアリールエテン 68-73やアゾベンゼン 74，

オキサジン 75を利用して可逆的にON／OFFが可能な蛍光プローブの開発も進め

られているが (図 1-6a-c)，生細胞での超解像イメージングの達成には水溶液中

での光応答性や細胞膜透過性等といったことが課題として残っている．また，

紫外光照射により蛍光状態になり，一定時間経過後，熱的に無蛍光状態に戻る

フォトクロミックローダミンが開発されているが，活性化後強い励起光により

褪色させるケージド化合物の様な利用に限られている (図 1-6d)76-80． 
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図 1-6. フォトクロミック蛍光分子．(a) ジアリールエテンの光異性化に基づく
蛍光分子 68．(b) アゾベンゼンの光異性化に基づく蛍光分子 (RSA-AZO)74．(c) オ
キサジンの光異性化に基づく蛍光分子 75 (d) フォトクロミックローダミン誘導
体 76-79．  
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一方，蛍光色素と添加物との反応による蛍光の明滅を利用して SLMを達成す

る手法が開発されている．例えば有機小分子による SLM を最初に達成した

STORMでは脱酸素条件下においてチオールを添加し，Cy3-Cy5等のシアニンペ

アを用いて蛍光のスイッチングを達成した 34, 38．Cy5を強く励起するとチオール

が付加することで無蛍光状態に変換され 81，Cy3 を励起することで再び Cy5 が

蛍光状態に変換されることを利用している．その後，一般的な蛍光色素である

ローダミンやオキサジン，シアニンをチオール等の還元剤等を加えた条件下で，

強いレーザー光を照射すると大部分の分子が長寿命の無蛍光状態に変換される

ことが報告された．ごく一部の蛍光色素が熱的に基底状態へと戻り，蛍光を発

するため SLMが可能となる．本手法は direct STORM (dSTORM)82, 83 あるいは

Ground state depletion microscopy followed by individual molecule return (GSDIM)84 

と呼ばれており，現在最も汎用的に利用できる手法の一つである (図 1-7a)．無

蛍光状態としては，ローダミンでは三重項状態や一電子還元されたラジカルア

ニオンが生成し，オキサジンではさらに一電子還元されたロイコ体が生成する

ことが知られている 85．また，Alexa647 や Cy5 等のシアニン類では，チオール

の付加反応により共役系が切断され無蛍光状態になっていることが示唆されて

いる (図 1-7b)81．dSTORMに必要な還元剤として，外部から添加する 10-100 mM

程度のMercaptoethylamine (MEA) や-Mercaptoethanol (-ME) が用いられるが，
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細胞内に存在するグルタチオン (GSH) を利用することも可能であり，実際に生

細胞イメージングも達成されている 86-88．これらの無蛍光状態は熱的に戻るだけ

でなく，405 nmの光照射により基底状態へと変換されるため，測定中に蛍光状

態の分子の割合を調節するのに利用されている 89． 

同様に，蛍光色素と酸化剤や還元剤を組み合わせることで無蛍光状態を達成

する Blink microscopyと呼ばれる手法 90や，オルガネラ局在性蛍光色素に応じた

イメージングバッファーの最適化 91による SLMが報告されている．また，銅イ

オンの可逆的な結合による消光を利用した Chemically improved resolution for 

optical nanoscopy (CHIRON) (図1-7c)92 や抗体やDNAが可逆的に結合することを

利用する Points accumulation for imaging in nanoscale topography (PAINT) あるい

は universal PAINT (uPAINT) といった手法も報告されている 93-96． 
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図 1-7. SLMに用いられる可逆的な蛍光スイッチング法．(a) 三重項状態 (T1)，
ラジカルアニオン (F･-)，ロイコ体 (FH) 等の無蛍光状態を利用した可逆的な蛍
光スイッチング (dSTORM又はGSDIM) と生細胞SLMに用いられる代表的な蛍
光色素の化学構造 86-88．(b) 光照射下におけるシアニンへの可逆的なチオール付
加 81．(c) 可逆的な銅イオン (CuII) の結合 (Chemically improved resolution for 

optical nanoscopy，CHIRON)92．  
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第三節 課題と本研究の目的 

第一項 従来法の課題 

前節でまとめたように，蛍光プローブの明滅法は多岐にわたりそれぞれ一長

一短がある．その中で一般的な有機小分子蛍光色素を広く使う事ができ，生細

胞イメージングにも成功しているdSTORM／GSDIMは最も汎用性の高い手法の

一つである．しかしながら，本手法において蛍光プローブの明滅特性は蛍光色

素の種類や励起光の強度，還元剤の種類及び濃度等の使用条件に大きく依存す

ることが報告されている 89．例えば，シアニン類ではチオール存在下で褪色を防

ぐため酸素を除去することが好ましく，生細胞での観察ではその影響が懸念さ

れる．一方，ローダミンやオキサジンを用いる場合，酸素を除く必要はないも

のの大部分を無蛍光状態に変換するために，事前に強いレーザー照射が必要で

ある．そのため，蛍光色素の褪色や活性酸素種による細胞への光毒性 97 が懸念

される．また，複数の蛍光色素を用いた多色イメージングを行う際に，全ての

蛍光プローブに最適な観察条件の設定が困難な場合が予想される．したがって，

添加物や励起光の影響を最小限に抑えた生理的条件下において，生細胞の SLM

を行うことが望ましく，蛍光プローブの明滅法には未だ改良の余地が残されて

いる．  
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第二項 本研究の目的 

本研究では，蛍光色素自体の構造を新たに設計，検討することによって，添

加物やレーザー強度に依らず自発的に明滅する蛍光色素を開発し，それを用い

た温和な条件下でも実施可能な超解像イメージング法の確立を目指した (図

1-8)． 

 

 

図 1-8. 自発的に明滅する蛍光色素を用いた SLMの測定スキーム．一般的な蛍
光色素 (a) と自発的に明滅する蛍光色素 (b) を用いた SLM．自発的に明滅する
蛍光色素を用いる SLMでは一般的な蛍光色素を用いる場合に必要な添加物や測
定前の強いレーザー照射を必要としない． 
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第二章 

自発的な明滅特性を有する蛍光色素の開発 
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第一節 自発的な明滅特性を有する蛍光色素の設計 

第一項 ローダミン類の分子内スピロ環化平衡 

ローダミン類は水溶性，高いモル吸光係数，高い蛍光量子収率，高い光安定

性，可視光領域での多彩な波長域に用いることができるといったことから汎用

される蛍光色素骨格であり 98，SLMにも適していると考えられる (図 2-1a)．し

かし，一般的なローダミン類は 2’位にカルボキシ基を有しており，水溶液中に

おいて常に吸収・蛍光を示す開環体構造で存在する．SLM では任意の時間にお

いて大部分が無蛍光状態であることが必要であるため，上述したような特殊な

条件下で無蛍光状態に変換させる必要がある (第一章 第二節)． 

ローダミンを基にした蛍光プローブの開発の過程において，キサンテン環の

アミノ基をアミド基やカルバメート基に変換することで，スピロラクトン構造

が安定化されることが知られている．同様に，カルボキシ基をアミド化すると

スピロラクタム構造が安定化され，水溶液中で閉環体構造として存在する．こ

れらの閉環体構造ではキサンテン環の共役系が切断されるため，可視光領域に

おける吸収及び蛍光が完全に消失する．開環／閉環の構造変化に伴う蛍光変化

が大きいため，観測対象との反応に伴う蛍光の回復を利用した蛍光プローブ (図

2-1b)98-101 や光照射によって蛍光が回復するケージド化合物 57が数多く開発され
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ている (図 1-5b)． 

一方，当研究グループではこれまでにローダミンのカルボキシ基を求核性の

高いメルカプトメチル基やヒドロキシメチル基に置換した誘導体が水溶液中に

おいて開環体／閉環体構造から成る分子内スピロ環化平衡を示すことを明らか

にしてきた 102．これらのローダミン誘導体は酸性条件下では吸収・蛍光を示す

開環体構造をとり，塩基性条件下では無色無蛍光である閉環体構造をとる．観

測対象との化学反応によって，生理的 pH環境 (pH 7.4) における開環体構造の

割合が増加し，蛍光強度が大きく上昇することを利用して，次亜塩素酸 (図

2-1c)102, 103 やプロテアーゼ活性 (図 2-1d)104, 105 を高感度で検出する蛍光プロー

ブの開発に成功している． 

 

図 2-1. ローダミン骨格を有する蛍光プローブ．(a) ローダミンの化学構造 (左)．
ローダミンの吸収スペクトル (実線) と蛍光スペクトル (点線) (右)．(b) 金属イ
オンを検出する蛍光プローブ．(c) 次亜塩素酸を検出する蛍光プローブ 102．(d) 

-Glutamyltranspeptidase (GGT) を検出する蛍光プローブ 104．  
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第二項 SLMに用いる蛍光色素に必要な特性 

これまでの蛍光プローブの開発では，分子の集合としての蛍光特性の変化を

利用してきたが，SLM では一分子における蛍光特性が重要となる．水中で熱的

な分子内スピロ環化平衡を示すローダミン類の一分子に着目すると，ある時間

間隔で蛍光性の開環体と無蛍光性の閉環体が室温下で可逆的に入れ変わってお

り，自発的に蛍光の明滅を示していると考えられる．本研究ではこの自発的な

明滅特性を化学構造の検討により SLM での使用に最適化することで SLM プロ

ーブの開発を目指した． 

ローダミン類の分子内スピロ環化平衡を生細胞中の中性環境下での SLMに利

用するためには，通常の生細胞イメージングに必要な水中における高い蛍光特

性や光褪色耐性，細胞膜透過性等に加え，下記の 2つの特性が必要である． 

(1) 測定条件下において大部分が無蛍光性の閉環体構造で存在する． 

(2) 開環体構造が顕微鏡で検出可能な時間光った後に閉環体構造に戻る． 

(1) 近接する蛍光分子から発せられる蛍光シグナルが重ならず，一分子の位置

を正確に決定するためには大部分が無蛍光状態で存在することが必要である．

Nyquist-Shannonのサンプリング定理によると 20 nmの空間分解能を得るには，

10 nm 毎にシグナルを得ることが必要である．このとき回折限界内 (直径 300 
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nm) の領域を約 700分子の蛍光色素でラベル化する必要があり，1分子のみ光っ

ている状態を達成するには，蛍光状態で存在する割合は大凡 0.04%であることが

理想的である．また，観測対象とするタンパク質等の密度，すなわち回折限界

内に存在する分子数に応じて最適な割合は異なる．すなわち，この割合が高い

場合には高密度に存在するタンパク質の観察ができず，この割合が低すぎる場

合には全ての分子の位置を決定するまでの時間が長くなってしまい，生細胞で

の観察では細胞の動きの影響が大きくなってしまう． 

(2) 分子の位置決定の精度は検出するフォトン数に依存するため十分なフォ

トン数を検出する必要がある．一般的に SLMに用いられる EMCCDカメラの露

光時間は 10-100 ms/frame程度であるため，その程度の時間スケールの間，蛍光

状態が維持されることが望ましい．例えば，開環体の持続時間が露光時間に比

べて非常に短いs 程度である場合，通常の励起光照射では十分な蛍光シグナル

を得ることは難しくなる． 

これらの特性を定量的に評価するために，(1) 分子内環化平衡の平衡定数 

(pKcycl) と (2) 開環体の持続時間 () を指標とすることにした．ここでは蛍光

色素で一般的に用いられる蛍光寿命とは異なる．pKcycl は開環体の吸光度の pH

変化を測定し，滴定曲線から開環体の吸光度が半分になる pHとして概算するこ

とができる 106．例えば，図 2-2aに示すように pKcycl = 8.5であるローダミン誘導
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体は pH 7.4において大部分が開環体構造として存在しているのに対し，pKcycl = 6

であるローダミン誘導体は大部分が閉環体構造として存在している．そこで，

pH 7.4において大部分が閉環体構造をとる化合物の選択基準として，pKcyclの目

標値を 6以下に設定した．の決定にはレーザーフラッシュフォトリシス法 (LFP，

Laser flash photolysis) を用いることにした．本手法は，パルス幅が 10 nsのレー

ザーパルス (308 nm) を閉環体構造に照射し，光反応により開環体構造を過渡的

に生成させる．その後，水溶液中において元の平衡状態に戻るのに伴い，過渡

的に生成した開環体の吸光度が減少する．この過渡吸収の減衰曲線を解析する

ことにより，開環体が閉環体に戻るまでの時間を評価できる．が長すぎると全

ての分子の位置を決定するのに時間がかかりすぎてしまい，が短すぎると同一

レーザー強度において，カメラの露光時間内に検出できるフォトン数が少なく

なり，正確に分子の位置を決定しにくくなる (図 2-2b)．そこで顕微鏡下で十分

に検出が可能な化合物を選択するため，の目標値を 10から数 100 msと設定し

た． 
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図 2-2. ローダミンの分子内スピロ環化平衡に基づく SLM プローブに必要な
特性．(a) pKcycl が 6.0 (青) 又は 8.5 (赤) であるローダミン誘導体の pH滴定曲線
の模式図．生理的 pH (pH 7.4) において SLMを行うためには大部分の分子が閉
環体で存在する必要がある．(b) 開環体の持続時間が異なるローダミン誘導体の
蛍光強度変化の模式図．精確な位置決定に必要なフォトン数を検出するために，
蛍光状態は顕微鏡のカメラの露光時間程度続く必要がある． 
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第三項 開発戦略 

上記の特性を有するローダミン誘導体を開発するために，本研究では下記の

順序で研究を進めた． 

(1) ローダミン類の化学構造のうち分子内求核基と求電子基である蛍光団に

着目し，有機化学の観点からそれぞれの構造を変化させた誘導体群を合成

する． 

(2) 各 pHにおける吸収スペクトル測定により pKcyclを決定し，pKcyclが 6以下

のローダミン誘導体を選択する． 

(3) (2)で選択したローダミン誘導体のを LFPにより決定し，が 10から数 100 

msの誘導体を選択する． 

(4) 得られたローダミン誘導体の蛍光特性，明滅特性を顕微鏡下で評価した後，

超解像イメージングを実施する．  
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第二節 分子内スピロ環化平衡の平衡定数の評価 

第一項 設計と合成 

ローダミン誘導体の分子内スピロ環化平衡において，閉環反応は分子内求核

基と求電子基である蛍光団の求核付加反応であると考えられる．当研究グルー

プのこれまでの研究において，分子内求核基の求核性や蛍光団の求電子性が分

子内スピロ環化平衡に影響することが示唆されている．例えば，次亜塩素酸を

検出するプローブの開発において，分子内求核基がアルコールである分子が中

性では開環体構造で存在するのに対して，チオールに置換した分子は閉環体構

造が安定化され，水溶液中で常に閉環体構造をとることが報告されている．さ

らに次亜塩素酸との反応により分子内求核基がチオールから求核性が殆ど無い

スルホン酸に酸化されると開環体が安定化され蛍光が回復することが利用され

ている 102, 103．また，蛍光団のアミノ基のアルキル基の種類やアミド化によって

も分子内スピロ環化平衡はシフトすることが報告されている 105．しかしながら，

これらの検討では溶液における評価が中心であり，SLM で重要となる一分子に

おける開環体の持続時間あるいは閉環反応速度の評価はこれまで全く実施され

ていなかった． 
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そこで，求核性の異なるメルカプトメチル基（チオール，－SH），アミノメチ

ル基（アミン，－NH2），ヒドロキシメチル基（アルコール，－OH）を分子内求

核基として持つローダミン誘導体を設計した．また，蛍光団の構造としてキサ

ンテン環のアミノ基にアルキル基またはアミド基を導入した化合物及び 10位の

酸素原子をケイ素原子に置換した化合物を設計した (図 2-3)．本研究で評価した

ローダミン誘導体 14種の構造を図 2-4に示す． 

 

 
図 2-3. SLMに適したローダミン誘導体の設計． 

 

 

図 2-4. 本研究で合成，評価したローダミン誘導体の化学構造． 
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各ローダミン誘導体を下記のスキーム又は既報のスキームに従って合成した．

また，HMSiR及び 2MeSiRに関してはタンパク質にラベル化するためにスクシ

ンイミドエステル体 (HMSiR-SE，2MeSiR-SE)，タグタンパク質である SNAP tag

及び Halo tagの基質である HMSiR-BG，HMSiR-Haloを合成した． 
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スキーム 2-1. SiR誘導体の合成経路．(a) NBS, AIBN, CCl4, reflux, 18 h; (b) Na2CO3, 

H2O, 70 °C, 4 h; (c) NaBH4, THF, 0 °C, 5 h; (d) H2SO4, MgSO4, 
tBuOH, CH2Cl2, r.t., 3 

d; (e) sec-BuLi, THF, - 78 °C, then 6, -78 °C to r.t., 2 h; (f) TFA, r.t., 42 h; (g) 

TMSCHN2, CH2Cl2/MeOH = 10/1, r.t., 10 min; (h) H2, Pd/C, THF, r.t., 40 min; (i) 

DPPA, DBU, toluene, 80 °C, 3 h; (j) PPh3, THF/H2O = 10/1, reflux, 12 h; (k) LiOH, 

H2O/MeOH = 1/3, r.t., 6 h; (l) chloranil, CH2Cl2, r.t., 12 h; (m) NHS, WSCD, DMF, r.t. 

(n) HOBt, EDC-HCl, TEA, DMF, 0 °C to r.t., 17 h. (o) HOBt, EDC-HCl, TEA, DMF, 

0 °C to r.t., 13 h.  
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スキーム 2-2. AMTMRの合成経路．(a) NaBH4, MeOH, 0 °C, 30 min; (b) DPPA, 

DBU, toluene, 80 °C, 1 h; (c) PPh3, THF/H2O = 10/1, reflux, 19 h; (d) chloranil, CH2Cl2, 

r.t., 1 h. 

 

 

 
 

スキーム 2-3. ヒドロキシメチルローダミン誘導体の合成経路．(a) MeI, Cs2CO3, 

r.t., overnight; (b) LAH, THF/dioxane/CH2Cl2 = 4/1/10, r.t., 1 h; (c) chloranil, CH2Cl2, 

r.t., 30 min; (d) LAH, THF/CH2Cl2 = 5/1, 0 °C; (e) chloranil, CH2Cl2, r.t., 30 min; (f) 

BH3, THF, r.t., overnight; (g) chloranil, CH2Cl2, r.t., 30 min. 
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スキーム 2-4. AMRG及び AMAcRGの合成経路．(a) NaBH4, MeOH, 0 °C, 10 min; 

(b) DPPA, DBU, THF, 80 °C, 17 h; (c) PPh3, THF/H2O = 10/1, reflux, 18 h; (d) 

chloranil, CH2Cl2, r.t., 30 min; (e) Ac2O, pyridine, 0 °C, 12 h; (f) DPPA, DBU, THF, 

80 °C, 17 h; (g) PPh3, THF/H2O = 10/1, reflux, 12 h; (h) chloranil, CH2Cl2, r.t., 30 min. 

 

第二項 pKcyclの決定 

ローダミン誘導体の各 pH のリン酸緩衝液中における吸収スペクトル及び蛍

光スペクトルを測定した (図 2-5)．  
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図 2-5 ローダミン誘導体の吸収・蛍光スペクトル．(a) HMSiR，(b) AMSiR，(c) 

MMSiR，(d) 2MeSiR，(e) HMTMR，(f) AMTMR，(g) HySOx，(h) HMAcRG，
(i) AMAcRG，(j) HMRG，(k) AMRG，(l) HMRB，(m) HMR6G，(n) HMR101

の吸収スペクトル (左) と蛍光スペクトル (右)．各 pH の 0.2 M リン酸緩衝液 

(0.1% DMSO) 中で測定．蛍光色素の濃度が 0.5 Mになるように混合し，直後に
測定．蛍光スペクトル測定の励起波長は 610 nm (a-d)，510 nm (e-g)，460 nm (h-k，
m)，520 nm (l，n)．MMSiRと HySOxは pH 7.4において次亜塩素酸ナトリウム
溶液 (NaClO) と完全に反応させ，吸収・蛍光を示す生成物を得た (青の点線)． 
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各誘導体の吸光度及び蛍光強度の pH 滴定曲線を作成し (図 2-6，図 2-7)，開

環体の吸光度が最大値の半分になる pHとして pKcyclを算出した (表 2-1)105, 106．

ヒドロキシメチル (HM) 基を有するローダミン誘導体 (HM ローダミン)，アミ

ノメチル (AM) 基を有するローダミン誘導体 (AMローダミン) の多くは，シグ

モイド曲線を示し，酸性では開環体構造，塩基性では閉環体構造で存在するこ

とが示された．それに対して，蛍光団がケイ素置換ローダミン (SiR) である

HMSiRと AMSiRはローダミンスピロアミド 76, 78と同じようにベル型の滴定曲

線を示し，酸性側において再び閉環体構造をとることが示唆された．傾向とし

て，AM ローダミンの pKcyclは HM ローダミンに比べて 1.1-1.9 小さく，閉環体

構造がより安定化されていると考えられる．さらに，メルカプトメチル (MM) 

基を有するローダミン誘導体 (MMローダミン) は測定 pHの範囲 (pH 2-11) に

おいて常に閉環体構造で存在するのに対して，分子内求核基を持たない 2MeSiR

は常に開環体で存在することが示された．これらの結果から，分子内求核基の

求核性が高くなるほど閉環体構造が安定化され，pKcyclが酸性側にシフトするこ

とが示唆される (一般的に求核性の高さは HM，AM，MMの順に高くなる)． 

また，蛍光団の Lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) を密度汎関数法 

(Density functional theory，DFT） により算出した結果，LUMOが低くなるほど

pKcyclは低下する傾向が見られた (図 2-8)．このことから蛍光団の求電子性が高
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くなるほど閉環体が安定化されることが示唆された．SiRではケイ素原子とメチ

ル基が形成する*軌道とキサンテン環の*軌道の相互作用の結果，LUMO が安

定化され 107, 108，求電子性が高くなっているため pKcyclが低下していると考えら

れる．以上の結果から，分子内求核基の求核性及び蛍光団の求電子性が高くな

るほど閉環体構造が安定化され，分子内スピロ環化平衡が酸性側にシフトする

ことが示された．検討したローダミン誘導体のうち，pKcyclが 6以下である誘導

体である HMSiR，HMAcRG，AMSiR，AMAcRG，MMSiR，HySOxを選択し，

次節で開環体の持続時間を評価した． 
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図 2-6. 分子内求核基の熱的な分子内スピロ環化平衡に与える影響．開環体の
吸光度 (a-d) と蛍光強度 (e-h) をプロットした．括弧内に波長を示す．それぞ
れ最大値で規格化し，MMSiRと HySOxに関しては次亜塩素酸との反応で生じ
た生成物の吸光度又は蛍光強度で規格化した．各 pH の 0.2 M リン酸緩衝液 

(0.1% DMSO) 中で測定．分子内求核基を有するローダミン誘導体は吸収を有す
る開環体と無色の閉環体から成る分子内スピロ環化平衡を示し，pHに応じて開
環体の存在比率が変化した．分子内求核基の求核性が高いほど閉環体が安定化
され，pKcyclの値が酸性側にシフトした． 

 

 

図 2-7. 求電子基である蛍光団の熱的な分子内スピロ環化平衡に与える影響．開
環体の吸光度 (a) と蛍光強度 (b) をプロットした．括弧内に波長を示す．それ
ぞれ最大値で規格化した．各 pHの 0.2 Mリン酸緩衝液 (0.1% DMSO) 中で測定．
蛍光団の求電子性が高いほど閉環体が安定化され，pKcyclの値が酸性側にシフト
した．  
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表 2-1. ローダミン誘導体の pKcycl 

 

 

 

図 2-8. ヒドロキシメチルローダミンの pKcyclと LUMOエネルギーレベルの関係
性．右に構造を示すキサンテン環の LUMO エネルギー準位を Gaussian 09 

(B3LYP/6-31+G*) を用いて計算した．  
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第三節 開環体の持続時間の評価 

第一項 化学構造と開環体の持続時間の関係性 

第二章第一節でも述べたようにローダミンスピロアミドは閉環体構造で安定

に存在するが，紫外光を照射することによって吸収・蛍光を示す開環体が生成

する，すなわちフォトクロミズムを示すことが知られている．これまでフォト

クロミズムの機構の速度論的な解析において，レーザーフラッシュフォトリシ

ス法が用いられてきた 109, 110．本研究でも同様に，pKcyclが 6 以下であった 6 種

のローダミン誘導体をリン酸緩衝液 (pH 7.4) 中で LFPを行った．308 nmのレー

ザーパルス (10 mJ/pulse，10 ns) を照射すると開環体と同波長域の過渡吸収が生

じ，熱的に減衰する様子が観測された (図 2-9)．観測波長を変化させることで過

渡吸収スペクトルを測定した所，酸性状態で取得した開環体の吸収スペクトル

とほぼ一致した (図 2-10)．さらに，二段階のレーザー照射により，過渡種の蛍

光スペクトルを取得した結果，酸性における開環体の蛍光スペクトルとほぼ一

致した (図 2-11)．以上の結果，観測した過渡種の吸収／蛍光スペクトルが開環

体の吸収／蛍光スペクトルと一致し，副生成物を生成すること無く元の状態に

戻っていることから，レーザーパルス照射で生じた過渡種は開環体であること

が示唆された．したがって，LFP によって得られる過渡吸収の経時変化を解析
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することで，開環体が閉環体に熱的に戻るまでの時間，すなわち開環体の持続

時間を評価できると考えられる． 

各誘導体の過渡吸収を測定した結果，MM ローダミンの閉環速度は非常に速

く，は LFP の時間分解能 (~50 ns) 以下であり，定量的に評価することができ

なかった．一方，AMローダミンは二成分から成る過渡吸収の減衰曲線を示した．

閉環反応のメカニズムの詳細については今後の検討が必要である．実際に SLM

を行う場合に重要となる遅い方の成分に着目し，一次の速度式でフィッティン

グしてを算出した結果，MMローダミンに比べてやや遅くなりは 3-10 s程度

であった (表 2-2)．これらに対して，HMローダミンのは長く，20-300 ms程度

であることがわかった．以上の結果，開環体の持続時間は分子内求核基の種類

に大きく依存し，求核性が高くなるほど短くなることが示された．SLM への利

用の観点からは，AMローダミン及びMMローダミンのは顕微鏡で検出するに

は短すぎるため，が EMCCDカメラの露光時間程度である HMローダミンが適

していると考えられる． 

HMローダミンのうち，Cy5や Alexa647と同程度の吸収／蛍光波長 (Abs／Em 

= 650 nm／671 nm) を有し，モル吸光係数 () が 100,000 M-1cm-1，蛍光量子収率 

(Fl) が 0.3 と高い蛍光特性を示すことから HMSiR を選択し顕微鏡下での評価

を行うこととした (Flともに水中で開環体として存在する誘導体の値 88)．こ
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れまでにローダミンスピロアミドやローダミンスルホンアミドも水溶液中にお

いて開環体／閉環体構造を示し，自発的に明滅する蛍光プローブとして利用で

きる可能性があった．しかしながら，ローダミンスルホンアミドは SLMに必要

な特性である 6以下の pKcycl及び 10-数 100 msのを満たしていなかった 111．ま

た，ローダミンスピロアミドは光により開環体を生じさせた後にケージド化合

物のように強いレーザー照射により褪色させてしまう不可逆的なプローブとし

て利用されているに限られていた 76, 78-80．したがって HMSiRは，基底状態にお

ける熱平衡に基づく蛍光の明滅を示し，かつその明滅特性が SLMに必要な条件

を満たしている初めての例であり，これは分子内求核基としてヒドロキシメチ

ル基を選択することにより実現されたと考えられる． 
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図 2-9. ローダミン誘導体のレーザーフラッシュフォトリシス (LFP)．10 mM 

リン酸緩衝液 (pH 7.4，1-2% DMSO) 中，22 °Cでレーザーパルス (308 nm，10 

mJ/pulse) を照射して得られた過渡吸収の減衰曲線．MM基を有するMMSiRと
HySOx の開環体の持続時間は装置の時間分解能 (50 ns) 以下であった．AM 基
を有する AMSiRと AMAcRGは速い成分と遅い成分からなる二相性の過渡吸収
の減衰曲線を示した．HM基を有する HMSiRと HMAcRGは EMCCDカメラの
露光時間に適した開環体の持続時間を示した． 
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図 2-10. 過渡吸収スペクトルと定常状態における吸収スペクトル．(a) HMSiR，
(b) AMSiR，(c) HMAcRG，(d) AMAcRGの過渡吸収スペクトルはレーザーパル
スを照射してからそれぞれ 200 ms，1.6 s，20 ms，400 ns後に得た．10 mM リ
ン酸緩衝液 (pH 7.4，3% DMSO) 中で測定．吸収スペクトルは開環体で存在する
pH，(a) HMSiR (pH 4.5)，(b) AMSiR (pH 3.0)，(c) HMAcRG (pH 2.0)，(d) AMAcRG 

(pH 2.0) で測定．それぞれ最大値で規格化． 
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図 2-11. HMSiRと HMAcRG の過渡蛍光スペクトル．(a) 二段階励起を用いた
過渡蛍光スペクトルの測定スキーム．308 nmのレーザーパルス照射の0.2 s後，
HMSiRを 532 nm，HMAcRGを 355 nmのレーザーパルスで励起し，各波長の
蛍光シグナルを測定した．308 nmのレーザー照射なしの測定値を差し引き，過
渡蛍光スペクトルとした．(b-c) (b) HMSiR，(c) HMAcRGの定常状態における
蛍光スペクトル (青) と過渡蛍光スペクトル (赤)．定常状態における蛍光スペク
トル (青) は 308 nmのレーザーパルスを照射せずに測定した値．10 mM リン酸
緩衝液 (pH 7.4)／MeOH = 9／1の混合溶液 (数% DMSO) 中で測定．それぞれ最
大値で規格化．  
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表 2-2.ローダミン誘導体の明滅特性 
 

 

 

第二項 開環体の持続時間の環境依存性 

SLM において標的タンパク質を観察するためには，蛍光色素で特異的にラベ

ル化する必要がある．蛍光タンパク質を用いる場合には，遺伝子操作によって

共発現させることでラベル化が可能であるが，有機小分子を用いる場合には別

の方法が必要である．固定細胞においては予め蛍光色素でラベル化した二次抗

体による染色がよく用いられるが，生細胞では使用できない．そのため，生細

胞においては蛍光色素の局在性 112，SNAP tag113や Halo tag114に代表されるタグ

タンパク質 115, 116，クリックケミストリーやリガンドの結合を利用したタンパク

質への特異的ラベル化法 117の利用が必要である．これまでに，蛍光色素の局在

性を利用して DNA118，細胞膜 119，ミトコンドリア 91, 119，ライソソーム 119，小

胞体 91, 119，ゴルジ体 91の SLMが報告されている．また，タグタンパク質を利用

した SLM86-88やクリックケミストリーを利用した SLM120, 121も報告されている． 
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HMSiRを用いる場合も抗体やタグタンパク質を用いて標的タンパク質を特異

にラベル化する必要がある．これまで水溶液中において pKcyclやを評価してき

たが，タンパク質と結合時に分子をとりまく微小環境の影響によってこれらの

特性が変化する可能性がある．そこで，水溶液中とタンパク質表面の微小環境

の違いによる分子内スピロ環化平衡への影響を検討することにした．はじめに

IgG 抗体にラベル化した HMSiR (HMSiR-IgG) の吸収／蛍光スペクトルを測定

し，pKcyclを算出した結果，ラベル化していない HMSiR と同等であることが確

認できた (pKcycl = 5.8) (図 2-12)．また，HMSiR-IgG及び精製した SNAP tagに in 

vitroで結合した HMSiR-SNAPのを LFPで測定した結果，未結合の HMSiRに

比べて閉環速度が僅かに速くなっていることがわかった (図 2-13)．メタノール

濃度を増加させた場合に閉環速度が速くなったことから (図 2-14)，疎水的な環

境において閉環反応が加速されることが示唆される．このことから，タンパク

質表面も水溶液中に比べてやや疎水的な環境であるため，閉環反応が僅かに加

速されたものと考えられる．しかしながら，タンパク質にラベル化した場合に

おいてもは数 10~数 100 ms であり，SLM に利用するには問題のない範囲であ

る． 
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また，分子内スピロ環化平衡は酸塩基平衡であるため，閉環速度は pHの影響

を受けると考えられる．そこで pHの影響を評価するため pHを変化させて LFP

を行った．その結果，pHの増加に伴い閉環反応は加速され，が短くなることが

示された (図 2-15)．しかしながら，pH 6~8の範囲においては数 100 ms程度に

維持されており，HMSiR は中性～弱塩基性の細胞内小器官である細胞質，核，

ミトコンドリア等で SLMプローブとして機能することが示唆された．一方で酸

性側のリソソーム等では，は十分に長いものの開環体の存在比率が高くなって

しまうため (図 2-6)，別途 pKcyclが低い蛍光色素を選択し直す必要があると考え

られる． 

 

図 2-12. タンパク質へのラベル化の分子内スピロ環化平衡への影響．抗体 

(Erbitux) にラベル化した HMSiRの各 pHにおける吸光度 (青) と蛍光強度 (赤)．
それぞれ最大値で規格化．中性付近の pKcyclは 5.8 であり，未結合時の HMSiR

とほぼ変わらなかった． 
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図 2-13. タンパク質にラベル化した HMSiRの過渡吸収の減衰曲線．HMSiRを 

(a) 抗体 (Erbitux) 又は (b) SNAP-tagに結合し，PBS (pH 7.4) 中で測定．開環体
の持続時間は，未結合時 (245 ms) に比べると僅かに短くなった． 

 

 

図 2-14. HMSiRの開環体の持続時間のメタノール濃度依存性．メタノール濃度
を変化させた 10 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) 中で測定．メタノール濃度の増加に
伴い開環体の持続時間は短くなった． 
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図 2-15. HMSiRの開環体の持続時間の pH依存性．10 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4，
3% DMSO) 中で測定．pHの増加に伴い開環体の持続時間は短くなった． 
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第三章 

一分子イメージングによる蛍光特性の評価
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第一節 明滅特性の評価 

HMSiRの蛍光特性及び明滅特性を一分子イメージングにより評価し，超解像

イメージング法への有用性を検証した．コントロールとして，分子内求核基を

持たないため分子内スピロ環化平衡を示さない 2MeSiRと dSTORMで最もよく

使われている蛍光色素の一つである Alexa647の評価も行った．それぞれの蛍光

色素のスクシンイミドエステル体を用いて色素／抗体が 1 以下になるように抗

体にラベル化した (HMSiR-IgG，2MeSiR-IgG，Alexa647-IgG)．ラベル化した抗

体をカバーガラスに吸着し，全反射顕微鏡 (Total-internal-reflection fluorescent 

microscopy，TIRFM) によって観察した (図 3-1)．測定は従来の dSTORMで必要

なチオール等の添加や脱酸素処理を行わず，リン酸緩衝液 (pH 7.4) 中で行った．

また，無蛍光状態に変換するための事前のレーザー照射を行わず，励起強度を

dSTORMの 10分の 1程度である 40-100 W cm-2とした． 

各蛍光分子をほぼ同数程度カバーガラスに吸着した所，Alexa647-IgG や

2MeSiR-IgG とは異なり，HMSiR-IgG ではある時間において僅かな分子のみ蛍

光を発していることが観測された．これは，HMSiR-IgGの大部分が無蛍光の閉

環体構造で存在するためと考えられる．150 s の測定の結果，Alexa647-IgG や

2MeSiR-IgG はチオール非存在下，酸素存在下では，殆ど明滅せず数 s から数

10 s以内に速やかに褪色した．それに対して，HMSiR-IgGは分子内スピロ環化
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平衡によって，可逆的かつ自発的に明滅する様子が観測された．閉環体が全く

吸収・蛍光を示さないために SLM で正確な位置決定をするのに重要な高い ON

／OFFコントラストが達成できている．一分子イメージングにおける HMSiRの

開環体の持続時間 (Fluorescence-on time) の分布は図 3-2aに示すようになり，平

均で約 100 ms であったことから，LFP で測定したとほぼ一致しており，SLM

に適していると考えられる．また，HMSiRの明滅特性は基底状態における平衡

反応に基づくため，開環体の持続時間はレーザー強度には依存しないと想定さ

れる．実際にレーザー強度が低い場合 (< 500 W cm-2) には，ほぼ一定の開環体

の持続時間を示すことか確認できた．しかしながら，極度に強いレーザー強度 (> 

1 kW cm-2) においては，開環体の持続時間は短くなる傾向が見られた (図 3-2b)．

これは dSTORM等と同様に色素が三重項状態やラジカルアニオン等の無蛍光状

態に変換されてしまったためであると考えられる．1回の明滅においてレーザー

強度に応じて最大約 2,600 フォトンを放出しており (図 3-2c)，Alexa647 の

STORMバッファー中における 3,500フォトン 122より僅かに少ない程度であった．

また，明滅の回数はレーザー強度に依るが，450 sで 20-100回程度であり，SLM

の繰り返し測定が可能であることが示唆された (図 3-2d)． 
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図 3-1. 抗体にラベル化した蛍光色素の明滅特性の評価．(a) 一分子イメージン
グによる明滅特性の評価法．(b-d) 一分子の蛍光強度変化．10 mMリン酸緩衝液 

(pH 7.4) 中で測定．励起光条件：647 nm (100 W cm-2)．チオール及び脱酸素酵素
システム (GLOX) 非存在下において，Alexa647及び 2MeSiRは数 10 s以内に不
可逆的に褪色した．それに対して HMSiRは熱的な分子内スピロ環化平衡に基づ
き，可逆的な明滅を示した． 
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図 3-2. HMSiRの明滅特性．(a) 抗体にラベル化した HMSiRの開環体の持続時
間の分布．励起光条件：647 nm (40 W cm-2)．(b) HMSiRの開環体の持続時間と
励起光強度の関係性．Mean ± s.e. (N = 100-5000)．(c) 励起光強度と明滅当たりの
フォトン数の関係性．Mean ± s.e. (N = 100-5000)．(d) 励起光強度と明滅回数の関
係性．測定時間：450 s (30,000 frame)．Mean ± s.e. (N = 48)．すべて 10 mMリン
酸緩衝液 (pH 7.4) 中で測定．  
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第二節 位置決定精度の評価 

SLM において分子の位置決定精度は，ラベル化密度と並び空間分解能を決定

する要因である．そこで，HMSiRでラベル化した抗体をカバーガラスに吸着し，

その位置決定精度を測定した．はじめに通常の dSTORMと同程度の 1.5 kW cm-2 

(15 ms/frame) のレーザー強度で測定し，500 フォトン以上検出できたシグナル

に関して繰り返し位置を決定した．分子の位置の分布をプロットし，二次元ガ

ウス関数でフィティングすると，その分布の半値幅 (Full width at half maximum，

FWHM) は 22 nmであった (図 3-3b)．以降，この FWHMを各条件における分子

の位置決定精度とする．この値は検出フォトン数から予測される理論値とほぼ

同程度の精度であった 123．また，同照射条件における STORM バッファー中の

Alexa647 の位置決定精度は，同様に 500 フォトン以上のシグナルを解析した結

果，FWHM = 18 nmであった (図 3-3a)．HMSiRは Alexa647に比べると明滅あ

たりのフォトン数が僅かに少ないため，少し位置決定精度が低下するものの，

超解像イメージング法として用いるには十分な精度であると言える．レーザー

強度を 500 W cm-2に下げた場合には，位置決定精度は FWHM = 21 nmと 1.5 kW 

cm-2での精度と殆ど変わらなかった．これは 500 W cm-2以上において明滅あた

りのフォトン数が約 2,600 で一定となることと一致していると考えられる (図

3-2c)．  
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これまで超解像イメージング法の開発では，空間分解能の高さが最優先事項

であり，検出フォトン数を出来るだけ多くするためレーザー出力を最大にして

測定することが多かった．しかし，光毒性の影響が無視できない生細胞イメー

ジングでは，目的の空間分解能を達成しつつ，できるだけレーザー強度を弱め

ることが望ましい．しかし，一般的な蛍光色素を用いる dSTORMにおいては，

明滅特性や蛍光／無蛍光状態の存在比もレーザー強度に依存するため，レーザ

ーを弱めることが困難である．それに対して，HMSiRは基底状態における熱的

な平衡状態に基づく明滅特性を有しているため，弱いレーザー強度での SLMが

可能であると考えられる．ただし，レーザー強度の低下により，検出フォトン

数が少なくなるため，位置決定精度の低下は避けられない．実際にレーザー強

度を変化させて位置決定精度を評価した結果，100 W cm-2 (15 ms/frame) では

FWHM = 29 nmであり，40 W cm-2 (30 ms/frame) では FWHM = 47 nmであった．

このように，dSTROM に比べてレーザー強度を大きく下げた場合においても通

常の蛍光イメージング法に比べると極めて高い空間分解能を得ることができる

ことが示された．従って HMSiRを用いた SLMはレーザー強度の影響を受けや

すい実験系において，通常の蛍光イメージングに比べて高い空間分解能で観察

する手法として有用であると考えらえる． 
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図 3-3. 分子の位置決定精度の評価．(a) Alexa647-IgG は STORM バッファー 

(-ME と GLOX を含む) 中で測定．(b-e) HMSiR-IgG は 10 mM リン酸緩衝液 

(pH 7.4) 中で測定．それぞれ 60分子に対して繰り返し決定した位置座標を重ね
てプロットした．二次元ガウス関数でフィッティングし，半値幅 (FWHM) の値
で評価した．カットオフ値として 500 フォトン (a-c)，150 フォトン (d)，100

フォトン (e) を使用．励起光：647 nm．測定条件：15 ms/frame (a-d) 又は 30 

ms/frame (e)．  
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第四章 

超解像イメージングへの応用
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第一節 In vitroで再構築した微細構造の超解像イメージング 

第一項 RecAフィラメントの超解像イメージング 

はじめにHMSiRを用いて in vitroの系における超解像イメージングを行った．

観測対象として直径約 500 nmの環状 DNA上に重合した RecAフィラメントを

選択した．通常の蛍光イメージングでは環状構造が潰れてしまうのに対して，

SLMでは環状構造が確認できることを期待した．まず，DNA結合タンパク質で

ある RecA を HMSiR のスクシンイミドエステル体 (HMSiR-SE) によってラベ

ル化した（HMSiR／RecA = 1.6）．次に，X174 RFII DNA (5,386 bp，直径約 500 

nm の環状 DNA） と混合し，重合バッファー中で反応させることで DNA 上に

RecAフィラメントを形成した．得られた RecAフィラメントをカバーガラスに

吸着し，チオールを加えていない Tris-HCl緩衝液 (pH 7.4) 中で 500 W cm-2のレ

ーザー強度で測定した．その結果，HMSiRが自発的な明滅を示すことが確認で

きた．5,000 frame測定した画像を解析し，SLM画像を再構築したところ，通常

の蛍光画像に相当する 5,000 frameの平均化画像に比べて，SLM画像では RecA

フィラメントの環状構造が高い分解能で観察できた (図 4-1a-c)．RecAフィラメ

ントの幅はFWHM = 51.4 ± 3.2 nm (mean ± s.e.，N =10) であった．従来のdSTORM

と比較するため，Alexa647で RecAをラベル化し，チオールとしてMEA，脱酸
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素酵素システムとして Glucose oxidase with catalase (GLOX) を加えた STORMバ

ッファー中で dSTORMを行なった．再構築した SLM画像において，RecAフィ

ラメントの幅はFWHM = 47.2 ± 2.0 nm (mean ± s.e.，N = 5) であった (図4-1d-f)．

このように，比較的強いレーザー強度を用いると，HMSiRは Alexa647と同程度

の超解像画像が添加物等を加えない簡便な操作で取得できることが示された．
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図 4-1. X174 RFII DNA上に重合した RecAフィラメントの in vitro SLM．(a-b) 

HMSiRを用いた (a) 平均化画像と (b) SLM画像．FWHM = 51.4 ± 3.2 nm (SLM

画像，mean ± s.e.，N = 10)．励起光条件：647 nm (500 W cm-2)．50 mM Tris-HCl

緩衝液 (pH 7.4)，100 mM NaCl，7 mM MgCl2，1.5 mM ATP--S中で測定．(c) b

における黄で示した領域の輝点数の分布．(d-e) Alexa647を用いた (d) 平均化画
像と (e) SLM画像．(f) eにおける黄で示した領域の輝点数の分布．FWHM = 47.2 

± 2.0 nm (SLM画像，mean ± s.e.，N = 5)．励起光条件：647 nm (500 W cm-2)．STORM 

バッファー (MEAと GLOXを含む) 中で測定．スケールバー：500 nm． 
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第二項 微小管の超解像イメージング 

続いて，HMSiRのレーザー強度に依らない明滅特性を利用して，dSTORMで

は困難である弱いレーザー強度での SLM を試みた．観測対象として in vitro で

再構築した微小管を選択した．ブタの脳から精製した tubulinを HMSiR-SE及び

コントロールである TAMRA-SE でラベル化した．ラベル化 tubulin と非ラベル

化 tubulin (HMSiR-tubulin／TAMRA-tubulin／tubulin = 40／50／10 (v／v)) を混合

してインキュベートすることで重合し，微小管を形成した．ラベル化された微

小管を poly-L-lysine (PLL) でコートしたカバーガラスに吸着し，PBS (pH 7.4) 中

で dSTORMの 10分の１以下のレーザー強度である 20 W cm-2で SLMを行った．

この条件においてもレーザー照射直後から HMSiRの明滅が確認でき，取得した

20,000 frameの画像から SLM画像を構築した．TAMRAで観察した通常の蛍光画

像に比べて，SLM 画像では微小管の構造が明確に観察できた (図 4-2)．このよ

うに，HMSiRの分子内スピロ環化平衡に基づく明滅特性を利用することで，弱

いレーザー照射による SLMが可能であることが示された．SLMにおいて空間分

解能とレーザー強度 (検出フォトン数) はトレードオフの関係にある．従って，

HMSiR を用いた SLM では各々の実験に要求される条件，例えば空間分解能，

測定時間，光毒性といった条件によって，レーザー強度を設定することができ

ると考えられる．  
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図 4-2. 低レーザー強度を用いた微小管の in vitro SLM．In vitroで TAMRA又は
HMSiR でラベル化したチューブリンを混合し，重合した．TAMRA で測定した
通常の蛍光画像 (a) とHMSiRで測定した SLM画像 (b)．励起光条件：(b) 647 nm 

(20 W cm-2)．PBS (pH 7.4) 中で測定．黄で示した領域の蛍光強度又は輝点数の分
布を下に示す．スケールバー：5 m. 
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第二節 細胞深部に位置する微細構造の超解像イメージング 

第一項 スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡による SLM 

蛍光分子の位置を正確に決定するには，高い signal-to-noise ratio (SNR) が必要

である．そのため，SLM では TIRFM や薄層斜光照明法 (Highly inclined and 

laminated optical sheet (HILO) microscopy124) を用いて測定することが多い．しか

しながら，これらの照明系ではカバーガラス直下にある細胞膜近傍の構造しか

測定することはできない．それに対して，共焦点レーザー顕微鏡はカバーガラ

スから離れた構造を断層的に観察することが可能であるが，走査型顕微鏡であ

るため撮像速度が遅く SLMには利用できない．一方，スピニングディスク共焦

点レーザー顕微鏡 (Spinning-disk confocal microscope) はレーザーを多数のピン

ホールが並ぶアレイディスクを通して分散して照射し，多数の蛍光シグナルを

CCDカメラで同時に検出するため，高い時間分解能で観察することができる 125．

また，共焦点レーザー顕微鏡と同じく断層的に撮影することが可能であるため，

細胞深部においても高い SNRで撮影することができる．ただし，レーザーを分

散させて照射するためそれぞれのレーザー強度が低くなってしまい，蛍光色素

を三重項等の無蛍光状態に変換できないため，一般的な蛍光色素を用いた

dSTORM／GSDIM を行うことはできなかった．一方で，HMSiR は一般的な蛍
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光色素とは異なり，強いレーザー照射で無蛍光状態に変換する必要がなく自発

的に明滅するため，スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いることが

可能であると考えた．そこで，ガラス面から離れた位置にある構造として，核

上部に位置する核膜孔 (Nuclear pore complex，NPC) を選択し SLMを試みた． 

 

第二項 核膜孔の超解像イメージング 

NPC は核と細胞質間の物質輸送を司り，数 100 のタンパク質から構成される

巨大なタンパク質複合体である．半径約 60 nmの環状構造であり，8回対称の位

置にサブユニットが位置する．NPC の構造の大きさやタンパク質の複雑な組成

のため，詳細な構造を解析するのはこれまで困難であった．また，通常の蛍光

イメージングでは観測できない回折限界以下の環状構造であることから超解像

イメージングの良いターゲットとされてきた．例えば，細胞から取り出し，精

製した核をガラス面に吸着し，TIRFM を用いた dSTORM によって NPCの構造

が観察されている 126．また，細胞内の核の下部に位置する NPCの測定も報告さ

れているが 127，細胞深部に位置する核上部にある NPCの SLMを報告した例は

なかった． 
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NPCを構成するタンパク質である POM121と Nup107の GFP融合タンパク質

である POM121-GFP 及び Nup107-GFP を安定発現させた HeLa 細胞を用いた．

細胞を固定化し，抗 GFP 一次抗体と HMSiR でラベル化した二次抗体を用いて

染色した．スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した結果，

ガラス面から数 m 離れた核上部の位置においても HMSiR の明滅が確認でき

た．SLMで画像を構築した結果，それぞれのタンパク質で 8回対称の環状構造

の一部が観測できた (図 4-3)．完全な 8 回対称構造になっていない原因として，

(1) NPCを構成する POM121及び Nup107のコピー数がそれぞれ 8，32と少ない

こと 128，(2) GFPを持たない内在性のタンパク質が混在していること，(3) 抗体

染色で全てのタンパク質が染色することが困難であることが考えられる．これ

らの環状構造の半径を算出すると POM121では 48.5 ± 1.4 nm (mean ± s.e.，N = 

100) であり，Nup107では 38.6 ± 1.2 nm (mean ± s.e.，N = 100) であった．これら

の半径の違いは POM121 が NPC の外側に位置し，Nup107 が内側に位置すると

いうこれまでに報告されている知見と一致している 129．また，POM121 の位置

情報に関して隣接点の中心角を解析すると 48.6 ± 3.2° (mean ± s.e.，N = 74) であ

り，8回対称構造 (45°) であることが示唆された．このように HMSiRとスピニ

ングディスク共焦点レーザー顕微鏡を併せて用いることによって細胞深部に位

置する構造の SLMが達成できることが示された．  
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図 4-3. スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いた SLM．核膜孔 

(NPC) を構成する POM121-GFP 又は Nup107-GFP を安定発現した HeLa 細胞を
固定化後，HMSiR-IgGを用いてラベル化．PBS (pH 7.4) 中で測定．(a) 核の下
部に位置するNPCのSLM画像 (b) 核の上部 (ガラス面から約 4 m離れた位置) 

に位置する NPC の SLM 画像．(c) 核膜孔タンパク質の中心からの距離．
POM121：48.5 ± 1.4 nm (mean ± s.e.，N = 100)，Nup107：38.6 ± 1.2 nm (mean ± s.e.，
N = 100)．*** p < 0.001 (Welch's t-test)．スケールバー：(a) 500 nm，(b) 50 nm．
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第三節 生細胞タイムラプス超解像イメージング 

第一項 生細胞 SLM 

HMSiR を用いて生細胞中の微細構造の SLM を試みた．標的タンパク質とし

て-tubulin を選択し，タンパク質を特異的にラベル化するために，タグタンパ

ク質である SNAP tag 及び Halo tag とそれらの基質である HMSiR 誘導体 

(HMSiR-BG 及び HMSiR-Halo) を利用することにした．具体的には，-tubulin

を SNAP tagあるいは Halo tagの融合タンパク質として HeLa細胞や Vero細胞に

一過的に発現させ，HMSiR-BG及びHMSiR-Haloで染色した．基質濃度を100 nM

程度に抑えて終夜染色することで非特異的な集積を防ぐことができた．その結

果，いずれの基質を用いた場合においても微小管を特異的にラベル化すること

ができた．この結果は HMSiRの基質誘導体が細胞膜を透過し，他の細胞内小器

官に非特異的に集積することなく，細胞質内のタンパク質を特異的にラベル化

することができることを示している． 

はじめに-tubulin-SNAP tagを HMSiRでラベル化した HeLa細胞の SLMを行

った．培地中において酸素存在下でチオールや酸素除去剤等の添加物を加えず

に dSTORMと同程度の比較的強いレーザー強度 (500 W cm-2) で測定した．その

結果，生細胞内の環境においても HMSiR は照射直後から明滅を示し，SLM で
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再構築した画像は平均化画像に比べて高い分解能であることが確認できた (図

4-4)．しかしながら，微小管の直径を評価した結果，98.7 ± 6.7 nm (mean ± s.e.，

N = 8) であり，dSTORM／GSDIMを用いて固定細胞の微小管を観測した報告例

88に比べて分解能が悪かった．これは生細胞を観察しているため，測定時間中に

おける微小管の動きや細胞質内を拡散している未重合の-tubulin によるバック

グラウンドが原因であると考えた．そこで，同様に HMSiRでラベル化した細胞

を固定化し，PBS 中において同一の照射条件で測定した結果，微小管の直径は

52.4 ± 2.3 nm (mean ± s.e.，N = 19) となり，報告例と同程度であることが示さ

れた (図 4-5)．微小管自体の直径 (~25 nm) に加え，SNAP tag自体の大きさ (20 

kDa，数 nm) や位置決定精度 (21 nm) を考慮すると妥当な結果であると考えら

れる．  
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図 4-4. HMSiRを用いた-Tubulin-SNAPの生細胞 SLM．-Tubulin-SNAPをHeLa

細胞に発現させ，HMSiR-BGでラベル化．(a) 平均化画像と (b) SLM画像．励
起光条件：647 nm (500 W cm-2)．洗浄後，培地 (DMEM) 中で測定．(c) 黄で示
した領域の蛍光強度又は輝点数の分布．FWHM = 98.7 ± 6.7 nm (SLM画像，mean 

± s.e.，N = 8)．スケールバー：5 m． 
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図 4-5. HMSiR を用いた -Tubulin-SNAP の固定細胞における SLM．
-Tubulin-SNAP を HeLa 細胞に発現させ，HMSiR-BG でラベル化後，メタノー
ルで固定化．(a) 平均化画像と (b) SLM画像．励起光条件：647 nm (500 W cm-2)．
PBS (pH 7.4) 中で測定．(c) 黄で示した領域の蛍光強度又は輝点数の分布．
FWHM = 52.4 ± 2.3 nm (SLM画像，mean ± s.e.，N = 19)．スケールバー：5 m． 
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第二項 生細胞タイムラプス SLM 

無蛍光状態に変換するためのレーザー照射が不要であり，弱いレーザー強度

でも自発的に明滅するという HMSiR の特性は，レーザー強度を低減した SLM

を可能とし，色素の褪色や光毒性を最低限に抑えることができると考えられる．

そこで，この特性を利用して生細胞内の構造の動きをタイムラプス SLMによっ

て追跡することが可能であると考えた． 

-tubulin-Halo tagを発現したVero細胞をHMSiR-Haloでラベル化し，dSTORM

の 10分の 1以下である 40 W cm-2のレーザー強度で測定した．HMSiRはこの条

件においても自発的に明滅し，最大 5 minの観察中において明確な光毒性は見ら

れなかった．次にタイムラプスSLMを行った．30 ms/frameで1,000 frame測定 (合

計 30 s) し，1枚の SLM画像を再構築した．この操作を 10 minのインターバル

で合計 7回行った．その結果，約 60 minにわたる微小管の動きを通常の蛍光イ

メージングに比べて高い空間分解能で測定することに成功した (図 4-6)．この条

件では分子の位置決定精度は FWHM = 47 nmである (図 3-3)． 

SLM は他の超解像イメージング法に比べると低い時間分解能が欠点であり，

生細胞イメージングへの障害となっていた．そこで測定，解析条件を変更し，

より高い時間分解能で細胞内の構造の動きを生細胞 SLMで観察することを試み

た．40 W cm-2で 10,000 frame (30 ms/frame，合計 5 min) 測定後，500 frameずつ
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オーバーラップした 1000 frame (frame 1-1,000; 501-1,500; 1,000-2,000等) から

SLM画像を構築した．その結果，tubulinの重合／脱重合のダイナミクスを高い

空間分解能を維持したまま，15 s/reconstructed imageという比較的高い時間分解

能で観察することに成功した (図 4-7)．これらの結果は HMSiRでのラベル化や

イメージングは微小管のダイナミクスを阻害することなく観察できることを示

唆している．また，高いレーザー強度や添加物を加えない細胞への影響を最低

限に抑えた温和な条件下において HMSiRを用いた生細胞タイムラプス SLMが

達成できることが示された． 

HMSiRを用いた SLMは SIMに比べてやや低い時間分解能であるものの，極

めて高い空間分解能での測定が可能である．また，一般的な蛍光色素を用いる

SLMとは異なり生理的条件下においても測定可能であり，TIRFMや HILO以外

にもスピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡などの光学系を用いることが可

能である．このように，HMSiRを用いた SLMは既存の生細胞 SLMにはない利

点を有することから，今後生物学研究を行う際の有力な選択肢になり得ると期

待される．
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図 4-6. HMSiRを用いた生細胞タイムラプス SLM．-Tubulin-Haloを Vero細胞
に発現させ，HMSiR-Haloでラベル化．(a) 平均化画像と (b) SLM画像．励起光
条件：647 nm (40 W cm-2)．リプレーティング後，培地 (Leibovitz's L-15) 中で測
定．1000 枚の画像 (30 ms/frame，測定時間：30 s) から SLM画像を構築．(c-d) 微
小管の SLMを 10 minのインターバルで 7回繰り返し行った．0 min (白)，31 min 

(黄)，63 min (緑)．(e) 黄で示した領域の蛍光強度又は輝点数の分布．FWHM = 

563.1 ± 13.1 nm (平均化画像，mean ± s.e.，N = 10) と 79.8 ± 3.3 nm (SLM画像，
mean ± s.e.，N = 10)．スケールバー：2 m． 
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図 4-7. 生細胞タイムラプス SLM における時間分解能の向上．-Tubulin-Halo

を Vero細胞に発現させ，HMSiR-Haloでラベル化．励起光条件：647 nm (40 W 

cm-2)．リプレーティング後，培地 (Leibovitz's L-15) 中で測定．1000 枚の画像 (30 

ms/frame，測定時間：30 s) で SLM画像を構築．500枚 (15 s) ずつ重なるように
ずらして SLM画像を構築して動画を作成．スケールバー：(a) 2 m，(b) 1 m． 
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第五章 

考察と今後の展望
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第一節 総括 

本研究においてローダミン類の化学構造を設計，検討し，分子内スピロ環化

平衡の平衡定数及び開環体の持続時間を最適化することによって，生細胞 SLM

に適した自発的な明滅特性を有する蛍光色素HMSiRの開発に成功した．HMSiR

は中性条件において大部分が無蛍光状態で存在し，それぞれの分子が顕微鏡の

検出に適した時間スケールで自発的に明滅を繰り返すという新たな特性を有す

る．この HMSiRの明滅特性を利用することで従来の SLMでは困難であった細

胞深部における超解像イメージングや生細胞タイムラプス超解像イメージング

を達成した． 

HMSiRに基づく SLMの利点は下記の 3点にまとめられる． 

(1) 一般的な有機小分子蛍光色素を用いる SLM に必要とされてきた還元剤等の

添加物や脱酸素処理を必要としないため，生理的条件下で超解像イメージン

グを行うことが可能である． 

(2) 明滅特性は基底状態における分子内環化平衡に基づくため，蛍光状態の存在

比や持続時間はレーザー強度に原理的には依存しない．従って，実験毎に要

求される空間分解能や細胞への光毒性の影響，蛍光色素の褪色の影響を考慮

してレーザー強度の最適化が可能である． 
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(3) TIRFMやHILO等の照明系以外にスピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡

を用いて SLM を行うことができるため，観測領域をガラス面近傍から細胞

深部まで拡張することが可能となる．  
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第二節 考察 

本節では，本研究で得られた結果について (1) HMSiR による SLM の限界と

改良への指針及び (2) 分子内スピロ環化平衡のメカニズムの観点から考察する． 

 

第一項 HMSiRによる SLMの限界と改良への指針 

本研究で開発した HMSiRは添加物やレーザー強度に依らず明滅し，生理的条

件下において SLM が可能であることを実証した．HMSiR を今後更に改良して

いくに当たり， (1) 開環体の存在比率の低下と (2) 明滅あたりのフォトン数の

向上が重要であると考えられる．以下に詳細を述べる． 

(1) pH 7.4における HMSiRの開環体の存在比率は，pKcyclとから約 1%程度と

考えられる．従って，第二章第一節と同様の議論から，回折限界内に HMSiRが

約 30分子存在する (約 50 nm間隔で分子が位置する) 場合に，1分子のみが光

る状態が達成され，この密度でラベル化した試料で得られる空間分解能は約 100 

nmである．実際の微小管の測定においては，これよりも高密度にラベル化され

ていると考えられるが，蛍光状態の分子が重なった場合，解析対象から除外さ

れるため，超解像画像が得られたと考えられる．従って，今後の開発において，

実際に使用できるラベル化密度や得られる超解像画像の画質を評価するために

は，DNA折り紙等の設計可能な微細構造を利用することが望ましいと考えられ
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る．また，同時に光り解析対象から除外された場合，SLM 画像に寄与しないフ

ォトンを放出することになり，最終的に得られる輝点数が減少するだけでなく，

蛍光色素が褪色するまでに放出可能なフォトン数を無駄にしてしまっていると

考えられる．したがって，高密度試料における SLMの達成及び蛍光色素のフォ

トン数の有効利用の観点から，開環体の存在比率の低下が望まれる．具体的に

は pKcyclを約 1-2 程度酸性側にシフトさせることができれば，HMSiR での測定

が困難な高密度試料においても SLM が達成できると考えられる．例えば，

HMAcRG の pKcyclが 5.3 であることから，蛍光団の求電子性を増大させること

で pKcyclの低下が期待される．分子設計の観点からは，蛍光団への求電子基 (例

えばフッ素や塩素等) の導入が有効であると考えられるが，蛍光特性 (蛍光波長

や蛍光量子収率) の変化には注意する必要がある．一方，HM基に比べて AM基

では pKcyclが 1-2程度低下しているように，分子内求核基の検討も有効であると

考えられる．また，本研究で評価した AMSiRは，十分なフォトン数を検出でき

るレーザー強度を用いれば，高密度試料にも適用できる可能性がある． 

(2) HMSiR は基底状態における熱平衡に基づき明滅するため，原理的には開

環体の持続時間はレーザー強度に依存せず，レーザー強度の増加に伴い明滅あ

たりのフォトン数が増加することが期待された．しかしながら，第三章第一節

で述べたように，非常に強いレーザー照射時には開環体の持続時間は短くなり，
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明滅あたりのフォトン数は 500 W cm-2で飽和し，最大 2,600フォトンであった．

より高い空間分解能を達成するためには，高いレーザー強度においてもフォト

ン数が飽和しないことが望まれる．この現象について考察すると，褪色するま

でに 20回程度明滅していることから，還元剤非存在下の測定条件であるものの，

光照射によって何らかの長寿命無蛍光状態に変換されてしまったと考えられる．

この現象の解明には例えば高時間分解能のレーザーフラッシュフォトリシスに

より，三重項状態等の無蛍光状態の分子種の同定が必要であると考えられる．

また，分子設計の観点からの解決方策としては，ローダミン以外の蛍光団の検

討や cyclooctatetraene等の三重項状態のクエンチャーを分子内に導入することが

考えられる． 

 

第二項 分子内スピロ環化平衡のメカニズム 

本研究では LFP の導入により化学構造によって，平衡定数だけではなく開環

体の持続時間 (閉環反応速度) が大きく変化するという新たな知見を得た．しか

しながら，ローダミン誘導体の分子内スピロ環化平衡の詳細なメカニズムにつ

いては検討の余地が多分に残されている．例えば，分子内スピロ環化平衡は酸

塩基平衡であることから，脱プロトン化の過程が関与しているのは明らかであ

る．実際に，pHが高くなるほど閉環反応が加速し，開環体の持続時間が短くな
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ることを確認した (図 2-15)．しかし，開環体の持続時間 (log ) と pHをプロッ

トした場合に pH 7.4及び pH 10で傾きが変化することから，脱プロトン化とそ

れに続く閉環反応からなる単純な反応様式とは異なることが示唆された．この

原因として，pHが低い場合にキサンテン環へのプロトン化により求電子性が変

化することや pH が高い場合にヒドロキシイオンと分子間で反応することが考

えられ，これらを考慮して反応様式を決定することが必要と考えられる． 

また，AM ローダミンの過渡吸収において，ns オーダーの速い成分とs オー

ダーの遅い成分の二成分が観測された (図 2-9)．ベンジルアミンの pKaが 9.3で

あり，開環体あるいは閉環体のアミンが水中でプロトン化された分子種とプロ

トン化されていない分子種が混在していると考えられ，これらが関与する反応

を反映しているのではないかと推察される．HMローダミンに関しても，時間分

解能以下においてさらに速い成分が存在する可能性もあるため，より速い時間

分解能での LFP を行うことでメカニズムに関する新たな知見が得られるかもし

れない．また，HMローダミンの開環体の持続時間が 10-100 msオーダーである

ことが，SLM を低レーザー強度で行う際に重要であるが，このように反応様式

が複雑であることから，この持続時間を決定する要因 (物性，化学構造等) につ

いては更なる検討が必要である． 
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LFP による解析では，レーザーパルスによる励起過程を含む反応を観測して

おり，実際に観測している化学種が熱平衡における開環体と同一であることを

実証することは困難である．本研究ではが大きく観測が容易な可視光領域にお

ける過渡吸収／蛍光スペクトルにより同定を行ったが，紫外光領域も含めた過

渡吸収／蛍光スペクトルを取得し，定常状態におけるスペクトルと比較するこ

とが望ましいと考えられる．また，反応速度の遅い誘導体に関してはストップ

トフロー法を導入することで，基底状態における反応を追跡することが可能と

なり，実際の使用に則した知見が得られると期待される． 

一方，以上のような測定・解析を進めると同時に，ローダミン誘導体を新た

に設計し，合成・評価を続けることもメカニズムの解析において重要である．

例えば，脱プロトン化の過程に摂動を与えるため，HMローダミンのベンジル位

にトリフルオロメチル基等の求電子基を導入した誘導体の合成，評価により脱

プロトン化速度と開環体の持続時間の関係性を検討できると考えられる．また，

分子内求核種の炭素鎖を伸ばしたヒドロキシエチル基やヒドロキシプロピル基

を導入し，化学構造と pKcycl及び開環体の持続時間の関係性を検討することで新

たな知見が得られると期待される．  
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第三節 今後の展望 

本研究で得られた成果は今後，下記のように展開していくと考えられる． 

 

第一項 HMSiRを用いた SLMの生物学研究への応用 

一般的な蛍光色素を添加物と共に用いる dSTORMが開発され，比較的入手し

やすい全反射顕微鏡やフリーの解析ソフトの普及により，生物学研究への応用

例が増加し始めている．色の異なる複数の蛍光色素で標的タンパク質をラベル

化し，三次元で観察することも可能となってきたため，固定細胞中の微細構造

の観察においても，電子顕微鏡とは異なる構造情報が得られるようになってき

ている 130．超解像イメージング法の次の段階は，蛍光イメージング法の最大の

長所とも言える生細胞中における微細構造の観察である．これまでに生細胞に

おける SLMは達成されているものの，今後の課題として測定条件の緩和と時間

分解能の向上が挙げられる． 

dSTORMにおいても細胞中のGSHを還元剤として利用することで生細胞イメ

ージングが達成されているが，SLM の測定条件を達成するため細胞中の酸化還

元状態への影響や強いレーザー照射によって生じる活性酸素種の影響が懸念さ

れ，研究目的によっては使いづらい場面が想定される．本研究で提案した手法
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は蛍光色素自体に明滅特性を付与することで，従来のような特殊な条件を用い

ない，生理的条件に限りなく近い環境においての生細胞 SLMを可能とする．さ

らに，スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡と併せることで細胞深部にま

で観測領域を広げることにも成功しており，生物学研究において魅力的な選択

肢の一つになると考えられる．一方で，時間分解能の向上においては，次項で

詳述するように明滅特性の制御法の確立が重要になると考えられる． 

 

第二項 蛍光色素の自発的な明滅特性の制御法の確立 

蛍光プローブの明滅現象は一分子を観測することで初めて認識され 131，当初

一分子 FRET等の解析における重大な artifactの原因とされた 132．そのため，明

滅現象を抑制する研究が進められ 133，その過程において明滅現象のメカニズム

が検討されてきた．そのような背景の中，明滅現象を積極的に利用する SLMが

開発され，明滅特性は蛍光プローブの新たな特性として認識されつつある． 

本研究では，この明滅特性を蛍光色素の化学構造の最適化によって制御し，

SLM に適した蛍光プローブの開発に成功した．その過程において，分子内求核

基の求核性や蛍光団の求電子性によって，蛍光／無蛍光状態の比率や蛍光状態

の持続時間の調節が可能であるという知見を得た．今後，更なる誘導体の評価
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を進めることで，化学構造による明滅特性の制御法の構築が期待される．今後，

明滅特性を最適化することで下記のような測定が可能になると考えられる． 

 

(1) 生理的条件下における多色での SLM 

タンパク質相互作用の詳細な解析等において，SLM を多色で実施することは

不可欠である．本研究では，近赤外の波長域で使用可能な HMSiRの開発に成功

したが，緑～赤色の波長域における蛍光プローブの開発には至らなかった．

HMAcRG は緑の波長域で pKcycl，共に基準を満たしているものの，が 30,000

程度と低いため，本研究の知見を活かしさらに明るい蛍光色素の開発が望まし

いと考えられる． 

 

(2) タンパク質の密度に応じた蛍光プローブの開発 

HMSiR は同時に約 1%が蛍光状態で存在しているため，PSF 内に高密度で存

在するタンパク質構造の SLMには適していない．設計法の確立によって，蛍光

状態の持続時間を 100 ms程度に維持したまま，蛍光状態の存在比率を変化させ

ることが可能となれば生物学研究において，観測対象の密度に応じた使い分け

が可能となるだろう． 
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(3) 高い時間分解能の解析アルゴリズムへの対応 

SLM は原理的に測定時間が長く，細胞内部における速い動きを追従すること

には適さないことも観測対象を制限する大きな原因である．測定範囲を制限す

ることによって時間分解能を向上させている例もあるが 122，細胞の一部ではな

く全体を観測できることが望ましい．本研究では，解析条件の工夫により比較

的速い時間分解能での測定が可能であることを示した (図 4-7)．一方で，一つの

解決策として解析アルゴリズムの開発が急速に進められており 134, 135，Scientific 

complementary metal-oxide semiconductor (sCMOS) カメラと複数の点が重なって

いても位置決定が可能なアルゴリズムを組み合わせることで，ビデオレート (32 

frame/s) での SLM測定も可能となってきている 136．このように，カメラをはじ

めとする光学機器の開発や解析アルゴリズムの開発が進むに連れ，さらに時間

分解能が向上していくと考えられる．そのとき，現在の SLMに適したプローブ

では対応できないことが予想され，本研究で示した化学構造を基にした制御法

が重要となると考えられる．  
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(4) 明滅特性を活かした測定法の開発と応用 

蛍光プローブの明滅特性は SLMだけではなく，自己相関関数あるいはキュム

ラントを利用した超解像イメージング法である SOFI にも必要な特性である．

SOFIにはこれまで量子ドットや分子間 FRETの利用等が用いられているものの，

未だ生細胞で利用できる蛍光プローブの種類は少なかった．本研究で示した蛍

光色素等を用いることで光学系に依らず，高い時間分解能を達成できる SOFIの

応用例が増加することが期待される．また，ラベル化した分子のうち少しずつ

光らせて一分子イメージングを行うことで，一細胞内で多数の分子の運動の情

報を得る手法が開発されている (sptPALM)137．同時に光る分子を少なくした上

で，自発的に明滅させることによって，蛍光色素が放出可能なフォトン数を分

割して放出し，通常よりも長い時間測定することが可能になると考えられる．

これまで，蛍光プローブが有する蛍光波長や蛍光量子収率，蛍光寿命といった

蛍光特性及び分子の局在性，化学物質との反応性を基にして新たなイメージン

グ法が開発されてきた．SLM の開発を契機に，蛍光プローブの明滅特性を新た

なパラメーターとする測定法が開発され，未知の生命現象を観測することが可

能になるかもしれない．  



 

96 
 

実験の部 

試薬と機器 

試薬と溶媒は試薬会社 (Wako Pure Chemical，Tokyo Chemical Industries，Aldrich 

Chemical Company，Dojindo Laboratories) から購入し，精製することなく使用し
た．混合溶媒の組成は体積分率 (v／v) で記載した．カラムクロマトグラフィー
は中圧分取液体クロマトグラフEPCLC-AI-580S chromatograph (Yamazen) を用い
て行った．1H核磁気共鳴 (NMR) スペクトル及び 13C NMRスペクトルは Bruker 

AVANCEIII 400 (400 MHz (1H)，101 MHz (13C)) を用いて測定し，溶媒のシグナル 

(CDCl3：7.26 ppm (1H)，77.16 ppm (13C)，CD3OD：3.31 ppm (1H)，49.00 ppm (13C)，
acetone-d6：2.05 ppm (1H)，29.84 ppm (13C)) を内部標準として化学シフト (δ) を
記載し，結合定数を Hz で記載した．高分解能質量分析スペクトル (HRMS) は
Bruker micrOTOFII (エレクトロスプレーイオン化法，ESI) を用いて測定した．
高速液体クロマトグラフィー (HPLC) による精製及び分析には，逆相カラム 

(GL Sciences，精製：Inertsil ODS-3 10 mm × 250 mm又は Inertsil ODS-3 20 mm × 

250 mm，分析：Inertsil ODS-3 4.6 mm × 250 mm)，ポンプ (Jasco，PU-2080又は
PU-2087)，検出器 (Jasco，MD-2010 又は MD-2018) から構成される HPLC シス
テムを用いた． 

 

ヒドロキシメチル基の変換に関する注記 

ヒドロキシメチル基の反応性を向上させるため，ロイコ体を経由する合成ス
キームを採用した．有機溶媒中においてヒドロキシメチルローダミン誘導体 (化
合物 8等) はスピロ環化構造で存在する傾向にあるため，ヒドロキシメチル基を
他の置換基に変換することが困難である．そこで，キサンテン環を還元し，ロ
イコ体に変換することでスピロ環化構造をとることを防ぎ，ヒドロキシメチル
基を効率的に変換することが可能になる． 

  



 

97 
 

4-ブロモ-3-ジブロモメチル安息香酸 (2) 

 

4-ブロモ-3-メチル安息香酸 (1) (5.03 g，23.4 mmol，1 eq) の四塩化炭素 (CCl4)

懸濁液 (100 mL) に N-ブロモスクシンイミド (NBS) (9.16 g，51.5 mmol，2.2 eq)，
アゾビスイソブチロニトリル (AIBN) (76.8 mg，0.47 mmol，0.02 eq）を加え，18 

h加熱還流した．室温に戻し，10%炭酸ナトリウム水溶液を加え，ジクロロメタ
ンで 2回洗浄した．濃塩酸を加え pHを 1に調整し，酢酸エチルで 2回抽出した．
有機相を飽和食塩水で洗浄した後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧
除去した．残渣をジクロロメタン／メタノール = 10／1 で洗浄し，4-ブロモ-3-

ジブロモメチル安息香酸 (2) (5.93 g，68%) を白色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.63 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 7.86 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1 H), 

7.71 (d, J = 8.3 Hz, 1 H), 7.29 (s, 1 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  167.9 (C), 

142.5 (C), 134.4 (CH), 133.2 (CH), 133.0 (CH), 132.9 (C), 125.5 (C), 39.9 (CH); 

HRMS (m/z): [M]- calcd. for C8H4Br3O2, 368.77669; found, 368.77748.  

 

4-ブロモ-3-ホルミル安息香酸 (3) 

 

化合物 (2) (5.65 g，15.1 mmol，1 eq) を 10%炭酸ナトリウム水溶液 (100 mL) に
溶解し，70 °Cで 4 h撹拌した．反応液をろ過し，ろ液に濃塩酸を加え pHを 1

に調整し，酢酸エチルで 2 回抽出した．有機相を飽和食塩水で洗浄し，無水硫
酸ナトリウムで乾燥した後，溶媒を減圧除去し，4-ブロモ-3-ホルミル安息香酸 

(3) (3.29 g，95%) を白色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, acetone-d6):  10.37 (s, 1 H), 8.46 (d, J = 2.2 Hz, 1 H), 8.17 (dd, J 

= 8.3, 2.2 Hz, 1 H), 7.94 (d, J = 8.3 Hz, 1 H); 13C NMR (101 MHz, acetone-d6):  191.3 

(C), 166.1 (C), 136.5 (CH), 135.5 (CH), 134.7 (C), 131.7 (C), 131.5 (C), 131.5 (CH); 

HRMS (m/z): [M]- calcd. for C8H4BrO3, 226.93493; found, 226.93679.  
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4-ブロモ-3-ヒドロキシメチル安息香酸 (4) 

 

化合物 (3) (500 mg，2.18 mmol，1 eq) をテトラヒドロフラン (10 mL) に溶解し，
0 °Cに冷却した．水素化ホウ素ナトリウム (123.8 mg，3.27 mmol，1.5 eq) をゆ
っくり加え，0 °Cで 5 h撹拌した．1 N塩酸を加え，有機溶媒を減圧除去した．
酢酸エチルを加え，1 N塩酸，水，飽和食塩水で洗浄した後，無水硫酸ナトリウ
ムで乾燥し，溶媒を減圧除去し，4-ブロモ-3-ヒドロキシメチル安息香酸 (4) 

(492.7 mg，98%) を白色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.21 (m, 1 H), 7.81 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1 H), 7.67 (d, J 

= 8.2 Hz, 1 H), 4.69 (s, 2 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  169.1 (C), 142.4 (C), 

133.7 (CH), 131.5 (C), 130.7 (CH), 130.3 (CH), 128.0 (C), 64.3 (CH2); HRMS (m/z): 

[M+Na]+ calcd. for C8H7BrNaO3, 252.94708; found, 252.94774. 

 

3-tert-ブトキシメチル-4-ブロモ安息香酸 tert-ブチル (5) 

 

無水硫酸マグネシウム (2.08 g，17.3 mmol，8 eq) の脱水ジクロロメタン懸濁液 

(30 mL) に濃硫酸 (232 L，4.33 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，室温
で 15 min撹拌した．化合物 (4) (500 mg，2.16 mmol，1 eq)，tert-ブチルアルコー
ル (1.60 g，21.6 mmol，10 eq) の順で加え，アルゴン雰囲気下密栓して，室温で
3 d撹拌した．飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え，酢酸エチルで 2回抽出し，
有機相を飽和食塩水で洗浄し，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去
し，シリカゲルクロマトグラフィーで精製し (n-ヘキサン／酢酸エチル = 100／
0－91／9），目的化合物 3-tert-ブトキシメチル-4-ブロモ安息香酸 tert-ブチル (5) 

(483.9 mg，65%) を無色液体として得た． 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  8. 14 (m, 1 H), 7.71 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1 H), 7.54 (d, J 

= 8.3 Hz, 1 H), 4.50 (s, 2 H), 1.59 (s, 9 H), 1.32 (s, 9 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD): 

 165.2, 139.4, 132.2, 131.3, 130.0, 129.2, 127.1, 81.2, 74.0, 63.4, 28.2, 27.7; HRMS 
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(m/z): [M+Na]+ calcd. for C16H23BrNaO3, 365.07228; found, 365.07232. 

 

Siキサントン (6) 

Siキサントン (6) は既報に従って合成した 88． 

 

HMSiR (7) 

 

化合物 (5) (51.8 mg，0.151 mmol，7 eq) を脱水テトラヒドロフラン (3 mL)に溶
解し，アルゴン雰囲気下，-78 °Cに冷却した．1M sec-ブチルリチウムシクロヘ
キサン，n-ヘキサン溶液 (151 L，0.151 mmol，7 eq) をゆっくり加え，-78 °Cで
5 min撹拌した．Siキサントン (6) (7.0 mg，0.022 mmol，1 eq) のテトラヒドロ
フラン (2 mL) 溶液を加え，室温で 2 h撹拌した．1 N塩酸を加えて溶液が青く
なった後，飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え，酢酸エチルで 2 回抽出し，
有機相を水，飽和食塩水で洗浄し，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧
除去した．残渣にトリフルオロ酢酸 (3 mL) を加え，室温で 42 h撹拌した後，
減圧除去し，HPLC で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセ
トニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10－0／100 (40 min))，
HMSiR (7) (2.4 mg，24%) を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.41 (s, 1 H), 8.10 (d, J = 7.0 Hz, 1 H), 7.37 (d, J = 2.7 

Hz, 2 H), 7.28 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.03 (d, J = 9.6 Hz, 2 H), 6.77 (dd, J = 9.6, 2.7 Hz, 2 

H), 4.36 (s, 2 H), 3.35 (s, 12 H), 0.62 (s, 3 H), 0.61 (s, 3 H); 13C NMR (101 MHz, 

MeOD):  169.1, 167.9, 155.8, 149.4, 143.0, 142.1, 141.5, 132.8, 130.7, 129.4, 129.2, 

128.1, 122.3, 115.3, 62.0, 40.9, -1.1, -1.3; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C27H31N2O3Si, 

459.20985; found, 459.21037.  
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HMSiRメチルエステル (8) 

 

HMSiR (7) (4.3 mg，0.009 mmol，1 eq) をジクロロメタン／メタノール (3 mL／
0.3 mL) に溶解し，0 °Cに冷却した．2 Mトリメチルシリルジアゾメタンジエチ
ルエーテル溶液 (56.4 L，0.113 mmol，12 eq) をゆっくり加え，10 min撹拌した
後，酢酸を加え，溶媒を減圧除去し，HMSiRメチルエステル (8) (5.0 mg，quant.) 

を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  8.00 (s, 1 H), 7.93 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 7.09 (d, J = 8.0 

Hz, 1 H), 6.96 (d, J = 2.9 Hz, 2 H), 6.94 (d, J = 8.9 Hz, 2 H), 6.61 (dd, J = 8.9, 2.9 Hz, 2 

H), 5.29 (s, 2 H), 3.93 (s, 3 H), 2.95 (s, 12 H), 0.62 (s, 3 H), 0.54 (s, 3 H); 13C NMR 

(101 MHz, CDCl3):  167.2, 151.8, 148.9, 140.1, 137.7, 135.5, 129.5, 129.3, 128.7, 

124.6, 122.9, 116.8, 113.9, 92.6, 72.2, 52.3, 40.6, 0.6, -1.0; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for 

C28H33N2O3Si, 473.22550; found, 473.22454. 

 

AMSiR (12) 

 

化合物 (8) (25 mg，0.053 mmol，1 eq) をテトラヒドロフラン (5 mL) に溶解し，
パラジウム炭素(26 mg) を加え，水素雰囲気下，室温で 40 min激しく撹拌した．
セライト上でろ過し，ろ液を減圧除去した．残渣をトルエン (5 mL) に溶解し，
ジアザビシクロウンデセン (DBU) (15.8 L，0.106 mmol，2 eq)，ジフェニルリン
酸アジド (DPPA) (23.7 L，0.106 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，80 °C

で 3 h撹拌した．飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え，酢酸エチルで 2回抽出
し，水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去
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した．残渣をシリカゲルクロマトグラフィーで粗精製し (n-ヘキサン／酢酸エチ
ル = 84／16－64／36），化合物 (10) をクルードで得た．これ以上精製をせず全
量を次の反応に使用した． 

 

 

化合物 (10) をテトラヒドロフラン／水 (5 mL／0.5 mL) に溶解し，トリフェニ
ルホスフィン (PPh3) (23 mg，0.088 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下で 12 

h加熱還流した．溶媒を減圧除去し，シリカゲルクロマトグラフィーで粗精製し
た (ジクロロメタン／メタノール = 92／8－85／15)．0.4 M水酸化リチウム水／
メタノール溶液 (1 mL) 加え，室温で 6 h撹拌した．1 N塩酸を加え，ジクロロ
メタンで 2回抽出し，1 N塩酸，飽和食塩水で洗浄，無水硫酸ナトリウムで乾燥
した後，溶媒を減圧除去した．ジクロロメタン (5 mL) に溶解し，クロラニル (22 

mg) を加え，室温で 12 h 撹拌した．溶媒を減圧除去し，HPLC で精製し (溶離
液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：アセトニト
リル，1%水，A／B = 90／10－0／100 (40 min))，AMSiR (12) (2.1 mg，9% (5ス
テップ)) を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.05 (s, 1 H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 7.07 (d, J = 2.5 

Hz, 2 H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 6.63-6.70 (m, 4 H), 4.45 (s, 2 H), 2.97 (s, 12 H), 

0.64 (s, 3 H), 0.51 (s, 3 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  174.2, 151.1, 148.0, 140.3, 

138.6, 137.9, 134.1, 131.3, 131.2, 126.2, 124.5, 118.0, 115.2, 80.0, 40.5, 0.7, -2.0; 

HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C27H32N3O2Si, 458.22583; found, 458.22584. 

 

2MeSiR (13) 

2MeSiR (13) は既報に従って合成した 138．  
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2MeSiR-SE (14) 

 

2MeSiR 13 (3.0 mg，0.0068 mmol，1 eq) を脱水N,N-ジメチルホルムアミド (2 mL) 

に溶解し，N-ヒドロキシコハク酸イミド (NHS) (3.9 mg，0.034 mmol，5 eq)，1-

エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル) カルボジイミド塩酸塩 (WSCD) (6.5 mg，
0.034 mmol，5 eq) を加え，室温で 16 h撹拌した．溶媒を減圧除去し，HPLCで
精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：
アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10－0／100 (60 min))，2MeSiR-SE (14) (1.9 

mg，51%) を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.20 (s, 1 H), 8.16 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 7.41-7.39 

(m, 3 H), 7.03 (d, J = 9.7 Hz, 2 H), 6.81 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 2H), 3.36 (s, 12 H), 2.94 (s, 

4 H), 2.15 (s, 3 H), 0.63 (s, 3H), 0.61 (s, 3 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  171.8, 

167.8, 163.0, 155.9, 149.5, 147.2, 141.8, 138.8, 133.0, 131.3, 128.7, 127.7, 127.2, 122.5, 

115.6, 41.0, 26.6, 19.4, -1.1, -1.3; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C31H34N3O4Si, 

540.23131; found, 540.23256.  
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HMSiR-SE (15) 

 

HMSiR (7) (8.4 mg，0.018 mmol，1 eq) を脱水 N,N-ジメチルホルムアミド (2 mL) 

に溶解し，N-ヒドロキシコハク酸イミド (NHS) (10.5 mg，0.091 mmol，5 eq)，
1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル) カルボジイミド塩酸塩 (WSCD) (17.5 

mg，0.091 mmol，5 eq) を加え，室温で 24 h撹拌した．溶媒を減圧除去し，HPLC

で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセトニトリル，溶離液
B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10－0／100 (30 min))，HMSiR-SE (15) (8.1 

mg，79%) を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.52 (s, 1 H), 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 7.42 (d, J = 8.0 

Hz, 1 H), 7.38 (d, J = 2.8 Hz, 2 H), 7.03 (d, J = 9.6 Hz, 2 H), 6.80 (dd, J = 9.6, 2.8 Hz, 2 

H), 4.38 (s, 2 H), 3.36 (s, 12 H), 2.95 (s, 4 H), 0.62 (s, 3 H), 0.62 (s, 3 H); 13C NMR 

(101 MHz, MeOD):  171.8, 166.5, 163.1, 155.9, 149.4, 145.1, 142.7, 141.9, 131.4, 

129.7, 127.8, 127.3, 122.5, 115.5, 61.7, 41.0, 26.6, -1.1, -1.3; HRMS (m/z): [M]+ calcd. 

for C31H34N3O5Si, 556.22622; found, 556.22596. 

 

BG-NH2 (16) 

BG-NH2 (16) は既報に従って合成した 113．  
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HMSiR-BG (17) 

 

HMSiR (7) 化合物 (9.2 mg，0.02 mmol，1 eq) を脱水 N,N-ジメチルホルムアミ
ド (1 mL) に溶解し，BG-NH2 (16) (5.4 mg，0.02 mmol，1 eq)，１-ヒドロキシベ
ンゾトリアゾール (HOBt) (2.7 mg，0.02 mmol，1 eq)，1-エチル-3-(3-ジメチルア
ミノプロピル) カルボジイミド塩酸塩 (WSCD) (3.8 mg，0.02 mmol，1 eq)，トリ
エチルアミン (5.6 μL，0.04 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，室温で 17 

h撹拌した．溶媒を減圧除去し，HPLCで精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフル
オロ酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90

／10－0／100 (50 min))，HMSiR-BG (17) (9.9 mg，69%) を青色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.33 (s, 1 H), 8.25 (s, 1 H), 7.95 (d, J = 7.1 Hz, 1 H), 

7.56 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 7.46 (d, J = 8.0, 2 H), 7.37 (d, J = 2.6 Hz, 2 H), 7.27 (d, J = 

7.9 Hz, 1 H), 7.04 (d, J = 9.6 Hz, 2 H), 6.75 (dd, J = 9.6, 2.6 Hz, 2 H), 5.66 (s, 2 H), 

4.66 (s, 2 H), 4.36 (s, 2 H), 3.35 (s, 12 H), 0.61 (s, 3 H), 0.60 (s, 3 H); 13C NMR (101 

MHz, MeOD):  169.4, 168.0, 161.2,158.3, 155.8, 153.7, 149.4, 143.5, 142.2, 141.8, 

141.6, 141.0, 136.2, 135.5, 130.7, 130.3, 128.8, 128.2, 127.3, 126.9, 122.3, 115.2, 108.4, 

70.8, 62.1, 44.3, 40.9, -1.1, -1.3; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C40H43N8O3Si, 

711.32219; found, 711.32339. 

 

Halo-NH2 (18) 

Halo-NH2 (18) は既報に従って合成した 139．  
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HMSiR-Halo (20) 

 

HMSiR (7) (10.6 mg，0.02 mmol，1 eq) を脱水 N,N-ジメチルホルムアミド (1 mL) 

に溶解し，0 °Cに冷却し，Halo-NH2 (18) (5.2 mg，0.03 mmol，1.5 eq)，１-ヒド
ロキシベンゾトリアゾール (HOBt) (3.8 mg，0.02 mmol，1 eq)，1-エチル-3-(3-ジ
メチルアミノプロピル) カルボジイミド塩酸塩 (WSCD) (5.3 mg，0.02 mmol，1 

eq)，トリエチルアミン (12.9 μL，0.09 mmol，5 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，
室温で 13 h撹拌した．溶媒を減圧除去し，HPLCで精製し (溶離液 A：水，0.1%

トリフルオロ酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A

／B = 90／10－0／100 (40 min))，HMSiR-Halo (19) (5.2 mg，34%) を青色固体と
して得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  8.22 (s, 1 H), 7.92 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 2.6 

Hz, 2H), 7.26 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.05 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 6.76 (dd, J = 9.6, 2.6 Hz, 

2H), 4.37 (s, 2 H), 3.71-3.61 (m, 8 H), 3.53-3.49 (m, 4 H), 3.35 (s, 12 H), 1.77-1.70 (m, 

2H), 1.63-1.56 (m, 2 H), 1.48-1.37 (m, 4 H), 0.62 (s, 3 H), 0.61 (s, 3 H); 13C NMR (101 

MHz, MeOD):  169.5 (C), 168.1 (C), 155.8 (C), 149.5 (C), 142.2 (CH), 141.6 (C), 

141.5 (C), 136.4 (C), 130.6 (CH), 128.3 (C), 127.3 (CH), 126.8 (CH), 122.3 (CH), 115.2 

(CH), 72.2 (CH2), 71.3 (CH2), 71.2 (CH2), 70.6 (CH2), 62.2 (CH2), 45.7 (CH2), 41.1 

(CH2), 40.9 (CH3), 33.7 (CH2), 30.5 (CH2), 27.7 (CH2), 26.5 (CH2), -1.1 (CH3), -1.3 

(CH3); HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C37H51ClN3O4Si, 664.33319; found, 664.33434. 

 

HMTMR (20) 

HMTMR (20) は既報に従って合成した 102．  
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AMTMR (24) 

 

HMTMR (20) (23.8 mg，0.064 mmol，1 eq) をメタノール (3 mL) に溶解し，0 °C

に冷却し，水素化ホウ素ナトリウム (NaBH4) (12 mg，0.32 mmol，5 eq) を加え，
10 min 撹拌した．飽和塩化アンモニウム水溶液を加え酢酸エチルで抽出し，水，
飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．残
渣をトルエン (2 mL) に溶解し，ジアザビシクロウンデセン (DBU) (19.1 L，
0.128 mmol，2 eq)，ジフェニルリン酸アジド (DPPA) (27.5 L，0.128 mmol，2 eq) 

を加え，アルゴン雰囲気下，80 °Cで 1 h撹拌した．飽和炭酸水素ナトリウム水
溶液を加え，酢酸エチルで 2 回抽出し，水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナ
トリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．シリカゲルクロマトグラフィーで粗
精製し (n-ヘキサン／酢酸エチル = 95／5－71／29），化合物 (22) (19.7 mg) をク
ルードで得た．これ以上精製をせず全量を次の反応に使用した． 

 

 

化合物 (22) をテトラヒドロフラン／水 (3 mL／0.3 mL) に溶解し，トリフェニ
ルホスフィン(PPh3) (33.4 mg，0.128 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下で
19 h 加熱還流した．溶媒を減圧除去し，シリカゲルクロマトグラフィーで粗精
製した (ジクロロメタン／メタノール = 93／7－86／14)．ジクロロメタン (5 

mL) に溶解し，クロラニル (5 mg) を加え，室温で 1 h撹拌した．溶媒を減圧除
去し，HPLC で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセトニト
リル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10－0／100 (40 min))，シ
リカゲルクロマトグラフィーで精製し (ジクロロメタン／メタノール = 91／9

－84／16），AMTMR (24) (10.2 mg，43% (4ステップ)) を赤色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  7.34 (d, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.29 (d, J = 7.1 Hz, 1 H), (t, J 

= 7.3 Hz, 1 H), 6.92 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 2 H), 6.45 (d, J = 2.5 Hz, 2 
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H), 6.41 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz, 2 H), 4.47 (s, 2 H), 2.94 (s, 12 H); 13C NMR (101 MHz, 

CDCl3):  151.5 (C), 150.9 (C), 148.4 (C), 140.8 (C), 129.2 (CH), 127.9 (CH), 127.3 

(CH), 124.9 (CH), 122.1 (CH), 116.5 (C), 108.9 (CH), 99.2 (CH), 65.7 (C), 51.4 (CH2), 

40.7 (CH3); HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C24H26N3O, 372.20704; found, 372.20743. 

 

ローダミン Bメチルエステル (26) 

 

ローダミン B (25) (0.95 g，2 mmol，1 eq) を脱水 N,N-ジメチルホルムアミド (20 

mL) に溶解し，ヨウ化メチル (MeI) (0.15 mL，2.4 mmol，1.2 eq)，炭酸セシウム 

(0.78 g，2.4 mmol，1.2 eq) を加え，室温下で終夜撹拌し，溶媒を減圧除去した．
残渣をジクロロメタンに溶解し，水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウ
ムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．シリカゲルクロマトグラフィーで精製し (ジ
クロロメタン／メタノール = 99／1－90／10），ローダミン B メチルエステル 

(26) (1.4 g，quant.) を得た． 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  8.28 (dd, J = 7.9, 0.9 Hz, 1 H), 8.00 (s, 1 H), 7.83 (dt, J 

= 7.5, 1.3 Hz, 1 H), 7.74 (dt, J = 7.7, 1.3 Hz, 1 H), 7.31 (dd, J = 7.6, 1.0 Hz, 1 H), 7.05 

(d, J = 9.5 Hz, 2 H), 6.89 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, 2 H), 6.80 (d, J = 2.5 Hz, 2 H), 3.64 (q, J 

= 7.3, 8 H), 1.32 (t, J = 7.3, 12 H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3):  165.4, 158.9, 157.7, 

155.5, 133.7, 133.2, 131.3, 131.2, 130.4, 130.2, 129.7, 114.3, 113.5, 96.3, 52.6, 46.2, 

12.7; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for C29H33N2O3, 457.24857; found, 457.24934. 
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HMRB (27) 

 

化合物 (26) (560 mg，1.13 mmol) のテトラヒドロフラン (20 mL)，ジオキサン (5 

mL)，ジクロロメタン (50 mL) 懸濁液を 0 °Cに冷却し，水素化アルミニウムリ
チウム (LAH) を原料が消失するまで加え，室温で 1 h撹拌した．水を加え，有
機溶媒を減圧除去した後，ジクロロメタンで 3 回抽出した．有機相を水，飽和
食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．残渣を
ジクロロメタン (50 mL) に溶解し，クロラニル (450 mg) を加え，室温で 30 min

撹拌した．水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減
圧除去した．残渣をシリカゲルクロマトグラフィーで精製し (ジクロロメタン／
メタノール = 92／8－85／15），HMRB (27) (40 mg，8%) を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.76 (d, J = 7.7 Hz, 1 H), 7.67 (t, J = 7.6 Hz, 1 H), 7.56 

(t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.29 (d, J = 7.4 Hz, 1 H) , 7.20 (d, J = 9.5 Hz, 2 H), 7.06 (dd, J = 

9.5, 2.4 Hz, 2 H), 6.99 (d, J = 2.4 Hz, 2 H), 4.35 (s, 2 H), 3.69 (q, J = 7.1, 8 H), 1.31 (t, 

J = 7.1, 12 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD + NaOD):  153.6, 150.1, 146.1, 140.6, 

130.8, 129.3, 129.0, 125.0, 121.7, 112.9, 109.2, 98.8, 86.3, 71.9, 45.4, 12.9; HRMS 

(m/z): [M]+ calcd. for C28H33N2O2, 429.25365; found, 429.25406. 

 

HMR6G (29) 

 

ローダミン 6G (28) (100 mg，0.2 mmol) のテトラヒドロフラン (5 mL)，ジクロ
ロメタン (1 mL) 溶液を 0 °Cに冷却し，水素化アルミニウムリチウム (LAH) を
原料が消失するまで加えた．水を加え，ジクロロメタンで 2 回抽出した．有機
相を飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．
残渣をジクロロメタン (5 mL) に溶解し，クロラニル (88 mg) を加え，室温で
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30 min 撹拌した．水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶
媒を減圧除去した．残渣をシリカゲルクロマトグラフィーで精製し (ジクロロメ
タン／メタノール= 90／10－85／15），HMR6G (29) (30 mg，36%) を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.78 (d, J = 7.7 Hz, 1 H), 7.69 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz, 1 H), 

7.58 (dt, J = 7.5, 1.1 Hz, 1 H), 7.27 (dd, J = 7.5, 0.9 Hz, 1 H), 6.94 (d, J = 0.9 Hz, 2 H), 

6.89 (s, 2 H), 4.32 (s, 2 H), 3.52 (q, J = 7.2, 4 H), 2.14 (s, 6 H), 1.36 (t, J = 7.2, 6 H); 
13C NMR (101 MHz, MeOD):  159.0, 157.8, 157.5, 141.0, 132.3, 131.3, 130.4, 130.3, 

129.5, 128.8, 126.9, 114.9, 94.9, 62.8, 39.4, 17.6, 14.0; HRMS (m/z): [M]+ calcd. for 

C26H29N2O2, 401.22235; found, 401.22242. 

 

HMR101 (31) 

 

ローダミン 101 (30) (115 mg，0.23 mmol) のテトラヒドロフラン (5 mL) 溶液を
0 °Cに冷却し，1 M ボランテトラヒドロフラン溶液 (1 mL，1 mmol) を加えた．
室温で終夜撹拌後，水を加え，ジクロロメタンで抽出した．有機相を飽和食塩
水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去した．残渣をジク
ロロメタン (5 mL) に溶解し，クロラニル (200 mg) を加え，室温で 30 min撹拌
した．水，飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除
去した．残渣を分取薄層クロマトグラフィーで祖精製し (ジクロロメタン／メタ
ノール = 10／1，0.1% トリフルオロ酢酸），ジクロロメタンに溶解し，飽和炭酸
ナトリウム水溶液で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去し
た．残渣を HPLC で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ酢酸，1%アセト
ニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 60／40－0／100 (30 min))，
HMR101 (31) (38 mg，34%) を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.75 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.65 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz, 1 H), 

7.53 (dt, J = 7.5, 1.0 Hz, 1 H), 7.20 (dd, J = 7.5, 0.9 Hz, 1 H), 6.68 (s, 2 H), 4.29 (s, 2 

H), 3.55 (m, 8 H), 3.08 (m, 4 H), 2.69 (m, 4 H), 2.11 (m, 4 H), 1.96 (m, 4 H); 13C NMR 

(101 MHz, MeOD):  155.2, 153.6, 152.7, 141.0, 132.6, 131.0, 130.4, 129.1, 128.6, 

127.4, 125.5, 114.2, 106.6, 62.7, 51.9, 51.4, 28.5, 21.8, 21.0, 20.9; HRMS (m/z): [M]+ 
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calcd. for C32H33N2O2, 477.25365; found, 477.25375. 

 

HMRG (32) 

HMRG (32) は既報に従って合成した 105． 

 

Leuco HMRG (33) 

 

HMRG (32) (53.7 mg，0.169 mmol，1 eq) をメタノール (5 mL) に溶解し，0 °C

に冷却後，水素化ホウ素ナトリウム (64.0 mg，1.69 mmol，10 eq) を加え，0 °C

で 10 min撹拌した．水を加え，酢酸エチルで 2回抽出し，飽和食塩水で洗浄後，
無水硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去し，Leuco HMRG (33) (45.7 mg，
85%) を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.43-7.39 (m, 1 H), 7.18-7.13 (m, 2 H), 7.08-7.05 (m, 1 

H), 6.65 (d, J = 8.2 Hz, 2 H), 6.42 (d, J = 2.3 Hz, 2 H), 6.31 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 2 H), 

5.38 (s, 1 H), 4.63 (s, 2 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  152.8 (C), 148.5 (C), 146.6 

(C), 139.5 (C), 131.9 (CH), 131.2 (CH), 128.9 (CH), 128.7 (CH), 127.3 (CH), 115.5 (C), 

112.2 (CH), 103.4 (CH), 63.0 (CH2), 40.2 (CH); HRMS (m/z): [M+Na]+ calcd. for 

C20H18N2NaO2, 341.12605; found, 341.12642. 

 

Leuco-RG-CH2N3 (34) 

 

化合物 (33) (39.5 mg，0.124 mmol，1 eq) をテトラヒドロフラン (5 mL) に溶解
し，ジアザビシクロウンデセン (DBU) (37.1 L，0.248 mmol，2 eq)，ジフェニル
リン酸アジド (DPPA) (53.5 L，0.248 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，
80 °Cで 17 h撹拌した．溶媒を減圧除去し，残渣をシリカゲルクロマトグラフィ
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ーで精製し (n-ヘキサン／酢酸エチル = 60／40－40／60），化合物 (34) (25.7 mg，
60%) を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.33 (dd, J = 7.2, 1.7 Hz, 1 H), 7.27-7.19 (m, 2 H), 7.14 

(dd, J = 7.3, 1.7 Hz, 1 H), 6.58 (dd, J = 8.3, 0.6 Hz, 2 H), 6.43 (d, J = 2.3 Hz, 2 H), 6.32 

(dd, J = 8.3, 2.3 Hz, 2 H), 5.33 (s, 1 H), 4.41 (s, 2 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  

152.8 (C), 148.8 (C), 147.5 (C), 134.3 (C), 132.6 (CH), 131.1 (CH), 131.0 (CH), 129.9 

(CH), 127.7 (CH), 115.2 (C), 112.3 (CH), 103.5 (CH), 53.4 (CH2), 40.6 (CH); HRMS 

(m/z): [M+Na]+ calcd. for C20H17N5NaO, 366.13253; found, 366.13300. 

 

AMRG (36) 

 

化合物 (34) (23.9 mg，0.070 mmol，1 eq) をテトラヒドロフラン／水 (5 mL／0.5 

mL) に溶解し，トリフェニルホスフィン (PPh3) (36.5 mg，0.139 mmol，2 eq) を
加え，アルゴン雰囲気下で 18 h加熱還流した．溶媒を減圧除去し，ジクロロメ
タン (5 mL) に溶解し，クロラニル (34.2 mg) を加え，室温で 30 min撹拌した．
溶媒を減圧除去し，残渣を HPLC で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ
酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10-0

／100 (40 min))，AMRG (36) (28.8 mg) を赤色固体として得た．NMR測定のため，
ジクロロメタンに溶解し，飽和食塩水／0.1 N水酸化ナトリウム水溶液 = 10／1

で洗浄後，硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去し，AMRG (36) (20.1 mg，
92%，閉環体) をピンク色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  7.33 (d, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.29 (dt, J = 7.2, 0.9 Hz, 1 H), 

7.20 (t, J = 7.3 Hz, 1 H), 6.91 (d, J = 7.6 Hz, 1 H), 6.71 (d, J = 8.4 Hz, 2 H), 6.42 (d, J = 

2.3 Hz, 2 H), 6.32 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 2 H), 4.45 (s, 2 H); 13C NMR (101 MHz, 

CDCl3):  151.5 (C), 148.2 (C), 146.7 (C), 140.7 (C), 129.6 (CH), 127.9 (CH), 127.4 

(CH), 124.9 (CH), 122.2 (CH), 118.6 (C), 111.4 (CH), 101.8 (CH), 65.7 (C), 51.3 

(CH2); HRMS (m/z): [M+H]+ calcd. for C20H18N3O, 316.14444; found, 316.14626. 
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Leuco-HMAcRG (37) 

 

化合物 (33) (27.3 mg，0.086 mmol，1 eq) のピリジン (3 mL) 溶液を 0 °Cに冷却
し，無水酢酸 (8.1 L，0.086 mmol，1 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，室温で
13 h 撹拌した．溶媒を減圧除去し，残渣をシリカゲルクロマトグラフィーで精
製し (n-ヘキサン／酢酸エチル = 30／70－12／88)，化合物 (37) (12.0 mg，39%) 

を得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.43 (d, J = 2.2 Hz, 1 H), 7.42-7.40 (m, 1 H), 7.20-7.14 

(m, 2 H), 7.07-7.04 (m, 1 H), 6.97 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1 H), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 1 H), 

6.67 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 6.45 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 6.33 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1 H), 5.50 

(s, 1 H), 4.67 (d, J = 5.3 Hz, 2 H), 2.10 (s, 3 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  171.6 

(C), 152.6 (C), 152.3 (C), 148.9 (C), 146.4 (C), 139.5 (C), 139.3 (C), 131.9 (CH), 131.2 

(CH), 130.9 (CH), 129.2 (CH), 129.0 (CH), 127.5 (CH), 121.8 (C), 115.7 (CH), 114.9 

(C), 112.5 (CH), 108.7 (CH), 103.3 (CH), 63.2 (CH2), 40.1 (CH), 23.8 (CH3),; HRMS 

(m/z): [M+Na]+ calcd. for C22H20N2NaO3, 383.13661; found, 383.13701. 

 

Leuco-AcRG-CH2N3 (38) 

 

化合物 (37) (12.0 mg，0.036 mmol，1 eq) のテトラヒドロフラン (3 mL) 溶液に，
ジアザビシクロウンデセン (DBU) (10.7 L，0.072 mmol，2 eq)，ジフェニルリン
酸アジド (DPPA) (15.4 L，0.072 mmol，2 eq) を加え，アルゴン雰囲気下，80 °C

で 17 h撹拌した．溶媒を減圧除去し，残渣をシリカゲルクロマトグラフィーで
精製し (n-ヘキサン／酢酸エチル = 40／60－20／80），化合物 (38) (5.1 mg，37%) 

を白色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.46 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 7.36-7.33 (m, 1 H), 7.29-7.20 

(m, 2 H), 7.14-7.12 (m, 1 H), 6.99 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1 H), 6.79 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 

6.60 (d, J = 8.3 Hz, 1 H), 6.47 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 6.34 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1 H), 5.42 
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(s, 1 H), 4.45 (s, 2 H), 2.11 (s, 3 H); 13C NMR (101 MHz, MeOD):  171.7 (C), 152.6 

(C), 152.3 (C), 149.1 (C), 147.1 (C), 139.6 (C), 134.3 (C), 132.6 (CH), 131.3 (CH), 

131.0 (CH), 130.7 (CH), 130.1 (CH), 127.9 (CH), 121.5 (C), 115.8 (CH), 114.6 (C), 

112.5 (CH), 108.8 (CH), 103.4 (CH), 53.5 (CH2), 40.5 (CH), 23.8 (CH3); HRMS (m/z): 

[M+Na]+ calcd. for C22H19N5NaO2, 408.14310; found, 408.14387. 

 

AMAcRG (40) 

 

化合物 (38) (5.1 mg，0.013 mmol，1 eq) をテトラヒドロフラン／水 (3 mL／0.3 

mL) に溶解し，トリフェニルホスフィン (PPh3) (6.9 mg，0.026 mmol，2 eq) を
加え，アルゴン雰囲気下で 23 h加熱還流した．溶媒を減圧除去し，ジクロロメ
タン (3 mL) に溶解し，クロラニル (15 mg) を加え，室温で 30 min撹拌した．
溶媒を減圧除去し，残渣を HPLC で精製し (溶離液 A：水，0.1%トリフルオロ
酢酸，1%アセトニトリル，溶離液 B：アセトニトリル，1%水，A／B = 90／10

－0／100 (40 min))，AMAcRG (40) (6.6 mg) を赤色固体として得た．NMR測定
のため，ジクロロメタンに溶解し，飽和食塩水／0.1 N 水酸化ナトリウム水溶液 

= 10／1で洗浄後，硫酸ナトリウムで乾燥し，溶媒を減圧除去し，AMAcRG (40) 

(3.0 mg，89%，閉環体) をピンク色固体として得た． 
1H NMR (400 MHz, MeOD):  7.56 (d, J = 2.0 Hz, 1 H), 7.42 (d, J = 7.5 Hz, 1 H), 7.35 

(t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.26 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.05 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1 H), 6.86 (d, J = 

7.6 Hz, 1 H), 6.74 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 6.59 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 6.50 (d, J = 2.2 Hz, 1 

H), 6.40 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1 H), 4.31 (d, J = 6.0 Hz, 2 H), 2.11 (s, 3 H); 13C NMR 

(101 MHz, MeOD):  171.7 (C), 153.1 (C), 152.4 (C), 150.2 (C), 148.1 (C), 142.4 (C), 

140.3 (C), 130.2 (CH), 129.9 (CH), 129.1 (CH), 129.0 (CH), 125.7 (CH), 123.4 (C), 

123.3 (CH), 116.5 (C), 115.9 (CH), 112.7 (CH), 108.5 (CH), 102.5 (CH), 67.7 (C), 51.3 

(CH2), 23.9 (CH3); HRMS (m/z): [M+H]+ calcd. for C22H20N3O2, 358.15500; found, 

358.15498.  
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吸収・蛍光スペクトル測定 

蛍光色素をジメチルスルホキシド (ルミナゾール®，Dojindo Laboratories) に溶解
し，10 mMのストック溶液を調製した．ストック溶液を 0.2 Mリン酸緩衝液で
0.5 M になるように希釈し，測定した．吸収スペクトルは UV-2450 UV/Vis 

spectrometer (Shimadzu Corporation)，蛍光スペクトルは F-7000 fluorescence 

spectrometer (Hitachi High-Technologies Corporation) を用いて測定した． 

 

レーザーフラッシュフォトリシス (LFP) 

蛍光色素を 10 mMリン酸緩衝液 (pH7.4，1-2%ジメチルスルホキシド) に溶解し，
308 nmの吸光度が約 0.2になるように濃度を調整した．測定は 22 °Cで行った．
励起光源として XeClエキシマーレーザー (Lambda Physik，Lextra 50，パルス幅: 

17 ns，308 nm，10 mJ/pulse) を使用した．過渡吸収をデジタルストレージオシロ
スコープ (Tektronix，TDS-744 500 MHz 2G Samples/s又は TDS-540 500Mz 1G 

Sample/s) を用いて記録した．開環体の持続時間 () は過渡吸収の減衰曲線を一
次の指数関数でフィッティングして算出した． 

 

蛍光色素によるタンパク質のラベル化 

蛍光色素の N-ヒドロキシスクシンイミドエステル (Dye-SE) をジメチルスルホ
キシド (ルミナゾール®，Dojindo Laboratories) に溶解し，10 mMのストック溶液
を調製した．一分子イメージング及び核膜孔の SLM に用いた抗体については，
goat anti-mouse secondary antibody (IgG，Sigma-Aldrich)，Dye-SE，PBS (pH 7.4，
GIBCO)／0.2 Mリン酸緩衝液 (pH 8.0) = 1／1を混合し，室温下で 30 minインキ
ュベートした．RecA フィラメントの SLM については，RecAf (New England 

Biolabs) を用いた．Tris-HCl緩衝液を 0.2 Mリン酸緩衝液 (pH 8.5) に置換し，
RecAfと Dye-SEを混合し，37 °Cで 30 minインキュベートした．ラベル化タン
パク質を PD-10 column又は PD MiniTrapTM G-25 (GE Healthcare) を用いて PBS 

(pH 7.4) で溶出し，精製した．タンパク質へのラベル化率 (degree of labeling ratio 

(DOL)) を Dye [mol]／Protein [mol]とし，ラベル化タンパク質の吸光度と使用し
たタンパク質濃度より算出した．HMSiRの吸光度測定では開環体で存在する pH 

4.5に調整後， = 60,000 M-1cm-1として濃度を決定した．一分子イメージングに
使用したラベル化抗体の DOL は Alexa647-IgG (0.5)，HMSiR-IgG (0.4)，
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2MeSiR-IgG (0.1) であった．核膜孔の SLMに用いた抗体の DOLは HMSiR-IgG 

(1.9) であった．RecAfの DOLは Alexa647-RecA (1.3)，HMSiR-RecA (1.6) であ
った．微小管の in vito SLMに用いる tubulinを既報 140に従ってブタの脳から精
製し (約 4 mg／mL，PC緩衝液，1 mM MgSO4，0.5 mM GTP)，次に 5-(and-6)- 

carboxytetramethyl-rhodamine, succinimidyl ester (TAMRA-SE， Invitrogen) 又は
HMSiR-SE を用いてラベル化した．ラベル化した tubulin は BRB80 緩衝液 (80 

mM PIPES-NaOH (pH 6.8)，1 mM MgCl2，1 mM EGTA) に溶解した状態で，液体
窒素中で保存した． 

 

一分子イメージングのサンプル調製 

上述したラベル化抗体  (Dye-IgG) を用いて測定した．2 枚のカバーガラス 

(Matsunami Glass Ind.) を両面テープで重ねて作製したフローセル中で測定した．
カバーガラスは事前にMilli-Q，99%エタノール，10 N水酸化カリウム水溶液の
順で 10 minずつ超音波洗浄し，10 N水酸化カリウム水溶液に終夜浸漬後，Milli-Q

で洗浄したものを使用した．Dye-IgGがそれぞれ重ならないように低密度でフロ
ーセルに吸着し，10 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) で洗浄後測定に用いた． 

 

全反射顕微鏡 (N-STORM) を用いた一分子イメージングと SLM 

SLM は N-STORM (Nikon，Apo TIRF 100× 1.49 Oil objective lens，electron- 

multiplying charge coupled device (EMCCD) camera (iXon DU897; Andor)) を用い
て行った．試料面におけるピクセルサイズは 160 nm．測定中は Perfect Focus 

Systemにより焦点面の位置を維持した．超解像画像 (SLM画像) は NIS Elements 

Advanced Research (Nikon) により構築した． 

 

一分子イメージングと解析 

上述した様に Dye-IgG をフローセルに吸着させ，全反射顕微鏡 (N-STORM，
Nikon) を用いて10 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4) で一分子イメージングを行った．
励起光条件：647 nm (40-100 W cm-2)．測定条件：15 ms/frame，2,000-10,000 frames，
22 °C．測定データは既報 89に従って解析した．具体的には，一分子の中心位置
において 7×7ピクセル (1.12×1.12 m) の ROIを取り，蛍光強度の時間変化を抽
出した (NIS Elements Advanced Research，Nikon)．各条件において 48-144分子の
データをMATLAB (Math Works) を用いて解析した．ROI中の蛍光強度からバッ
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クグラウンドの蛍光強度を差し引き，EM-CCD カメラの校正値 (測定条件にお
ける蛍光強度とフォトン数の変換式) を用いてフォトン数に変換した．開環体の
持続時間は蛍光強度が閾値 (バックグラウンドにおける蛍光強度のゆらぎの標
準偏差×4) を超えている時間として算出した．明滅当たりのフォトン数は，1 

frame当たりのフォトン数と開環体の持続時間から算出した． 

 

分子の位置決定精度の評価 

フローセルに Dye-IgG とドリフト補正に用いる蛍光ビーズ (FluoSpheres，0.02 

m，625／645nm，Life Technologies) を加え，HMSiR-IgGはリン酸緩衝液 (pH 

7.4)，Alexa647は STORMバッファー (10% glucose (Wako Pure Chemical)，560 

g/mL glucose oxidase (Sigma-Aldrich)，34 g/mL catalase (Wako Pure Chemical)，140 

mM -mercaptoethanol (Wako Pure Chemical)，50 mM Tris-HCl緩衝液 (pH 8.0)，10 

mM NaCl) を用いて洗浄した後に測定した．励起光条件：647 nm (40-1500 W cm-2)．
測定条件：15 ms/frame，24 °C．NIS-Elements Advanced Research (Nikon) を用い
てドリフト補正，位置決定を行い，60 分子の位置情報を重ね合わせて，ヒスト
グラムを作成し，二次元ガウス関数でフィッティングして分子の位置決定精度
を FWHMとして算出した． 

 

プラスミド DNA上の RecAフィラメントの in vitro SLM 

上述した Dye-RecA (80 g/mL)，プラスミド DNA (X174 RF II DNA (New 

England Biolabs)，20 g/mL)，10 mM Tris-HCl緩衝液 (pH 7.0)，100 mM NaCl，7 

mM MgCl2，1.5 mM ATP--Sを混合し，37 °Cで 1 hインキュベートし，RecAフ
ィラメントを重合した．RecAフィラメントをそれぞれのイメージングバッファ
ーで希釈し，フローセルに吸着し，SLMを行った．HMSiR：50 mM Tris-HCl緩
衝液 (pH 7.4)，100 mM NaCl，7 mM MgCl2，1.5 mM ATP--S．励起光条件：647 

nm (500 W cm-2)．測定条件：15 ms/frame，5,000 frames，23 °C．カットオフ値：
500フォトン．Alexa647：STORM バッファー (10% glucose (Wako Pure Chemical)，
560 g/mL glucose oxidase (Sigma-Aldrich)，34 g/mL catalase (Wako Pure Chemical)，
100 mM MEA (Sigma-Aldrich)，50 mM Tris-HCl (pH 8.0)，10 mM NaCl)．励起光条
件：647 nm (500 W cm-2)．測定条件：レーザー照射により無蛍光状態に変換した
後に測定．15 ms/frame，10,000 frames，23 °C．カットオフ値：300フォトン． 
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In vitroで重合した微小管の SLM 

上述したラベル化 tubulinを混合し (unlabeled tubulin／HMSiR-tubulin／TAMRA- 

tubulin = 40／50／10 (v／v))，BRB80緩衝液 (1 mM MgSO4，1 mM GTP含有) 中
で 37 °C，30 minインキュベートし重合し，20 M taxolを加えて安定化した．重
合した微小管を PBS (20 M taxol含有) で希釈し，poly-L-lysine (PLL) でコート
したフローセルに吸着させ，PBS (20 M taxol含有) で洗浄し，SLMを行った．
励起光条件：TAMRA：561 nm (180 W cm-2)，HMSiR：647 nm (20 W cm-2)．測定
条件：23 ms/frame，20,000 frames (HMSiR)，23 °C． 

 

HeLa細胞の核膜孔タンパク質の免疫染色 

POM121-GFP又はNup107-GFPを安定発現したHeLa細胞を–20 °Cのメタノール
中で 30 min固定化し，PBSで洗浄後，ブロッキングバッファー (PBS，1% BSA) 

で 30 minブロッキングした．次にブロッキングバッファーで 10 g/mlになるよ
うに希釈した一次抗体 (Anti Green Fluorescent Protein，Monoclonal Antibody，
Wako) を細胞に加えて，室温下で 1 hインキュベートした．PBSで 3回洗浄後，
ブロッキングバッファーで 30 minブロッキングした．ブロッキングバッファー
で 10 g/mlになるように希釈した HMSiR-IgG (DOL = 1.9) を細胞に加えて，室
温下で 40 minインキュベートし，PBSで 3回洗浄し，測定に用いた． 

 

スピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いた核膜孔の SLM 

核膜孔の SLMはスピニングディスク共焦点顕微鏡システムを接続した Olympus 

IX81 倒立顕微鏡 (spinning-disk confocal microscope system (CSU-X1; Yokogawa 

Electric)，cooled EMCCD camera (iXon3 DU-897; Andor)，oil-immersion objective 

(60×，APON OTIRF，NA1.49; Olympus) を用いて行った．2×の拡大レンズを顕
微鏡とスピニングディスクの間に挿入し，ピンホールサイズと対物レンズの倍
率を一致させた．試料面におけるピクセルサイズは 100 nm．MetaMorph 

(Molecular Devices) により制御した．励起光源：640 nm (Sapphire; Coherent)．フ
ィルター：692／40 nm バンドパスフィルター．測定条件：300 ms/frame，10 frames．
超解像画像 (SLM画像) は rapidSTORM141を用いて構築した．核膜孔タンパク質
の半径は，中心からの距離の二乗平均平方根として算出した．隣接点の中心角
は，POM121の SLM画像における輝点の座標から，隣接する 2点の中心角を求
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め平均値として算出した． 

 

HeLa生細胞／固定細胞における-tubulin-SNAPのラベル化と SLM 

HeLa細胞をガラスチャンバー (Labtek II chambered coverglass (NUNC)) に播種
し，D-MEM (高グルコース，L-glutamine，Phenol Red含有 (Wako Pure Chemical)，
10% FBS (Invitrogen)，1% PS (Invitrogen)) 中，37 °C，5% CO2で培養した．測定
前日に-tubulin-SNAPのプラスミドを Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いて，
プロトコルに従いトランスフェクションし，同時に 100 nM HMSiR-BGを添加
し，37 °C，5% CO2で終夜インキュベートした．生細胞における SLMでは，培
地 (D-MEM) で 3 回洗浄後，培地中で SLM を行った．固定細胞における SLM

では，下記の順で固定化を行った．培地を除去後，37 °Cの BRB80緩衝液 (0.2% 

NP-40 (substitute) 含有) で 30 sインキュベートし，-20 °Cのメタノール (5 mM 

EGTA含有) で 30 min固定化した．BRB80緩衝液で 3回洗浄後，PBSに置換し
て SLMを行った．励起光条件：647 nm (500 W cm-2)．測定条件：15 ms/frame，
5,000 frames，24 °C．カットオフ値：500フォトン． 

 

Vero生細胞における-tubulin-Haloのラベル化と SLM 

Vero細胞を D-MEM (高グルコース，L-glutamine，Phenol Red含有 (Wako Pure 

Chemical)，10% FBS (Invitrogen)，1% PS (Invitrogen)) 中，37 °C，5% CO2で培養
した．測定前日に -tubulin-Halo のプラスミドを X-treamGENE HP DNA 

Transfection Reagent (Roche) を用いて，プロトコルに従いトランスフェクション
し，同時に 100 nM HMSiR-Halo及び 0.3 nM HaloTag® TMR Ligand (Promega) を
添加し，37 °C，5% CO2で終夜インキュベートした．ガラス面に非特異的に吸着
した蛍光色素によるバックグラウンドを低減するため，細胞を新しいガラスチ
ャンバー (Labtek II chambered coverglass (NUNC) を事前に 0.1 mg/mL Cellmatrix 

Type I-C (Nitta Gelatin Inc.) でコートしたもの) にリプレーティングした．3 hイ
ンキュベートし細胞が吸着した後に培地を Leibovitz's L-15 (Life Technologies，
10% FBS (Invitrogen) 含有) に置換して測定した．励起光条件：647 nm (40 W 

cm-2)．測定条件：30 ms/frame，24 °C．カットオフ値：100フォトン． 
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