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1 .緒    言

1.1 分子認識とは

「認識」とは 「物事を見定め,そ の意味を理解すること」

である。化学の分野では,あ る分子もしくは分子集合体

(ホスト)が ,特 定の分子 (ゲスト)の みを選択して会合

する過程を 「分子認識」という。これはホストがゲストの

分子構造を見定める過程であり,そ の手段となるのはホス

トーゲスト間に働くさまざまな分子間相互作用である。こ

のとき,分 子間相互作用に基づく安定化が最大となるホス

トーゲストの組み合わせ,つ まリホストーゲスト間に立体

的 。相互作用的に相補性 (complelnentarity)のある組み合

わせが選択され,会合体を形成する。分子間相互作用には,

静電相互作用,水 素結合,疎 水性相互作用,分 散力,電 荷

移動相互作用などがあるが,い ずれも有機分子などを形成

する共有結合より弱い。しかし,複 数の分子間相互作用が

協同的 (cooperative)かつ集中的 (convergent)に働くこと

によって,高 い精度の分子認識が可能となり,ホ ストーゲ

スト会合にともなう安定化が非常に大きくなる
1)。生体で

は,こ のような分子認識を基礎として,情 報処理や化学反

応が行われている。たとえば,副 腎皮質刺激ホルモン (分

子量約4500のポリペプチ、ド分子)は ,多 様な物質が混在

する血流中に,わ ずか100 pg/ml以下しか存在しない.し

かし,そ の存在量が極めて微量であっても,標 的細胞上の

副腎皮質刺激ホルモンの受容体に特異的に結合して,標 的

細胞の機能を制御する。また,生 体内で化学反応を触媒す

る酵素も,そ の活性部位 (かぎ穴)に ぴったりはまる基質

(かぎ)に 対してのみ,反 応を触媒する。このような特異
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性の極めて高い分子認識は,い ずれも上に挙げた種々の分

子間相互作用が精密に集積化された結果に他ならない。

図1 酵素活性部位 (かぎ穴)と基質 (かぎ)の会合モデル

1.2 認識応答と人エレセプター

分子認識による選択的で構造の定まった分子会合体の形

成は,単 にグスト分子の構造を見定める|だけでなく,新 た

な機能の発現を可能にする。実際に酵素では,最 適化され

た構造を持つ酵素一基質複合体の形成によって,引 き続く

効率のよい化学結合組換え (化学反応)が実現されている。

またL/tプターヘの情報伝達物質の結合は,さ まざまな細

胞応答を誘起し,標 的細胞への情報伝達が達成される。つ

まり 「認識」により引き起こされる 「応答」との組み合わ

せ,「認識応答」により,高 度で多様な生体機能が発現さ

れている。

1970年代初頭に,こ の素晴らしい生体機能を人工的に

合成した分子を用いて実現できないか, という動きが現わ

れ,「BiOmimetic Chemistry(生体模倣の化学)」
のと呼ば

れる新たな学問領域が誕生した。当初は,生 体内の酵素反

応を,モ デル系により化学的に再現することを主眼として

提唱されたが,次 第にその対象は生体膜や核酸といった他
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の生体物質 。組織に拡大していった。さらに,単 なる生体

反応の再現にとどまらず,セ ンサ
ー
,反 応触媒,医 薬品な

ど生体機能を越えた応用研究も精力的に行われ,実 用化も

進んでいる。

我々の研究室では,認 識応答とその制御を目指した研究

を進めており,分子輸送系などについてはすでに紹介した
め.

今回は,認 識と蛍光応答を組み合わせた光応答性人エレセ

プターの開発に関する研究を紹介する。

さまざまな物質が混合した試料中の特定物質を,定 性的

あるいは定量的に測定しようとするとき, 目的物質のみを

選択的に識別するホス ト分子があれば,分 離操作が不要と

なるため効率のよい測定が可能となる。そのため,こ れま

でに数多くの人エレセプターが開発され,特 定物質の選択

的検出のためのセンサーシステムに利用されている。この

とき人エレセプターに要求されるのは,1.グ ス トとの強

い結合能,2.特 異性の高いグス ト認識能, というホス ト

機能に加えて,3.認 識情報の高感度発信 (測定側からみ

れば検出能)と いう,分 子レベルでの情報を検出可能な情

報に変換する機能である。

認識情報を検出する手段としては,イ オン濃度や電極活

性物質を電気化学的に検出する方法,化 学発光を示す反応

を利用する方法,ゲ ス ト会合にともなうホス トの吸光度変

化などが,こ れまで多く利用されてきた。しかし近年,蛍

光を利用 した人エ レセプター
のが大きな注目を集めてい

る.蛍 光は分子種からの発光であり,分 子会合の情報が直

接的に蛍光応答の形で反映される。このため,究 極的には

分子一つの検出が可能となる。また単純なシステムでも非

常に高感度なセンシングが可能であり,吸 収スペクトル法

と比較 して 1000分の 1以下の濃度が比較的容易に検出で

きる。

2.蛍 光性人エレセプターの設計とその機能

2.1 蛍光性人エレセプターの分子設計

蛍光性人エレセプターは,ゲ ス ト認識をおこなうホス ト

部分と,蛍 光応答部分とから構成される。

ホス ト部分は,ゲ ス トを取 り込むポケットとしての機能

と,ゲ ス トを認識 ・会合する機能とを合わせ持つ。ポケッ

トは,疎 水場を提供するシクロデキス トリンやシクロファ

ンのような包接化合物, リジッドな骨格としての芳香族化

合物などを 「部品」として構築する。これに,認 識 ・会合

を司る各種の静電相互作用部位や,ア ミノ基 ・水酸基 ・カ

ルボニル基等の水素結合部位を適切な位置に配置し,共 有

結合で組み上げることでホス ト部分を設計する。

蛍光応答部分の設計にあたって重要なかぎとなるのは,

いかにしてホス トーゲス ト会合体形成を蛍光変化に結びつ

けるかという点であり,い くつかの手法が存在する。たと

えば,ホ ス ト部分に蛍光色素を共有結合でつないだ人エレ

2
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セプターは,ゲ ス ト会合によるホス ト部分のコンホメーシ

ョン変化が,蛍 光色素の周囲環境変化を引き起こし,蛍 光

変化につなげる。また,ゲ ス トとの相互作用部位が蛍光色

素に直接結合したレセプターは,静 電相互作用や水素結合

形成で誘起される蛍光色素の電子状態変化によって,蛍 光

応答を示す。あるいはゲス ト会合にともなう,レ セプタ
ー

の光誘起電子移動効率の変化を利用する方法もある。いず

れにせよ, どのスキームを採用するかにより, レセプター

全体の構造が決定される。

もう一つの課題は,い かに蛍光変化を大きくするか,つ

まりいかに情報変換効率を大きくするかという点である

が,こ れまでの蛍光性人エレセプターは,こ の点で有利だ

とは必ずしも言えない。これについての方法論は確立され

ておらず,最 近ではさまざまの相互作用を組み合わせるこ

とで,情 報変換効率の向上が試みられている。

2.2 発光部位を持たせたクラウンエーテル
°

クラウンエーテルは,酸素を複数イ固持つ環状エーテルで,

その直径とちょうどよい大きさのカチオンと比較的強く相

互作用することが知られている。たとえば,18-クラウン̈

6-エーテルはK十ゃNH4+と選択的に相互作用する (図2),

そこで図2(b)に 示すような,ホ スト部分として18 ク̈

ラウン_6-エーテル,蛍 光部位として芳香族イミドを持つ

化合物を合成し,蛍 光性人エレセプターとしての機能を調

べた。レセプターのメタノール溶液に,ゲ ストとしてアル

カリ金属イオン (Li+,Na+,K十 ,Rb十 ,cs+)を それぞれ

加えていったところ,レ セプタ
ーの吸収スペクトルが変化

し,ホ ス ト
ーゲス トの会合が確認された。レセプターの発

光 (470 nm)は ,K+を 加えた場合に最 も大きな増加が観

測された.こ の結果から,こ のレセプタ
ーはアルカリ金属

イオンの大きさの違いを認識し,そ の情報を発光強度の変

化という形に変換することが確認された。
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図2(a)18_ク ラウン…6-エーテルにK+が取り込まれた様子.

(b)クラウンエーテルを認識部位とする蛍光性レセプター.
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レセプターの発光増加は,金 属カチオンを捕らえること

によって,イ ミドの無放射失活過程が抑制されたためと考

えられる。レセプターの認識部位である 18-クラウン_6-エ

ーテルは,K+と 最も効率よく相互作用するため,他 のア

ルカリ金属イオンと比較してイミドの無放射失活過程を強

く抑制し,結 果として大きな発光増加を誘起するものと思

われる。             ・

2.3 ゲス ト会合によるホス トの分子内電荷移動の制御と

発光変化
°

化合物 PQは ,メ トキシフェニル (D)と キノリン (A)

という二つの芳香環をアミドで結合した構造で,キ ノリン

環窒素とアミドニつの合計三つの水素結合部位を持つ (図

3).単 独では青色と緑色の二色蛍光が観測され,緑 色の発

光はDか らAへ め分子内電荷移動に基づ くものである。

分子内電荷移動の効率は,D一 A間 のアミド結合の回転

と密接に関係する。

よってアミドの回転を阻害すれば,こ の二色蛍光が変化

するのではないかと考えた。すなわちPQは ,キ ノリン環

窒素および7位 アミドNHと 同時に二本の水素結合を形成

するゲストに対する,蛍 光性レセプターとなると期待され

る。

上の条件を満たすゲス トとして,核 酸塩基の
一つである
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ウラシルの誘導体 Ulを PQの 溶液に加えたところ,PQの

吸収スペクトルは等吸収点を示しながら変化し,蛍 光の増

加 が見 られ た。 また , l H _ N M Rス ペ ク トルか ら, P Qと u l

との間で三重水素結合が形成されることが明らかとなっ

た.そ の会合体構造は図4の ようであり,PQの キノリン

環窒素および7位アミドNHと ,ゲ ストulと の間で形成

された二本の水素結合によって,芳 香環を結合するアミド

の回転が抑制されていることがわかる。このためPQは 平

面に固定化され,蛍 光強度の増加が起きると考えられる。
一方,条 件を満たさないウラシル誘導体U2を加えた場

合,PQの 吸収,蛍 光スペクトルとも変化は見られなかっ

たが,lH―NMRス ペクトルによって,ゲ ストu2は ,PQの

キノリン環窒素および2‐位のアミドとの二重水素結合を
形成することが明らかとなった (図5)。PQは u2と 会合

体を形成するものの,ア ミド回転を阻害するようなモード

ではないことから,蛍 光の変化はまったく観測されない,

すなわちPQが 応答しないものと考えられる。

以上の結果から,PQが ,分 子内回転 (この場合は二つ

の芳香環をつなぐアミド結合の回転)を 規制するようなゲ

ス トに対してのみ蛍光変化をしめす,蛍 光性人エレセプタ
ーとなることが明らかとなった.

2.4 静電相互作用と水素結合を組み合わせた人エレセプ

ター
カ

精密な分子認識をおこなう過程で,水 素結合が重要な役

PQと Ulの会合体.三 重水素結合 (矢印)
のアミドの回転は固定される。

によリホス ト

PQと U2の会合体.二 本の水素結合 (矢印)が 形成され
るがホストのアミド回転は抑制されない。

( a )

(b)

H

図 4

百
/

図 3 (a)レセプターの模式図.ド ナー (◎)と アクセプター

(④)を 結ぶ結合は回転可能である.(b)二 色発光を示す
レセプターPQ.ド ナーとアクセプターは,ア ミドで結合
されている.(c)ウ ラシル誘導体ゲストul,u2.

図 5

固定
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割を果たすことはすでに述べた。しかし,水 素結合が蛍光

色素の電子状態に与える影響は
一般に小さいことから,分

子認識の情報を,蛍 光変化の形に効率よく変換することは

難しい。
一方,静 電相互作用はより強い相互作用であり,

イオン性結合の形成によって蛍光の大きく変化する化合物

は,数 多 く報告されている。そこで,水 素結合部位,静 電

相互作用部位の両方を持つ分子を設計し,高 感度かつ高選

択性を示す蛍光性人エレセプタ
ーの開発を試みた。

レセプターHx2の 分子構造を図6に示す。ジアミノビ

ピリジン誘導体 (Hx2)は ,静 電相互作用が可能な環窒素

を二つと,その両側に水素結合部位となるアミノ基を持ち,

Hx2単 独では効率のよい青色蛍光じめす。
ゆ

リン酸ジエステルと脂肪酸は,代 表的な二種類の疎水性

生体物質であるが,そ のモデル化合物であるジフェニルリ

ン酸 (DPP)と ヘキサン酸 (HA)を グス トとして選んだ

(図6).ホ ス トHx2の 有機溶液にDPPを 加えてい くと,

Hx2の 吸収スペクトルは等吸収点を示しながら大きく変化

した.こ のことからHx2と DPPは 1:1で 会合 し,Hx2の

環窒素がプロトン化されたことがわかつた。等吸収点で励

起すると,Hx2の 蛍光スペクトルは430 nm付近 (青色)

のピークが大きく減少し,そ れとともに,プ ロ トン化され

たHx2由 来の蛍光帯が 500 nm付近 (緑色)に 現れた (図

7)。一方,DPPの 代わりにHAを 加えた場合は,吸 収スペ

クトル変化は非常に小さく,青色蛍光の減少は見られたが,

マヽ
C6H13N、

H
′NC6H13

HOプ
C5Hll

HA

図 6  レ セプ ター H x 2 , Pr4と , ゲス トDPP, HA
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緑色発光は観測されなかった。スペクトル変化から求めた

レセプターとの会合定数は,DPPが いずれの有機溶液中

でも3× 104～5× 107M lと 大 きな値が得られたのに対

し,HAは 最大でも77M lと 非常に小 さな値であった

(表1)。この結果から,Hx2が DPPと HAを 識別し,DPP

と高選択的に相互作用して蛍光変化を起こすことが明らか

となった。また,吸 1又変化と蛍光変化から求めた会合定数

はよく一致したことから,蛍 光変化は,Hx2と ゲス トの会

合を反映したものであることが確認された。なお酸性プロ

トンを持たない化合物 (リン酸 トリエステル,脂 肪酸エス

テル,ア ルコ
ール,ケ トン)に ついては,Hx2と の会合は

見られなかった.

つぎに,ア ミノ基の水素をすべてアルキル置換して水素

結合部位をなくしたレセプタ
ーPr4を合成し,DPPと の相

互作用を検討 した。極性溶媒中でのDPPと の会合定数は

l x 107M lと大きく,H文2と それほど差のない値が得ら

れた。極性の大きい溶媒中では水素結合の効果は限定的で,

溶媒和による会合体の安定化効果が大きいことを示唆して

い る。 これ に対 し,非 極性溶媒 中での会合定数 は

2× 102M-1で ,Hx2と 比較 して 105倍も小さかった.非

極性溶媒中では溶媒和効果が小さいことから,DPPと の

水素結合形成の可否が会合定数の大きな差に表れたと思わ

れる。すなわち,I‐Ix2は溶媒和による会合体安定化の減少

を,水 素結合形成によって補うことができるのに対 し,

V°V  300     400         400      500

Wavelength/nm

図7 DPPを 加えていつたときの,Hx2の (a)吸収スペクトル,

(b)蛍光スペクトル変化.青 色蛍光の大きな減少と,緑

色蛍光の大きな増加が見られる.
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表1 レ セプターHx2・ Pr4と,ゲ ストDPPの 会合定数 (〃Ml)

//ヽ

YC3H7
C3H7

H

Ph,く Ph

DPP

Aoetone Aoetonitrile Dictrloromettrane

旧

…

1.7x107
2.0x1d

3.0x104

1x10

3。2x105

9,lx103

1.7x107

4.2x106

4.5x107

6.6x106
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Pr4は DPPと 水素結合を形成できないために,溶 媒和効果

の低下が会合定数の大きな減少に直結したと考えられる。

以上の結果から,Hx2の 静電相互作用部位と水素結合部位

を同時に持うことによる特徴は次のようにまとめられる。

まず静電相互作用部位の効果として,強 い会合体形成を可

能にしたこと,会 合体形成による大きな蛍光変化を実現し

たことが挙げられる。水素結合部位の効果としては,会 合

体の,特 に非極性溶媒中での安定化への寄与,そ してアミ

ノ基を複数持つことによ多重水素結合形成が可能であるこ

とが挙げられる.

Hx2と DPPの 会合機構を,図 8に モデルで示 した。単

独のレセプターHx2は ,ゲ ス トDPPを 取 り込むポケット

を形成しておらず,相 互作用部位は互いに異なる方向を向

いている。ここにDPPが 存在すると,Hx2の コンホメ
ー

ションが変化してポケットを形成し,相 互作用部位もゲス

トDPPに 対 して適切な位置に配置され,Hx2と DPPの 会

合体が形成されるのである。

吸収 ・蛍光スペクトル変化の形状および
lH―
NMRス ペク

トル等の測定結果から,会 合体の構造を図9の ように推定

した。DPPと 会合することで Hx2の 環窒素がプロトン化

し,Hx2の アミノ基の水素とDPPの 酸素との間で水素結

合を形成する。極性の大きな溶媒中では,溶 媒和による会

合体の安定化効果が働 く.

レセプターHx2が ,さ まざまの有機溶媒中でリン酸ジ

エステルを選択的に認識して大きな会合定数を示すととも

に,大 きな蛍光変化を示すことを明らかにした,こ のこと

から,Hx2が リン脂質と脂肪酸という生理的に最も重要な

疎水性生体物質を識別し, リン脂質と選択的に相互作用し

(b)緑 色蛍光

Hx2に よるDPPの 分子認識。(a)フ リーのHx2.四 つの

相互作用部位は互いに異なる方向にあり,青 色蛍光を示
す。(b)四 つの相互作用部位が協同的に働 くことで,
Hx2は DPPと 強く会合し,蛍 光が緑色に変化する.
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図9 Hx2と DPPの 会合体の構造.Hx2の 環窒素はプロトン化
し,ア ミノ水素はDPPと水素結合を形成する。極性溶媒
中では,溶媒和による会合体の安定化が起こる。

て蛍光変化を起こす蛍光素子となる可能性がある。

2.5 リン脂質の検出

2,4では,Hx2の リン酸ジエステルと脂肪酸に対する応

答性の顕著な違いを紹介した。ここでは,よ り応用的な面

からのアプローチとして,グ リセロリン脂質に対するHx2

の蛍光応答性について検討をおこなった。

リン脂質は最も重要な疎水性生体物質の一つで,生 体膜

を構成する主成分 (約40%)で ある。生体膜は,細 胞の境

界を定める隔壁としてのみならず,細 胞内外の情報伝達や

膜結合性酵素の土台など,さ まざまの機能を呆たしている。
ω

また,膜 という集合体としての機能に加えて,個 々のリン

脂質も各種の生体反応に関与 している。図 10に示すよう

に,グ リセロリン脂質は,極 性部分の構造によって中性

(PC,PE)と 酸性 (PG,PI,PS)に 分類される。これらを

Hx2の 有機溶液に加えたときの蛍光変化を調べた。

中性のPC,PEを 加えた場合, レセプタ
ーHx2の 吸収 。

蛍光スペクトルは共に全 く変化を示さなかったことから,

Hx2は PC,PEに 対 して応答しないことが確認された。こ

れに対 し,酸 性の PG,PSを 加えると,2.4で 観測された

のと同様にHx2の 青色蛍光は減少 し,緑 色蛍光が大 きく

増加した.490 nmに おける蛍光強度は約 20倍 となり, し

かもその増加量は,PG,PSの 濃度に対 してほぼ直線的で

あった (図11)。この結果は,Hx2が 酸性グ1リセロリン脂

質PG,PSに 対 して,選 択的に,大 きく,か つ定量的な蛍

光応答を示すことを表しており,さ らに検討を加えること

でPG,PSの 高感度蛍光センサーとしての応用が可能にな

るものと期待される。

従来法と比較すると,吸 光スペクトル法や,薄 層クロマ

トグラフイー (TLC)に よる分離定量法よりも,格 段に高

感度かつ良好な定量が可能となろう。また,現 在最も高感

度な比色定量法と比較すると,感 度も上回るほかに,定 量

操作がはるかに簡便になると考えられる.

3 .終 わ り に

本稿では,い くつかの蛍光性人エレセプタ
ーとその情報

変換機構について,セ ンサ
ーとしての応用の観点を交えて

静電相互作用

H

図 8
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図 11 グ リセロリン脂質を加えていった際の Hx2の 蛍光強度

(490 nm)変 化.

のため,セ ンサ
ーという第

一
義的な応用 にとどまらず,分

子情報 に基づ く光スイッチ ング,あ るいは化学反応 と組み

合わせた機能性分子 として可能性が拡がるもの と期待 され

る。

(1998年 1月 12日受理)
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図10 中性グリセロリン脂質と酸性グリセロリン脂質の分子構造

紹介した。これ以夕れこもさまざまの例が報告されており,

課題であった情報変換効率やS/N比 の悪さも,多 様な新

しい物理化学的 「仕掛け」が提案された結果,改 善されつ

つある。しかし,分 子設計の自由度を考えると,今 後も多

様かつ高性能なレセプターが誕生することは想像に難くな

い。

蛍光性人エレセプターは,ホ ス ト対ゲス トの,一 分子対
一分子の相互作用を直接観測できるという特性をもつ。こ
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