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橘 椋は「Hydroxymethyl rhodamine類を用いた蛍光プローブの理論的設計法の開発」と

題し、以下の研究を行った。

Hydroxymethyl Rhodamine（HMR）類は、蛍光性のopen formとスピロ環化体である無蛍

光性のclosed formとの平衡状態で存在し、二者の存在比が溶媒のpHに応じて可逆的に変

化する性質を有する。当研究室ではこれを利用して、化合物固有の値であるpKcycl（蛍光団

由来の吸光度が最大値の半分となるpH）やτ（open formの寿命）を最適化することで、

酵素活性検出や超解像イメージング等に応用可能な多様な蛍光プローブの開発に成功して

きた。本研究ではこのHMR類の平衡反応を量子化学計算に基づいて精密に解析し、これま

で誘導体合成と測定によるトライ＆エラー方式で最適化を行うしかなかったpKcyclおよびτ

を構造のみから予測する方法を確立することで、効率的な蛍光プローブ開発を実現するこ

とを目的とした。 

1．酸塩基平衡モデルの構築と pKcyclの予測

まず、pKcyclの予測を試みた。HMR 類のアニリン性アミノ基・hydroxymethyl（HM）基の

酸塩基平衡を考慮した分子内平衡モデルを設定し pKcyclの計算式を導いた。式中の平衡定

数 KAを open/close間の自由エネルギー差から求め、pKcyclを計算した。正確な自由エネル

ギーを計算するため、色素分子だけでなくこれに水素結合する溶媒水分子を誘電体モデル

とは別途計算に含め、実験値との比較から溶媒水分子によるプロトンの受け渡し・電荷の

非局在化が自由エネルギーに与える影響を評価した。 

その結果、アニリン性アミノ基と HM基を三分子の水分子によって架橋する構造が正確

な自由エネルギー計算において重要であることが明らかになった。また R=Hの rhodamine 

green (RG)骨格においては、N-H結合近辺に電荷の偏りを和らげる追加の水分子を配置す

ることで、初めて正確な予測が可能となることも明らかとなった。以上の水和構造を用い

た計算によって、既存の HMR類誘導体の pKcycl実測値を精度良く再現することに成功し

た。本予測法は HMR類の様々な部位への置換基の導入による pKcyclの変化を再現可能な汎

用性・普遍性の極めて高い方法であり、未知の HMR誘導体の pKcyclに対しても正確な予測

が可能であることが期待された。 

２．pKcyclの予測に基づく新規蛍光プローブの開発 



確立した pKcycl予測法を用いて、一部のがん細胞で高発現しているγ-

glutamyltransferase (GGT)活性を検出可能なプローブの開発を試みた。HMR類を用いた

GGT プローブの設計は緑色蛍光を持つ RG骨格(HMRG)において既に報告があるが、本研究で

の予測手法を用いることで、パイロット化合物の合成・実測の試行錯誤を全く必要とせず

に、HMRGと同等の pKcyclをもつ他の蛍光波長をもつプローブ群を開発できることが示され

た。実際開発した新規プローブ群の散布・投与により、マウスモデルを用いた in vivo迅

速がんイメージングにも成功した。 

３．スピロ環閉環反応モデルの構築とτの予測 

次にτの予測を試みた。スピロ環閉環反応のモデルとして２種の素反応の pHに応じた

重ね合わせを想定した。具体的には hydroxymethyl 基の水酸基が OHの状態と、O-となった

状態を起点とする２つの反応が、pH による両者の存在比の変化に対応して寄与率を変化さ

せることで実質的な閉環速度を変動させていると考えた。各反応の遷移状態と open form

から活性化エネルギーを計算し、正確な計算結果を与える溶媒水分子の効果や汎関数等の

計算条件を実験値との比較から探索し、計算コストを抑えながら信¬頼性の高い結果を導

く条件を複数見つけた。 

τの実測値は過渡吸収測定によって行った。具体的には closed formのスピロ環化合物

に短波長レーザーパルスを照射して一過的に open formを生じさせ、これが熱的に closed 

formへと戻る速度を吸光度の時間変化から評価した。測定を行った全ての誘導体におい

て、計算値は実測値と pH依存的な変化を含めて良く一致した。 

４．τの予測に基づく新規超解像イメージングプローブの開発 

光学顕微鏡の空間分解能の限界を突破する超解像イメージングの一つとして広く知られ

る single-molecule localization microscopy（SMLM）は、顕微鏡の視野内の色素を重な

らないように順次光らせ、それぞれ輝点の位置を決定した後でそれらを一枚の画像に統合

する方法であり、HMR 類の自発的明滅を用いて SMLMを行うことが可能であることが報告さ

れている。本研究で開発した pKcyclおよびτの予測法に基づき、SMLM技法に適した様々な

蛍光色の自発的明滅プローブの構造を計算から予測し、実際に合成し機能評価を行うこと

で、488nm・561nmで励起可能な新規超解像プローブの設計に成功した。そのうち 561nm で

励起可能な色素については実際に合成したプローブを用いて生細胞における微小管の超解

像イメージングを達成した。 

 以上のように橘椋は本研究で、量子化学計算によって HMR類の分子内開環・閉環反応機

構を解析し、理論的な物性の予測に基づく新規プローブ分子デザイン法を確立した。さら

にこれを応用して、これまで設計の困難であった種々の蛍光プローブ開発にも成功した。

精密な溶媒効果の評価を用いた本計算手法は実験のみによる検討からは困難であった分子

設計を実現するだけではなく、HMR類の閉環・開環平衡にとどまらない様々な化学反応へ

適用範囲を広げていくことも可能と考えられる。以上の業績は、薬学分野におけるライブイメ



ージング技術に大きな貢献をするだけでなく、外科・内視鏡手術における実臨床技術用途の新規

プローブの開発を通じて、医学分野にも大きな貢献をするものであることから、博士（薬科学）の授

与にふさわしいものと判断した。 

 


