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【序論】 

Rhodamine 類は、高い蛍光量子収率や光退色耐性といった優れた特性を併せ持つ色素としてバ

イオイメージングにおいて汎用されている蛍光色素である。これまでに rhodamine 類の蛍光

OFF/ON を制御することで、様々な生命現象を可視化する蛍光プローブの開発が行われてきた。

これら蛍光プローブの開発においては、蛍光色素の蛍光消光メカニズムの解析、及びそれに基づ

く蛍光制御法の確立が重要となる。そこで本研究では、これまで蛍光の OFF/ON 制御としてあま

り利用されてこなかった rhodamine 類におけるねじれ型分子内電荷移動（twisted intramolecular 

charge transfer: TICT)による蛍光消光に着目し、その詳細な解析を行うことで新たな蛍光 OFF/ON

制御原理の確立、及びそれに基づく新規蛍光プローブの開発を目指した。 

【本論】 

1. 立体障害の導入による分子内ねじれを利用した新規無蛍光性 rhodamine 類の開発 

蛍光プローブの開発

において、蛍光色素に

分子修飾を加えること

で蛍光OFF状態を作り

出すことが重要とな

る 。 本 研 究 で は 、

rhodamine 類における

TICT による消光につ

いて詳細な解析を行

い、その知見を基に新

規無蛍光性 rhodamine

類の開発を行った。

TICT とは、励起状態に

おいて分子内の電子

donor-acceptor 間の結合

が約 90°ねじれると共

Figure 1. (a) TICT formation of tetramethylrhodamine. (b) Schematic illustration 

of energy dependence of S0 and S1 states of rhodamine dyes on dihedral angle (φ). 

A: acceptor. D: doner. (c,d) Energy dependence of S1 state of tetramethylrhodamine 

(c) and 2-Me TMR (d) on dihedral angle (φ). Geometries of conformers were 

optimized at CAM B3LYP/6-31G+(d,p) level. 
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に電荷分離状態を形成する現象である。これまでに、tetramethylrhodamine 等の一部の rhodamine 類

において、光励起された分子の一部が励起状態で TICT 状態を経て基底状態へと無輻射的に失活

することで、蛍光量子収率が低下することが報告されている 1（Figure 1a,b）。そこで、この rhodamine

類の TICT について、時間依存密度汎関数法（TD-DFT 法）を用いた解析を行った。その結果、

rhodamine 類には励起状態において locally excited state （LE state） とキサンテン環-N 原子間の結

合が 90°ねじれた TICT state の 2つの局所安定構造が存在し、さらに光励起された分子の TICT state

の形成は、LE state から TICT state へ移行する際のキサンテン環-N 原子間結合の回転障壁の大き

さ、及び LE state と TICT state とのエネルギー的安定性の差に影響されることが示唆された（Figure 

1c）。この知見を基に、励起状態における TICT state の形成を促進し、無蛍光性化する分子設計と

して、rhodamine のキサンテン環上 dialkylamino 基のオルト位（キサンテン環 2 位）にかさ高い置

換基を導入し、基底状態においてキサンテン環-N 原子間結合にねじれを与えることを考えた。TD-

DFT 法による検討の結果、tetramethylrhodamine のキサンテン環 2 位に Me 基を置換した化合物（2-

Me TMR）は、基底状態においてキサンテン環-N 原子間結合が約 40°ねじれた構造が最安定構造と

なり、かつ励起状態において LE state→TICT state における回転障壁エネルギーの低下、及び LE 

state に対する TICT state の相対的な安定化が起こるために、tetramethylrhodamine に比べて TICT が

起こりやすいことが予想された（Figure 1d）。実際にこの化合物を合成し光学特性を評価したとこ

ろ、予想通りほぼ無蛍光性を示した（Figure 2a）。さらに、オルト位上置換基のかさ高さを変化さ

せた誘導体を合成・評価した所、かさ高さが増大するにつれて蛍光量子収率が低下する様子が観

察され、キサンテン環 2 位の置換基とアミノ基上アルキル基との間の立体障害の大きさによって

TICT による消光を制御可能であることが示された(Figure 2b)。 

 

Figure 2. (a) Photophysical properties, absorption and emission spectra of 1 µM tetramethylrhodamine (left) and 

2-Me TMR (right) measured in PBS (pH 7.4). (b) Φfl of rhodamine dyes with different substituents at the 2 position 

of the xanthene moiety.  

2. Cytochrome P450 3A4(CYP3A4)活性検出蛍光プローブの開発と応用 

(1) CYP3A4 の N-脱アルキル化活性を検出する蛍光プローブの分子設計と開発 

 開発した新規無蛍光性 rhodamine 類は、キサンテン環上 dialkylamino 基とオルト位上置換基との

立体障害が消光の原因であることを利用し、キサンテン環上アミノ基の N-脱アルキル化による立

体障害の変化を蛍光プローブの蛍光 OFF/ON スイッチとして用いる新規蛍光制御法の確立を行っ

た。この蛍光制御法に基づき、Figure 3a に示す分子設計にて、薬物代謝酵素である cytochromeP450 

(CYP)の N-脱アルキル化活性を検出する蛍光プローブの開発を行った。CYP 活性検出蛍光プロー

ブは、薬物間相互作用の原因となる医薬品の CYP に対する阻害・誘導作用を簡便かつハイスルー
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プットに検出する手法として有用である。その中でも、多数のサブタイプを有する CYP の中で特

定のサブタイプの活性を選択的に検出する蛍光プローブは、肝ミクロソームや生細胞などの複数

サブタイプの存在する生体サンプルでも特定のサブタイプの活性を検出可能であるため、特に有

用である。そこで、これまでに確立した分子設計により消光する無蛍光性 rhodamine 類を種々合

成し、そのサブタイプ選択性を評価したところ、CYP3A4 分子種に選択的に代謝され発蛍光性を

示す化合物を見出すことに成功した。CYP3A4 はヒトの肝臓における CYP の約 30%を占め、医薬

品の約半数の代謝に関わる最も重要なサブタイプであるため、実用的な蛍光プローブの開発が望

まれている。そこで、見出した化合物を母核として CYP3A4 分子種との反応性の向上を目指し、

誘導体の合成を行った結果、CYP3A4と反応することで大きな蛍光上昇を示す蛍光プローブ Probe-

C5 の開発に成功した(Figure 3b-d)。開発した Probe-C5 は、ヒト肝ミクロソームにおいても CYP3A4

の代謝活性を選択的に検出可能であった。 

 

Figure 3. (a) Design strategy of a fluorescent probe for N-dealkylation activity of CYPs. (b) Chemical structure 

and Φfl of Probe-C5. (c) Fluorescence spectral change of Probe-C5 (1 µM) before and 30 min after addition of 

CYP3A4 (10 nM) (Ex. 520 nm). (d) Fluorescence intensity of Probe-C5 (1 µM) 10 min after addition of various 

CYP enzymes (5 nM) (Ex. 520 nm, Em. 550 nm). Assays were performed in the presence of NADPH generating 

system.  

(2) 開発した蛍光プローブの生体サンプルへの応用 

次に、開発した Probe-C5 の生細胞応用を行った。ヒト肝腫瘍由来の細胞株で、一定条件下にお

いて分化させることで薬物代謝酵素等の肝機能を示す HepaRG 細胞に対して Probe-C5 を添加し

蛍光イメージングを行ったところ、細胞内において蛍光上昇が観察され、その蛍光上昇は CYP3A4

の阻害剤である ketoconazole の添加によって抑制された（Figure 4a）。また、Probe-C5 は細胞同士

が密集した部位を特に強く染色し、これは CYP3A4 に対する免疫染色の結果とも一致したことか

ら、蛍光性となったプローブが細胞内に滞留しやすく、CYP3A4 活性を有する細胞を 1 細胞レベ

ルで染色可能であることが示唆された（Figure 4b）。そこで、この性質を利用することで、フロー

サイトメトリーを用いたヒト iPS 細胞由来肝細胞様細胞の濃縮を試みた。近年、再生医療や創薬
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研究への応用を目指し、ヒト iPS細胞を成熟肝細胞へと分化誘導する研究が注目を集めているが、

その分化誘導率は未だ十分ではなく、未分化細胞を除去し成熟肝細胞のみを濃縮する技術が必要

とされる。そこで、CYP3A4 が成熟肝細胞マーカーの 1 つであることを利用し、ヒト iPS 細胞か

ら分化させた肝細胞様細胞（Figure 4c）にプローブを添加し、CYP3A4 活性により強い蛍光を示し

た細胞をフローサイトメトリーにより分取した結果、CYP をはじめとする成熟肝細胞マーカーの

mRNA の発現量が高い細胞集団の濃縮に成功した。このことから、本プローブを用いた簡便な手

法によってヒト iPS 細胞から分化させた成熟肝細胞の濃縮が可能であることが示された（Figure 

4d,e）。 

 

Figure 4. (a) Fluorescence images of HepaRG cells incubated with Probe-C5 (1 µM) for 30 min. Ketoconazole 

(10 µM) was treated as a CYP3A4 inhibitor (+ Inhibitor). (b) (Upper) Fluorescence images of HepaRG cells 

stained with Probe-C5 (1 µM) and Hoechst (1 µM). (Bottom) Immunofluorescence staining of HepaRG cells with 

anti CYP3A4 antibody (green) and anti CK19 antibody (red). CK19 is used as a marker for biliary epithelial cells. 

(c) The hepatic differentiation of human iPS cells (hiPSC) is schematically presented. (d) FACS analysis of hiPSC 

derived hepatocyte-like cells incubated with 1 µM Probe-C5. (e) The gene expression levels of hepatic markers in 

unsorted (Before sort) and sorted (P1, P2) hiPSC derived hepatocyte-like cells were examined by RT-qPCR. 

【総括・展望】 

 本研究では、rhodamine 類における TICT 機構の解析とその知見に基づく分子設計により、新た

な無蛍光性 rhodamine類の開発、及びそれを母核とした新規 CYP3A4活性検出蛍光プローブ Probe-

C5 の開発に成功した。今後は、Probe-C5 の薬物代謝や肝細胞に関わる様々な生命科学研究への応

用が期待される。また、本研究で見出した rhodamine 類の N-脱アルキル化反応による蛍光制御を

利用することで、CYP3A4 活性検出プローブだけでなく nitroreductase 活性検出蛍光プローブの開

発にも成功しており、TICT に関する知見に基づく更なる蛍光プローブの開発も期待される。 

[参考文献] 1. Grimm, J. B. et al. A general method to improve fluorophores for live-cell and single-molecule 

microscopy. Nat. Methods 12, 244–250 (2015). 

R
e
la

tiv
e
 m

R
N

A
 e

xp
re

ssio
n

255 150

0 0

CYP3A4/CK19Bright field

a

103

102

101

100

10-1

10310210110010-1R
h
o

d
a
m

in
e
 C

Y
P
3
A

-C
5
 (
F
IT

C
 f
ilt

e
r)

P1 (+)

P2 (−)

R
e
la

tiv
e
 m

R
N

A
 e

xp
re

ssio
n

APC

プ
ロ
ー
ブ
の
蛍
光
強
度

(a
.u

.)

d

0

255

Control + Inhibitor +Inducer

4 days 5 days

Activin A
BMP4

FGF4 HGF

5 days

human 

iPS cells

definitive

endoderm cells

hepatoblast-

like cells

hepatocyte-

like cells

OsM

11 days

c

e

F
l.

o
f 
p

ro
b

e
-C

5

b

P
ro

b
e

-C
5

Im
m

u
n
o
s
ta

in
in

g

Bright field

Bright field

Probe-C5/Hoechst

CYP3A4/CK19

50 µm


