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論文内容ࡢ要旨 

 

論文題目 非対称 Siࣟーダミン蛍光色素群ࡢ開発࡜ 

ࣞシオ型 pH感受性蛍光ࣟࣉーࣈへࡢ応用 

 

氏 名   鏡味 優 

 

࠙序論ࠚ 

䝻䞊䝎䝭ン蛍光色素䛾䜻サン䝔ン環 10 位䛾酸素原子䜢 SiMe2䛻置換䛧た近赤外蛍光団䛂Si 䝻䞊䝎䝭

ン䠄SiR䠅䛃類䛿䚸高い蛍光量子཰率及び高い光褪色耐性䜢備えた䝞イ䜸イ䝯䞊䝆ン䜾䛻有用䛺長波長蛍

光色素䛷あ䜛(Figure 1䠅䚹そ䛾た䜑䚸本色素母核䜢利用䛧た蛍光標識試薬や蛍光䝥䝻䞊䝤䛜近年盛䜣

䛻報告さ䜜䛶い䜛䚹䛣䜜ま䛷䛻䝻䞊䝎䝭ン䜢色素母核䛸䛧た蛍光䝥䝻䞊䝤開発䛻䛚い䛶䛿䚸䜻サン䝔ン環

䛾左右䛾ア䝭䝜基䛻異䛺䜛置換基䜢有䛩䜛非対称蛍光団䜢利用䛩䜛䛣䛸䛷䚸対称䛺蛍光団䜢用い䜛䜘䜚䜒

標的生体分子䛻対䛧䛶高い S/N 䜢示䛩蛍光䝥䝻䞊䝤䛾開発䛜可能䛻䛺っ䛶い䜛䚹一方䚸Si 原子䜢含䜐

䜻サン䝔ン環䜢非対称䛻構築䛩䜛合成法䛿䛣䜜ま䛷䛻報告さ䜜䛶い䛺い䚹そ䛣䛷本研究䛷䛿䚸近赤外蛍

光䝥䝻䞊䝤䛾分子設計法䛾拡充䜢目指䛧䚸䛂非対称SiR䛃類䛾汎用性䛾高い合成法䛾開発及び䚸非対称

SiR䜢色素母核䛸䛧た近赤外蛍光䝥䝻䞊䝤䛾開発䜢行った䚹 

 

Figure 1. (a) Chemical structures of Rhodamine and SiR. (b) Synthesis of unsymmetrical bisanilines. 

Reactions were performed at 35
o
C

a)
 or r.t.

b)
,
 
and higher isolated yields were shown. 
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Figure 2. Chemical structures and photophysical properties of unsymmetrical SiRs. (a) Photophysical 

properties of SiRs and (b,c) normalized absorption and emission spectra of 19 and 20 were measured in 100 

mM NaPi buffer (pH 7.4) containing 1% DMSO. 

 

䛆本論䛇 

１．非対称 SiR類の合成法の開発 

既存䛾 SiR 合成法䜢参考䛻䚸非対称 SiR 類䛾中間体䛸䛺䜛様々䛺ア䝹䜻䝹置換基䜢有䛩䜛 4,4’－䝯
䝏䝺ン䝡䝇アニ䝸ン類䛾合成཯応䛾開発䜢行った䚹検討䛾結果䚸䝠䝗䝻䜻䝅䝯䝏䝹基䜢有䛩䜛アニ䝸ン䛻対

䛧䚸N,N-䝆ア䝹䜻䝹アニ䝸ン䛸䝹イ䝇酸䛷あ䜛BF3䞉OEt2䜢添ຍ䛩䜛䛣䛸䛷䚸཯応䜢高཰率䛻進行させ䜛䛣

䛸䛜可能䛷あった(Figure 1b)䚹本཯応䜢蛍光団構築䛾鍵཯応䛻利用䛩䜛䛣䛸䛷䚸実際䛻䝯䝏䝺ン䝡䝇ア

ニ䝸ン䛛䜙対応䛩䜛非対称 SiR類䛾合成䛻成ຌ䛧た(Figure 2a)䚹以上䛾䜘う䛻䚸様々䛺置換基䜢有䛩䜛

非対称SiR類䛾合成法䛾確立䛻成ຌ䛧た䚹䜻サン䝔ン環䛻任意䛾置換基䜢非対称䛻導入䛷䛝䜛䜘う䛻䛺

ったた䜑䚸近赤外蛍光䝥䝻䞊䝤䛾開発䛻䛚い䛶吸཰䞉蛍光波長䛾制御や生体分子䛸䛾཯応性䛾最適化

䛜容易䛻行え䜛䜘う䛻䛺った䚹 

 

2. 非対称 SiRを色素母核とした䝺䝅オ型 pH䝥䝻ー䝤の開発 

様々䛺置換基䜢有䛩䜛非対称 SiR 䛾光学特性䜢精査䛧た䛸䛣䜝䚸䜻サン䝔ン環䛾一方䛾ア䝭䝜基䛻䝢

䝨䝷䝆ン環構造䜢有䛩䜛化合物 20䛿䝢䝻䝸䝆ン環構造䜢有䛩䜛化合物 19 䛸比較䛧䛶䚸pH 7.4䛻䛚䛡䜛

極大吸཰波長䛜大䛝く短波長化䛧䛶いた(Figure 2b,c)䚹そ䛣䛷䚸20䛾吸཰䞉蛍光䝇䝨䜽䝖䝹䛾pH依存性

䜢調䜉た䛸䛣䜝䚸䝢䝨䝷䝆ン環䜢有䛩䜛非対称 SiR 䛿䝢䝨䝷䝆ン環䛾脂肪族ア䝭䝜基䛜䝥䝻䝖ン化さ䜜䜛䛣

䛸䛷䚸蛍光性䜢保ったまま吸཰波長䛜約 80 nm 䛸大䛝く短波長化䛩䜛䛣䛸䜢見出䛧た䚹䛣䜜ま䛷䛻 pH変

化䛻応䛨䛶大䛝䛺吸཰波長変化䜢示䛩䝻䞊䝎䝭ン系蛍光色素䛾報告䛿䛺く䚸本分子䛿䝻䞊䝎䝭ン䛾特徴

䛷あ䜛高い光褪色耐性䜢持った有用䛺 pH 感受性䝥䝻䞊䝤䛾色素母核䛸䛺䜚う䜛䛸考えた䚹そ䛣䛷䚸本色

素母核䜢用い䛶䚸異䛺䜛二波長䛷励起䛧た際䛾蛍光強度比䠄䝺䝅䜸䠅䛾変化䜢測定䛩䜛䛣䛸䛷細胞内䛾

酸性pH䜢定量的䛻測定䛷䛝䜛二波長励起一波長測光用䛾䝺䝅䜸型pH䝥䝻䞊䝤䛾開発䜢行った䚹酸性

䜸䝹䜺䝛䝷䛾 pH 測定䜢行うた䜑䛾蛍光䝥䝻䞊䝤䛸䛧䛶䛿䚸pH 5～7 䛾範囲䛷䝺䝅䜸䛜大䛝く変化䛩䜛
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Ex/Em = 620/638 nm

Φfl = 0.21
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Φfl = 0.24

16

Ex/Em = 675/698 nm
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pKa 䜢有䛧䚸特定䛾酸性䜸䝹䜺䝛䝷䛻䝥䝻䞊䝤䜢送達䛷䛝䜛䛣䛸䛜必要䛷あ䜛䚹䝢䝨䝷䝆ン環ア䝭䝜基上䛻

電子求引性置換基䜢有䛩䜛誘導体䜢種々合成䛧検討䛧た結果䚸要件䜢満た䛩 pH 䝥䝻䞊䝤䛂SiRpH5䛃

䛾開発䛻成ຌ䛧た(Figure 3)䚹SiRpH5䛿pKa䛾調整部位及び水溶性化部位䛸䛧䛶 2,4-䝆䝇䝹䝩䝧ン䝆

䝹基䜢䚸また特定䛾䜸䝹䜺䝛䝷䛻䝥䝻䞊䝤䜢送達䛩䜛た䜑䛻䝍ン䝟䜽質等䛾生体高分子䜈䛾標識部位䛸

䛧䛶䜹䝹䝪䜻䝅基䜢有䛧䛶い䜛䚹SiRpH5䛿酸性䛷䛿 580 nm䛻䚸中性䛷䛿 660 nm䛻極大励起波長䜢

有䛧(Figure 3b)䚸そ䛾䝺䝅䜸値変化䛾 pKa䛿 6.1 䛸 pH 5~7䛾酸性䜸䝹䜺䝛䝷䜢可視化䛩䜛䛾䛻適䛧た

値䛷あった(Figure 3c)䚹また䚸SiRpH5䛿䝻䞊䝎䝭ン䜢色素母核䛸䛧た䝺䝅䜸型 pH䝥䝻䞊䝤䛷あ䜛た䜑䚸

既存䛾䝺䝅䜸型 pH䝥䝻䞊䝤䛷あ䜛 SNARF-1やBCECF 䛸比較䛧䛶光褪色耐性䛻優䜜た䝺䝅䜸型 pH

䝥䝻䞊䝤䛷あった(Figure 3d)䚹 

 

3. SiRpH5による細胞内オ䝹ガネラの䝺䝅オ pHイメー䝆ング 

細胞内ࡢ各オࣝガネラࡣ固有ࡢ pH を持つこ࡛࡜種々ࡢ化学反応を制御し࡚いるࠋそࡢためࠊ

オࣝガネラ固有ࡢ pH を測定するこࡣ࡜細胞内࡛起き࡚いる生命現象ࡢ理解ࡢために極め࡚重要

࡛あるࠋそこ࡛ࠊ特定䛾䜸䝹䜺䝛䝷䛻局在䛩䜛高分子䛷あ䜛䝕䜻䝇䝖䝷ン䠄Dex䠅また䛿鉄輸送䝍ン䝟䜽

質䝖䝷ン䝇䝣䜵䝸ン䠄Tfn䠅䛻 SiRpH5 䜢標識䛩䜛䛣䛸䛷䚸本䝥䝻䞊䝤䛜生細胞䛾 pH イ䝯䞊䝆ン䜾䛻適応䛷

䛝䜛䛛検討䜢行った䚹 

䝕䜻䝇䝖䝷ン䛿䚸細胞内䛻䜶ン䝗サイ䝖䞊䝅䝇さ䜜䜛䛣䛸䛷酸性䜸䝹䜺䝛䝷䛷あ䜛䝸ソソ䞊䝮䛻集積䛩䜛䛣

䛸䛜知䜙䜜䛶い䜛䚹そ䛣䛷䚸䝸ソソ䞊䝮䛾 pH 䛾測定䝥䝻䞊䝤䛸䛧䛶䚸SiRpH5 䜢䝕䜻䝇䝖䝷ン䛻結合させた

SiRpH5-Dex䜢作成䛧䚸本䝥䝻䞊䝤䜢MEF細胞䛾外液䛻添ຍ䛧䚸580 nm 䛸 660 nm䛾二波長䛷励起 

 

 

Figure 3. (a) Molecular design of SiRpH5. (b) Excitation spectra and (c) plots of fluorescence ratio of 

SiRpH5 at various pH values in NaPi buffer. (d) Fluorescence intensity changes of ratiometric pH sensors 

under the light irradiation in NaPi buffer (pH 7.4). 
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Figure 4. (a,b) Measurement of lysosomal pH changes with SiRpH5-Dex. (c,d) Measurement of pH 

changes in the trafficking of transferrin. 

 

䛧䛶䝺䝅䜸イ䝯䞊䝆ン䜾䜢行った(Figure 4a)䚹固定細胞䜢用い䛶 pH䛾検量線䜢作成䛧䚸観測さ䜜た䝺䝅

䜸値䜢基䛻 pH 䛾定量䜢行った䛸䛣䜝䚸䝸ソソ䞊䝮塩基性化試薬䛷あ䜛 NH4Cl 䛾添ຍ䛻伴い䚸䝸ソソ䞊䝮

䛾 pH䛜約 4.7䛛䜙約 6.2ま䛷塩基性化䛩䜛様子䜢可視化䛩䜛䛣䛸䛻成ຌ䛧た(Figure 4b)䚹 

一方䚸Tfn 䛿 Tfn 受容体䠄TfnR䠅䜢௓䛧䛶䜶ン䝗サイ䝖䞊䝅䝇さ䜜䚸初期䜶ン䝗ソ䞊䝮䛛䜙䝸サイ䜽䝸ン䜾

䜶ン䝗ソ䞊䝮䜈䛸迅速䛻輸送さ䜜䜛䛣䛸䛜知䜙䜜䛶い䜛(Figure 4c)䚹そ䛣䛷䚸鉄結合型䛾 Holo-Tfn 䛻

SiRpH5䜢標識䛧た SiRpH5-Tfn䜢作成䛧䚸本䝥䝻䞊䝤䜢COS-1細胞外液䛻添ຍ䛧䛶 Tfn䛾輸送過程

䛾䝍イ䝮䝷䝥䝇イ䝯䞊䝆ン䜾䜢行った䚹固定細胞䜢用い䛶 pH 䛾検量線䜢作成䛧䚸pH 䛾定量䜢行った䛸䛣

䜝䚸Tfn䛿輸送開始直後䛻䛿 pH䛜約 5.1䛾初期䜶ン䝗ソ䞊䝮䛻局在䛧䚸10分間䛛䛡䛶 pH䛜約 6.2䛾

䝸サイ䜽䝸ン䜾䜶ン䝗ソ䞊䝮䜈䛸輸送さ䜜䜛様子䜢可視化䛩䜛䛣䛸䛻成ຌ䛧た(Figure 4d)䚹 

以上䛾䜘う䛻䚸開発䛧た䝥䝻䞊䝤䜢用い䜛䛣䛸䛷䚸䝸ソソ䞊䝮䚸初期䜶ン䝗ソ䞊䝮䚸䝸サイ䜽䝸ン䜾䜶ン䝗ソ䞊

䝮等䛾䜸䝹䜺䝛䝷䛾 pH 䜢定量的䛻測定䛩䜛䛣䛸䛻成ຌ䛧た䚹また䚸本䝥䝻䞊䝤䛿近赤外蛍光性䛷あ䜛た

䜑䚸GFP䚸YFP 䛸いった汎用さ䜜䜛緑色䛛䜙黄色䛾蛍光䝍ン䝟䜽質䛸同時䛻用い䜛䛣䛸䛜可能䛷あ䜛䚹そ

䜜䛻䜘っ䛶䚸様々䛺生体分子䛾挙動䛸pH変化䜢同時䛻可視化䛩䜛䛣䛸䛷䚸pH䛻関わ䜛生命現象䛾解明

䜈䛸貢献䛩䜛䛣䛸䛜期待さ䜜䜛䚹 

 

䛆結論䛇 

私䛿本研究䛻䛚い䛶䚸様々䛺置換基䜢有䛩䜛非対称 SiR類䛾合成法䜢確立䛩䜛䛣䛸䛻䜘䜚䚸近赤外蛍

光䝥䝻䞊䝤䛾分子設計䛾幅䜢広䛢䜛䛣䛸䛻成ຌ䛧た䚹௒後䚸非対称 SiR 䜢色素母核䛸䛧た S/N䛾高い近

赤外蛍光䝥䝻䞊䝤䛾開発䛜期待さ䜜䜛䚹また䚸䝢䝨䝷䝆ン環䜢有䛩䜛非対称 SiR 䛜 pH 䛻依存䛧た吸཰

波長変化䜢示䛩䛣䛸䜢見出䛧䚸そ䛾特性䜢利用䛩䜛䛣䛸䛷䝻䞊䝎䝭ン系蛍光色素䜢母核䛸䛧た䝺䝅䜸型 pH

䝥䝻䞊䝤䛾開発䛻世界䛷初䜑䛶成ຌ䛧た䚹௒後䚸細胞内 pH 䛾関わ䜛様々䛺生命現象䛾解明䛻本䝥䝻

䞊䝤䛜貢献䛩䜛䛣䛸䛜期待さ䜜䜛䚹 


