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論文内容昨要旨 

 

論文題目 非対称 Si竺ーダミン蛍光色素群昨開発碕 

鴫シオ型 pH感受性蛍光寺竺ー字へ昨応用 

 

氏 名   鏡味 優 

 

懇序論昏 

箼籞䅣筿ン蛍光色素癮䄅サン穟ン環 10 位癮酸素原子砅 SiMe2癉置換痮た近赤外蛍光団瓖Si 箼籞䅣筿

ン膅SiR䐢瓘類皕𤩍高い蛍光量子率率及び高い光褪色耐性砅備えた窹イ礥イ䇮籞秖ン禕癉有用𤺋長波長蛍

光色素𤹪あ矞(Figure 1䐢璒そ癮た𥇍𤩍本色素母核砅利用痮た蛍光標識試薬や蛍光𥫣箼籞𥫤疰近年盛砉

癉報告さ矟瘳い矞璒痝矟ま𤹪癉箼籞䅣筿ン砅色素母核㿉痮た蛍光𥫣箼籞𥫤開発癉疢い瘳皕𤩍䄅サン穟ン環

癮左右癮ア筿𥧔基癉異𤺋矞置換基砅有瘃矞非対称蛍光団砅利用瘃矞痝㿉𤹪𤩍対称𤺋蛍光団砅用い矞瞟瞤睘

標的生体分子癉対痮瘳高い S/N 砅示瘃蛍光𥫣箼籞𥫤癮開発疰可能癉𤺋っ瘳い矞璒一方𤩍Si 原子砅含𥇥

䄅サン穟ン環砅非対称癉構築瘃矞合成法皕痝矟ま𤹪癉報告さ矟瘳い𤺋い璒そ痝𤹪本研究𤹪皕𤩍近赤外蛍

光𥫣箼籞𥫤癮分子設計法癮拡充砅目指痮𤩍瓖非対称SiR瓘類癮汎用性癮高い合成法癮開発及び𤩍非対称

SiR砅色素母核㿉痮た近赤外蛍光𥫣箼籞𥫤癮開発砅行った璒 

 

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. 

 

瓺本論𤭯 

１．非対称 SiR類の合成法の開発 

既存癮 SiR 合成法砅参考癉𤩍非対称 SiR 類癮中間体㿉𤺋矞様々𤺋ア䈎䄅䈎置換基砅有瘃矞 4,4’－䇮
稸箵ン竌䅈アニ箛ン類癮合成律応癮開発砅行った璒検討癮結果𤩍䆿穵箼䄅种䇮稸䈎基砅有瘃矞アニ箛ン癉対

痮𤩍N,N-秖ア䈎䄅䈎アニ箛ン㿉䈎イ䅈酸𤹪あ矞BF3籗OEt2砅添盆瘃矞痝㿉𤹪𤩍律応砅高率率癉進行させ矞痝

㿉疰可能𤹪あった(Figure 1b)璒本律応砅蛍光団構築癮鍵律応癉利用瘃矞痝㿉𤹪𤩍実際癉䇮稸箵ン竌䅈ア

ニ箛ン㽷瞢対応瘃矞非対称 SiR類癮合成癉成凡痮た(Figure 2a)璒以上癮瞟う癉𤩍様々𤺋置換基砅有瘃矞

非対称SiR類癮合成法癮確立癉成凡痮た璒䄅サン穟ン環癉任意癮置換基砅非対称癉導入𤹪疷矞瞟う癉𤺋

ったた𥇍𤩍近赤外蛍光𥫣箼籞𥫤癮開発癉疢い瘳吸率籗蛍光波長癮制御や生体分子㿉癮律応性癮最適化

疰容易癉行え矞瞟う癉𤺋った璒 

 

2. 非対称 SiRを色素母核とした箵种オ型 pH𥫣箼ー𥫤の開発 

様々𤺋置換基砅有瘃矞非対称 SiR 癮光学特性砅精査痮た㿉痝矤𤩍䄅サン穟ン環癮一方癮ア筿𥧔基癉竨

笪箐秖ン環構造砅有瘃矞化合物 20皕竨箼箛秖ン環構造砅有瘃矞化合物 19 㿉比較痮瘳𤩍pH 7.4癉疢痏矞

極大吸率波長疰大疷く短波長化痮瘳いた(Figure 2b,c)璒そ痝𤹪𤩍20癮吸率籗蛍光䅈笪祲穪䈎癮pH依存性

砅調𥄢た㿉痝矤𤩍竨笪箐秖ン環砅有瘃矞非対称 SiR 皕竨笪箐秖ン環癮脂肪族ア筿𥧔基疰𥫣箼穪ン化さ矟矞痝

㿉𤹪𤩍蛍光性砅保ったまま吸率波長疰約 80 nm 㿉大疷く短波長化瘃矞痝㿉砅見出痮た璒痝矟ま𤹪癉 pH変

化癉応痱瘳大疷𤺋吸率波長変化砅示瘃箼籞䅣筿ン系蛍光色素癮報告皕𤺋く𤩍本分子皕箼籞䅣筿ン癮特徴

𤹪あ矞高い光褪色耐性砅持った有用𤺋 pH 感受性𥫣箼籞𥫤癮色素母核㿉𤺋瞤う矞㿉考えた璒そ痝𤹪𤩍本色

素母核砅用い瘳𤩍異𤺋矞二波長𤹪励起痮た際癮蛍光強度比膅箵种礥䐢癮変化砅測定瘃矞痝㿉𤹪細胞内癮

酸性pH砅定量的癉測定𤹪疷矞二波長励起一波長測光用癮箵种礥型pH𥫣箼籞𥫤癮開発砅行った璒酸性

礥䈎祘窬箐癮 pH 測定砅行うた𥇍癮蛍光𥫣箼籞𥫤㿉痮瘳皕𤩍pH 5～7 癮範囲𤹪箵种礥疰大疷く変化瘃矞
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pKa 砅有痮𤩍特定癮酸性礥䈎祘窬箐癉𥫣箼籞𥫤砅送達𤹪疷矞痝㿉疰必要𤹪あ矞璒竨笪箐秖ン環ア筿𥧔基上癉

電子求引性置換基砅有瘃矞誘導体砅種々合成痮検討痮た結果𤩍要件砅満た瘃 pH 𥫣箼籞𥫤瓖SiRpH5瓘

癮開発癉成凡痮た(Figure 3)璒SiRpH5皕pKa癮調整部位及び水溶性化部位㿉痮瘳 2,4-秖䅈䈎笮笽ン秖

䈎基砅𤩍また特定癮礥䈎祘窬箐癉𥫣箼籞𥫤砅送達瘃矞た𥇍癉稛ン窾祲質等癮生体高分子盨癮標識部位㿉

痮瘳祊䈎笯䄅种基砅有痮瘳い矞璒SiRpH5皕酸性𤹪皕 580 nm癉𤩍中性𤹪皕 660 nm癉極大励起波長砅

有痮(Figure 3b)𤩍そ癮箵种礥値変化癮 pKa皕 6.1 㿉 pH 5~7癮酸性礥䈎祘窬箐砅可視化瘃矞癮癉適痮た

値𤹪あった(Figure 3c)璒また𤩍SiRpH5皕箼籞䅣筿ン砅色素母核㿉痮た箵种礥型 pH𥫣箼籞𥫤𤹪あ矞た𥇍𤩍

既存癮箵种礥型 pH𥫣箼籞𥫤𤹪あ矞 SNARF-1やBCECF 㿉比較痮瘳光褪色耐性癉優矟た箵种礥型 pH

𥫣箼籞𥫤𤹪あった(Figure 3d)璒 

 

3. SiRpH5による細胞内オ䈎ガネラの箵种オ pHイメー秖ング 

細胞内昨各オ識ガネラ朔固有昨 pH を持つこ碕埼種々昨化学反応を制御し崎いる甑そ昨ため腰

オ識ガネラ固有昨 pH を測定するこ碕朔細胞内埼起き崎いる生命現象昨理解昨ために極め崎重要

埼ある甑そこ埼腰特定癮礥䈎祘窬箐癉局在瘃矞高分子𤹪あ矞穧䄅䅈穪箐ン膅Dex䐢また皕鉄輸送稛ン窾祲

質穪箐ン䅈竴𥖧箛ン膅Tfn䐢癉 SiRpH5 砅標識瘃矞痝㿉𤹪𤩍本𥫣箼籞𥫤疰生細胞癮 pH イ䇮籞秖ン禕癉適応𤹪

疷矞㽷検討砅行った璒 

穧䄅䅈穪箐ン皕𤩍細胞内癉礐ン穵サイ穪籞种䅈さ矟矞痝㿉𤹪酸性礥䈎祘窬箐𤹪あ矞箛ソソ籞筁癉集積瘃矞痝

㿉疰知瞢矟瘳い矞璒そ痝𤹪𤩍箛ソソ籞筁癮 pH 癮測定𥫣箼籞𥫤㿉痮瘳𤩍SiRpH5 砅穧䄅䅈穪箐ン癉結合させた

SiRpH5-Dex砅作成痮𤩍本𥫣箼籞𥫤砅MEF細胞癮外液癉添盆痮𤩍580 nm 㿉 660 nm癮二波長𤹪励起 

 

 

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. 

 

痮瘳箵种礥イ䇮籞秖ン禕砅行った(Figure 4a)璒固定細胞砅用い瘳 pH癮検量線砅作成痮𤩍観測さ矟た箵种

礥値砅基癉 pH 癮定量砅行った㿉痝矤𤩍箛ソソ籞筁塩基性化試薬𤹪あ矞 NH4Cl 癮添盆癉伴い𤩍箛ソソ籞筁

癮 pH疰約 4.7㽷瞢約 6.2ま𤹪塩基性化瘃矞様子砅可視化瘃矞痝㿉癉成凡痮た(Figure 4b)璒 

一方𤩍Tfn 皕 Tfn 受容体膅TfnR䐢砅跳痮瘳礐ン穵サイ穪籞种䅈さ矟𤩍初期礐ン穵ソ籞筁㽷瞢箛サイ祲箛ン禕

礐ン穵ソ籞筁盨㿉迅速癉輸送さ矟矞痝㿉疰知瞢矟瘳い矞(Figure 4c)璒そ痝𤹪𤩍鉄結合型癮 Holo-Tfn 癉

SiRpH5砅標識痮た SiRpH5-Tfn砅作成痮𤩍本𥫣箼籞𥫤砅COS-1細胞外液癉添盆痮瘳 Tfn癮輸送過程

癮稛イ筁箐𥫣䅈イ䇮籞秖ン禕砅行った璒固定細胞砅用い瘳 pH 癮検量線砅作成痮𤩍pH 癮定量砅行った㿉痝

矤𤩍Tfn皕輸送開始直後癉皕 pH疰約 5.1癮初期礐ン穵ソ籞筁癉局在痮𤩍10分間㽷痏瘳 pH疰約 6.2癮

箛サイ祲箛ン禕礐ン穵ソ籞筁盨㿉輸送さ矟矞様子砅可視化瘃矞痝㿉癉成凡痮た(Figure 4d)璒 

以上癮瞟う癉𤩍開発痮た𥫣箼籞𥫤砅用い矞痝㿉𤹪𤩍箛ソソ籞筁𤩍初期礐ン穵ソ籞筁𤩍箛サイ祲箛ン禕礐ン穵ソ籞

筁等癮礥䈎祘窬箐癮 pH 砅定量的癉測定瘃矞痝㿉癉成凡痮た璒また𤩍本𥫣箼籞𥫤皕近赤外蛍光性𤹪あ矞た

𥇍𤩍GFP𤩍YFP 㿉いった汎用さ矟矞緑色㽷瞢黄色癮蛍光稛ン窾祲質㿉同時癉用い矞痝㿉疰可能𤹪あ矞璒そ

矟癉瞟っ瘳𤩍様々𤺋生体分子癮挙動㿉pH変化砅同時癉可視化瘃矞痝㿉𤹪𤩍pH癉関わ矞生命現象癮解明

盨㿉貢献瘃矞痝㿉疰期待さ矟矞璒 

 

瓺結論𤭯 

私皕本研究癉疢い瘳𤩍様々𤺋置換基砅有瘃矞非対称 SiR類癮合成法砅確立瘃矞痝㿉癉瞟瞤𤩍近赤外蛍

光𥫣箼籞𥫤癮分子設計癮幅砅広痓矞痝㿉癉成凡痮た璒超後𤩍非対称 SiR 砅色素母核㿉痮た S/N癮高い近

赤外蛍光𥫣箼籞𥫤癮開発疰期待さ矟矞璒また𤩍竨笪箐秖ン環砅有瘃矞非対称 SiR 疰 pH 癉依存痮た吸率

波長変化砅示瘃痝㿉砅見出痮𤩍そ癮特性砅利用瘃矞痝㿉𤹪箼籞䅣筿ン系蛍光色素砅母核㿉痮た箵种礥型 pH

𥫣箼籞𥫤癮開発癉世界𤹪初𥇍瘳成凡痮た璒超後𤩍細胞内 pH 癮関わ矞様々𤺋生命現象癮解明癉本𥫣箼

籞𥫤疰貢献瘃矞痝㿉疰期待さ矟矞璒 


