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保護／脱保護i化学 に基づ く蛍光プロ ー ブの 設計開発

過酸化水素 ，
ス

ー パ ー オ キ サ イ ド， チオ ー ル お よび セ レ ノー ル の 可視化計測

前 田　初 男

　さ ま ざ ま な 蛍光ブ ロ ーブ が す で に 開発 さ れ て い る 1）．

それ らは，可視化 した い 各 々 の ターゲ ッ ト分子 に 対 して

独 立 して 立 案 さ れ た 戦 略 に基 づ き設計 さ れ て い る．した

が っ て，ある プ ロ ーブ の 開発に有効 で あ っ た 戦略を，別

の ターゲ ッ ト分 子 に 対 す る プ ロ ーブの 設計 に用 い る の は

一
般 に 困 難 で あ る，現 在，Chemical 　Biol（，g＞，の 重 要 な 領

域 を なす可視化科学 に対 す る ニ ーズ は ま すます多様性 を

増して い る．こ の ニ
ーズに 容易か つ 迅速 に 答 え る た め に

は さ ま ざ ま な プ ロ ーブ の 設計 に 共 通 して 利用 で き る 戦略

の確立 が 重要だ と思 わ れ る．この 考 え に 基 づ き，著者 ら

は保護／脱保護化学に 基づ く蛍光プ ロ ーブの 汎川型設計

戦略 を立 案した．こ の 戦略で は，フ ェ ノー
ル 性水酸基 を

持つ 蛍光色素な らび に保護基 の 組み合 せ を選択す る こ と

に よ り，ターゲ ッ ト分子 に 特異的 な 反応 に基 づ く脱保護

反応 を 蛍 光 on −c）幵
’
機 構 と す る 多様 な プ ロ ーブ を開発 で

き る と期待さ れ る．事実，こ の 戦略 に基 づ き，過酸化水

索 （H202 ），スーパ ーオ キ サ イ ド 〔02 −’），チオ ー
ル お よ

び セ レ ノール に 特異的 な 蛍光 プ ロ ーブ の 設計開発 に 成功

した．本稿 で は，こ の 興味深 い プ ロ ーブ設計戦略な らび

に開発し た 蛍光プ ロ ーブ の 特性な どに つ い て 紹介す る．

保護／脱保護化学 に基 づ く蛍光プ ロ
ーブ設計戦略

　 HEO2 が α 効果 に よ り水 に 比 べ て 著 し く強 い 求核性 を

示すた め，酢酸 フ ェ ニ ル 類 の 加 過酸化水 素分解は，その

加水分解 よ り非常 に 速 い 2）．こ の 事実 に 基 づ き，蛍光色

素 resorufin の ア シ ル 化体が H20 ！プロ
ーブ として 利川 で

き る と考 え，種 々 検討 し た （図 Leq ．1）3−5），そ の 結果

acyl 　resorl1 価 類が H202 の 高感度蛍光分析 に 発蛍光試薬

と し て 利用 で き る こ と を見い だ し た．また，蛍光色素

fluorcscein （3） （図 1）類 の ア シ ル 化体を用 い て もH202

計測 を同様 に 行え る こ と も明 らか に して い る （未発表）．

当初期待 し て い た 細胞系へ 適用 で き る新規 H ρ 2 プ ロ
ー

ブの 開発 は，これ ら の ア シ ル 化体が エ ス テ ラーゼ に よ っ

て 容易 に 加水分解され る こ とから，不成功 に 終わ っ た，

しか し，得 ら れた 知 見か ら以下 の 作業仮説を立案で きた，

も し，フ ェ ノー
ル 性水酸基 を持 つ 蛍 光色素 に お い て ，そ

の 水酸基 の 保 護／脱保護反応 に よ り蛍光 OI）
−off

’
が 制御

で き，脱保護反応が ター
ゲ ッ ト分子 に特異的な反応 に よ

り誘起 され る な らば，そ の 保護体が ター
ゲ ッ ト分子 に 対

す る 特異的 プ ロ ーブ に な る．こ の 作業仮説 か ら，図 1，

cq ，2 に 示す よ うな保 護／ 脱保 護化学 に 基 づ く蛍光 プ

ロ
ーブ 設計戦略 を立 て た，こ れ まで 脱保護反 応 を蛍 光

on −dr 機構 とす る プ ロ
ーブ がな い わ けで は な い．3 な ど

の フ ェ ノ
ー

ル 性水酸基を有す る蛍光色素 に つ い て，そ れ

ら の 水酸基を修飾す る こ とに よ り人工 基質 に 変換 した も

の で あ る ．フ a
．
ス フ ァ ターゼ や ガ ラ ク トシ ダーゼ の酵索

ア ッ セ イやイ メージ ン グに 利用 され る ブ ロ ーブが そ の 例

で あ る．しか し，化学的な脱保護反応を蛍光 Oll −off 機構

と して 利用す る プ ロ ーブは こ れ ま で 存在 しなか っ た ．

　著者らが立 て た プ ロ ー
ブ設計戦略 の 基盤化合物として

3 の bcnzcncsulfbnvl （BES ）化体 1お よび 2 （図 1） に 着

。以 ゆ 、∴
竺

。以 ◇ 、晶み ・
・ 1
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図 1．保護 ／脱保護 化学 に 基づ く蛍 光プ ロ
ーブ 設 計戦略
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目した ．これ は 以下 の 4 つ の 基盤概念 に 基 づ く，  エ ス

テ ル に 比 べ て ス ル ホ ン 酸 エ ス テ ル は エ ス テ ラーゼの 基質

に な り に くい （細胞系 に 適用 で きる ）．  多種多様 な 化学

的反応性を 示 す 1 お よび 2が．3 な らび に BES 　chloride

の 組 み 合 せ を 各 々 の 化 合物プール か ら選択 す る こ と に よ

り設計合成 で きる （3 の 骨格 Eお よび BES 基σ）bellzenc

環上 へ の 化学的特性 の 異な る置換基 の 導 入に よ り 1 お よ

び 2 の 化 学 的 反 応性 が 制御 で きる ）．  同 じ BES 基 を 保護

基 と し て 用 い て も保護様式 つ ま り 1 と 2 を使 い 分け る こ

と に よ り化学的反応性を制御 で きる （1 の 方 が 脱保護さ

れ 易 い ）．  水 溶性 の 向上 は，親水性基 が 残 っ て い る 1 を

用 い る こ と に よ り達成 で きる．こ れ らの 概念 は 期待以 上

に機能し，1 お よび 2 を基盤化合物 と して 活用す る こ と

に よ り 異 な る タ ーゲ ッ ト分子 に 非常 に 特異的 な 蛍光 ブ

ロ ーブ を 設 計開 発す る こ とが で きた．以下，個 々 の プ

ロ ーブ に っ い て その 特性な どを記す．

H202 プ ロ
ーブ

　多種多様な 3 お よび BES −C 】が構成 す る化合物プール

か ら ditluorofluorcsccim〔3c） とpentafluoroBES−Cl を選

択す る こ とに よ り，H2 （逃 蛍光 プ ロ ーブ と して 1c （図 2）

を 開発で きた 6〕．ぼぼ無蛍 光の lc は H202 と反応 し，強

い 蛍 光 を持 つ 3c へ 効果的 に 変換 され る．こ の 脱保護反応

は H2 （：）2 に よ っ て 特異的 に 誘起 され る．0 ヂ ，ヒ ドロ キ

シ ル ラ ジカ ル （HO ・）．　 t一ブチ ル ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド （t−

BuOOH ），　
』
重項酸素 （

TOu
），　 酸 化窒素 （NO ・），ペ

ル オ キ シ ナ で トラ イト （ONOO
−
） に 対 して 1c は ぽ とん

ど応答を示 さな い ．期待 した とお り，エ ス テ ラーゼ に 対

し て も 安定 で あ る ．H202 プ ロ ーブ と し て dichlorodi−

hydrofluorescciri〔【）CFH ）
7）が汎用 さ れて い る．しか し，

そ の 蛍光 〔，n
−off 機構 は酸化反 応 で あ る た め，　 DCFH は

H202 だ け で な く他の 活性酸素種 や酸化酵素 に 対 して も

応答を示 す 7・8＞．DCFH に 比 べ て 1cが H20 ，に 対 し て 非常

忙
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図 2、細胞 外お よび 細胞 内 過 酸 化水 素ブ ロ
ーブ
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生体分子 の可視化プ ロ
ーブ

に 高い 特異性を示 した の は，蛍光 on −off 機構と して 酸化

反応 で はな く加過酸化水素分解 に よ る脱保護反応を活用

した こ とに 曲来す る ．

　1の ア セ チ ル 化体 BESHpO2 （図 2） を用 い れ ば細胞内

H2 （：）？ を選択的 に ・∫視化 で き る．モ デ ル細胞 として 淡水性

緑藻 （泥 α嬲 40〃朋 梛 7痂 伽 厂α戯 を 用 い て 検 討 した．こ れ

は，こ の 緑藻 で は光照射下 で 刺激剤 を 使 い 分 け る こ とに

よ り任意の 活性酸素種 を恣意的 に発生 す る こ とが で きる

か ら で あ る．そ の 結果，BESH ，，（）2 の 細 胞 内 HpO2 フ ロ
ー

ブとして の有川性が示され た．すな わ ち，暗条件 ド，室

温で 30分間処理す る こ と に よ り BESH202 を 負荷 した緑

藻 を，HvO2 を発生す る 刺激剤 ・Cu2 ＋ 添 加 培 地 中，光 照

射下培養 した時 の み，刺激剤濃度 に依存し た 蛍光応答 が

得 ら れた．こ の よ う な特異性 は DCFII の ジア セ チル 化体

DCFH −DA に は ま っ た く観察 され な か っ た．

　また，BESHt ，Op を用 い る こ と に よ り，酪酸刺激 に よ り

誘導され る」urkatT 細胞 に お け る細胞 内 H202 産生 9｝を

可視化 で きた （未発表），終濃度 5 μMBESH2 （：）u を 含む

培地 中で 1 時間培養 した 後，5mM 酪酸共 存 ドお よび 非

共存下 で さ ら に 1時間培養した と き に 観察された位相差

像 お よ び 蛍 光 像 を 図 3 に示 す．D （：FH −DA に 比 べ て 非常

に 特異 性が 高 い だ け で な く，細胞 系 へ も適 用 で き る

ll202 ブ ロ
ーブ 1〜ESIi202 は 活性酸 素研究 に お け る 新 し

い ツ
ー

ル と して 活用 さ れ る もの と大 い に 期待 して い る ．

なお，BESH20v は 和光純薬⊥業か らす で に i［f販 され て い

る．

02−’プ ロ
ーブ

　3 お よび BLS −Cl と して 各 々 tcu
・
a 刊uoronuores しcin お よ

び 2，4−dinitroBES −C1 か ら合成 した 2d （図 4） が O ・2
−°

プ

ロ
ーブ とし て 利用 で き る こ と を 見 い だ した 10）．2d は 活

性酸素種 の 中 で は 02．
°
に 対 し て 非常 に 高 い 特異性 を示

す．H202 ，　 t−BuOOH ，　 NaOCI ，　 HO ・，　 tO ，・，　 NO ・お よ び

ONOO 一
に 対 し て ほ と ん ど応答 を示 さ な い ，そ の 結果，

ph⊂）rb （，l　m ＞Tislate 　acctatc （PMA ）刺激 した好 中球が細

胞外 に 産生す る 0 ジ を 2 を 川 い る こ と に よ り感度 よ く

検出で きた．こ の 時観察 さ れた 応答 が （：）1
一゚

由 来で あ る こ

とは，ス
ーパ ーオ キ シ ドジ ス ム タ ーゼの 添加実験 に より

確認 し た．

　また，マ ウス を用 い た 1蝦 吻 o 心筋虚血 モ デル に 適用 し

た とこ ろ，虚 血 再灌流時 に お け る酸化 バ ース トを2d を川

い る こ と に よ り 良好に イ メージ ン グで き た （未発表）．20

mM 　DMS （）溶液 を腹腔 内注射 し 1時問放i’す る こ と に よ

り2d を負荷，開胸後，冠動脈を結紮し 1時間虚血 刊．灌

流 を 5 また は 7分行 い 再結紮 し摘 出，と い う操作 に よ り

185
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図3．BEsll ，・c）u を用い たJul・kat　
’
1細胞 にお け る H202 産生 の 可視

イ匕．　a，1〕）　無 朿り激．　〔：．d）　酪 酸束lh敏，　とL，　c）　位科｛貞≒像，　b，　d）　蛍 ソ直f象．
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図 4．ス ーパ ー
オ キ サ イ ドプ ロ ーブ

図 5．2dを用 い た 虚血 再灌 流 時 に お け る マ ウ ス 心 臓 に お ける 酸化
バ
ー

ス トの 可視化．a） 再灌流 5 分 後，　 b） 7分後 に 摘 出し た心 臓
の 蛍光像．⇒ は冠動脈 の 結紮箇所，

186

得た マ ウス 心 臓 の 蛍光像が 図 5 で あ る，再灌流 を 7 分 行

う と結紮部位 の ト
．
流領 域 に お い て 02

−’
異常産生 に 基 づ く

酸化バ ー
ス トが 惹起 さ れ る こ とが 示 さ れた、

　しか し，2dは，水溶性が 低 い だ け で な く，　 glutathione
（GSH ） や 還 元 酵素系 に 対 し て 無 視 で きな い レ ベ ル で 蛍

光応答を 学え る．特に，GSH は細胞 内 に mM レ ベ ル で 存

在す る た め，細胞 内02
−’

の 可視化に 2d を適用す る 場 合，

GSH の 影響 を 考慮 す る 必 要 が あ る．そ こで，よ り 実用 的

な細胞 「枇 ）ゼ プ ロ ーブ の 分子設言Pを さ らに 行 っ た，その

結果，GSH に もま っ た く応答を 示 さ な い （：）2
−’

特異的プ

ロ ーブ として BESSo 〔図 4） の 開発 に成功 した （投稿準

備中 ）．BESSo を 用 い る こ と に よ り PMA 刺激 し た好中球

が産生す る （：）2
−’

を よ り高感度に 検出 で き た．また，2d に

比 べ て 親水性 の 高 い モ ノ 保 護体 で あ る BESSo は 希釈水

溶液 として も使 川 し易 い と い う利点 も持 つ ．なお，2d や

BESSo の 蛍光 on −01f 機構は，ス ル ホ ン 酸 エ ス テ ル に 対す

る 0 ヂ の 求核置換 に よ る 脱 保護反 応 で あ る と推定 して い

る．（）2
一曾

の 蛍光 可 視化は これ ま で h＞
，droethidine〔1且 1）

を用 い て 行われ て きた 11）．しか し，そ の 蛍光 on −off 機 構

は 02 ’
に よ る 酸化 に 基づ くた め，DCFH と同様 に 特異性

に 問題があ る 11）．11Eの 問題点を克服す る 高特異的 02 −’

蛍光 プ ロ
ー

ブ BESSo は，且〜ESH202 と と もに ，活性酸素

研究や機能性食品 研 究 の 発 展 に 貞献 す る と信 じ て や まな

い．

チオ
ー

ル プ ロ
ー

ブ

　（）L・
一’

ア ロ ーブの 開発過程 に 得 た 知 見に 基づ き，新規高

感度チオ
ー

ル プ ロ ーブ と し て BESThio （図 6） の 開発に

成功 した Iu）．こ の も の の 設 計 は，3c や 3d よ り フ ェ ノ ー

ル 性水酸基 の酸性度が 低 い 2，7−dimcthylfluorescein〔3e）

を選択す る こ とに よ り芳香族求核置換反応 を受 け易 くす

る，とい う戦略 に 基 づ い て い る．これ ま で に さ まざまな

チオール 蛍光プ ロ ーブが 開発 さ れて い る ⊥｝，しか し．ア

ミ ン 類な どの 求核性化合物に 応答 を示 す 可能性 が 高 い ，

水溶「生が 低 い ，な ど の 問 題 点 が あ る．一
方，BLSIhio は，

　　　o
塊 G

〕◎て

　 　 　 　 CO2H

。 以 1試、

　 　 BESThio
　 　 　 　 　 　 　 O2N

　　　　（孟 漉　　　l　 　 　 　 　 S81enocys ヒhe

　 　 　 　 　 R−SH
　 　 　 　 　 atpH7 ．4
　 　 　 　 ／

一、
＼

H
呂c

ρ　　　 NO2 乂 ＿ノ 　 O

　 　 　 　 　 R−SeH
　 　 　 　 　 atpH5 ．8

〕驫
　 　 3e

纛訓
図 6．pH 制御 に よ りチ オ

ー
ル また はセ レ ノール 蛍光 プ ロ ーブ とし

て 機能 す る BESThio
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ア ミ ン 類や ア ル コ
ー

ル 類 に 対 して ま っ た く応答を示 さな

い だけで な く，親水性 の 高い モ ノ保護体 で あ る た め 高度

に 希釈 した水溶液 と して 利川 で き る．そ の結果，ア セ チ

ル ま た は ブチ リル チオ コ リン を 基質と して 用 い る コ リン

エ ス テ ラーゼ ア ッ セ イ も BESThio を 用 い て 構築 で きた 12｝，

こ の ア ッ セ イは，アル ツ ハ イマ ー型痴呆症治療薬 として

近年注 目 さ れ て い る コ リ ン エ ス テ ラーゼ阻害剤 の 高感度

簡便 ス ク リー
ニ ン グ法 と し て も利 川 で き る．ア リセ プ ト

として ［u：界中 で 汎用 さ れて い る ア ル ツハ イ マ ー型痴 呆症

治療薬 ドネペ ジ ル に つ い て コ リエ ス テ ラーゼ阻害活性を

測 定 し た．そ の 結果 　ドネ ベ ジ ル が ブ チ リル コ リン エ ス

テラ
ーゼ に 比 べ て 400 倍以 上 の 選択性 を持つ ア セ チル コ

リン エ ス テ ラーゼ 特異的阻害薬で あ る こ とを簡便 に 再確

認 で きた．他 の チ オー
ル 定 量 に 基 づ く蛍 光酵 素ア ッ セ イ

も BESThio を活用す る こ と に よ り開発で き る と考えて

い る．なお ，BESThio は和 光純薬工業か ら近 日発売予定

で あ る．

セ レ ノ
ー

ル プ ロ
ー

ブ

　BEsThio は pH 　J「．8 で は チ オール に は ぼ とん ど応答を

示さない ，これは，弱酸性条件下 で は チ オール が 求核剤 と

して 作用 で きない た め で あ る．一丿i，チ オール に 比べ て 酸

性度 お よ び 求核性 の 高い セ レ ノール は，弱 酸性領域 に お

い て も求核剤 と して 作川す る 13）．そ の結果，BESThio は

pH 　5．8 で はセ レ ノ
ー

ル ブ ロ ーブ と して機能す る （図 6）14｝．

BESThio は，過 剰 の チ オ ール 系還 元 剤 dithiothreit（）1

（D
「
rl1）共存下 sclenocystine か ら発生す る selenocysteine

（SeCys）を，　 D
「
且丁 に 妨害さ れ る こ とな く高感度 に 検出で

き る．また，BESThio は，セ レ ノ ブ ロ テ イ ン （SeP） で

あ る glu【a 匸hionc　pcroxidase〔GPx ，ウ シ赤血 球 由来）お

よ び thiored （Dxin 　reductasc 〔Li
・
xR ，ラ ッ ト肝 由来） の

ScCys 残 基数決定 に も利 用 で き た，前者 は ホ モ テ ト ラ

マ
ー
，後者 はホ モ ダイマ

ーで あ る が，両者とも subunit

あ た り SeCys 残基 を
・
つ 持 つ ．4Mguanidinc 共存 下

S7 °C で 30分間培養 し変性，こ の サ ン プ ル に DTT お よ び

BES
「
Ihioを添加 し 37ec で 20分培養 　とい う簡便な操作

で ア ッ セ イが行 え る ．こ の ア ッ セ イ に よ り，数十 μg加 1

の GPx お よ び H・xR に つ い て 各 娼 ．03 ± 0，正4 お よ び 1．09

± O．19．　ScG＞
，sfsubunit とい う理論値 と よ く

一
致す る 結果

が 得 られ た．な お ，変性操作な しで は ま っ た く蛍光応答
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は得 られな か っ た．

　セ レ ン は 酸化 ス トレ ス に対す る生体防御機構を担 う微

量必須元素 で あ る．生体内に お ける含セ レ ン 化学種は ギ

に ScCys で あ る．　 SeGys は遺伝子産物で あ る SeP の 構成

ア ミ ノ 酸 で あ り，これ まで 約 35種の ScP が 同 定またはそ

の 存在が推定 されて い る 15）．す べ て の SeP が 重要な生物

機能 を担 っ て い る と推測 さ れ て い る が，未だ そ の 機能 の

詳細が不明な SeP も 多 い ．しか し，　SeP が 担 う機能 の キ
ー

プ レ イヤ
ー

は間違 い な く SeC γs 残基 の セ レ ノ ール で あ

る．したが っ て ，SeGvs の簡便な 分析法は SePの 機能 ・構

造解析研究 に 不可 欠 で あ る．し か し，こ れまで セ レ ノ
ー

ル 蛍光 プ ロ ーブ は ま っ た く 開 発 さ れ て い な か っ た，

BESThio は世 界最初 の セ レ ノール プ ロ ーブで あ る．

おわ りに

　以上，著者 らが これ ま で に保護〆脱保護化学 に 基 づ き開

発 し た 蛍 光ブ ロ ーブ に つ い て 解 説 した．BESH2 （あ．

BEsso な ら び に BESThio は，感度，特異性な らび に 物性

の 観点か ら 実川性 の 高 い 蛍光プ ロ ーブ として 利用 で きる

と考 え て い る，今後，生物工 学会員諸氏 の ご批判をあお

ぎつ つ ，こ れ ら の プ ロ ーブ を よ り実用的な もの へ と育 て

て い くと と もに．他 の 牛体分子 に対する蛍光プ ロ ーブを

同様 な戦略 に 基 づ き開発し て い く所存 で あ る．
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