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中央図書館

は　し　が　き

亜鉛イオンの微量分析は，癌疾患の早期診断法や外科的手術の治癒状況を知る視

診として，あるいは生体における亜鉛イオンの生理学的な役割を解明するためには

必須である。本研究では，生理条件下で亜鉛イオンを捕捉する部分構造と，亜鉛錯

体形成と同時に強い蛍光を発生する部分構造を併せもつ蛍光分子を開発し，実用的

な生体内亜鉛イオンの定量分析法や画像解析法を開発することを目的としている。

独自に合成した蛍光プローブの溶液内における特性をｐＨ滴定法，ＮＭＲ測定法，

蛍光分光分析法などにより詳しく調べた。特に，それら蛍光プローブの水溶液中で

の安定性，亜鉛イオンの捕捉速度，細胞毒性など実用化に必須の化学的性質を検討

した。その結果，直鎖状構造のフレキシブルな構造を持つ配位子は捕捉速度が早い

が錯体安定性は小さくなること，環状構造の配位子の場合，亜鉛化合物の安定性は

高いが亜鉛イオン捕捉速度が極めて遅いこと，マイクロモル濃度では細胞毒性がほ

とんどないこと，１２員環のトリアミンが亜鉛捕捉に最も適していることなどが明ら

かとなった。さらに，本研究により得られた知見を基に可視光に蛍光をもつプロー

ブとしてＮＢＤを共有結合させた環状ポリアミン型蛍光プローブや，亜鉛酵素を阻害

する新規化合物の開発，リン酸化生体分子を選択的に認識する分子の開発にも成功

した。１２員環のトリアミン系の亜鉛蛍光プローブとアポトーシスが可能な培養細胞

を用いて，細胞内亜鉛イオン動態を調べた結果，アポトーシス誘起時に細胞内のフ

リーの亜鉛イオンが劇的に増加することが確認できた。
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環状ポリアミンの特性を利用した

新規蛍光プローブの開発



Ⅰ　序　論

細胞内では，外界刺激を受けて特定のカスケード反応がおこり，細胞の分化，移

動，分裂などの現象が起きている。今までにこうした細胞内のシグナル伝達に関わ

っている分子が数多く同定され，それらの関係が明らかにされてきた。最近では，

痺，免疫疾患，老化，痴呆などに関わる鍵分子も徐々に解明され　これらの分子の

働きを制御することによる疾患の治療への期待が高まってきている。

これらシグナル伝達における分子ネットワークには，その伝達系におけるフィー

ドバック機構，他の伝達系との相互作用などが複雑にからみあっている。そこで，

部分的だけではなく，伝達系全体における動態の解明が必要となる。したがって，

各事象が空間的，時間的に制御されているシグナル伝達系を包括的に解明するため

には，時空間的スケールで事象を観察することが必要となる。

細胞情報を得る検出手段として，吸光法，蛍光法，化学発光法および放射線同位

元素を利用する方法があり，生細胞や組織中でのダイナミクスに関する情報を与え

る試薬が数多く市販されている。これらのなかでも蛍光法は，感度や操作性等の面

から最も取り扱いやすい手段として知られている。蛍光法では，蛍光プローブを細

胞内に送り込み蛍光強度などの情報を画像化することによって細胞表面の形態やそ

の変化を観察出来るとともに，物質の動態や動的現象が実時間で可視化できる。ま

た，蛍光は物理現象であるため，その特性を活かせば様々な情報の抽出を行うこと

が可能となる。例えば，蛍光のエネルギー移動を利用すると，生体分子間の相互作

用や生体分子の構造変化を観ることができる。さらに，蛍光のエネルギ⊥移動に限

らず，蛍光の偏光，消光，退色，光異性化反応など，あらゆる特性が利用できると

考えられる。このように蛍光プローブを用いたリアルタイムでの細胞内現象のイメ

ージングは，生体現象の詳細な解析において有効な手段である。

蛍光プローブの例として，イオンのダイナミクスを観察するための試薬であるカ

ルシウムイオンプローブ（Ｆｌｕｏ３，Ｆｕｒａ２），Ｈ＋プローブ（ＢＣＥＣＦ，Ｑｕｅｎｅｌ），塩化物

イオンプローブ（ＭＱＡＥ，ＳＰＱ），亜鉛イオンプローブ（Ｚｉｎｑｕｉｎｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ）等が挙

げられる（図１）。中でも蛍光プローブとして初めての成功例であるカルシウムイオ

ンプローブの開発は，その後の生体内のカルシウムイオンの研究を劇的に進展させ

た。一方カルシウムイオンに比べ，その他の生体内因子に対する蛍光プローブの開

発は大幅に遅れている。そのため，カルシウムイオン以外の生体内因子の動態には

未だ不明な点が多い。従って今後は多岐にわたる蛍光プローブの開発が必要となっ

てくる。

→１－



図１各種蛍光プローブ
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そこで，本研究では，機能性分子として知られている環状ポリアミンの特性を利

用することにより，新規の蛍光プローブの合成を行った。

環状ポリアミンは，１９７５年頃までは，遷移金属イオンの多座キレート剤として一

部の錯体化学者の研究対象でしかなかった。しかし，その後，新しいタイプの機能

性分子として各方面から注目を集め，環状ポリアミンの新しい機能が数多く見出さ

れてきた。環状ポリアミンは，機能性分子としてすでに確立されているクラウンエ

ーテル（環状ポリエーテル）の酸素原子を窒素に置き換えたホモログにすぎないが，

一２－



クラウンエーテルとは大きく異なり，ポルフィリン，ペプチド，ポリアミンアルカ

ロイドなどの含窒素生体分子と共通する様々な機能を持っている０環状ポリアミン

の一般的な機能を図２に示す。

図２　環状ポリアミンの機能
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環状ポリアミンは，その環状構造の中に塩基性を持つ窒素原子を複数含有してい

る。そのため，環サイズや窒素官能基の種類や数に応じて，一定の数のプロトンに

対して異常に強い親和性を示す。しかも，複数のアミンが環状構造に散りばめられ

ているため，通常の孤立アミンにはみられない集合体としての独特な塩基性が発揮

される。例として直鎖状のトリアミンと１２員環のトリアミン（［１２】ａｎｅＮ３）の酸解離

反応を図３ａと３ｂに示す。それぞれの化合物の３つの窒素のプロトン化定数（方１，範，

ち）を比較すると，環状のトリアミンの３つの値は直鎖状のトリアミンの値よりも

ばらついていることがわかる。これは，環状ポリアミンでは環状構造により窒素原

子の非共有電子対が環内で重なりあうため，それぞれの窒素原子が協同的に水素イ

オンを取り込むためである。このため，環状トリアミンのプロトン化は３つの独立

したｐＨ領域（酸性，中性，塩基性領域）で起こる０環内に複数個のプロトンを収容

した環状ポリアンモニウムカチオンは，環状のコンフォメーションが二級アミン水

素とプロトンとの水素結合によって固定化される０さらに酸性領域では，環内に複

数のプロトンが集中するので，プラス性中大きな力チオン化合物として振舞う０環

状ポリアンモニウムカチオンは，同じ多価イオンであっても金属イオンとは異なり，

プロトンを介した水素結合によってアニオン性物質や不対電子対を持つヘテロ元素

有機化合物を捕捉することができる。

－３－



図３　直鎖状のトリアミンと１２貞環のトリアミン（［１２】ａｎｅＮ３）の酸解離反応
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本研究では，／環状ポリアミンの生理ｐＨ（中性領域）でプロトン化により電荷の変

化を起こす特性を利用して，酸性オルガネラ移行性蛍光プローブの開発を行った０

酸性オルガネラ移行性蛍光プローブとは，酸性オルガネラを有する細胞の蛍光染色

や，酸性小胞の開口放出現象ゐ解析に使用することができる機能性化合物である０

また，環状ポリアミンの持つ遷移金属キレート能を利用して，亜鉛イオンの動的解

析を目的とした亜鉛蛍光プローブの開発も併せて行った。
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Ⅱ．本　論

１．酸性オルガネラ移行性蛍光プローブの開発

１－１．‘背　景

蛍光色素を励起して得られる蛍光を利用した分析手法は，様々な研究分野で利用

されている。蛍光分子の励起状態の解析や発光機構そのものの研究を除けば，蛍光

色素の使い方には大きくわけて二種類ある。第一は，一定の条件のもとで蛍光色素

の量とその蛍光の強さが正確に比例し，その蛍光測定の感度が極めて高いという特

徴を利用して，蛍光色素を蛍光量子モニター（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒ）として

利用するものである。この場合，微量物質の定量や種々の反応の解析を行うもの（定

量モニター）として，また，物質の挙動を知るために添加する物質（各種トレーサー）

として蛍光色素が利用される。第二は，いわゆる蛍光プローブ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅ）と

しての使い方である。蛍光の特性を生かレて，低分子，高分子，膜，オルガネラな

どを材料として種々の物性やその変化を調べる探索子（ｐｒｏｂｅ）として蛍光色素を利

用する。蛍光プローブには，種々の環境条件（疎水性環境，ｐＨ，酸化還元電位など）に

依存して蛍光の性質が変化するものと，比較的環境に依存しない偏光解消やエネル

ギー移動などの性質を利用したものがある（分子回転運動，分子間距離，分子配向

などに依存した蛍光プローブ）１）。

本研究では，生理ｐＨ付近でプロトン化を起こす環状ポリアミンに蛍光発色団であ

る４－ニトロベンゾー２－オキサー１，３－ジアゾイル基（ＮＢＤ基）を結合させた二種類の新

規蛍光プローブＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１）とＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，（２）を合成し，それら▼の化学的

性質について検討を行った。１および２は，複数の二級アミンを持っているため，

生理条件下の水溶液中でプロトンを取り込んでプラスイオンとして存在する。その

ため１および２は，細胞の中に入るとｐＨの低いオルガネラ（ヒスタミンなどを多く

含む酸性頼粒など）へ選択的に移行する可能性が高いと考えられる。ヒスタミン遊

離細胞である好塩基球細胞の酸性顆粒へこれらの蛍光プローブを導入することがで

きれば，アレルギー反応に伴う顆粒内物質の放出現象（開口放出反応）の解析に使用

することができる４）と考え，本研究をスタートした。
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１－２．実験項

１－２－１．新規蛍光プローブの合成

（ａ）ｌ，４，７，１０・ｔｅｔｒａａＺａＣｙＣｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ（ｃｙｃｌｅｎ）の合成

５００ｍＬマイヤー中にジエチレントリアミン（１０ｍＬ，９３ｍｍｏｌ）とＮａＯＨ（１１・５ｇ，

０．２９ｍｏｌ［３．１ｅｑ］）を測り入れ，蒸留水１５０血を加えて湯浴上で溶解した後，氷冷

下で撹拝した。この溶液とは別にｐ－トルエンスルホニルクロライド（５５・１ｇ，０・２９

ｍｏｌ［３．１ｅｑ］）のトルエン溶液（２００址）を作成しておき，これを２００此分液ロー

トに移し，氷冷下で５００ｍＬマイヤー中に２時間かけて滴下した。滴下開始２０分後

には反応溶液が白濁し始め，滴下終了後，白濁した状態で終夜激しく撹拝した後，

ヌツチェにろ紙を２枚重ねて白色の沈殿物を吸引ろ取した。ろ取した白色沈殿物を

蒸留水で洗った後トルエンで洗い，再び蒸留水でトルエン臭がなくなるまで沈殿を

洗い，ジエチレントリアミン３Ｔｓ体（Ｎ－Ｔｂ体）を白色沈殿として得た（１４・７ｇ，

７９％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ｔＯｌｕｅｎｅ／ＡｃＯＥｔ＝４：３）Ｒｆ＝０・４８・

１Ｌマイヤーにジエタノールアミン（１６．２ｇ，０．１５ｍｏｌ），トリエチルアミン（５４・６ｇ，

０．５４ｍｏｌ［３．６ｅｑ］）を測り入れ，ジクロロメタン（１５０ｍＬ）を加え，氷冷下で撹拝し

た。別にｐ－トルエンスルホニルクロライド（９４．４ｇ，０．５０ｍｏｌ［３・３ｅｑ］）のジクロロ

メタン溶液（１５０ｍＬ）を作成し，この溶液を３００ｍＬ分液ロートに移し，氷冷下で

１Ｌマイヤー中に滴下した。滴下終了後，室温で終夜撹拝すると，白色沈殿が得られ

た。これをろ取し，５％（ｖ／ｖ）ＨＣｌ（２５０ｍＬ）とジクロロメタン（２５０ｍＬ）で抽出を

行い（２回），有機層を集め無水Ｎａ２ＳＯ４で脱水した。脱水後，溶液を１／３の量まで

減圧濃縮し，そのまま室温で放置するとジエタノールアミン３Ｔｓ体（０－Ｔｓ体）とし

て無色の結晶が得られた（５８．５ｇ，６７％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ｔＯｌｕｅｎｅ／ＡｃＯＥｔ＝４：１）Ｒｆ＝０・５３・

５００ｍＬナスフラスコに先に合成したジエチレントリアミン３Ｔｓ体（１４．１ｇ，２５

ｍｍ。ｌ）のＤＭＦ溶液（１００ｍＬ）を入れ無水Ｋ２ＣＯ３（７．４ｇ，５４ｍｍｏｌ［２・２ｅｑ］）存在下，

８５℃で撹拝した。この溶液に，ジエタノールアミン３Ｔｓ体（１４・２ｇ，２５ｍｍｏｌ）のＤＭＦ

溶液（１００ｍＬ）を窒素存在下で２時間かけて滴下し，滴下終了後１０５℃で終夜撹拝

した。反応溶液をグラスフィルターでろ過した後，ろ液を減圧留去した。得られた

残漆にＨ２０：ＤＭＦ＝１‥１溶液を湯浴上で撹拝しながら溶液が透明になるまで（約２０

ｍＬ）少しずつ加えた。透明になったところで，ＭｅＯＨ（約５００ｍＬ）を一気に加えて

激しく撹拝すると白色沈殿が析出した。溶液を氷冷後，沈殿をヌツチェでろ取し，
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得られた沈殿物をＭｅＯＨ，Ｈ２０の順で洗い，最後に再びＭｅＯＨで洗った。その結果，

白色粉末状化合物として４Ｔｓ－ＣｙＣｌｅｎが得られた５・６）（１７・７ｇ，９０％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ｔＯｌｕｅｎｅ／ＡｃＯＥｔ＝４：１）Ｒｆ＝０・３９・

次に，この４Ｔ㌻ＣｙＣｌｅｎ（７．Ｏ ｇ，８．９ｍｍｏｌ）に大過剰量の濃硫酸（２６ｍＬ）を加え，

１１０℃で終夜撹拝し，脱Ｔｓ化を行った。ＴＬＣにて反応の終了を確認し，反応溶液を

分液ロートに移し，氷冷エーテル（１６０ｍＬ）中に反応物をゆっくり滴下した。この

時の洗い込みは氷冷した蒸留水で行った。エーテル中に滴下するとｃｙｃｌｅｎの硫酸塩

が白色沈殿として生じてくるので，滴下終了後これを吸引ろ取した。次にろ取物（硫

酸塩）を蒸留水に溶解し，その溶液を乾固直前まで減圧濃縮した後，残溶に濃塩酸

を加えた。沈殿してきた白色化合物（塩酸塩）を吸引ろ取して減圧乾燥した後，少量

の蒸留水に溶解し，不純物を取り除くためにジクロロメタンで２回抽出を行った。

抽出後，水層に固体ＮａＯＨを加えｐＨが１１以上となるよう調整（イオン型→分子型）

し，再び先程の分液ロートに戻しクロロホルム（塩化メチレンでは効率が悪い）で抽

出を行った。有機層をまとめて無水Ｎａ２ＳＯ４で３０分間脱水し，ひだ折り濾紙を使用

した自然ろ過で無水Ｎａ２ＳＯ．を取り除き，クロロホルムを減圧留去した。残漆にＣＨ，ＣＮ

（１００ｍＬ）を加えて溶解し，再び溶媒を減圧留去した。得られた白色残液を最少量の

ＣＨ３ＣＮで溶解し，これを室温で放置したところ，ＣｙＣｌｅｎが無色の針状結晶として得

られた（０．６２ｇ，３．６ｍｍｏｌ，４５％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ，。ｑ＝２：２：１）Ｒｆ＝０・４８・

市販のｃｙｃｌｅｎ（１，４，７，１０－ｔｅｔｒａａＺａＣｙＣｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ）には不純物が少量含まれるため，合

成に使用する前に以下のように精製して用いた。市販のｃｙｃｌｅｎを再少量のＣＨ３ＣＮに

溶解し，不溶物を綿栓ろ過で取り除いた。得られた透明なろ液を室温で放置し，ＣｙＣｌｅｎ

を無色の針状結晶として得た（精製収率８０％以上）。

（ｂ）１，４，７・ｔｒｉｓ（ｔｅｒｔ・ｂｕｔｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）ｃｙｃｌｅｎ（３Ｂｏｃ・ＣｙＣｌｅｎ）の合成

精製したｃｙｃｌｅｎ（２．６ｇ，１５ｍｍｏｌ）をＣＨＣｌ３（２００ｍＬ）に溶解し，トリエチルアミン

（７．６ｍＬ）を加え，窒素存在下，室温で撹絆した。この溶液に二炭酸ジＪｇｒｆプチル（８・９

ｇ，４１ｍｍｏｌ，［２・７ｅｑ］）のＣＨＣｌ３溶液（２００ｍＬ）を３時間かけて滴下した０《この時，

二炭酸ジｔｅｒｔプチルの当量数は２．８５ｅｑ以下でなければ４Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎの生成率が上昇

する。また，滴下速度が達すぎても４Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎの生成率が上昇してしまうため，高

収率で３Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎを得るために滴下はゆっくり行う０》滴下後，室温で終夜撹拝し，
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反応溶液を減圧留去したところ無色の油状の残瘡が得られた０この残漆をシリカゲ

ルクロマトグラフィー（ＦＬ１００Ｄ，ｅｌｕｅｎｔ；ＡｃＯＥｔ／Ｈｅｘａｎｅ＝３：２）で分離精製し，３Ｂｏｃ－

ｃｙｃｌｅｎを無色の非晶系化合物（アモルファス）として得た（５・９ｇ，１２ｍｍｏｌ，８３％

ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＡｃＯＥｔ／Ｈｅｘａｎｅ＝３：２）Ｒｆ＝０・４２・

ＩＲ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）３５２２，２９７６，２８１８，１６９１，１４６４，１４１８，１３６６，１２７２，１２５０，１１７１，１１００ｃｍ－ｌ・

１ⅠＩＮＭＲ（ＣＤＣ１３）６１・４５（１８Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３）３），１・４７（９Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３）３），２・８０－２・９０（４Ｈ，ｍ，

ＣＨ２），３．１７－３．４３（８Ｈ，ｍ，ＣＨ２）・

１３ｃＮＭＲ（ＣＤＣ１３）６２８・５，２８・７，４５・０，４６・０，４８・９，４９・１，４９・５，４９・９，５０・５，５ｌ・０，５５・４，７９・２，７９・４，

７９，１５５．６，１５５・９・７）

（ｃ）４・（１，４，７，１０・ｔｅｔｒａａＺａＣｙＣｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ）－７・ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｆｕｒａｚａｎの合成

ＮＢＤ－Ｃｌ（２．Ｏｇ，９・８ｍｍｏｌ）と３Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎ（４・７ｇ，９・９ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（１００ｍＬ）に溶

解し，窒素存在下で加熱還流を行った０反応開始後の反応の進行確認はＴＬＣにて行

った。反応開始５日後，原料が残存しているものの，目的化合物以外のスポットが

確認され始めたため反応停止とした。溶媒をエバボレータ一にて減圧留去し，黄褐

色の油状の残瘡を得た。この残壇をシリカゲルクロマトグラフィー（ＦＬｌＯＯＤ，ｅｌｕｅｎｔ；

ＡｃＯＥｔ／Ｈｅｘａｎｅ＝１：ｌ）で分離精製したところ，ＮＢＤ－３Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎが橙色の非晶形物

として得られた（３．３ｇ，５．１ｍｍｏｌ，５２％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＡｃＯＥｔ／ｈｅｘａｎｅ＝２：５）Ｒｆ＝０・４４・

ｌＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３）６１・４０（１８Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３）３），１・５０（９Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３）３），３・４７－３・６７（１２Ｈ，ｍ，

ＣＨ２），４・１１－４・１３（４Ｈ，ｍ，ＣＨ２），６・３５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８・９５，ＡｒＨ），８・４３（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８・９５，ＡｒＨ）・

１３ｃＮＭＲ（ＣＤＣ１３）６２８・４（４Ｎ，１０Ｎ－Ｃ（∈Ｈ３）３），２８・６（７Ｎ－Ｃ（∈Ｈ３）３），４９・０（Ｃ－６，８），４９・９（Ｃ－５，

９），５０．７（Ｃ－｝，１１），５５・８（Ｃ－２，１２），８０・９（４Ｎ，１０Ｎ－∈（ＣＨ３）３），８１・０（７Ｎ－∈（ＣＨ３）３），１０１・８（Ｃ－１４），

１２３．１（Ｃ－１６），１３４・９（Ｃ－１５），１４４・５（Ｃ－２１），１４４・８（Ｃ－２０），１５６・１（Ｃ－１３），１５７・８（ＣＯ）・

次に，脱Ｂｏｃ化を行うために，ＮＢＤ－３Ｂｏｃ－ＣｙＣｌｅｎ（３・３ｇ，５・１ｍｍｏｌ）を少量のＥｔＯＨ

に溶解し，氷冷しながら濃塩酸（１０ｅｑ）をゆっくり添加した後，室温で撹拝した０

反応開始３日後，ＴＬＣにて脱保護が確認できたため，反応溶液を減圧留去し，橙色

の残漆を得た。この粉末状の残液を再少量の蒸留水に溶解し，室温で放置したとこ

ろ，ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ・３ＨＣｌ・Ｈ２０が橙色板状結晶として得られた（２・Ｏｇ，４・３ｍｍｏｌ，８４％

ｙｉｅｌｄ）。

Ｍｐ（ｄｅｃ．）２６６℃・
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ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ，。ｑ＝８‥１‥０・１）Ｒｆ＝０・３６・

ＩＲ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）３４３０，２９６０，２７７３，１６１２，１５４６，１５０８，１４３０，１３０７ｃｍ－ｌ・

１ＨＮＭＲ（Ｄ２０）６　３．３１（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝４．５，ＨＣ－５，９），３・４０（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝４・５，ＨＣ－６，８），３・４５（４Ｈ，ｔ，

Ｊ＝４．８，ＨＣ－３，１１），４．３０（４Ｈ，ｄ，Ｊ＝４．８，ＨＣ－２，１２），６・５９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８・８，ＨＣ－１４），８・５０（１Ｈ，ｄ，

Ｊ＝８．８，ＨＣ－１５）．

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０）６４７．１（Ｃ－６，８），４７．５（Ｃ－５，９），４８・８（Ｃ－３，１１），５５・６（Ｃｒ？，１２），１０９・０（Ｃ－

１４），１２６．３（Ｃ－１６），１３９．８（Ｃ－１５），１４７．４（Ｃ－２１），１４８・４（Ｃ－２０），１４９・１（Ｃ－１３）・

Ａｎａｌ．Ｃａｌｃｄｎ）ｒＣ１４Ｈ２６Ｎ７０４Ｃ１３：Ｃ，３６・３４；Ｈ，５・６６；Ｎ，２１・１９・Ｆｏｕｎｄ：Ｃ，３６・３２；Ｈ，５・６９；

Ｎ，２１．１７．

（ｄ）１，５，９－ｔｒｉａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ（［１２］ａｎｅＮ，）の合成

１Ｌの二頚フラスコにＮａＨ（５．９ｇ，０．２５ｍｏｌ，［３．６ｅｑ］）を測り入れ，ＤＭＦ（４００ｍＬ）

を加えてＡｒ存在下で撹拝した。〃；Ⅳ：Ⅳ′′ニトリトシルジプロビレントリアミン（４０ｇ，

６７ｍｍｏｌ）のＤＭＦ溶液（１００ｍＬ）を滴下ロートに移し，氷冷しながら二頚フラスコ

中に滴下し，滴下終了後，８０－９０℃でジムロートをつけて撹拝した。１時間半撹拝

した後，この溶液に１，３－ジプロモプロパン（１５．Ｏｇ，７４ｍｍｏｌ［１．１ｅｑ］）のＤＭＦ溶液

（１００ｍＬ）を２時間かけて滴下し，８０～９０℃で２日間撹拝した。室温で放冷後，反

応液を約１００ｍＬまで減圧濃縮し，湯浴上で５００ｍＬの蒸留水を加えつつ激しく撹拝

すると粗結晶が析出した。この粗結晶をヌツチェで吸引ろ過し，得られた白色固体

を１Ｌのナスフラスコに移して酢酸エチル（５００ｍＬ）を加え，加熱還流を行いなが

ら約３０分間抽出した。同様の抽出操作を再度行い，抽出液を合わせて無水Ｎａ２ＳＯ４

で３０分間脱水し，溶液量が約２００ｍＬになるまで減圧濃縮し，そのまま室温で一晩

放置したところ，白色の粉状固体として３Ｔ㌻【１２］ａｎｅＮ３が得られた（２２．１ｇ，３５ｍｍｏｌ，

５２％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＡｃＯＥｔ／ｈｅｘａｎｅ＝１：１）Ｒｆ＝０・４７

３Ｔｓ－［１２］ａｎｅＮ，（２２．１ｇ，３５ｍｍｏｌ）をビーカーに計り取り，酢酸（３００ｍＬ）を加えて

懸濁させたものを二頚フラスコに移し，４８％ＨＢｒ明（１５０ｍＬ）を加えて１３０℃以上で

加熱還流を行った。終夜撹拝した後，反応液が粘桐性になるまで減圧濃縮し，イソ

プロパノール（１００ｍＬ）を一度に加えて良く撹拝した。室温で一晩放置して結晶を

析出させ，グラスフィルターで吸引ろ取したところ，［１２］ａｎｅＮ，・３ＨＢｒとして白色沈殿

が得られた（１４．７ｇ，３５ｍｍｏｌ）。得られた［１２］ａｎｅＮ，・３ＨＢｒ（１４．７ｇ，３５ｍｍｏｌ）を極少

量の蒸留水に溶解し，２８％ＮＨ３水を加えてｐＨが１１付近となるよう調整した０　この
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溶液を２００血の分液ロートへ移し，Ｃ＝２Ｃ１２（１００血×１０）で抽出を行った０有機

層を無水Ｎａ２ＳＯ４で脱水し，溶液を減圧留去したところ，白色の残瘡を得た０この結

晶に再少量のアセトニトリル（約２５血Ｌ）を加え，湯浴上で加温して溶解した０この

溶液に酢酸エチルを同量加え，室温で放置したところ［１２］ａｎｅＮ３・ＨＢｒ（２・３ｇ，８・９ｍｍｏｌ）

として無色のプリズム晶が得られた。この【１２］ａｎｅＮ３・ＨＢｒを最少量の蒸留水に溶解し，

１０ＭＮａＯＨ水を加えて水屑のｐＨを１３以上に調整し２００ｎｉＬ分液ロートに移した後，

エーテル（１００ｍＬＸ２０）で抽出を行った。有機層を無水Ｎａ２ＳＯ４で脱水した後，溶媒

を減圧留去したところ，褐色の油状残漆が得られた０この油状残漬を減圧蒸留し，

無色の油状化合物として［１２］ａｎｅＮ３を得た（１・３ｇ，７・６ｍｍｏｌ，２２％ｙｉｅｌｄ）０

＜【１２】ａｎｅＮ３・ＨＢｒ＞

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％Ｎ＝３ａｑ＝５‥１：０・５）Ｒｆ＝６・３４・

１ＨＮＭＲ（Ｄ２０）６１・７５（６Ｈ，ｑｕｉｎｔｅｔ，Ｊ＝５・６，ＣＣＨ√），２・８９（１２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５・５，ＮＣＨ２）・

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０）∂２７．５（ＣＨ２），４９・７（ＮＣＨ２）・

（ｅ）１，５－ｂｉｓ（ｔｅｒｔ・ｂｕｔｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）－１，５，９・ｔｒｉａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅの合成

【１２］ａｎｅＮ３（２．１ｇ，１２ｍｍ。ｌ）をＣ＝Ｃ１３（３００ｍＬ）に溶解し，トリエチルアミン（３・４

ｍＬ）を加え室温で撹拝した。この溶液に二炭酸ジｔｅｒｔプチル（５・１ｇ，２３ｍｍｏｌ，１・９ｅｑ）

のＣＨＣ１３溶液（１００血）を４時間かけて滴下した後，室温で５日間撹拝した０反応

溶液を減圧留去し，無色の油状の残漆を得た０この残漆をシリカゲルクロマトグラ

フィー（ＦＬｌＯＯＤ，ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３。ｑ＝１０：１：０・１）で分離精製し，

２Ｂ。ｃ－［１２］ａｎｅＮ３を無色の非晶系化合物として得た（３・１ｇ，８・４ｍｍｏｌ，６９％ｙｉｅｌｄ）ｏ

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３ａｑ＝１０：１：０・１）Ｒｆ＝０・４２・

１ＨＮＭＲ（Ｄ２０）６１・４６（１８Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３）３），１・７５－１・８０（４Ｈ，ｍ，ＣＨ２），１・８７－１・９２（２Ｈ，ｍ，

ＣＨ２），２．６７（４Ｈ，ｔ，ＮＣＨ２），３・２８－３・３４（８Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２）・

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０）∂２７．５，２８．５，４６・１，４６・７，４７・１，７９・２，１５６・４・

（ｆ）４・（１，５，９・ｔｒｉａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ）－７・ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｆｕｒａｚａｎの合成

ＮＢＤ－Ｃｌ（１．２ｇ，６・Ｏｍｍｏｌ）と２Ｂｏｃ－［１２］ａｎｅＮ３（２・２ｇ，６・Ｏｒｒｍｏｌ）を１００ｍＬナスフ

ラスコに測り入れ，ＴＨＦ（６０ｍＬ）を加えて溶解し，窒素存在下で加熱還流を行った０

５日間加熱還流を行った後，溶媒を減圧留去し，橙色の油状の残漆を得た０この残

瘡をシリカゲルクロマトグラフィー（ＦＬｌＯＯＤ，ｅｌｕｅｎｔ‥ＣＨ２Ｃ１２伽ｅＯＨ／２８％ＮＨ３ａｑ＝

２０：１：０．１）で分離精製し，樺色の非晶系化合物としてＮＢＤ－２Ｂｏｃ－【１２］ａｎｅＮ３を得た（１・６
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ｇ，２．９ｍｍｏｌ，４９％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３。ｑ＝２０：１：０・１）Ｒｆ＝０・３３・

１ＨＮＭＲ（ＣＤＣ１３）６１．４９（１８Ｈ，ｂｒ，Ｃ（ＣＨ３），），２．０６－２．１８（６Ｈ，ｍ，ＣＨ２），３・３９（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝６・８７，

ＮＣＨ２）；３．５２（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．０５，ＮＣＨ２），４．０１（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝６・８７，ＮＣＨ２），６・１５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８・９４，

ＡｒＨ），８．３８（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．１６，ＡｒＨ）．

１３ｃＮＭＲ（ＣＤＣｌ，）６２７．２（Ｃ－３，１１），２８．５（Ｃ（∈Ｈ３）３），３２．０（Ｃ－７），４６・９（Ｃ－６，８），４７・３（Ｃ－４，

１０），５０．１（Ｃ－２，１２），８０．３（∈（ＣＨ３）３），１０１．１（Ｃ－１４），１２２．８（Ｃ－１６），１３５・０（Ｃ－１５），１４４・５（Ｃ－

２１），１４４．９（Ｃ－２０），１４５．５（Ｃ－１３），１５６．３（ＣＯ）．

次に，ＮＢＤ－２Ｂｏｃ－［１２］ａｎｅＮ３（１．６ｇ，２．９ｍｍｏｌ）をＣＨ３ＣＮに溶解し，氷冷しながら

濃塩酸（１０ｅｑ）を添加，一晩室温で撹拝し，脱保護を行った。溶媒を減圧留去した

後，残漆にＥｔＯＨを適量加え，不溶物を再少量の水で溶解し，その溶液を室温で放

置したところ，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３・２ＨＣｌ・１．７Ｈ２０が橙色の針状結晶として得られた（０・６９ｇ，

１．５ｍｍｏｌ，５２％ｙｉｅｌｄ）０　　　　　　〆

Ｍｐ（ｄｅｃ．）２３３℃．

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ．；ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３。ｑ＝１０：１：０・１）Ｒｆ＝０・４３・

ＩＲ（ＫＢｒｐｅ１１ｅｔ）３４４６，２９６０，２７８４，１６１６，１５４０，１３０１，１１５７，１０８７ｃｍ－ｌ・

１ＨＮＭＲ（Ｄ２０）６２．２０（２Ｈ，ｑｕｉｎｔｅｔ，Ｊ＝６．５，ＨＣ－７），２・３６（４Ｈ，ｑｕｉｎｔｅｔ，Ｊ＝６・８，ＨＣ－３，１１），

３．３７（４Ｈ，㌔Ｊ＝６．５，ＨＣ－６，８），３．４３（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝６．８，ＨＣ－４，１０），４・１７（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝６・８，ＨＣ－２，１２），

６．５５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．２，ＨＣ－１４），８．３９（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝９．２，ＨＣ－１５）．

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０）６２０．９（Ｃ－７），２５．６（Ｃ－３，１１），４４．３（Ｃ－４，６，８，１０），５３・８（Ｃ－２，１２），１０８・９（Ｃ－

１４），１２５．２（Ｃ－１６），１３９．８（Ｃ－１５），１４７．３（Ｃ－２１），１４８．２（Ｃ－２０），１５０・４（Ｃ－１３）・

Ａｎａｌ．Ｃａｌｃｄｎ）ｒＣ．５Ｈ２４Ｎ６０３Ｃｔ２：Ｃ，４１．１４；Ｈ，６．３１；Ｎ，１９．１９・Ｆｏｕｎｄ：Ｃ，４１・２；Ｈ，６・１７；Ｎ，

１８．８９．
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１－２－２．ｐＨ滴定法

新規蛍光プローブの酸解離反応や，それら酸解離反応に影響を与える化学平衡反

応（金属や他の物質との錯体形成反応など）についてｐ＝滴定法により検討した０酸

解離平衡反応を定義するプロトン化定数鳴）および金属錯体生成定数は，滴定解析

プログラム（ＢＥＳＴｐｒｏｇｒａｍなど）や溶液内マスバランスの式を用いて算出した０本

研究で用いたｐＨ滴定装置を下図に示す。

ｐＨ滴定装置

・ｐＨメータ：電気化学計器（株）ＤＫＫＩＯＬ４０

・ＰＨ電極：ＯｒｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ・ＲｏｓｓＣｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐＨＥｌｅｃｔｒｏｄｅ８ト０２

・オートビュレット：平沼（株）ｕｃＢ－９００，０．１０ＭＮａＯＨ滴定液

・ジャケットセル：ピードレックス社製，１００ｍＬガラスセル

・恒温水循環装置：ＡｄｖａｎｔｅｃＴＥ－２００ＣｏｏＩＭａｔｅ

・マグネティツクスターラー：ＣｏｒｎｉｎｇＰＣ－４１０

・ミクロ天秤：ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＡＧ２４５

・不活性ガス：９９．９９９％窒素ガス

（ａ）可変容量ピペットの補正と４ｍＭＨＣｌ基準溶液の調整

可変容量ピペット（ピペットマンなど‥１ｍＬ）の目盛り補正には，長時間一定温

度に放置した蒸留水を用いる。使用する水の温度と密度から水１ｍＬの質量と可変容

量ピペットで量り取った水の質量を比較し，正確に１・００ｍＬが計り取れるように可

変目盛りを調整する。可変容量ピペットを使用して常に一定量の溶液を計り取るた

めには，可変ピペットの傾きや液面からチップの先までの距離が常た一定になるよ

ぅに心掛ける。温度の測定は，基準温度計を使用するｏ ｐ＝メーターの補正に使用す

る基準溶液には，０．１００Ｍの塩酸水溶液（２０℃，′＝１・０００）を用いる０室温が２０℃

と大きく異なる場合，正確な量の塩酸を計り取るためには，水の温度と密度との関
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係を考慮してさらに可変容量ピペットの補正が必要である。溶液のイオン強度を一

定にするために加えるアルカリ金属の強酸塩（ＮａＣｌなど）には，滴定を行う物質の

溶液と同じ化合物を使用する。まず初めに，５０ＩｎＬのメスフラスコに１．００Ｍ ＮａＣｌ

水溶液を５．００ｍＬ可変容量ピペットを用いて加えた後，蒸留水で５０ｍＬにメスアッ

プした（できるだけ測定温度と同じ温度で行う）。その溶液を滑走容器（５０ｍＬの溶

液が入るガラスセルなど）に移した後，先程調整した１ⅠⅠ山を正確に量り取れる可変

ピペットを２回使用して２．００ｍＬを取り除き４８ｍＬとした。次に，０．１００Ｍの塩酸

水溶液２．００ｍＬを同じ可変ピペットを２回使用して測定溶液に加えた。得られた５０

ｍＬの溶液は，．イオン強度が０．１０であり，塩酸濃度は４・００ｍＭである（ｐＨ測定用
基準溶液）。

（ｂ）ｐＨメーターの調整

ｐＨメーターに表示される値は，水素イオンの括量の逆数の対数値（－ｌｏｇ触）セあ

る。したがって，測定溶液内の各種化学種（水素イオンなど）の物質量を求めるため

には，水のイオン積（ｐ‰），水素イオンや水酸化物イオンの括量係数亀・，ん－）が

必要となる。本実験条件であるイオン強度０．１０におけるそれらの値として，２５℃で

はｐＫＬ＝１３．９９７，ん㍉０．８２５，ｈＨ－＝０．７６１を用いた（ＣｒｉｔｉａｌＡｔａｂｉｌｉｔｙＣｏｎｓｔａｎｔｓｅｄ・ｂｙＲ・

Ｍ．ＳｍｉｔｈａｎｄＡ．Ｅ．Ｍａｒｔｅｌｌ，ＰｌｅｎｕｍＰｒｅｓｓ，Ｖｂｌ．１，１９７６）。ＰＨメーターの調整は，上記の

４ｍＭ塩酸水溶液（５０ｍＬ，２５．０±０．１℃，Ｉ＝０．１０（ＮａＣｌ））を窒素気流下，０．１０Ｍ

ＮａＯＨ水溶液で滴定する方法により行った。滴定液を加える前の理論的なｐＨ＝２．４８１，

４ｍＬ（２当量）の滴定液を加えた時の理論的なｐＨ＝１１．４４８を２点補正値として使

用して，ＰＨメーターの補正を行った。上記の方法によるｐＨメーターの調整により，

ｐＨが３～１１の範囲であれば±０．０２の精度のｐＨ測定が可能となる。
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１－２－４．分光分析法

（ａ）試料溶液の濃度決定

可視・紫外線吸収スペクトル測定法と蛍光スペクトル測定法では，同じ試料溶液

を用いて測定を行った。試料溶液の濃度は，その吸光度が０．２５～０．７の範囲にある

と測定精度がよい。Ｅ（モル吸光係数）が既知の試料においては最適濃度の推定が可

能であるが，本研究で合成したＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１）およびＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，（２）はｅの値

が未知であるため，まず０．１０ｍＭの溶液を正確に作成し，その溶液を用いて徐々に

希釈しながら繰り返し測定を行い，吸光度が０．２５～０．７の範囲にはいるような最適

濃度を求めた。

（ｂ）試料溶液の調製

ｐＨによるスペクトル変化を測定するため，各ｐ＝における溶液を調製した。調製

方法は以下の通りである。

２．ＯｍＭの試料溶液（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎおよびＮｆｉＤ－［１２］ａｎｅＮ，）を１０ｍＬ作成した０各ｐＨ

に調整したＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ（ＮａＣ１０．１０Ｍ含有）４ｍＬにこの２・ＯｍＭ試料溶液４０ｐｌを

加え，これを測定試料溶液とした（最終濃度：試料濃度２０匹Ｍ，Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｅｒ濃度

５ｍＭ，ＮａＣ１０．１０Ｍ，Ｉ＝０．１０）。各ｐＨの試料溶液作成に用いたＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒを衰

１に示す。

表１試料溶液作成に用いたＢｕ鮎ｒ　′

ＰＨ Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ

３．７７　　５ｍＭＣｉｔｒａｔｅＢｕｆｆｂｒ＋ＮａＯＨ

４．７２　　５ｍＭＣｉｔｒａｔｅＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ・

５．３２　　５ｍＭＣｉｔｒａｔｅＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

５．７８　　５ｍＭＭＥＳＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

６．２８　　５ｍＭＭＥＳＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

６．７１　　５ｍＭＭＯＰＳＯＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

７．１３　　５ｍＭＭＯＰＳＯＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

７．４３　　５ｍＭＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

７．８１　　５ｍＭＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

８．１６　　５ｍＭＴＡＰＳＢｕｆｆｔｒ＋ＮａＯＨ

８．６０　　５ｍＭＴＡＰＳＢｕｆｆｅｒ＋ＮａＯＨ
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１－２－４－１．可視・紫外線吸収スペクトル測定法

（ａ）ベースライン補正

溶液での測定においては溶媒の吸収が影響する。これを除くために，測定前に試

料溶液と同一の溶媒のみがはいったセルをセルホールダにセットしてベースライン

測定を行い，各測定に対応したベースラインを設定する。

（ｂ）測定条件

すべての操作は２５±０．５℃において，２回行った。

１－２－４－２．蛍光スペクトル測定法

（ａ）装置関数の測定（スペクトル補正）

通常のスペクトル測定では，装置（分光器，ホトマル等）の波長特性の影響を受け

るため，試料固有のスペクトルを測定することができない。そこで，装置の波長特

性に影響されない試料固有のスペクトルを測定する場合には，スペクトル補正が必

要である。そこで，スペクトル補正を行う場合は装置の波長特性を測定し，装置関

数として記憶させ，補正することが必要になる。装置関数の測定は，励起側と蛍光

側において行う。

励起側の装置関数を測定するために，光量子計としてローダミンＢをセルホールダ

にセットし，波長走査を行う。装置関数の読み込みは自動で行われる。この時測定

可能な範囲は２００～６００ｎｍである。次に蛍光側の装置関数を求める。蛍光側関数の

測定を行うためには，励起側装置関数の測定が終了している必要がある。試料室の

セルホールダに拡散素子をセットして，蛍光側（２００～６００ｎｍ）における装置関数測

定を開始する。装置関数を求めた励起側分光器からの光を基準にして，励起／蛍光

両波長を同時走査し，励起側，蛍光側の装置関数が組み合わされた関敏を求め，そ

れを先に求め得た励起側の装置関数で割ることにより，蛍光側装置関数を求める。

この時測定可能な波長は２００～６００ｎｍである。さらに，蛍光側における６００ｎｍ以

上の長波長における補正を行うために，波長特性が既知のランプの光を蛍光側分光

器に入射させ，蛍光側の長波長域での装置関数を求める。この測定には，副標準光

源を用いる。副標準光源を装置に取り付け，減光板を資料室にセットして光源部の

位置を調整する。副標準光源の電源を入れ，蛍光側（５００～９００ｎｍ）において波長走

査し，装置関数測定を行う。これにより５００～９００ｎｍにおける補正が完了する。以

上の操作を行い，装置関数を記憶させスペクトル補正を行った。
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（ｂ）測定条件

すべての操作は２５℃±０．５℃で行った。ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１），ＮＢＤ－【１２］ａｎｅＮ，（２）の励

起波長はともに４８０ｎｍとした。

（ｃ）皇子収率の計算１０，１１）

光化学反応において，反応系に吸収された光量子の数に対する反応した分子の数
／

の比のことを量子収率といい，蛍光における量子収率は吸収された光量子数と放出

された光量子数との比で表される。蛍光量子収率の測定法には，光量子数の比を直

接求める絶対測定と，標準蛍光物質の蛍光と比較して求める相対測定の２種類があ

る。相対測定を行う際の標準物質（既知の量子収率を持つもの）は試料物質と同じ波

長領域に発光ピークを示す物質を選択する。測定条件は試料物質と同一条件下（分

光蛍光光度計，励起波長，スリット幅，温度等を同一にする）で行い，その蛍光強

度と比較した相対強度値（相対量子収率）を算出する。今回の測定では，標準蛍光物

質としてＦｌ。。ｒｅＳＣｅｉ。の０．１０ＭＮａＯＨ溶液（４）＝０．８５）９）を用い，相対測定により量

子収率を求めた。

①標準蛍光物質の溶液調製：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎの０．１０ＭＮａＯＨ溶液を作り，可視・紫外

線分光光度計で吸収スペクトルを測定し，試料溶液と同じ程度の吸光度を示す濃度

に調製した。本研究では，５ＬＬＭＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎの０・１０ＬＭＮａＯＨ溶液を基準溶液として

用いた。

②量子収率の求め方：調製した標準試料（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）溶液および試料（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ，

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３）溶液を励起波長４８０ｎｍで測定して得た結果から，次式を用いて量

子収率を算出した。

４）Ⅹ　＝　ｄ）ｓｔ・ＦＡｘ・Ａｓｔ／ＦＡｓｔ・Ａｘ

¢Ⅹ：試料物質の量子収率

¢ｓｔ：標準物質の量子収率

即ｋ：試料物質のピーク積分値（面積）

Ｆ鎚ｔ：標準物質のピーク積分値（面積）

先：試料物質の吸光度

在ｔ：標準物質の吸光度
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１－２－５．油水分配係数の測定法

ｐＨによ引由水分配係数の変化を測定するため，水屑にはｐＨ４・５４，５・５９，６・４０，

７．３９に調整したＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｅｒを用いた。用いたＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒを表２に示す。

表２　分配係数謝定に用いたＧｏｏｄ，ｓＩ如恥ｒ

Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ

４．５４

５．５９

６．４０

７．３９

１０ｍＭＣｉｔｒａｔｅＢｕｆｆｔｒ／ＮａＯＨ／０．１０ＭＮａＣｌ

ｌＯｍＭＣｉｔｒａｔｅＢｕｆｆｔｒ／ＮａＯＨ／０．１０ＭＮａＣ１

１０ｍＭＭＯＰＳＯＢｕｆｆｅｒ／ＮａＯＨ／０．１０ＭＮａＣ１

１０ｍＭＨＥＰＥＳＢｕｆｆｅｒ／ＮａＯＨ／０．１０ＭＮａＣｌ

（ａ）溶媒の調製

①水飽和１－オクタノールの調製：トオククノールをガラス製容器に入れ，飽和に必

要とする以上の各Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒを加え，‘８時間振塗し分離した。

②１－オクタノール飽和水の調製：各Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒをガラス製容器に入れ，飽和に必

要とする以上のトオクタノールを加え，８時間振塗し分離した。

（ｂ）試料溶液の調製

溶媒の量，溶媒体積比及び被験物質の使用量の設定は次の要因をもとに設定する０

（１）予備試験で得られた分配係数の推定値

（２）必要な水屑および１′－オクタノール層中の被験物質の量が用いる分析方法の感度に

適していること

（３）水屑およびトオクタノール層中の被験物質の濃度は，０．０１ｍｏｌ／Ｌ以下であり，

かつそれぞれの層の溶解度以下であること

（４）平衡溶液中に占める溶媒の全体積の割合はほぼ一杯（９０％以上）であること

以上をもとに，水層とトオクタノール層の比を決定した（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ；１：３，

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３；１‥５）。分析方法としては可視・紫外線吸収スペクトル法を用いた０

この分折方法では測定に必要な用量が２～２．５ｍＬであるため，水屑を４ｍＬとした０

試料溶液には溶媒としてトオクタノール飽和水（１－２－５ａ参照）を用いた。調製方

法ならびに試料濃度（２０けＭ）は分光分析と同様とした（１－２－４参照）０

（ｃ）測定条件

分液操作は２５℃±２℃において，吸光測定は２５℃±０．５℃条件下で行った０
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（ｄ）測定方法

各ｐＨの試料溶液（水層４ｍＬ）と１－オクタノール（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ測定：２０ｍＬ，

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３測定：８．ＯｍＬ）をコニカル・チューブに入れ，２５℃で１時間振返し

た。その後２０分間遠心分離を行い，油層と水屑に分離した。遠心機は温度制御ので

きない装置を使用したため，遠心後１時間以上試験温度に保ち，再び平衡状態とし

た。二層が完全に分離していることを確認し，ピペットを用いてオクタノール層を

静かに取り除いた後，新しいピペットの先端を水屑の下部に挿入し，約３分の２以

下の水層を採取した。この水屑を用いて可視・紫外線吸収スペクトルを測定（測定

法に関しては１・２・４・１参御し，油水分配率を算出した０油水分配率は次式を用

いて算出した。

Ｒ）Ｗ　＝　Ｃｏ　／Ｃｗ

貝）Ｗ：油水分配係数

ｃ。：トオクタノール層中の被験物質濃度‾（ｍｏｌ几）

Ｃｗ：水屑中の被験物質濃度（ｍｏｌ几）

（ｅ）空試験

コニカル・チューブへの化合物の吸着による影響を調べるため，空試験を行った。

コニカル・チｉ－ブに試料溶液のみを入れ，同条件で撹拝振塗し，この溶液を用い

てチューブへの吸着の有無を検討した。本研究ではＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３と

もに，チューブへの吸着は見られなかった。
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１－２－７．蛍光プローブの細胞への適用法１２）

１－２－７－１．蛍光プローブの細胞内への導入試験

試料溶液は２５ｍＭＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ（ｐＨ７．４）を用いて希釈調整した。

３７℃；５％（Ⅴ／ｖ）ｃｏ２存在下で２４穴プレートにまいたラット白血病化好塩基球細

胞（ＲＢＬ－２Ｈ３細胞）を３８時間培養し，培地をアスビレー卜した。これを３７℃ＨＥＰＥＳ

Ｂｕｆｆｔｒで洗浄した後，同温のＨＥＰＥＳ Ｂｕｆｆｔｒ２００トＬＬを加え，３７℃で５分間インキュ

ベー卜して安定化した。この細胞に試料のＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ溶液２００トＬＬ（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ：

１００ｐＭ，５０ＬＩＭ，２５ｐＭ，１０ＬＬＭ，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３：５０ＬＬＭ，２５ｐＭ，１０ＬＬＭ，５ｐＭ）

を添加し，３７℃，５％（Ⅴ／ｖ）ｃｏ２存在下でインキュベー卜した（８ｈ，４ｈ，２ｈ，１ｈ，

０．５ｈ）。その後，細胞を洗浄して，細胞外に存在する試料を取り除き，蛍光顕微鏡

で観察した。

１－２－７－２．トリバンプルー染色法による細胞毒性試験

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３の細胞毒性をトリバンプルー染色法により検討した。

トリバンプルーは１００ｍＬのＰＢＳ（－）に撹押して溶解したものを用いた。

ＨＥＰＥＳ ＢｕｆｆｔｒでＲＢし２Ｈ３細胞を洗浄し，３７℃ＨＥＰＥＳ Ｂｕｆｆｔｒ２００トＬＬを加えて５

分間水浴上で放置した後，試料のＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ溶液２００ＬＬＬを添加し，３７℃，５％（ｖ／ｖ）

ＣＯ２存在下でインキュベー卜した。培地をアスビレート後，２００凪のＰＥＴ溶液を加

え，３．５分インキュベート行った。細胞がそこから剥がれていることを顕微鏡で確認

し，細胞懸濁液を１．５ｍＬマイクロチューブに移して遠心分離（チビタン，１５秒）し

た。上浦を吸い取り，ＨＥＰＥＳＢｕｆｆｔｒ２００ＬＬＬを加えて泡立てない様注意しながら懸濁

した。これに２０匹Ｌのトリバンプルー溶液を加え，直ちに血球計算版で細胞をカウ

ントした。青く染色された細胞を死細胞と判定した。
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１－３．結果および考察

１－３－１．蛍光プローブの合成（

（ａ）ＮＢＤ・ＣｙＣｌｅｎの合成

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎは下図に示す反応経路で合成した０

ｒＨｒ
Ｈ２Ｎ ＮＨ２

Ｈ㌃ＨＩＨ

３ｅヴ　　　Ｏ

Ｈ。Ｃ◎鞍Ｏ
Ｃｌ

ｉｎＮａＯＨαｑ／ｔｏｌｕｅｎｅ

７９％

３ｅを　　　Ｏ

Ｈ３Ｃ②鞍Ｏ
Ｃｌ

３ｅｑ（Ｅｔ）３ＮｉｎＣＨ２Ｃ１２，

６７％

しＪ‾Ｔｓ

Ｔｓ－Ｎ

Ｔｓ

４Ｔ㌻ＣｙＣｌｅｎ

０（ＣＯＯＣ（ＣＨ３）３）２

Ｔｓ

「ん１－ＴｓＴｓ－Ｎ

Ｈ Ｈ

Ｔｓ Ｋ２ＣＯ３ｉｎＤＭＦ

「ん１てｓＴｓ一○

Ｈ

ｉ）△ｉｎ。．Ｈ２ＳＯ４ｒ、Ｎ「
ＨＮ ＮＨ

霊還　しＨＪ
４５％　　　　　ＣｙＣｌｅｎ

「
Ｈ
Ｎ

「
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（ｂ）ＮＢＤヰ１２】ａｎｅＮ。の合成

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，は下図に示す反応経路で合成した。
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Ｔｓ

㌫Ｔｓ

ｉｎ４７％ＨＢｒαヴ／ＣＨ３ＣＯＯＨ

ｐＨｌｌｗｉｔｈ２８％ＮＨ３ａｑ
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Ｃ（ＮＢＤ－Ｃｌ

ｉｎＴＨＦ
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１－３－２．溶液内化学種の検討

（ａ）プロトン化反応の検討

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎおよびＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３は，ポリアミン化合物であり，生理ｐＨの水溶

液中ではプロトン化する（Ｌ・Ｈ＋ごＬ・２Ｈ＋）。そこで，本研究で合成した新規蛍光プロ

ーブのプロトン化定数（穐：酸解離定数の逆数）を，ｐＨ滑走法を用いて検討した。

測定は，２５．０±０．１℃，イオン強度０．１０Ｍ（ＮａＣｌ），配位子初期濃度１．ＯｍＭ（すべ

てのアミンがプロトン化した状態）の水溶液を用いて行った。得られた滴定曲線を，

図４に示す。ＮＢＤＨＣｙＣｌｅｎおよびＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３の酸解離平衡反応は，独立した一塩

基酸として取り扱えたので，以下に示す溶液内マスバランスの式により挽を算出し

た。その場合，計算に使用する滴定データは，アルカリ溶液０．１当量から０．９当量

の間のｐＨと滴定液の当量数を用いて，個々の測定点から求まる屯値の平均を最終

値とした。

酸解離平衡反応：Ｌ（配位子）＋Ｈ＋ごＨＬ＋

粍＝［ＨＬ＋］／（［Ｌ］×ａＨ＋）

（ｉ）ＰｒｏｔｏｎＭａｓｓＢａｌａｎｃｅ

ＡＬ＝ＥＱＸＣＬ－［ＯＨｌ＝［Ｌ］

一一ＥＱ一一ｉｓｔｉｔｒａｎｔ（ａｄｄｅｄＮａＯＨ）ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｖａｌｕｅａｔｅｖｅｒｙｔｉｔｒａｔｉｏｎｐｏｉｎｔ・

ＨＣＬ‖ｉｓｔｏｔａｌｌｉｇａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔｅｖｅｒｙｔｉｔｒａｔｉｏｎｐｏｉｎｔ・

（ｉｉ）ＬｉｇａｎｄＭａｓｓＢａｌａｎｃｅ

ＣＬ＝［Ｌ］＋［ＨＬ＋］＝［Ｌ］×（１＋ＫｂＸａＨ＋）

Ｆｒｏｍｔｈｅａｂｏｖｅｔｗｏｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｎｅｃａｎｄｅｒｉｖｅｆ０１ｌｏｗｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓ．

ＣＬ＝ＡＬＸ（１＋ＫＬＸａＨ＋）

ＲＬ＝（ＣＬ－ＡＩ）／（ＡＬＸａＨ＋）
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０　　　１　　　２　　　３　　　４

印（ＯＨ－）

図４　ＮＢＤ・ＣｙＣｌｅｎおよびＮＢＤ・【１２】ａｎｅＮ。のｐＨ滴定曲線

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３の二つのプロトン化定数（ｌｏｇＫｂ）は，＞９および４．９６±０・０２，

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎの三つのプロトン化定数は，１０．５±０．１，６．１１±０．０２，＜３である。滑走

の途中（ｐＨ９以上）でＮＢＤ→［１２］ａｎｅＮ，は，水溶性の小さいフリーの配位子となり沈

殿した。また，ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎは，ＰＨ＞１０のアルカリ性条件下でゆっくりとアルカリを

消費して分解した。生理ｐＨにおいては，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３およびＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎは，モ

ノプロトン化した化学種として存在し，数日間放置しても安定であった（後述のＵＶ

および蛍光分析により確認した）。ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，およびＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎの水溶液内酸

塩基平衡反応式を図５に示す。
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図５　ＮＢＤ・【１２１ａｎｅＮ。およびＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎの溶液内平衡式
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（ｂ）亜鉛（ⅠⅠ）イオンとの錯体生成反応の検討

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，およびＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎと亜鉛（ＩＩ）イオンとの錯体生成反応についてｐＨ

滴定法を用い検討した。滴定は，１ｍＭの亜鉛イオン共存下，上記プロトン化反応と

同じ条件で行った。その結果，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３は亜鉛錯体を形成しないこと，ＮＢＤ－

ｃｙｃｌｅｎは中性ｐＨで亜鉛錯体を形成した後，ノ　ｐＨ８付近でＮＢＤ部分が分解するアル

カリを消費することが明らかとなった。Ｃｙｃｌｅｎは，亜鉛（ＩＩ）イオンと１：１の錯体

を形成し，生理ｐＨで求核性を有する亜鉛（ⅠⅠ）水酸化物イオンを形成することが知

られている。したがって，この亜鉛（ⅠⅠ）オンによるＮＢＤ分解反応は，亜鉛に配位

した水酸化物イオンがＮＢＤ部分を求核攻撃することにより促進されていると考えら

れる（下図参照）。

≦二二＝

√Ｎ１Ｈ

しＨＪ

＋Ｚｎ２＋

＞二

＋ＯＨ‾

ｐＨ－８

亜鉛錯体生成によるＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎの分解
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１．３＿３．分光学的性質の検討

（ａ）可視・紫外線吸収スペクトル測定法および蛍光スペクトル法を用いた

ｐＨによる分光学的性質の変化の検討

ｐＨ滴定の結果より，化合物１，２は生物学的ｐＨ範囲内（ＰＨ４～８）でプロトン化

する（Ｌ・Ｈ・ごＬ・２＝・）（ト３－２参照）。そこで，化合物のプロトン化による分光学的性

質への影響を検討するため，可視・潔外線吸収スペクトル測定法および蛍光スペク

トル法を用いて，ｐＨによるスペクトルの変化を測定した０

（ａ）ＮＢＤ・ＣｙＣｌｅｎ

吸
光
度

３５０　４００　４５０　５００　　　５００　５５０　　６００

波長（ｎｍ）

（ｂ）ＮＢＤ－［１２】ａｎｅＮ３

蛍
光
強
度

３５０　４００　４５０　５００　　　５００　　５５０　　６００

波長（ｎｍ）

蛍
光
強
度

図‘ｐＨによるＵＶ吸収スペクトルおよび蛍光スペクトル変化

：（ａ）２０ＬＬＭＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ，２５℃，ＰＨ４・７２，５・７８，６・７１，７・４３，８・１６（５ｍＭＧｏｏｄ’ｓ

、Ｂｕｆｆｔｒａ），Ｉ＝０．１０（ＮａＣｌ）（ｂ）２０ＬＬＭＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３，２５℃，ＰＨ３・７７，４・７２，５・７８，

６．７１，７．４３，８．１６（５ｍＭＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｅｒａ），Ｉ＝０・１０（ＮａＣｌ）

ａ）１－２－４　表１参照
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図６にｐＨを変化させた時のＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（ｌ）とＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，（２）の吸収スペク

トル・蛍光スペクトルを示す。

吸収スペクトル測定の結果，ｐＨの低下と共に，極大吸収波長が１（図６ａ）では４８２

ｎｍから４７４ｎｍ，２（図６ｂ）では５００ｎｍから４７９ｎｍに浅色移動し，等吸収点（１：４５７

ｎｍ，２：４７２ｎｍ）を持つスペクトル変化が観察された。次に，励起波長４８０ｎｍで異

なるｐＨ下における１，２の蛍光スペクトルを測定したところ，ＰＨ低下（プロトン

化）に伴い極大発光波長は浅色移動した。また，１の５４０ｎｍ（んｘ４８０ｎｍ）におけ

る蛍光は約２．７倍増強し，２の５５４ｎｍ（Ａｅｘ４８０ｎｍ）における蛍光は約１．５倍増強し

た。この結果は，化合物．１，２がプロトン化することにより，分子内の電子状態が

大きく変化していることを示している。さらに，等吸収点を持つことにより　２波長

励起１波長測光法が可能となるため，より正確な細胞内ｐＨ差の検出を行うことが可

能である。　　　　′

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１）とＮＢＤ一［１２］ａｎｅＮ，（２）の各ｐＨにおける測定結果を表３，図７にま

とめた。

表３　各ｐＨにおける分光学的パラメーターの値

ｐＨ

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ
－ＮＢＤ－［１２］ａｈｅＮ３

入ｍａｘ　 入ｅｍｍａＸａ） Ｅ（×１α）ｂ） ４）（％）Ｃ） 入ｍ弧　 入ｅ。ｍ弧ａ） Ｅ（×１ふ）ｂ） ¢（％）Ｃ）

３．７７ ４７３　　　 ５３７　　　 ２．２８　　　 ５．５０ ４７９＿　　　 ５４２　　 ■２．５５　　　 ２．８２

４．７２ ４７４　　　 ５３６　　　 ２．３２　－　　 ５．５７ ４８５　　　 ５４５　　　 ２．６７　　　 ２．４２

５．３２ ４７６　　　 ５３７　　　 ２．３６　　　 ４．７１ ４９０　　　 ５５０　　　 ２．９７　　　 １．９１

５．７８－ ４７８　　　 ５３６　　　 ２．４４　　　 ４－．０１ ４９５　　　 ５５３　　　 ３．１５　　　 １．６９

６．２８ ４８１　　　 ５３９－　　　 ２．５８　　　 ２．９０ ４９８　　　 ５５４　　　 ３．２８　　　 １．５９

６．７１ ４８２　　　 ５３９　　　 ２．７２　　　 ２．２５ ５ｂｏ　　 ５５４　　 ｒ３．３２　 １．５４

７．３ ４８３　　　 ５４０　　　 ２．７９　　 １．９２ ５００　　　 ５５４　　　 ３．３４　　 １．５６

７．４６ ４８３　　　 ５３９　　　 ２．８０　　　 １．８０ ５００　　　 ５５５　　　 ３．２８　　 １．５３

７．８１ ４８３　　　 ５５６ 、　 ２．８１　　 １．８１ ５００　　　 ５５６　　　 ３．３０　　　 １．５３

８」１６ ４８２　　　 声３９‘　 ２・８２　　 １．７３ ５００　　　 ５５４　　　 ３．２７　　 １．４６

８．６０ ４８１　　　 ５４０　　　 ２．７８　　　 １．５６ ５００　　　 ５５６　　　 ３．２０　　 １．３７

２５℃，ａ励起波長４８０ｎｍ，ｂモル吸光係数，Ｃ量子収率
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図７　ｐＨと各種分光学的パラメーターの変化

．２０ｐＭＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（５ｍＭＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ，Ｉ＝０・１０（ＮａＣｌ），２５℃），●２０ｐＭＮＢＤ－

［１２］ａｎｅＮ３（５ｍＭＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｅｒ，Ｉ＝０・１０（ＮａＣｌ），２５℃），（ａ）極大吸収波長，

（ｂ）モル吸光係数，¢）蛍光スペクトル積分値（４９０ｎｍ～６９０ｎｍ），（ｄ）量子収率

これらの結果はｐＨ滴定の結果（ｐち６・１１（１），４・９６（２））と一致した挙動を示す。

このことより，スペクトル変化は，プロトン化による発色団の電子密度の変化によ

るものであることが確認された。ｐＨと蛍光強度との間に，１はｐＨ５・５～６・５付近で，

２ではｐＨ４．５～５・５付近で直線関係が見られることより，酸性ｐＨ環境下におけるｐＨ

測定に適していると考えられる。
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（ｂ）蛍光強度増大の機構

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１）とＮＢＤ一【１２］ａｎｅＮ３（２）は，ＰＨ低下に従って極大吸収波長が低波長

にシフト（浅色移動）し，モル吸光係数（ｅ）が減少した。これは，このｐＨ範囲内（ＰＨ

３～９）に両化合物とも２番目のｐ屯を持つことより，発色団であるＮＢＤ基に直接結

合している窒素原子がプロトン化（Ｌ・Ｈ＋ごＬ・２Ｈ＋）による影響を受けるためであると

考えられる。プロトン化していない状態では，窒素原子は甲２混成軌道を取り，非共

有電子対がク軌道上に存在する。この非共有電子対が発色団の共役系に関与するこ

とにより，発色団の共役系が伸びる。しかし，この窒素原子がプロトン化（ただし，

他のアミンと共有）すると，この非共有電子対はプロトンとの配位結合により甲３混

成軌道を形成し，発色団の共役系からはずれる（図８）。以上のことから，プロトン

化することにより共役系が短縮するため，極大吸収波長は浅色移動し，モル吸光係

数の減少が見られたと考えられる。

また，ｐＨ低下による極大発光波長の浅色移動も，同様の機構によるものと考えら

れる。蛍光強度の増大機構としては，プロトン化により，非共有電子対が孤立で存

在するときに生じる無輯射遷移過程が阻害されるため，つまりプロトン化すること

によって，アミンによる消光作用が排除されるため蛍光強度が増大すると考えられ

る。

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ

蛍光強度分

ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３

ち＝１０４・９６Ｍ－ｌＨ

蛍光強度分

図＄　プロトン化による混成軌道の変化
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ト３．４．細胞内移行性の検討

ｐＨによる油水分配係数の変化を測定することにより，蛍光プローブの細胞膜透過

性を検討した。その結果を図９に示す。ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３とＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎの分配係数を

比較すると，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３はＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎより脂溶性が高く，より細胞内へ移行し

ゃすいと考えられる。また，両化合物とも低ｐ＝環境下では，化合物のプロトン化に

ょる極性変化により分配係数の低下が見られた０これは，これらの化合物は細胞内

で脂溶性の膜に囲まれた酸性オルガネラへ移行し，オルガネラ内でプロトン化する

ことによって脂質膜を再透過しにくくなることを示唆している０したがって，一旦

酸性オルガネラ内へ移行すろと，漏出せずに内部に留まると考えられる０以上の結

果と蛍光分析の結果を併せて考えると，これらの蛍光プローブは酸性オルガネラ内

（ｐＨ４・５～ｐ＝６・５）に移行した状態でも蛍光を保持するため，酸性オルガネラ領域の可

視化用蛍光プローブ，、または染色用色素としての利用が期待できる０

（ａ）ＮＢＤ・ＣｙＣｌｅｎ （ｂ）ＮＢＤ－【１２】ａｎもＮ３

４　　　　５　　　　６　　　　７　　　　＄

ｐＨ

図，ｐＨによる水／オクタノール分配係数の変化

（ａ）２０ｕＭＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（Ｏｃｔａｎｏｌ飽和１０ｍＭＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ，Ｉ＝０・１０（ＮａＣｌ）／１０ｍＭ

Ｇｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ飽和Ｏｃｔａｎｏｌ，２５℃），（ｂ）２０ｐＭＮＢＤ－【１２］ａｎｅＮ３（Ｏｃｔａｎｏｌ飽和１０ｆｎＭ

Ｇ。。ｄ，ｓＢ。飴ｒ，Ｉ＝０．１０（ＮａＣｌ）／１０ｍＭＧｏｏｄ，ｓＢｕｆｆｔｒ飽和Ｏｃｔａｎｏｌ，２５℃）
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１・３・５．ＮＢＤ・ＣｙＣｌｅｎとＮＢＤ・［１２】ａｎｅＮ。を用いた細胞染色

今回合成した蛍光プローブは塩基性化合物であることから，細胞内で酸性領域に

移行すると考えた。そこで，ラットの白血病化好塩基球細胞（Ｒ丑Ｌ－２Ｈ３細胞）を用

いて，細胞内への移行能力とその分布を検討した。その結果，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３（２）は

５ｐＭ以上の濃度，３０分以上の細胞曝露で細胞内への移行が観察された。ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ

（１）は１０匹Ｍ以上の濃度，３０分以上の曝露により細胞内への移行は確認できたが，

蛍光強度が弱く検出が難しかった。図１０に蛍光顕微鏡で検出したＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，を

２５叶Ｍ，１時間曝露後の細胞内蛍光分布図を示す。１および２は細胞内における局所

的な移行が見られたことより，これらは酸性オルガネラ領域へ移行したと考えられ

る。

この結果より，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３はＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎと比べて細胞内に取り込まれやすい

ことが明らかとなった。これは，油水分配係数測定の結果と一致する。

図１０　ＮＢＤ－【１２】ａｎｅＮ。のＲＢＬ・２Ｈ３細胞内分布図

ＲＢＬ－２Ｈ３ｃｅ１１ｓ，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３，２５ＬＬＭ，１時間曝露後

１－３－６．ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎとＮＢＤ・け２】ａｎｅＮ。の細胞毒性

ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎとＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３の細胞毒性について，トリバンプルー染色を用いて

検討した。その結果，ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎは１ｍＭにおいて９８％，ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ，は１００い．Ｍ

において９７％の生存が確認され，両化合物ともにこの濃度において細胞毒性を示さ

ないことが確認された。

－３１－



１－４．　まとめ

本研究では，分子内蛍光発色団としてＮＢＤを持つ環状ポリアミン系蛍光試薬

（ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ（１），ＮＢＤ－［１２］ａｎｐＮ３（２））を合成したｏ ＮＢＤ－Ｃｌはアミノ基の検出用蛍光

試薬として市販化されている化合物であり，これをポリアミンと反応させることに

ょって，それ自身も蛍光を持つ新規の蛍光プローブの開発を行った０合成した蛍光

プローブの特性を，ｐ＝滴定，ＵＶ測定，蛍光測定，さらに培養細胞を用いた実験で

検討した。

その結果判明したこれらの化合物の特性は以下の通りである。

①それぞれ弱酸性領域にｐ屯を一つずつ持つ。

（ＰＫ２６．１１：ＮＢＤ－ＣｙＣｌｅｎ，４・９６：ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３）

②ｐＨ低下にともない蛍光が増強する０また，ｐ＝により可視・紫外線吸収スペクト

ルも変化を示す。

③ＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３は油水分配係数Ｐ＝０・２３（ＰＨ７・４）であり，細胞内において局所的

に移行し蛍光を発する。また，高濃度でも細胞毒性を示さない。

動物細胞内には，エンドソーム，リソソーム，シナプス小胞，クロマフィン小胞

などの液胞系の多彩な酸性オルガネラが存在しており，これらオルガネラの内部は

いずれもｐＨ４・５～６・５となっている。従って，これらのプローブは細胞膜を通過し，

脂質膜に囲まれ内部が酸性に保たれている酸性オルガネラへ移行するとプロトン化

（Ｌ・Ｈ・ごＬ・２打）すると考えられる０油水分配率の測定により，プロトン化すると膜透

過性が大幅に減少することが判明し，酸性オルガネラ移行後は頼粒外へほとんど漏

出しないと考えられる。また酸性環境下で蛍光が増強する点でも，酸性領域を可視

化する試薬として好都合な性質を持つプローブであるといえる。　　　　　、

さらに，培養細胞を用いた実験結果より，本研究で合成した化合物２を用いると

局所的な移行が確認された。この時染色されたのはｐＨの低い領域であると考えられ，

リソソーム等の酸性オルガネラの可視化を行うことが可能であることが判明した０

これらの化合物は高いモル吸光係数を有しており，酸性顆粒内物質の開口放出現象

の測定等に用いた場合には，蛍光による可視的な検出に加え，可視・紫外線吸収ス

ペクトル法による測定も可能であると考えられる。

また，これら新規蛍光プローブは，光照射による構造破壊を受けにくい安定な化

合物であることが確認された。さらに，水溶性で励起波長が可視部に存在するとい

う利点も持つ。

以上のことから，長時間の測定にも耐えうる細胞に添加しやすい蛍光プローブで

あると言える。従って，新規蛍光プローブＮＢＤ－［１２］ａｎｅＮ３は，細胞内の酸性オルガ

ネラを染色するための蛍光プローブとしての利用が期待できる。
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