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序論 

 

 

ビスマスの利用法 

ビスマス (209Bi) は, 周期表第 15 族, 第 6 周期に位置する典型重元素である。209Bi は準安

定同位体であるものの, その半減期は 1.9 × 1019年と非常に長く, 1安定な非放射性の元素と

して扱われている。周期表においてビスマスの周囲に位置するヒ素 (As), アンチモン (Sb), 

タリウム (Tl), 鉛 (Pb), 水銀 (Hg), ポロニウム (Po) に代表されるように, 重元素は一般的

に毒性が高い傾向がある。しかし, ビスマスは例外的に毒性が低いことが知られており, 2

次サリチル酸ビスマスや次没食子酸ビスマスは胃腸系疾患に対する経口製剤として用いら

れている。3–8 

有機化学, 有機金属化学分野においてのビスマスは, ルイス酸 9,10 や酸化剤,11–13 アリール

化剤 14–18など反応試薬としての利用が一般的である。例えば, 三塩化ビスマス (BiCl3) やト

リフルオロメタンスルホン酸ビスマス(III) (Bi(OTf)3) はルイス酸として働き, 毒性が低く, 

比較的安価であることからグリーンケミストリーの観点からも近年注目されている。これ

ら以外にも, ビスマスのルイス酸性に着目した研究は盛んに行われている。19,20また, 5 価の

ビスマス化合物は酸化能が高く, 3 価ビスマスへ容易に還元されることから, 酸化剤として

も利用される。さらに, 有機ビスマス化合物は炭素–ビスマス結合が比較的開裂しやすいこ

と, メタセシス反応を起こしやすいことを利用してアリール化剤としても用いられており, 

アミンやフェノール, -ケトン類のアリール化を可能にしている。21 このような反応剤とし

ての利用はいずれもビスマス特有の性質を利用したものであり, ビスマスの有用性は広ま

りつつある。しかしながら, 有機ビスマス化合物自身を機能性分子として利用した例は限ら

れている。既存の報告としては, 酵母に対する増殖阻害活性や培養細胞に対する抗がん活性

といったビスマス化合物の薬理活性に着目したもの 22–24 と, りん光性発光塗料としての利

用を目的としたもののみであり, 25ビスマスの独特な性質を鑑みるとその応用に関する研究

は十分ではない。 

このように, ビスマスは他の元素にはない特徴や有用性を秘めているにも関わらず, そ

の応用に関しては未開拓な部分が多く残されている。 

 

 

10位置換型ローダミン類の光学特性 

ローダミンは低分子蛍光色素の一つであり, 吸収・蛍光強度が大きいこと, 水溶性や光安

定性が高いこと, 生体に対する毒性が低いことが特長である。構造修飾が比較的容易である

ため, 蛍光の off/on などの機能付与や吸収・蛍光波長領域の調節がしやすく, 現在でも様々

なタイプの蛍光プローブの基本骨格として利用されている。26–28 
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ローダミンの吸収・蛍光波長域を拡張する戦略の一つとして, ローダミン骨格 10 位の酸

素原子を他のヘテロ原子に置き換える手法があり, これまでに炭素 (C), 29ケイ素 (Si), 30ゲ

ルマニウム (Ge), 31リン (P), 32,33硫黄 (S), 34,35セレン (Se), 36テルル (Te)37 等が 10位に組み

込まれたローダミン分子が報告されている (Figure 1)。中でも, ケイ素が組み込まれた Si-

ローダミンはテトラメチルロサミン (TMR) と比較して励起・蛍光波長ともに約 90 nm の長

波長化を達成しており, 現在では近赤外蛍光色素としてよく用いられている。この長波長化

は環外メチル基の炭素–ケイ素結合の σ*軌道とキサンテンの π*電子系間での軌道間相互作

用により, LUMO のレベルが低下し, HOMO–LUMO ギャップが小さくなることに起因して

いる。31,38また, リン (V) に置き換えた P-ローダミンは, 赤外～近赤外領域に吸収蛍光波長

を有し, また光退色耐性が高く, 新たな近赤外蛍光イメージングプローブの骨格として注

目されている。一方で, セレンやテルルといった 16 族の重元素に置き換えた Se-ローダミン

やTe-ローダミンは, Si-ローダミンや P-ローダミンのような吸収波長の長波長化は見られず, 

また蛍光もほとんど発しない。しかし, その重原子効果から, 励起光の照射により一重項酸

素を生成する光増感剤として機能することが知られている。一重項酸素は細胞傷害性を有

するため, 光増感剤投与と光照射を行なった細胞のみを選択的に殺傷することが可能であ

る。特に Se-ローダミンは特定の酵素存在下でのみ光増感能が回復し細胞障害性を示す選択

的活性化型光増感剤としての展開がなされている。39,40 

SiR650a

λabs = 646 nm, λem = 660 nm

NR666
b

λabs = 666 nm, λem = 685 nm

TMR-Sec

λabs = 581 nm, Φ(1O2) = 0.87

3O2

1O2

TMR-Ted

λabs = 597 nm, Φ(1O2) = 0.43

3O2

1O2

TMR

λabs = 549 nm, λem = 569 nm 
Substituted to

Se or Te

Substituted to

Si or P

 

Figure 1. Structures of 10-position substitueted rhodamine derivatives. aRef. 30. bRef. 32. cRef. 36. 

dRef. 37. 
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本研究の目的および方針 

典型重元素でありながら低毒性であるという性質はビスマスに特有のものである。しか

し, この点に着目し, これを利用した有機ビスマス化合物はこれまでに報告がない。そこで, 

本研究では低毒性な典型重元素としての有機ビスマス分子の新たな可能性を探索し, その

有用性を広げるべく, 生体利用可能な新規含ビスマス蛍光分子の開発を行なうこととした。

具体的には, ローダミンを基本骨格とした新規含ビスマス化合物の合成を行ない, その物

性および in vitro, in vivo レベルでの機能評価を行なう。さらに, 生体における物性制御機能

の修飾とその評価も行なう。本論ではその詳細について記述する。 
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本論 

 

 

第一章 新規蛍光分子ビスマスローダミンの開発 

 

第一節 BiRの分子設計 

序論で述べたように, ローダミン骨格 10 位にケイ素を組み込んだ Si-ローダミンの吸収・

蛍光波長の長波長化は LUMO レベルの低下によるものである。31同様の傾向は dithienosilole 

(DTS) 型の色素でも報告されており, チオフェンをケイ素で架橋した DTS は炭素で架橋し

た DTC よりも LUMO レベルが低下し, それによる長波長化がみられる。41さらに, チオフ

ェンをビスマスで架橋した DTBi2 はそれに対応する DTS2 と同程度の吸収帯を有している

ことが報告されている (Figure 2)。25 

 

Figure 2. Structures of carbon- or heteroatom-bridged bithiophenes. aRef. 41. bRef. 25. 

 

この知見を基に, ローダミン 10 位にビスマスを組み込むことで, Si-ローダミンと同程度

の長波長化が起きることを期待した。さらに, ビスマスの重原子効果から Te-ローダミンや

Se-ローダミンのような光増感能を有することも予測される。そこで, まずはビスマスロー

ダミンの光学特性を調査すべく,テトラメチルロサミン (TMR) を基本骨格とし, 10 位にフ

ェニルビスムチノ基を組み込んだ BiR を設計した (Figure 3)。 

Substituted to Bi

 

Figure 3. Structure of BiR. 
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ビスマスローダミン骨格の合成は, 対応するジブロモトリアリールメタンからローダミ

ン骨格を構築する手法を選択した。このようなローダミン合成法は小出らによる Si-ローダ

ミン合成 30や Zhou らによる P-ローダミン合成 32で用いられている (Scheme 1)。 

 

Scheme 1. Synthesis strategy of rhodamine derivatives from triarylmethane. 

 

 

第二節 BiRの合成 

Scheme 2 に BiR の合成経路を示す。2-メチルベンズアルデヒド 1 に対して 2 当量の 3-ブ

ロモ-N,N-ジメチルアニリン 2 を用いて 2 M 塩酸水溶液中で Firedel-Crafts 反応を行ない, ト

リアリールメタン 3 を収率 45%で得た。続いて, sec-BuLi を用いてトリアリールメタン 3 の

リチオ化を行なった後, ジクロロフェニルビスマスを加えて構造内にビスマスを有するジ

ヒドロキサンテン骨格を形成した。その後, 精製は行なわず, p-クロラニルを用いてビスマ

スローダミン (キノン構造) への酸化を行なった。最後に KPF6 を使った塩交換と再結晶に

より, 目的化合物である BiR をヘキサフルオロリン酸塩の暗緑色結晶として, 化合物 3より

収率 4%で得た。BiR の構造は, 1H NMR スペクトル, 13C NMR スペクトル, 高分解能マスス

ペクトル, 元素分析, および単結晶 X 線構造解析 (次節参照) により同定した。 

 

Scheme 2. Synthesis of BiR. 

 

第三節 BiRの X線結晶構造解析 

得られた BiR の単結晶 X 線結晶構造解析を行なった (Figure 4)。ビスマス原子は平面構造

のキサンテン骨格内に組み込まれており, 結合している 2 つのフェニル基との角度は 89.8° 

(C1–Bi1–C8) であった。また, 10 位のビスマスに結合したフェニル基は, キサンテン平面に

対して直行しており, ビスマスと直接結合した炭素原子がなす角度はすべてほぼ直角であ

った (C1–Bi1–C25: 92.4°, C8–Bi1–C25: 89.6°)。このような C–Bi 結合の直角三角錐構造は, 有

機ビスマス(III)化合物に特徴的なものであり, 第 6 周期元素であるビスマスの 6p 軌道と 6s
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軌道がほとんど混成軌道を形成せず, 6p 軌道が結合に寄与するためである。17,21,42,43また, こ

の構造的特徴から予測されるように, キサンテン 9 位のトリル基のメチル基と 10 位のフェ

ニル基の配向性から 2 種の幾何異性体が生じる可能性があった。しかし, 得られた BiR の結

晶構造ではメチル基とフェニル基がビスマスキサンテン平面に対し, 同一側にある異性体

のみが観察された。キサンテン平面中における C–Bi 結合はそれぞれ 2.236 Å, 2.226 Å と芳

香環における炭素–炭素結合 (1.39–1.43 Å) に比較して約 1.5 倍程度長くなっており(Bi1–C1 

= 2.226, Bi1–C8 = 2.236 Å), Bi1–C1–C6–C7–C9–C8からなる六員環において, 各炭素上のなす

角は 120°より大きく, ビスマス部位が突き出た歪んだ六角形構造となっていることがわか

った。さらに, C3–N1 (1.349 Å) と C12–N2 (1.335 Å) の結合長は一般的な単結合よりも短い

こと, 窒素原子上のメチル基がすべてビスマスキサンテン骨格と同一平面上に配置されて

いることから, 両窒素原子が sp2性を持ち, 炭素–窒素結合が二重結合性であること, 正電荷

が両窒素間で非局在化していること, および N1 から N2 まで π 共役系が存在していること

が示唆された。 

Bi1

C10

C9

C7

C6

C5

C3

C2C1

C8

C11

C12

C13
N2

N1

C4

C25

 

Figure 4. Crystal structure of BiR. Only selected atoms are labeled; hydrogen atoms, solvent 

(acetonitrile), and counter anion (PF6
−) molecules are omitted for clarity; gray: carbon; blue: 

nitrogen; purple: bismuth. Selected bond lengths (Å): Bi1–C1 = 2.226(5), Bi1–C8 = 2.236(5), 

Bi1– C25 = 2.283(7), C1–C2 = 1.389(6), C1–C6 = 1.426(7), C2–C3 = 1.412(6), C3–C4 = 

1.407(8), C3–N1 = 1.349(6), C4–C5 = 1.361(7), C5–C6 = 1.405(7), C6–C7 = 1.432(6), 

C7–C9 = 1.418(6), C7–C18 = 1.508(7), C8–C9 = 1.428(7), C8–C13 = 1.361(6), C9–C10 = 

1.449(7), C10–C11 = 1.331(7), C11–C12 = 1.411(8), C12–C13 = 1.421(7), C12–N2 = 

1.335(6). Selected angles (°) C1–Bi1–C8 = 89.8(2), C1–Bi1–C25 = 92.4(2), C8–Bi1–C25 = 

89.6(2), Bi1–C1–C2 = 116.1(4), Bi1–C1–C6 = 123.6(4), C2–C1–C6 = 120.2(5), C1–C2–C3 = 

122.7(5), C2–C3–C4 = 116.4(5), C2–C3–N1 = 122.3(5), C4–C3–N1 = 121.2(5), C3–C4–C5 = 

120.8(6), C4–C5–C6 = 124.1(6), C1–C6–C5 = 115.6(5), C1–C6–C7 = 126.2(5), C5–C6–C7 = 

118.1(5), C6–C7–C9 = 129.3(5), C6–C7–C18 = 115.1(5), Bi1–C8–C9 = 122.3(4), 

Bi1–C8–C13 = 115.0(4), C9–C8–C13 = 122.2(5), C7–C9–C8 = 127.3(5), C7–C9–C10 = 

119.0(5), C8–C9–C10 = 113.7(5). 
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第三節 吸収・蛍光特性 

DMSO (0.2% v/v) を共溶媒として用いて, HEPES緩衝液 (50 mM, pH 7.4) 中にて BiRの吸

収・蛍光スペクトル測定を行なった。BiR は吸収極大を 635 nm (ε = 77600 M−1 cm−1), 蛍光極

大を 658 nm に有し, 10 位が酸素原子であるテトラメチルロサミン (TMR) と比較してそれ

ぞれ 86 nm, 91 nm 長波長化していることが示された。また, 絶対蛍光量子収率を測定したと

ころ, 0.039 であった (Figure 5, Table 1)。 

 

Figure 5. (a) Absorption spectra of BiR (5 µM) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.5% 

DMSO). (b) Fluorescence spectra of BiR (2 µM) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.2% 

DMSO). Excitation was provided at 630 nm. 

 

Table 1. Photophysical properties of BiR and comparison with other xanthene-based 

fluorophores and photosensitizers. 

 

 

 

ローダミン骨格における酸素原子の代わりにケイ素 (Si) やリン (P) を組み込んだ Si-ロ

ーダミンや P-ローダミンも赤色領域に吸収・蛍光を有することが既に報告されている。一

方で, テルル (Te) やセレン (Se) といった重元素を組み込んだ Te-ローダミンや Se-ローダ

ミンでは同レベルの吸収波長の長波長化は見られず, また蛍光は検出不可能であることが

報告されており, 長波長化はビスマスを含む第 14族および第 15族元素に特有であると考え

られる。Table 1 に各種ローダミン類と BiR の比較について示す。 

また, 吸収, 蛍光いずれにおいても pH に対するスペクトルの変化はみられず, pH の変動
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に対しては安定であることがわかった (Figure 6)。 

 

Figure 6. (a) Absorption and (b) Fluorescence spectra of BiR (5 µM) in aqueous buffer at 

various pH (3.3, 5.4, 6.2, 6.7, 6.8, 7.3, 7.9, 8.2, 8.9, 11.1). For fluorescence measurement, 

excitation was provided at 630 nm. (c) Plot of absorption at 635 nm of (a) against pH. (d) Plot 

of fluorescence intensity at 658 nm of (b) against pH. 

 

 BiRの長波長化に関して, サイクリックボルタンメトリーによる酸化還元電位測定と密度

汎関数理論 (DFT) 計算から考察した。BiR とテトラメチルロサミン (TMR) のサイクリッ

クボルタモグラムを Figure 7a に示す。BiR はそれぞれ−0.99 V, 0.64 V に可逆な還元波と酸化

波を示した。一方, テトラメチルロサミンでは, −1.20 V, 0.80 V にそれぞれ還元電位と酸化電

位が観察され, BiR 比較して酸化電位が 0.16 V 高く, 還元電位が 0.21 V 低い結果となった。

それぞれの電位は化合物のHOMOおよびLUMOに対応するものであることから, 両電位間

の差を比較すると, BiR は TMR よりも HOMO–LUMO ギャップが狭いことがわかる。 

一方, DFT計算 (B3LYP/LANL2DZ) からも, LUMOレベルは大きく変化しなかったものの, 

BiR の HOMO レベルは顕著に上昇 (0.30 eV) しており,この上昇により TMR に比較して

HOMO–LUMO 間のエネルギー差が縮小している結果が得られた (Figure 7b)。なお, ビスマ

ス原子の軌道への関与は観察されなかった。 

 以上の結果から, 酸化還元電位, DFT 計算いずれの場合においても BiR は TMR と比較し

て HOMO–LUMO 間のエネルギー差が小さくなっていることがわかった。HOMO–LUMO 間

のエネルギー差は励起波長のエネルギーと対応している。すなわち, ここで得られた結果か

ら, BiR の励起エネルギーがテトラメチルロサミンの励起エネルギーより小さく, 励起波長

の長波長化と合致する結果が得られた。 
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Figure 7. (a) Cyclic voltammograms of BiR and TMR in acetonitrile (0.1 M 

tetrabutylammonium perchlorate as an electrolyte). The data were acquired with a glassy 

carbon electrode. The sample concentrations were 1 mM. The scan speed was 0.2 V s−1. (b) 

Energy diagrams and HOMO/LUMOs for BiR and TMR calculated using the 

B3LYP/LANL2DZ set. 

 

 

第五節 一重項酸素生成能の評価 

 ビスマスは重元素であることから, 骨格内にビスマス原子を含む BiR は重原子効果によ

る光増感作用を有すると予測した。実際, ローダミン骨格内の 10 位の酸素原子をテルルや

セレンといった重元素に置き換えた Se-ローダミンや Te-ローダミンは光照射により一重項

酸素を生成する光増感剤として機能することが報告されている (Table 1)。そこで, BiR に光

照射した際の一重項酸素生成能を評価した。ここでは, 比色型一重項酸素捕捉剤である 1,3-

ジフェニルベンゾフラン (DPBF) を利用することにした。DPBF は一重項酸素と反応すると

410 nm の吸収が消失するため, これにより一重項酸素の存在を確認することができる。ま

た, 標準物質として, 同励起波長帯にて光増感作用を示すメチレンブルー (MB) を用いた。 

Figure 8 に示すのは, BiR およびメチレンブルー (MB) 存在下で光照射した場合の DPBF

の吸光度変化ある。光源には赤色 LED (625 nm, 1.2 mW cm−2) を用いた。BiR および MB 溶

液に光照射した際には, DPBF の吸収が照射時間依存的に減少し, 一重項酸素が発生してい

ることが確認できた。一方, 光照射を行なわなかった場合には DBPF の吸収はほとんど変化

せず, BiR は光依存的に一重項酸素を生成することが示された。さらに, DPBF の吸光度の減

少速度から一重項酸素生成量子収率 Φ(1O2)を算出したところ, 0.66 であり, 汎用の光増感剤

である MB (Φ(1O2) = 0.52)44よりも効率よく一重項酸素を生成することがわかった。 
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Figure 8. Absorption spectral changes of DPBF upon irradiation with red light (625 nm, 1.2 

mW cm−2) in the presence of BiR (a) and MB (b). (c) Absorption spectral change of DPBF 

without irradiation in the presence of BiR. (d) Plots of absorption at 410 nm measured in (a), 

(b), and (c) against time. The data were collected every 1 minute. 

 

また, DPBF非存在下にて 60分間赤色光照射 (625 nm, 1.2 mW cm−2) をしたところ, BiRは

約 15%, MB は約 10%の吸光度減少を示した (Figure 9)。これらの結果から, BiR は MB と同

程度の光安定性を有するといえる。 

 

Figure 9. Absorption spectral changes of DPBF upon irradiation with red light (625 nm, 1.2 

mW cm−2) in the presence of BiR (a) and MB (b). (c) Absorption spectral change of DPBF 

without irradiation in the presence of BiR. (d) Plots of absorption at 410 nm measured in (a), 

(b), and (c) against time. The data were collected every 1 minute. 
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第六節 細胞中で機能評価 

生細胞中での BiR の機能評価を行なった。HepG2 細胞 (ヒト肝がん細胞) を BiR で 30 分

間処理したのち, 共焦点蛍光顕微鏡, Cy5 フィルターにて観察を行なった。その結果, 細胞中

でBiRの蛍光が観察され, BiRは細胞に容易に取り込まれることが明らかとなった。また, 小

胞体 (ER) 局在プローブ ER-Tacker Green との共染色の結果, BiR は ER に局在することがわ

かった (Figure 10)。 

ER-Tracker GreenBiR Merge

 

Figure 10. Colocalization assay of BiR (1 μM) and ER-Tracker Green (0.2 μM) in HepG2 

cells. Left and middle images were acquired using a Cy5 filter (BiR) and a FITC filter 

(ER-Tracker Green), respectively. The right image is the merged image of the left and middle 

images. Scale bars indicate 25 μm. 

 

次に, BiRで処理したHepG2細胞に赤色光 (608–648 nm, 9.0 J cm−2) を照射した後, ヨウ化

プロピジウム (PI, 死細胞染色剤) と Hoechst 3342 (全細胞の染色剤) で染色を行ない, それ

ぞれの蛍光を観察した (Figure 11)。BiR 処理のみ, 光照射なしの場合には PI で染色された細

胞は確認できず, BiR 自体の急性毒性は低いことがわかった。一方で, BiR 処理と光照射の両

方を行なった細胞では PI で染色された細胞が観察され, 顕著な細胞死が確認された。光照

射後ではBiRの蛍光がわずかに減弱しており, 細胞中では光照射によりBiRの分解が起きて

いることを示唆する結果が得られた。また, BiR 処理なし, 光照射のみのでは細胞死は確認

されなかった。 
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Figure 11. Fluorescence microscopic images of HepG2 cells stained with BiR followed by 

PI/Hoechst. Left column: images of the irradiated cells without BiR staining. Middle column: 

images of the non-irradiated cells stained with BiR. Right column: images of the irradiated 

cells stained with BiR. All the cells were treated with a mixture of PI and Hoechst 33342 after 

irradiation. Scale bars indicate 100 µm. 

 

さらに, HepG2 細胞に加え, A549 細胞 (ヒト肺がん細胞), HEK293 細胞 (ヒト胎児腎細胞), 

TIG-3 細胞 (ヒト胎児線維芽細胞) の 4 種の細胞株を用いて, 光照射時の 50%細胞死濃度  

(EC50) を算出した (Figure 12)。いずれの細胞株でも光照射を行なわなかった際には細胞死

は確認できなかった。一方で, 光照射を行なった場合では, HepG2 細胞, A549 細胞, HEK293

細胞, TIG-3 細胞の 4 種でそれぞれ EC50が 375 nM, 11 nM, 40 nM, 20 nM と低濃度での殺細胞

効果があった。また, BiR を 24 時間処理後, 光照射を行なわなかった場合の 50%細胞死濃度 

(IC50) はHepG2細胞で 0.53 µM, A549細胞で 0.62 µM, HEK293細胞で 2.26 µM, TIG-3細胞で

0.96 µM であった (Figure 13)。以上のことから, がん細胞選択性は見られなかったものの，

BiR が細胞内においても光依存的に一重項酸素を発生させることが明らかになった。 
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Figure 12. Plot of the population of PI-stained cells to Hoechst-stained cells against BiR 

concentration, with irradiation (filled circles) and without irradiation (open circles). (a) HepG2 

cells, (b) A549 cells, (c) HEK293 cells, (d) TIΓ-3 cells. Error bars indicate standard deviations 

(n = 3). 

 

 

Figure 13. Cell viability assay (MTT assay) of (a) HepG2 cells, (b) A549 cells, (c) HEK293 

cells, and (d) TIΓ-3 cells after treatment with various concentrations of BiR for 24 h. Error 

bars indicate standard deviations (n = 3). 
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第七節 In vivo における機能評価 

ゼノグラフトマウスモデルを用いて in vivo 評価を行なった。マウスの両足皮下にルシフ

ェラーゼ発現肺がん細胞 (LLC-luc細胞) を移植し, 17日後から光増感治療 (PDT) 評価実験

を行なった。あらかじめ, LLC-luc 細胞は BiR の投与と光照射により細胞死が起きることを

MTT アッセイにて確認した (EC50 = 15.4 nM)。 

BiR を両足病変部にそれぞれ局注後, 左足のみ光照射 (625 nm, 102 J cm−2) し, 24 時間後

にルシフェリンを投与し, ルシフェラーゼの発光を測定, これを 5 回繰り返しルシフェラー

ゼの発光強度から BiR を用いた PDT による腫瘍の縮小効果について評価を行なった。0.5 

mg/kg投与群の移植腫瘍のルシフェラーゼ発光を撮影したものをFiguer 14, 各個体における

光照射部 (左足) と照射を行なわなかった部位 (右足) の発光の比をグラフにしたものを

Figure 15 に示す。0.5 mg/kg 投与群では照射の有無により腫瘍の縮小がみられた個体もあっ

たが, BiR 投与群, 非投与群ともに個体による腫瘍成長速度の差が大きく, 光照射による腫

瘍の縮小あるいは成長阻害の傾向はみられなかった。光照射後に BiR 由来の蛍光が消失し

ており, 生体中ではBiRが光照射後に分解し, 十分な光増感効果が得られなかったのではな

いかと考察している。 

Luminescence
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Figure 14. In vivo imaging of luminescence. Mice bearing subcutaneous tumors were injected 

with BiR (0.5 mg/kg) and irradiated with red right (625 nm, 102 J cm−2) and imaged at 24 h 

after irradiation. Injection and irradiation were repeated five times every 24 h. 

 

 

Figure 15. Relative luminescence intensity (left leg witout irradiation / right leg with 

irradiation) obtained from the images in Figure 14. 
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第八節 小括 

ローダミン骨格の 10 位にフェニルビスムチノ基を導入したビスマスローダミン (BiR) 

を設計・合成した。得られた BiR の単結晶 X 線結晶構造解析を行なったところ, 平面構造

を有するキサンテン骨格内にビスマスが組み込まれていることが確認できた。BiR は極大吸

収波長 635 nm ( = 77600 M−1 cm−1), 極大蛍光波長 658 nm, 絶対蛍光量子収率 0.039の赤色蛍

光分子としての性質を示した。さらに, 赤色光励起により効率的に一重項酸素を生成し, 光

増感能を有することがわかった。生細胞を用いた機能評価を行なったところ, 光依存的な細

胞死を引き起こした。以上の結果より, ビスマスローダミンが赤色蛍光性光増感分子として

有用であることが示された。
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第二章 選択的活性化型ビスマスローダミンの開発 

 

第一節 BiRNHおよび BiRAc の分子設計 

前章にてビスマスローダミンが新たな光増感剤のプラットフォームとして有用であるこ

とが示された。そこで, 赤色蛍光性光増感剤としてのビスマスローダミンの応用可能性を拡

張するべく, その光物性制御に関する分子構造的知見の獲得と, それを通して特定の条件

下でのみ蛍光および光増感能が変化するような機能の付与を目指した。 

まず筆者は, ビスマスローダミンの構造変化と物性の関係を調べる上で, ローダミン骨

格中のアミノ基の電子供与性の変化が吸収波長に与える影響に着目した。ジアミノキサン

テン骨格中の 2 つのアルキルアミノ基の間に存在する非局在性の正電荷は, 強蛍光性ロー

ダミン類縁体に必須の特徴である。また, アミノ基の電子供与性のケージングがローダミン

の π 共役系や光物性に影響を及ぼすということは既に知られており, これまでに, アミノ基

の N-アシル化/脱アシル化を蛍光スイッチとして利用したローダミン型蛍光プローブは数多

く報告されている。45–48同様に, 当研究室で開発した二価鉄イオン選択的蛍光プローブであ

る RhoNox-1 は, 片方のジエチルアミノ基の N-オキシド化による電子供与性の低下と, それ

による吸収波長の短波長化と発光強度の減弱を利用している。49これらのことから, ビスマ

スローダミンにおいてもアミノ基の電子供与性を制御することで, 吸収波長, 蛍光強度, 

光増感能を制御できるのではないかと期待した。 

この仮説を実証するべく, 筆者はビスマスローダミンの片方のアミノ基をアセチル化し

た BiRAc とその脱アセチル化体に相当する BiRNH を設計し, 両者の光物性を比較すること

にした (Figure 16)。 

 

Figure 16. Structures of BiRNH and BiRAc. 
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第二節 BiRNHおよび BiRAc の合成 

ビスマスローダミン骨格の構築は BiR と同様に, ジブロモトリアリールメタンを介して

フェニルビスムチノ基を導入する経路を選択した。BiRNH および BiRAc の共通合成中間体

である化合物 11 の合成を Scheme 3 に示す。1,3-ジメトキシ-2-ブロモベンゼンを sec-BuLi

を用いてリチオ化した後, 4-アミノ-2-ブロモベンズアルデヒド 6 に対して求核付加させ, ジ

フェニルメタノール 7 を収率 92%で得た。続いて, 花岡らによるアニリンヘテロダイマー 

(非対称 Si-ローダミン) の合成 50を参考にし, BF3·Et2O を用いてジフェニルメタノール 7 と

ジアリルアニリン 8での芳香族求電子置換反応を行ない, トリアリールメタン 9を収率 70%

で得た。続いて, tert-BuLi を用いてトリアリールメタン 9 のリチオ化を行なった後, ジクロ

ロフェニルビスマスを加えて含ビスマスジヒドロキサンテン 10 を収率 47%で得た。化合物

10は 10位のビスマス上のフェニル基と 9位の水素の配向性から 1 : 1.3のジアステレオマー

混合物として得られたことを 1H NMR スペクトルから確認した。続いて, Pd 触媒を用いて化

合物 10 の脱アリル化を行ない, 化合物 11 をジアステレオマー混合物として得た。化合物 11

のジアステレオマーはジエチルエーテルへの溶解性の差からジエチルエーテルに可溶な cis

体 (11-cis, trans 体を 14%含む) と難溶な trans 体 (11-trans) に分離することができた。 

 

Scheme 3. Synthesis of compound 11. 

 

化合物 11 の cis-trans 配置は両者の NOESY スペクトルの比較から決定した。2 つの異性

体の NOESY スペクトルのうち, 片方のスペクトルでは 10 位のフェニル基中のビスマスの

オルト位のプロトン (HA) とジヒドロキサンテン中の 9 位のプロトン (HB) の間で NOE 相

関が検出された (Figure 17, 上図)。一方で, もう片方の異性体の NOESY スペクトルからは

同様の相関は見られなかった (Figure 17, 下図)。この 2 つのプロトンはジヒドロキサンテン

構造に対して同一平面上に存在する (trans 配置) ときに近接するため, NOE 相関が観測さ
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れた化合物を trans 体 (11-trans), 相関が検出されなかったものを cis 体 (11-cis) として同定

した。 
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Figure 17. NOESY spectra of 11-cis and 11-trans. 
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cis体過剰な化合物11 (cis : trans = 1 : 0.16) をp-クロラニルを用いて酸化し, BiRNHを収率

44%にて得た (Scheme 4)。一方, 単離に成功した純粋な 11-trans からは BiRNH が全く得ら

れず, cis-trans 異性体で異なる反応性を示した。化合物 11 をアセチル化した化合物 12 の

cis-trans 異性体においても同様に反応性の差がみられ, 12-trans は酸化が進行せず, 12-cis 

(12-transを 14%含む) は p-クロラニルにより容易に酸化されBiRAcが収率 58%で得られた。

得られた BiRNH および BiRAc は 1H NMR, 13C NMR, 19F-NMR, 高分解マススペクトルによ

り同定した。 

 

Scheme 4. Synthesis of BiRNH and BiRAc. 
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第三節 BiRNHおよび BiRAc の光学特性評価 

DMSO (0.5%v/v) を共溶媒として用い, HEPES緩衝液 (50 mM, pH 7.4) 中におけるBiRNH

と BiRAc の吸収・蛍光スペクトル測定を行なった (Figure 18)。BiRNH は 615 nm ( = 90400 

M−1 cm−1) に吸収極大, 634 nm に蛍光極大を示した。BiR と比較すると吸収・蛍光ともに約

20 nm の短波長化を示したものの, BiRNH は赤色領域に吸収・蛍光帯を有することがわかっ

た。また, 蛍光量子収率は 0.033であった。一方で, BiRAcの吸収極大は 526 nm ( = 31700 M−1 

cm−1) であり, BiRNHと比較して約90 nm短波長シフトし, モル吸光係数も低い値であった。

さらに, 蛍光はほとんど検出されなかった。これらの光物性の傾向は, 浦野らによって報告

された Si-ローダミンの N-アシル化による吸収の短波長化と蛍光強度の減弱と一致した。48 

 

Figure 18. (a) Absorption spectra of BiRNH (black) and BiRAc (red) in HEPES buffer (50 

mM, pH 7.4, 0.5% DMSO). Sample concentrations are 5 μM. (b) Fluorescence spectra of 

BiRNH and BiRAc. In HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.2% DMSO). Sample concentrations 

are 2 μM. Excitation was provided at 600 nm for BiRNH and 530 nm for BiRAc. 
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BiRNH と BiRAc の各 pH における吸収スペクトル変化を測定したところ, pH 変化による光

物性の差は無く, pH の変化に対して安定であることがわかった(Figure 19)。 

 

Figure 19. Absorption spectra of (a) BiRNH (5 μM) and (c) BiRAc (5 μM) in phosphate 

buffer (200 mM, 0.5% DMSO) at various pH (4.1, 4.7, 5.2, 5.8, 6.5, 7.1, 7.8, 8.4, 9.3, 10.2). 

Plots of absorbance of (b) BiRNH and (d) BiRAc at the maximum (615 nm for BiRNH, 526 

nm for BiRAc) against pH obtained in (a) and (c). 
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BiRNH と BiRAc の 1H NMR スペクトルから両者の光物性の違いを考察した。BiRNH のジ

メチルアミノ基は等価であり, 3.22 ppm に 6H のシングレットピークとして現れており, 炭

素–窒素間が回転可能な結合であることを示している。これは他のローダミン分子でも同様

であり, 正電荷がキサンテン骨格両端の窒素から窒素までの長い共役系中で非局在化して

いるためである。対して, BiRAcではジメチルアミノ基の2つのメチル基は非等価であり, そ

れぞれ 3.28 ppm (3H) と 3.36 ppm (3H) に観察された。これは炭素–窒素結合の二重結合性が

強いことを表している。すなわち BiRAc では正電荷がジメチルアミノ基の窒素に局在して

おり, アセタミドの窒素は π 共役系に組み込まれていないことが示唆された。また, BiRAc

におけるアセトアミド基の o位のプロトン (Figure 20a, HA および HB) は, BiRNHの対応す

るプロトン (Figure 20b, HA および HB) と比較して低磁場領域にピークが見られた。この低

磁場シフトは N-アセチル化により窒素原子からの電子供与性が低下したためであり, その

結果アセタミド基が π 共役系から切り離され, 吸収波長が短波長化していることを示唆し

ている。以上の結果から, ビスマスローダミンの吸収・蛍光特性は N-アセチル化の影響を

大きく受けており, BiRAc の短波長化は共役系の縮小に起因することが裏付けられた。 

NMe2

ppm

HA

HB

HB

HA

BiRNH

ppm

NMe2

HA
HB

BiRAc

HB

HA

(a)

(b)

 

Figure 20. 1H NMR spectra of (a) BiRAc and (b) BiRNH. 

 

BiR同様, 一重項酸素捕捉剤であるDPBFを用いた吸光度分析によりBiRNHおよびBiRAc

に光照射した際の一重項酸素生成能を評価した。標準物質として, 赤色光励起で光増感作用

を示すメチレンブルーおよび緑色光励起で光増感作用を示すローズベンガルを用いた。赤色

LED (ex = 625 nm, 1.1 mW cm−2) を用いて BiRNH に光照射した場合, DPBF の吸収が顕著に

減少し, 一重項酸素が生成していることを確認できた (Figure 21a)。一重項酸素生成量子収
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率を算出したところ, 0.74 であり, BiR よりもわずかに高い値を示した。一方で, BiRAc に赤

色光照射 (ex = 625 nm, 1.1 mW cm−2) した際には DPBF の吸収の減少は BiRNH に比較して

緩やかであり, N-アシル化によって赤色光照射による一重項酸素生成が抑えられていること

が示された (Figure 21c)。赤色光照射下での一重項酸素生成能の抑制は BiRAc の吸収は 625 

nm付近にほとんどないことに起因している。実際, BiRAcが吸収帯を有する緑色光 (530 nm, 

1.1 mW cm−2) を照射したところ, DBPF の吸収は減少し, 一重項酸素の生成が観察された 

(Figure 21e)。この場合の一重項酸素生成量子収率は 0.66 だった。また, BiRNH, BiRAc いず

れの場合においても光照射を行なわなかった場合には DBPF の吸収はほとんど変化しなか

った (Figure 21b, d)。これらの結果から, BiRNH および BiRAc はそれぞれ吸収帯に合致する

波長の光を照射した場合のみ一重項酸素を生成することが示された。 

 

Figure 21. Evaluation of the red light-induced photogeneration of 1O2 for (a, b) BiRNH (1.7 

μM) and (c, d, e) BiRAc (1.7 μM). Absorption spectral change of 1,3-diphenyldibenzofuran 

(DPBF) in the presence of BiRNH (a) with a red light irradiation (625 nm, 1.1 mW cm−2) or 

(b) in the dark. Absorption spectral change of DPBF in the presence of BiRAc (c) with a red 

light irradiation (625 nm, 1.1 mW cm−2), (d) in the dark, or (e) with a green light irradiation 

(530 nm, 1.1 mW cm−2). All the measurements were performed with a DPBF concentration of 

60 μM in acetonitrile. (f) Plots of absorption measured at 410 nm in (a)–(e) against time. The 

data were acquired every 60 seconds. 
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BiRNH および BiRAc を HEPES 緩衝液中にて 2 時間光照射しその吸光度変化を観察した

ところ, 吸光度の減少は 15%以内であった (Figure 22)。また, 同一条件下にて MB の赤色光

に対する安定性を調べたところ, 吸光度減少は 18%であった。すなわち, BiRNH および

BiRAc の光安定性は MB と同程度であり, 消光や光分解の影響は少ないことがわかった。 

BiRNH (irr. 625 nm)

BiRAc (dark)
BiRAc (irr. 625 nm)
BiRAc (irr. 530 nm)

BiRNH (dark)

MB (irr. 625 nm)

 

Figure 22. Photostability tests of BiRNH and BiRAc. Absorption spectra of (a) BiRNH in the 

dark, (b) BiRNH under continuous irradiation with a red LED light (625 nm, 1.1 mW cm−2) 

(c) BiRAc in the dark, (d) BiRAc under continuous irradiation with the red LED light (625 nm, 

1.1 mW cm−2), (e) BiRAc under continuous irradiation with a green LED light (530 nm, 1.1 

mW cm−2), (f) MB under continuous irradiation with the red LED light (625 nm, 1.1 mW 

cm−2). The absorption spectra were acquired with the sample concentration of 5 μM every 5 

min for 2 h in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.5%DMSO). (g) Plots of the relative 

absorption at each maximum (615 nm for BiRNH, 526 nm for BiRAc) measured in (a)–(f). 
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また, いずれの化合物も光照射なし, 加熱条件下 (37 °C, 60 °C) においても吸収スペクト

ル変化は観察されず, 熱による影響はほぼ受けないことがわかった (Figure 23)。 

BiRNH (37 ˚C) 
BiRNH (60 ˚C) 

BiRAc (37 ˚C)
BiRAc (60 ˚C)

 

Figure 23. Stability tests of BiRNH and BiRAc in the dark. Absorption spectra of (a) BiRNH 

at 37 °C, (b) BiRNH at 60 °C, (c) BiRAc at 37 °C and (b) BiRAc at 60 °C in HEPES buffer 

(50 mM, pH 7.4, 0.5% DMSO). Absorption spectra were obtained every 5 min for 2 h. (e) 

Time course plots of relative absorbance at the maximum (615 nm for BiRNH and 526 nm for 

BiRAc) obtained in (a)–(d). 
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BiRNH および BiRAc の溶解性の確認を行なった。HEPES 緩衝液中 (50 mM, pH 7.4, 1% 

DMSO) およびアセトニトリル中にて種々の濃度における BiRNH および BiRAc の吸光度を

測定し, それぞれの濃度に対する吸光度をプロットした (Figure 24)。いずれの吸光度におい

ても 200 µM まで直線的に増加しており, これらの光増感剤は緩衝液中および非プロトン性

有機溶媒中に対して良好な溶解性を示すことがわかった。 

 

Figure 24. Solubility tests of BiRNH and BiRAc. Absorption spectra of (a) BiRNH (1, 5, 10, 

25, 50, 100, 200 μM) and (e) BiRAc (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 μM) in HEPES buffer (50 mM, 

pH 7.4, 1% DMSO). Plots of absorbance of (b) BiRNH and (f) BiRAc at the maximum (615 

nm for BiRNH, 526 nm for BiRAc) against concentration measured in (a) and (e). Absorption 

spectra of (c) BiRNH (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 μM) and (g) BiRAc (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 

μM) in acetonitrile. Plots of absorbance of (f) BiRNH and (h) BiRAc at the maximum (615 

nm for BiRNH, 526 nm for BiRAc) against concentration measured in (e) and (g). 
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第四節 BiRGluの分子設計 

前節までの結果から, ビスマスローダミンは N-アセチル化によりその光学特性, すなわ

ち, 吸収, 蛍光, 光増感能が変化することがわかった。これを利用することによって, N-アシ

ル・脱アシル化をトリガーとした光学特性の off/on が可能だと考えた。すなわち, N-アシル

化体に赤色光を照射した場合に蛍光と光増感能といった活性を有しないが, 刺激によって

脱アシル化され BiRNHに変化した場合のみ赤色光励起による蛍光および光増感能が活性化

することが期待できる (Scheme 5)。以下, この概念の実証を行なうことにした。 

red-light

irradiation

red-light

irradiation

 

Scheme 5. Concept of activation of fluorogenic photosensitizer by N-deacylation. 

   

今回, γ-グルタミルトランスペプチターゼ (GGT) の酵素反応を活性化のトリガーとして

利用することとし, アセチル基の代わりに L-グルタミン酸の側鎖カルボン酸をアミド結合

させた BiRGlu を設計した。GGT は種々のがん細胞の膜上に強発現しているアミノトランス

ペプチターゼであり, L-グルタミン酸はその基質の一つである。51また, アミノキサンテンを

基本骨格としたGGT活性化蛍光プローブはこれまでも報告されている 40,52,53ことから, γ-グ

ルタミルアミノキサンテン構造は GGT の基質として機能しうるといえる。 
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第五節 BiRGluの合成 

BiRGluの合成手順を Scheme 6に示す。BiRGluの合成中間体となる化合物 11は第二章, 第

二節で述べた通りに合成した。化合物 11 と L-グルタミン酸誘導体 (Alloc-Glu-OAllyl) を

HBTUを用いて縮合し, 化合物 13をジアステレオマー比 1 : 0.24のジアステレオマー混合物

として収率 75%で得た。続いて, 化合物 11 の脱保護と酸化を行なった後, 逆相 HPLC にて

分取精製を行ない, BiRGlu を収率 5.5%で得た。 

 

 

Scheme 6. Synthesis of BiRGlu. 

 

 

第六節 BiRGluの光学特性評価 

次に, 得られたBiRGluを用いてHEPES緩衝液中 (50 mM, pH 7.4), 吸収, 蛍光測定を行な

った (Figure 25)。BiRGlu は 525 nm に吸収極大を有し (ε = 48000 M−1 cm−1), 525 nm での励起

では蛍光は検出されなかった。 

 

Figure 25. (a) Absorption spectra of BiRGlu (5 µM) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.5% 

DMSO). (b) Fluorescence spectra of BiRGlu (2 µM) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.2% 

DMSO). Excitation was provided at 526 nm. 
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また, 赤色光照射下では DPBF の吸光度変化はわずかであり, BiRNH のような顕著な一重

項酸素生成はみられなかった。これらの結果から BiRGlu の吸収, 蛍光, 光増感能に関する

光学特性は BiRAc のものと類似しており, 赤色光励起による蛍光・光増感作用は抑制され

ていることがわかった (Figure 26)。 

 

Figure 26. Absorption spectral change of DPBF (60 μM) without irradiation (a), with red light 

irradiation (625 nm, 1.1 mW cm−2) (b) and with green light irradiation (530 nm, 1.1 mW cm−2) 

(c) in the presence of BiRGlu (1.7 μM) in acetonitrile. (d) Plots of absorption at 410 nm 

measured in (a), (b) and (c). The data were collected every 1 minute. 
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BiRGlu を HEPES 緩衝液中にて光照射中の吸光度変化を観察し, 光安定性を評価した。2

時間光照射を行なったところ, 吸光度の減少は 15%以内であり (Figure 27), BiRAc と同程度

の光安定性を示した (Figure 22c–e, g)。 

 

Figure 27. Photostability tests of BiRGlu. Absorption spectra of (a) BiRGlu in the dark, (b) 

under continuous irradiation with a red LED light (625 nm, 1.1 mW cm−2), (c) under 

continuous irradiation with a green LED light (530 nm, 1.1 mW cm−2). The absorption spectra 

were acquired with the sample concentration of 5 μM every 5 min for 2 h in HEPES buffer (50 

mM, pH 7.4, 0.5%DMSO). (d) Plots of the relative absorption at maximum (525 nm) 

measured in (a)–(c). 
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緩衝液中およびアセトニトリルに対する BiRGlu 溶解性を確認した (Figure 28)。BiRGlu

濃度に対して吸光度をプロットしたところ, 200 µM まで直線性が保たれており, 溶解性は

よいことがわかった。 

 

Figure 28. Solubility tests of BiRGlu. Absorption spectra of BiRGlu (1, 5, 10, 25, 50, 100, 

200 μM) (a) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 1% DMSO) and (c) in acetonitrile. (b, d) Plots 

of absorbance of BiRGlu at the maximum (525 nm) against concentration measured in (a) and 

(c). 
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第七節 BiRGluの GGT応答性評価 

BiRGluのGGTに対する応答性について評価した。37 °C, HEPES緩衝液中 (50 mM, pH 7.4, 

0.5% DMSO) におけるBiRGlu (10 µM) とGGT (10 U/mL) の反応を, 時間経過ごとに高速液

体クロマトグラフィー (HPLC) にて追跡した (Figure 29)。反応開始後 5 分にて 16.6 分に新

たなピークが出現した。このピークは 254 nm, 615 nm では検出されたが, 526 nm では検出さ

れず, 溶出時間が BiRNH と一致した。一方, 12.8 分の BiRGlu のピークは時間経過とともに

減少し, 2.5 時間後にはほぼ消失した。この結果から, BiRGlu の γ-グルタミル基が GGT によ

って切断され, BiRNH に変化することが示された。 

 

Figure 29. HPLC analysis of the reaction between BiRGlu (10 μM) and GGT (10 U mL−1) in 

HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 5% DMSO). The reaction mixture was analyzed at each time 

point (5 min, 1 h, and 2.5 h) by reversed phase HPLC (A: 0.05% formic acid in water, B: 

0.05% formic acid in acetonitrile, A/B = 20/80 to 80/20 for 5–20 min). Elutes were monitored 

at (a) 254nm, (b) 526 nm, and (c) 615 nm. Pure samples of BiRGlu and BiRNH were also 

analyzed at the same concentrations. 
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また, GGT に対する応答性は吸収・蛍光スペククトル変化によっても評価した。GGT 存

在下, 時間経過ととともに 525 nm 付近の吸収は減弱し, 615 nm 付近の吸収が増加した 

(Figure 30)。この新たに現れた吸収は BiRNH の極大吸収と一致した。吸収スペクトル変化

は 560 nm の等吸収点を有しており, この反応が反応中間体や副生成物の生成なしに進行し

ていることを示している。また, GGT 存在下での蛍光スペクトル変化も観察した。GGT 添

加前は 530 nm および 615 nm での励起による蛍光は全く観察されなかった。しかし, GGT 添

加後, 時間経過とともに 630 nm 付近の蛍光強度が増加し, 30 分以内にプラトーに達した。 

 

Figure 30. (a) Absorption spectral change of BiRGlu (1 μM) upon the reaction with GGT (1.5 

U mL−1) in HEPES buffer (50 mM, pH 7.4, 0.5% DMSO). (b) Plot of absorption at 526 nm 

(open circles) and 615 nm (filled circles) measured in (a) against time. (c) Fluorescence 

spectral change of BiRGlu (1 μM) upon the reaction with (1.5 U mL−1) in HEPES buffer (50 

mM, pH 7.4, 0.5% DMSO). Excitation was provided at 615 nm. (d) Plots of emission intensity 

at 634 nm, indicated by an arrow, in (c), against time. The data in (a) and (c) were collected 

every 1 min. 
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第八節 生細胞中における BiRGluの機能評価 

生細胞中での機能評価を行なった。細胞株には GGT 活性が高いことが報告されている

A549 細胞 (ヒト肺がん細胞), および GGT 活性の低い SKOV3ip1 細胞 (ヒト卵巣がん細胞) 

を用いることにした。 40,52,54,55 まず , 市販の GGT 選択的蛍光プローブである

ProteoGREEN-gGlu を用いて両細胞株の GGT 活性を確認した。その結果, A549 細胞ではプロ

ーブ由来の蛍光が観察されたが, SKOV3ip1 細胞では蛍光シグナルは検出されず, それぞれ

の GGT 活性が高いあるいは低いことが確認できた (Figure 31)。 

A549 SKOV3ip1

DIC

ProteoGREEN

 

Figure 31. (Upper) Differential interference contrast (DIC) images of the same field of view 

of the fluorescence images. (Lower) Fluorescence microscopic images of A549 cells (left) and 

SKOV3ip1 cells (right) stained with ProteoGREEN-gGlu (GGT probe, referred as to 

gGlu-HMRG in the literature10). The images were acquired using an FITC filter set 

(excitation = 470 nm, emission = 516–556 nm). Scale bars indicate 100 μm. 

 

A549 細胞を BiRGlu で処理したところ, 処理時間依存的に蛍光シグナルが増強した 

(Figure 32)。A549 細胞を GGT 阻害剤 (GGsTOP) で前処理した後, BiRGlu で処理した場合に

は蛍光は観察されなかった。一方, SKOV3ip1 細胞に BiRGlu を処理した場合には蛍光は観察

されなかった。これらの蛍光イメージングの結果から BiRGlu で処理した場合の蛍光シグナ

ル増強は細胞由来の GGT により BiRGlu が BiRNH に変化したことを示唆している。 

SKOV3ip1A549

ex. 640 nm

em. 672–712nm

GGsTOP + −−− −−

Time (h) 2 210.5 42

 

Figure 32. Fluorescence microscopic images of A549 cells and SKOV3ip1 cells treated with 

BiRGlu (1 μM) for 0.5, 1, 2, and 4 h (A549) or for 2 h (SKOV3ip1). Pretreatment with a GGT 

inhibitor, GGsTOP (100 μM), was performed for 1 h prior to the treatment with BiRGlu for 2 

h. 

 

局在を確認するために, 活性化体である BiRNH と ER Tracker を用いて共染色実験を行な

った。BiRNH は細胞内に容易に取り込まれ, 主に小胞体に集積することがわかった (Figure 

33)。GGT は細胞膜表面に発現しているため, GGT 発現細胞を BiRGlu で処理した場合, 細胞

膜表面で γ-グルタミル基が切断された, BiRNH として細胞に取り込まれると推測している。 
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ER-Tracker GreenBiRNH Merge

 

Figure 33. Colocalization assay of BiRNH (1 μM) and ER-Tracker Green (0.2 μM) in A549 

cells. Left and middle images were acquired using a Cy5 filter (BiRNH) and a FITC filter 

(ER-Tracker Green), respectively. The right image is the merged image of the left and middle 

images. Scale bars indicate 25 μm. Pearson’s correlation value (Rcoloc) was calculated to be 

0.87 ± 0.05 (n = 3). 

 

細胞中における BiRGlu の光増感能評価を行なった。A549 細胞を BiRGlu で 2 時間処理し

た後, 赤色光を照射し, ヨウ化プロピジウム (PI, 死細胞染色剤) と Hoechst 3342 (全細胞の

染色剤) で染色することで細胞生存率を調べた。その結果, 赤色光照射を行なった細胞は

BiRGlu の処理時間依存的に PI 陽性細胞比率が上昇, すなわち細胞死率が上昇した。この結

果は BiRGlu の処理時間依存的な蛍光シグナル上昇と一致した。一方で, 光照射を行なわな

かった細胞では BiRGlu の処理時間によらず PI 陽性細胞は観察されなかった (Figure 34)。 

1 20.5 4

Irradiation

Hoechst

PI

Time (h) 20.5 1 4

Dark(a)

(b)

 

Figure 34. (a) Fluorescence microscopic images of A549 cells stained with propidium iodide 

(PI) and Hoechst 33342 after the treatment with BiRGlu (1 μM) for the indicated times (0.5, 1, 

2, and 4 h) followed by (right) irradiation with red light (640 nm, 14.1 mW cm−2, 1 min) or 

(left) no irradiation. Scale bars indicate 100 μm. (b) Plot of the populations of PI-positive cells 

in the total cells (Hoechst-stained cells) under each condition in (a). Each value indicates the 

mean ± SD (n = 4). Statistical analysis was performed with Student’s t-test (vs dark condition 

of the corresponding incubation times). *P < 0.005. 
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また, GGT 阻害剤である GGsTOP で前処理した細胞では, 赤色光照射を行なった赤色照

射を行なった場合においても PI 陽性細胞が観察されなかった。さらに, GGT 活性の低い 

SKOV3ip1 細胞では光照射の有無に関わらず, PI 陽性細胞は観察されなかった (Figure 35)。 

(a)

BiRGlu + +–++ –+

irradiation + –++– ++

Hoechst

PI

SKOV3ip1

A549

GGsTOP –– –+

(b)

 

Figure 35. (a) Representative fluorescence images of A549 cells and SKOV3ip1 cells stained 

with Hoechst 33342 and propidium iodide (PI). The cells were irradiated with red light (640 

nm, 14.1 mW cm−2) for 1 min after incubation with BiRGlu (1 μM) for 2 h. Pretreatment with 

GGsTOP (100 μM) was performed for 1 h prior to the treatment with BiRGlu. Scale bars 

indicate 100 μm. (b) Graph of the population of PI-positive cells (dead cells) acquired from 

the images under the conditions indicated in (a). Each value shows the mean ± SD (n = 4). 
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最後に, 赤色光照射下での EC50値を MTT アッセイにより求めた。赤色光照射下において, 

A549 細胞の BiRGlu の EC50は 175 nM であったが, SKOV3ip1 細胞では 1 mM まで顕著な細

胞死は見られなかった (Figure 36)。また, 光照射を行なわない場合には細胞死はほとんど観

察されなかった (Figure 37)。 

以上の結果から, BiRGlu の光毒性は GGT 依存的に活性化されることが示された。一方, 

BiRGlu で処理した細胞に緑色光を照射した場合, A549 細胞, SKOV3ip1 細胞いずれにおいて

もわずかに光毒性が見られた。これは BiRGlu だけでなくわずかながらも BiRNH にも緑色

領域に吸収があるためである。 

irradiation, 530 nm

irradiation, 625 nm

dark

 

Figure 36. (a) Cell viability assay of A549 cells and (b) SKOV3ip1 cells after the treatment 

with the indicated concentrations of BiRGlu for 2 h followed by irradiation with a red light 

(625 nm, 20 J cm−2) or a green light (530 nm, 20 J cm−2) and by no irradiation. Each value 

indicates the mean ± SD (n = 6). 

 

 

Figure 37. Cell viability assay (MTT assay) of (a) A549 and (b) SKOV3ip1 cells after 24 h 

treatment with various concentrations of BiRGlu. Each value indicates the mean ± SD (n = 6). 
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第九章 小括 

非対称型ビスマスローダミン誘導体の合成法を確立し, 新たに BiRNH と BiRAc の合成を

達成した。BiRNH は赤色領域に吸収・蛍光を有し, さらに赤色光励起により一重項酸素を

生成した。一方で, BiRAc は吸収波長が短波長シフトし, 赤色光励起による蛍光・光増感作

用は見られず, 両者は異なる光学特性を示した。これらの結果から, ビスマスローダミンは

アミノ基における窒素原子のアシル化・脱アシル化によりその光物性を制御できることがわ

かった。 

上記で得られた知見から, γ-グルタミルトランスペプチターゼ (GGT) により蛍光と光増

感作用が活性化されることを期待し, BiRAc のアセチル基を γ-グルタミル基に置き換えた

BiRGlu を設計・合成した。BiRGlu は BiRAc と同様に BiRNH と比べて吸収波長が短波長シ

フトし, 赤色光励起による蛍光・光増感作用は見られなかった。BiRGlu に GGT を作用させ

たところ, 時間経過とともに γ-グルタミル基が切断され BiRNH が生成し, 615 nm 付近の吸

収および 635 nm付近の蛍光増強がみられた。生細胞中での機能評価を行なったところ, GGT

活性の高い A549 細胞を用いた場合には, BiRGlu 処理後, 時間経過とともに赤色蛍光が増強

し, さらに赤色光照射量依存的な細胞死が確認できた。一方で, GGT 活性の低い SKOV3ip1

細胞では赤色蛍光, および光照射による細胞死は確認できず, BiRGlu は GGT 高活性細胞株

でのみ赤色蛍光と光増感作用を発揮することが示された。 

以上の結果から, ビスマスローダミンの N-アシル・脱アシル化は光学特性を制御するため

のトリガーに利用できることが実証された。 
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総括 

 

 

典型重元素であるビスマスは独特な性質を有するものの, 物性や応用に関する研究は未

開拓な部分が多く, ビスマスの特徴を活かしきれていない。特に, 低毒性な重元素であるに

も関わらず, 生体利用を目的とした有機ビスマス化合物の報告例は少ない。本研究では, ビ

スマスの低毒性な典型重元素という特徴に焦点を当て, 生体利用を目的とした新たな有機

ビスマス化合物を創製することで, ビスマスの新たな可能性を探索することとした。 

 

以下に, 本研究で得られた知見を要約する。 

 

1. 吸収・蛍光波長の長波長化および光増感能を期待して, ローダミン骨格の 10 位にフェニ

ルビスマスを導入したビスマスローダミン BiR を設計・合成した。X 線結晶構造解析よ

り, キサンテン骨格内にビスマスが組み込まれていること, すべてのC-Bi-Cからなる結

合角はほぼ直角であり, 有機ビスマス(III)化合物に特徴的な構造を有することがわかっ

た。 

2. BiR は極大吸収波長 635 nm, 極大蛍光波長 658 nm, 絶対蛍光量子収率 0.039 を示し, 赤

色蛍光分子として機能することがわかった。さらに, 赤色光励起により一重項酸素を生

成する光増感能を有することがわかった。 

3. BiR は細胞に容易に取り込まれ, 赤色蛍光を示した。また, BiR を処理した細胞に対して

赤色光照射をすることで細胞死が引き起こされた。 

4. 非対称型のビスマスローダミン誘導体として BiR の片方のジメチルアミノ基をアミノ

基にした BiRNH とアセトアミド基にした BiRAc を設計・合成した。BiRNH は BiR と同

等の光学特性を示した。一方で, BiRAc は吸収波長が短波長シフトし, 赤色光励起による

蛍光と光増感能を示さなかった。すなわち, ビスマスローダミンは N-アシル化によりそ

の光学特性が大きく変化することがわかった。 

5. N-アシル化・脱アシル化をトリガーとした光学特性の活性制御がビスマスローダミンに

有効であることを実証するため, BiRAc のアセチル基を γ-グルタミル基に置き換えた

BiRGlu を設計・合成した。BiRGlu は BiRAc と同等の光学特性を示したが, GGT 存在下

でのみ赤色光励起による蛍光と光増感能を示した。 

6. GGT 高発現細胞株に BiRGlu を処理すると, 時間経過とともに蛍光シグナルが増強し, 

赤色光照射により細胞死が引き起こされた。一方で, GGT 低発現細胞株では蛍光は観察

されず, また光照射依存的な細胞死も起こらなかった。 

 

以上, 新規含ビスマスローダミン類が蛍光性光増感剤として有用であることが示された。

これまでに蛍光と光増感能を併せ持つ化合物はごくわずかに報告されているが,56–58 赤色領
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域に吸収・蛍光波長を有するものはなく, 赤色蛍光と光増感能の両立はビスマス元素を利用

したからこそ達成できたものである。さらに, 生体への利用が可能であることから, 光線力

学療法への応用も視野に入れることができる。その場合, 従来のポルフィリン系光増感剤と

は異なり, あらかじめビスマスローダミンの活性化と局在を蛍光で確認することができる

ため, 診断と治療を同時に行うセラノスティクスへの展開も可能である。 

本研究の成果は, ビスマスの低毒性な典型重元素という特徴を十二分に活かした結果得

られたものであり, これからの有機ビスマス化合物の生体利用を広げる一手になると期待

している。 
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市販の試薬及び溶媒は特別な精製を行なわずに用いた。 

1H NMRスペクトルはJEOL社JNM-ECA500 (500 MHz), JEOL社JNM-ECZ400 (400 MHz) お

よびJEOL社LNM-AL400 (400 MHz) を用いて測定した。13C NMRスペクトルはJEOL社

JNM-ECA500 (125 MHz) およびJEOL社JNM-ECZ400 (100 MHz) を用いて測定した。19F 

NMRスペクトルはJEOL社JNM-ECZ400 (376 MHz) を用いて測定した。NMRスペクトルは重

水素化クロロホルム (CDCl3), 重水素化アセトニトリル (CD3CN) あるいは重水素化ジメチ

ルスルホキシド (d6-DMSO) を測定溶媒として用いた。1H NMRは化学シフト値 (δ値) を

ppm, 結合定数 (J値) をHzで表記し, CDCl3およびd6-DMSOで測定した場合はテトラメチル

シランのシングレットシグナルを0.00 ppmの基準とし, CD3CNを用いた場合はCHD2CN由来

のクインテットシグナルを1.94 ppmの基準とした。13C NMRは化学シフト値 (δ値) をppmで

表記し, CDCl3を用いた場合は溶媒由来のトリプレットシグナルを77.0 ppmの基準とし, 

CD3CNを用いた場合は溶媒由来のシングレットピークを118.0 ppmの基準とした。19F NMR

は化学シフト値 (δ値) をppm, 結合定数 (J値) をHzで表記し, ヘキサフルオロベンゼンの

シングレットピークを−165.0 ppmの基準とした。シグナルの多重度はs = singlet, d = doublet, t 

= triplet, dd = doublet of doublet, dt = doublet of triplet, td = triplet of doublet, q = quartet, m = 

multiplet, br = broadと略記した。 

高分解能質量分析 (HRMS) はJEOL社JMS-T100Tを使用し, 標準物質としてポリエチレン

グリコール (PEG) を使用した。 

反応は薄層カラムクロマトグラフィー (TLC) にて追跡し, TLCにはSilica gel 60 F254 

(Merck) を用い, UV吸収 (254 nm) あるいはリンモリブデン酸による呈色にて検出した。 

カラムクロマトグラフィーにはノーマルシリカゲル (AP-300, 大興商事) およびDIOLシ

リカゲル (CHROMATOREX DIOL MB 100-40/75, 富士シリシア) を用いた。 

逆相HPLCはChromaster series (日立) を使用し, 分析用HPLCカラムはODS-80Ts analytical 

column (5.0 µm, 4.6 × 75 mm, 東ソー) を流速0.5 mL min−1で使用した。逆相分取HPLCはポン

プ (PU-986, JASCOおよびPU-2086, JASCO) , 溶媒ミキサー (MX-2080-32, JASCO) , UV検出

器  (UV-970, JASCO) を組み合わせて使用し , 分取用HPLCカラムはTSKgel ODS-80Ts 

preparative column (5.0 µm, 20 × 250 mm, 東ソー) を流速10 mL min−1で使用した。
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第一章に関する実験 

 

 

BiRの合成 

 

3-Bromo-N,N-dimethylaniline (2)59 

 

3-ブロモアニリン4 (5.00 g, 29.1 mmol, 1.0 eq.) のTHF溶液 (50 mL) を0° Cに冷却し, 水素

化ナトリウム (5.82 g, 146 mmol, 60%w/w, 5.0 eq.) を加え, 30分間攪拌した。その後, 反応液

にヨウ化メチル (9.05 mL, 145 mmol, 5.0 eq.) を加え, 室温で21時間攪拌した。余剰の水素化

ナトリウムを水 (50 mL) で処理した後, 反応混合溶液を酢酸エチル (50 mL × 3) で抽出し

た。有機層を飽和食塩水 (100 mL) で洗浄し, 硫酸マグネシウム乾燥後, 溶媒を減圧留去し

た。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) にて精

製し, 目的化合物を薄黄色液体として得た (5.78 g, 28.9 mmol, 99%)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.82 (m, 2H), 6.63 (dd, J = 2.5, 8.5 Hz, 1H), 

2.94 (s, 6H). 

 

4,4’-(o-Tolylmethylene)bis(3-bromo-N,N-dimethylaniline) (3)  

 

3-ブロモ-N,N-ジメチルアニリン2 (2.00 g, 10.0 mmol, 2.0 eq.) の2 M塩酸溶液 (20 mL) に2-

メチルベンズアルデヒド1 (601 mg, 5.00 mmol, 1.0 eq.) を加え, 24時間加熱還流した。その後, 

炭酸水素ナトリウムで中和し, 混合溶液をジクロロメタン (50 mL × 3) で抽出した。有機層

は飽和食塩水 (40 mL) にて洗浄し, 硫酸マグネシウムにて乾燥後, 溶媒を減圧留去した。得

られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) にて精製し, 

目的の化合物を白色固体として得た (1.14 g, 2.27 mmol, 45%)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.12–7.16 (m, 2H), 7.08 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 2.9 Hz, 

2H), 6.73 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.54 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 2H), 5.96 (s, 1H), 

2.92 (s, 12H), 2.20 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 150.0, 141.7, 137.1, 131.1, 130.4, 129.6, 128.8, 126.6, 126.3, 125.7, 
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116.6, 111.3, 51.5, 40.5, 19.7. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for C24H27Br2N2 [M+H]+ 503.0516; found 503.0544. 

 

Dichlorophenylbismuthine43 

 

トリフェニルビスマス (2.20 g, 5.00 mmol, 1.0 eq.) のジエチルエーテル溶液 (25 mL) を

三塩化ビスマス (3.15 g, 10.0 mmol, 2.0 eq.) のジエチルエーテル懸濁液 (25 mL) に加えて, 

室温で6時間攪拌した。その後, 溶媒を減圧留去し, 得られた残渣をジエチルエーテルで洗

浄した。減圧乾燥後, 目的物が白色粉末として得られ (4.35 g, 12.2 mmol, 81%), 粗生成物の

まま次の反応に用いた。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.95–8.97 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.88–7.92 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 

7.37–7.40 (t, J = 7.6 Hz, 1H). 

 

BiR 

 

アルゴン雰囲気下にて, 化合物 3 (900 mg, 1.80 mmol, 1.0 eq) の脱水 THF 溶液 (10 mL) を

−80 °C に冷却し, sec-BuLi (4.50 mL, 4.50 mmol, 2.5 eq. 1.00 M シクロヘキサン/n-ヘキサン溶

液) を滴下した。−80 °C にて 30 分間攪拌した後, ジクロロフェニルビスマス (771 mg, 2.16 

mmol, 1.2 eq.) の THF 懸濁液 (15 mL) を反応溶液に滴下した。反応溶液を−80 °C にて 30 分

間攪拌後, 室温下で 13 時間攪拌した。その後, 2 M 塩酸 (100 µL) を加え, 溶媒を減圧留去し

た。得られた残渣をアセトニトリル (20 mL) に溶解し, p-クロラニル (885 mg, 3.60 mmol, 

2.0 eq.) を加えた。室温にて 2 時間攪拌した後, 反応溶液に KPF6 (663 mg, 3.60 mmol, 2.0 eq.) 

を加え, さらに室温で 2 時間攪拌した。その後, 溶媒を減圧留去し, 得られた残渣をシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィー (メタノール/ジクロロメタン) にて精製し, 暗赤色固体を

得た (308 mg)。これをアセトニトリル溶液とし, ジエチルエーテル蒸気拡散法にて再結晶し, 

目的の化合物を暗緑色結晶として得た (51 mg, 66 µmol, 4%)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.75 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 2.9 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 9.7 Hz, 
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2H), 7.40 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.26–7.33 (m, 4H), 7.20 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 7.5Hz, 1H), 

6.47 (dd, J = 9.8, 2.9 Hz, 2H), 3.29 (s, 12H), 1.80 (s, 3H) . 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 178.8, 168.1, 157.1, 154.5, 143.5, 140.3, 136.7, 135.7, 130.9, 130.3, 

129.3, 128.7, 128.0, 125.7, 125.1, 124.4, 113.5, 40.9, 19.2. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M−PF6
−]+ C30H30BiN2

+: 627.2207; found 627.2201. 

Anal. calcd for C32H33BiF6N3P [BiR+CH3CN]: C, 47.24, H, 4.09; N, 5.16; found: C, 46.96; H, 4.09; 

N, 5.11. 

m.p. 208.1–210.5 °C (decomp.). 

 

Tetramethylrosamine (TMR)60 

 

3-(N,N-ジメチルアミノ)フェノール5 (400 mg, 2.92 mmol, 2.0 eq.), 2-メチルベンズアルデヒ

ド1 (178 mg, 1.46 mmol, 1.0 eq.), p-トルエンスルホン酸一水和物 (26 mg, 0.29 mmol, 0.2 eq.) 

をプロピオン酸 (20 mL) に溶解した。反応溶液を60 °C, 24時間攪拌した後, 3 M酢酸ナトリ

ウム水溶液 (100 mL) に注ぎ中和し, クロロホルム (50 mL × 3) で抽出した。有機層は硫酸

マグネシウムで乾燥した後, 溶媒を減圧留去した。得られた残渣をクロロホルム/メタノー

ル (1/1, 40 mL) の混合溶媒に溶解させ, p-クロラニル (356 mg, 1.46 mmol, 1.0 eq.) を加えて

室温にて18時間攪拌した。溶媒を減圧留去した後, シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

(メタノール/クロロホルム) にて精製した (17 mg)。その後, 得られた生成物をメタノール 

(5 mL) に溶解し, KPF6 (160 mg, 0.89 mmol, 2.0 eq.) のメタノール溶液 (5 mL) を加え, 室温

にて1時間攪拌した。その後, 溶媒を減圧留去し, 残渣にクロロホルム (10 mL) を加え, 不

溶物をセライトろ過で除去した。得られたろ液の溶媒を減圧留去し, tetramethylrosamineの

PF6塩を暗紫色固体として得た (18 mg, 36 µmol, 2.5%)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.51 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.44–7.39 (m, 2H), 7.17–7.15 (m, 3H), 

6.90–6.87 (m, 4H), 3.33 (s, 12H), 2.04 (s, 3H). 

 

 

X線結晶構造解析 

BiRの暗緑色結晶を適切な大きさ (0.33 × 0.31 × 0.28 mm3) にしてガラスファイバー上に

のせた。X線源にはMoK ( = 0.71075 Å) を用い, Rigaku Mercury CCD二次元検出器を搭載
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したRigaku AFC7Rを使用して測定した。最大2θmaxを55.0°とし, 12952回反射を測定した。結

晶データと構造精密化の結果はTable SXにまとめた。BiRの構造に関する結晶データは

CCDC 1530802としてCambridge Crystallographic Data Centreに登録した。 

 

Table SX. Crystallographic data and structure refinements for BiR 

 BiR 

Empirical formula C32H33BiF6N3P 

Formula weight 813.56 

Crystal system triclinic 

Space group P−1 

a (Å)  10.7064 (18)  

b (Å)  11.8965 (17)  

c (Å)  14.505 (2)  

 (°)  66.593 (6)  

 (°)  77.962 (6)  

 (°)  70.259 (6)  

V (Å3)  1589.9 (4)   

Z 2 

Temperature (K)  293 

Dc (gm−3)  1.699 

Absorption coefficient (mm−1)  5.657 

F (000)  796 

Crystal size (mm3)  0.33 × 0.31 × 0.28 mm3 

Measured reflections 12952 

Independent reflections 7179 [Rint = 0.0300] 

Goodness-of fit on F2 1.062 

R [I > 2 (I) ] R1 = 0.0391, wR2 = 0.0997 

R (all data)  R1 = 0.0458, wR2 = 0.1065 

 

 

 

吸収・蛍光スペクトル測定 

紫外可視吸光スペクトルはCoolSpeK温度制御セルホルダー (USP-203, Unisoku) を搭載し

たAgilent 8453フォトダイオードアレイ式分光光度計 (Agilent) を使用して測定した。測定セ

ルは, 光路長1 cm, 測定容量3 mLの2面透明石英セルを使用した。 

蛍光スペクトルは分光蛍光高度計FP6600 (JASCO) を使用し, 励起側スリット幅は5 mm, 

蛍光側スリット幅は6 mmに設定して測定した。測定セルは, 光路長1 cm, 測定容量3 mLの4

面透明石英セルを使用した。 
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蛍光量子収率測定 

HEPES緩衝液 (50 mM, pH 7.4) 中にて絶対PL量子収率測定装置Quantaurus-QY (C11347-01, 

浜松ホトニクス) を用いて測定した。 

 

pH耐久性試験 

 各pH (3.3, 5.4, 6.2, 6.7, 6.8, 7.3, 7.9, 8.2, 8.9, 11.1) に調製したリン酸緩衝液中 (200 mM, 

0.5% DMSO) にて, BiR (5 µM) の吸収を測定した。測定は各溶液を調整し, 30分間静置後に

行なった。 

 

 

サイクリックボルタンメトリー 

サイクリックボルタンメトリーは600A electrochemical analyzer (ALS) を用いて測定した。

測定には, 補助電極として白金電極, 作用電極としてグラッシーカーボン電極, 基準電極と

してAg/Ag+電極を用いた。測定サンプル  (BiRおよび tetramethylrosamine) は0.1 Mの

tetrabutylammonium perchlorate (TBAP) アセトニトリル溶液を用いて1 mMに調製し, 測定前

にアルゴンバブリングを10分間行なった。得られた電位はフェロセンを内部標準として, vs 

(Fc/Fc+) に変換した。スキャン速度は0.2 V s−1で行なった。 

 

 

DFT計算 

全ての計算は密度汎関数理論  (DFT) によって行い , 汎関数はB3LYP, 基底関数は

LANL2DZを用いた。分子軌道エネルギーはGaussian09を用いて計算した。 

 

 

一重項酸素生成確認試験 

光照射には液体ライトガイド (1.2 m,  = 5 mm, LLG-0538-4, Thorlabs) を接続した赤色

LEDライト  (625 nm, M625L3, Thorlabs) を使用し , 電源にはT-Cube LEDドライバー 

(Thorlabs) を使用した。各光増感剤 (BiRおよびメチレンブルー (MB)) と1,3-ジフェニルベ

ンゾフラン (DPBF, 一重項酸素補足剤) を混合したアセトニトリル溶液の吸収スペクトル

を赤色光照射下 (1.2 mW cm−2) にて1分毎に測定した。BiRの一重項酸素生成量子収率 

(Φ(1O2)BiR) はDPBFの光酸化の初速度 (k) から, 以下の式を用いて算出した。 

Φ(1O2)BiR = Φ(1O2)SP•(kBiR/kSP)•(FSP/FBiR)  

標準光増感剤 (SP) として, メチレンブルー (Φ (1O2) = 0.52 in CH3CN)44 を用いた。式中のF

はF = 1−10−ODからなる係数であり, ODは光照射波長における吸光度の初期値を示す。410 nm

におけるDPBFの初期吸光度を0.8, BiRおよびMBの初期吸光度は0.1として測定溶液を調製

した。 
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光安定性試験については, BiRおよびMBのアセトニトリル溶液 (625 nmにおける初期吸

光度が0.1) に対して赤色光照射 (1.2 mW cm−2) 下, 1分毎, 1時間吸光度の測定を行なった。 

 

 

細胞培養 

HepG2 細胞 (ヒト肝がん細胞) および HEK293 細胞 (ヒト胎児腎細胞) は 1%イーグル最

小必須培地 (MEM) 用必須アミノ酸 (NEAA, Gibco) , 1 mM ピルビン酸ナトリウム (Wako), 

10%ウシ胎児血清 (FBS, Gibco), 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM, Gibco) を添加した MEM

培地 (Gibco) を用い, 37 °C, 5% CO2インキュベータで培養した。 

A549 細胞 (ヒト肺上皮腺がん細胞) は 1 mM ピルビン酸ナトリウム (Wako) , 10% FBS 

(Gibco), 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM, Gibco) を添加した Dulbecco's modified Eagle's 

medium (D-MEM, Gibco) を用い, 37 °C, 5% CO2インキュベータで培養した。 

TIG-3細胞 (ヒト胎児線維芽細胞) は1% MEM用必須アミノ酸 (NEAA, Gibco), 1 mMピル

ビン酸ナトリウム  (Wako) , 10%ウシ胎児血清  (FBS, Gibco), 1% Antibiotic-Antimycotic 

(ABAM, Gibco) を添加した E-MEM (L-グルタミン, フェノールレッド含有, Wako) を用い, 

37 °C, 5% CO2インキュベータで培養した。 

 

 

共焦点蛍光イメージング 

共焦点蛍光イメージングは, ガス制御装置付ステージインキュベータ (STX series, 東海

ヒット), ディスクスキャン共焦点ユニット (DSU), EMCCDカメラ (ImagEM, 浜松ホトニク

ス), 130 W水銀ランプを搭載した倒立型共焦点顕微鏡 (IX83, Olympus) を使用して実施した。

励起波長, 蛍光フィルター, ダイクロイックミラーは色素に応じて以下の通りに設定した。 

• BiR: excitation = 608–648 nm, emission = 672–712 nm, and dichroic mirror = 660 nm. 

• ER-Tracker Green: excitation = 465–500 nm, emission = 516–556 nm, and dichroic mirror = 495 

nm. 

• Hoechst33342: excitation = 330–380 nm, emission = 460–480 nm, dichroic mirror = 400 nm. 

• Propidium iodide  (PI) : excitation = 465–500 nm, emission = 572–642 nm, dichroic mirror = 562 

nm. 

細胞は 4 分画ガラスボトムシャーレ (Advanced TC CELLview Cell Culture Dish, Greiner) に

2.5 × 104 cells/well で播種し, 適切な培地中で 48 時間培養した後に実験に使用し, イメージ

ングの際にはフェノールレッド不含 Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco) を用いた。

共染色実験には 60倍油浸対物レンズ, その他のイメージングには 20倍対物レンズを使用し

た。 
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共染色実験 

HepG2 細胞を HBSS で洗浄 (× 3) した後, BiR (1 µM, from 1 mM stock solution in DMSO) 

および ER-Tracker Green (0.5 µM) を加えて 30 分間, 37 °C でインキュベートした。その後, 

HBSS で洗浄し (× 1) 蛍光イメージングを行なった。解析には Image J を用いた。 

 

PI/Hoechst染色による細胞死アッセイ 

細胞をHBSSで洗浄 (× 2) した後, BiRを加え, 37 °Cで30分間インキュベートした。その後, 

細胞をHBSSで洗浄 (× 2) し, 顕微鏡の励起光 (608–648 nm, ca. 150 mW cm−2) を最大強度で

照射した。Propidium iodide (PI, 5 µM, from 500 µM stock solution in EtOH) とHoechst 33342 (1 

µg mL−1, from 0.1 mg mL−1 stock solution in water) で30分間処理し, HBSSで洗浄 (× 1) した後, 

蛍光イメージングを行なった。PIで核染色された細胞 (死細胞) とHoechstで核染色された細

胞 (全細胞) の数を計測し, PI陽性細胞/Hoechst染色細胞の比から細胞死の割合を算出した。 

 

 

MTTアッセイによる細胞毒性評価 

細胞は96ウェルプレート (Techno Plastic Products AG) に5.0 × 103 cells/wellで播種し, 培地

中で24時間インキュベートした。その後, 細胞を種々の濃度のBiRで37 °Cで24時間インキュ

ベートし, 5 mg mL−1 MTT試薬を加え4時間, 37 °Cで処理した。その後, DMSOで細胞を溶

解し, マイクロプレートリーダー (Multiskan JX plate, Thermo Fisher Scientific) を用いて

570 nmの吸光度を測定し, 細胞生存率を算出した。 

 

 

ゼノグラフトマウスモデルを用いた PDT評価実験 

6 週齢の B6 albino (B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl ) マウス (日本チャールス・リバー株式会社よ

り購入) の両足皮下に LLC/luc 細胞 (ルシフェラーゼ発現マウス肺がん細胞, 1.0 × 106 cells) 

を移植した。移植後 17 日目 (腫瘍サイズ約 1 cm) から BiR 投与および光照射を開始した。

両足の腫瘍部分に BiR (0.5, 0.1, 0.01 mg/kg in saline (25%DMSO)) を局注し, T-Cube LED ドラ

イバー (Thorlabs) を接続した赤色 LED ライト (625 nm, M625L3, Thorlabs) を用いてマウス

左足に光照射 (102 J cm−2) した。24 時間後, D-luciferin を腹腔内注射 (10 µg/100 µL) し, 15

分後に IVIS Imaging System (SPECTRUM, PerkinElmer) を用いて, ルシフェラーゼ発光およ

び BiR 蛍光 (λex = 605 nm, λem = 660 nm) を測定した。BiR 投与と光照射は 24 時間毎, 5 回行

ない, ルシフェラーゼの発光から腫瘍のサイズを評価した。 

ゼノグラフトマウスモデルを使用した in vivo 実験は東京工業大学生命理工学院近藤科江

教授, 口丸高弘元助教 (現, 自治医科大学講師) の協力のもと, 東京工業大学動物実験等管

理規則を順守し, 東京工業大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 



50 

 

第二章に関する実験 

 

 

BiRNH, BiRAcおよびBiRGluの合成 

 

2-Bromo-4-(dimethylamino)benzaldehyde (6)61  

 

窒素雰囲気, 氷冷下にて塩化ホスホリル (752 µL, 8.09 mmol, 1.2 eq.) を脱水 DMF (10 mL) 

に加え, 0 °Cで15分間攪拌した後, 化合物2 (1.35 g, 6.75 mmol, 1.0 eq.) を加えた。さらに0 °C

にて 10 分間攪拌後, 反応液を 50 °C に昇温し, 14 時間攪拌した。反応液は飽和炭酸水素ナト

リウム水溶液 (40 mL) で中和した後, 得られた混合溶液を酢酸エチル/n-ヘキサン混合溶媒 

(1/1, 40 mL × 3) で抽出した。有機層は飽和食塩水 (100 mL) で洗浄し, 硫酸マグネシウム乾

燥後, 溶媒を減圧留去した。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エ

チル/n-ヘキサン) にて精製し, 目的化合物を白色固体として得た (1.33 g, 5.83 mmol, 86%)。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 10.09 (s, 1H), 7.81 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.64 

(dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 3.08 (s, 6H).  

 

[2-Bromo-4-(dimethylamino)phenyl](1,3-dimethoxyphenyl)methanol (7) 

 

 

アルゴン雰囲気下にて, −78 °C に冷却した 2-ブロモ-1,3-ジメトキシベンゼン (1.60 g, 7.37 

mmol, 1.0 eq.) の脱水 THF 溶液 (10 mL) に対して, sec-BuLi (7.70 mL, 8.09 mmol, 1.1 eq. 1.05 

M シクロヘキサン/n-ヘキサン溶液) を滴下した。−78 °C にて 30 分間攪拌した後, カニュー

ラを用いて化合物 6 (1.68 g, 7.37 mmol, 1.0 eq.) の THF 溶液 (10 mL) に上記の反応溶液を滴

下した。−78 °Cにて30分間攪拌した後, 反応溶液を室温に戻し, 16時間攪拌した。その後, 反

応溶液に水 (50 mL) を加えて反応を停止させ, 得られた混合溶液をクロロホルム (50 mL × 

3) で抽出した。有機層は飽和食塩水 (100 mL) で洗浄し, 硫酸ナトリウムにて乾燥後, 溶媒

を減圧留去した。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキ

サン) にて精製し, 目的化合物を黄色アモルファスとして得た (2.47 g, 6.74 mmol, 92%)。 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.24 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.3 Hz, 

1H), 6.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.49 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 

11.5 Hz, 1H), 3.82 (s, 6H), 2.90 (s, 6H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 157.85, 150.51, 129.41, 128.92, 128.68, 125.73, 118.01, 116.47, 

110.80, 104.38, 68.93, 55.74, 40.25. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+Na]+ C17H20Br2NNaO3
+ 388.0519; found 388.0496. 

 

3-Bromo-N,N-diallylaniline (8)62 

 

3-ブロモアニリン 4 (400 mg, 2.33 mmol, 1.0 eq.) の水/エタノール混合溶液 (1/4, 25 mL) に

炭酸カリウム (1.28 g, 9.26 mmol, 4.0 eq) と臭化アリル (605 μL, 7.00 mmol, 3.0 eq.) を加え, 

70 °C にて 14 時間攪拌した。反応液を室温に戻した後, 不溶物をセライトろ過にて取り除き, 

溶媒を減圧留去した。得られた残渣を水 (60 mL) に懸濁した後, 酢酸エチル (60 mL × 3) で

抽出した。有機層は飽和食塩水 (60 mL) で洗浄し, 硫酸マグネシウムにて乾燥後, 溶媒を減

圧留去した。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサ

ン) にて精製し, 目的化合物を無色液体として得た (595 mg, quant.)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.02 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.80–6.77 (m, 2H), 6.59 (dd, J = 8.0, 2.3 Hz, 

1H), 5.86–5.79 (m, 2H), 5.18–5.14 (m, 4H), 3.90–3.89 (m, 4H). 

 

N,N-Diallyl-3-bromo-4-{[2-bromo-4-(dimethylamino)phenyl]1,3-dimethoxyphenylmethyl}anili

ne (9) 

 

化合物 7 (1.59 g, 4.34 mmol, 1.0 eq.) と化合物 8 (1.31 g, 5.20 mmol, 1.2 eq.) のジクロロメタ

ン溶液 (20 mL) に三ふっ化ほう素ジエチルエーテル錯体 (1.10 mL, 8.75 mmol, 2.0 eq.) を滴

下した。室温にて 7 時間攪拌した後, 反応液を水 (50 mL) で処理し, 得られた混合溶液をク

ロロホルム (50 mL × 3) で抽出した。有機層を硫酸マグネシウムで乾燥した後, 溶媒を減圧

留去した。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) 

にて精製し, 目的化合物を白色アモルファスとして得た (1.83 g, 3.05 mmol, 70%)。 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.18 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.87–6.84 (m, 3H), 

6.56–6.54 (m, 3H), 6.50 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 5.85–5.77 (m, 2H), 5.16–5.12 (m, 

4H), 3.84 (d, J = 5.2 Hz, 4H), 3.55 (s, 6H), 2.88 (s, 6H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.9, 149.5, 147.8, 133.8, 131.9, 131.7, 130.4, 129.8, 127.8, 125.6, 

125.5, 120.2, 116.1, 116.0, 115.8, 111.0, 110.9, 105.5, 56.1, 52.6, 45.4, 40.5. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+Na]+ C29H32Br2N2NaO2
+ 623.0708; found 623.0710. 

 

2-Diallylamino-9,10-dihydro-10-(2,6-dimethoxy)phenyl-7-dimethylamino-9-bismaanthracene 

(10) 

 

アルゴン雰囲気下, −78 °C に冷却した化合物 9 (1.81 g, 3.01 mmol, 1.0 eq) の脱水 THF 溶液 

(40 mL) に対し, tert-BuLi (7.90 mL, 12.6 mmol, 4.2 eq. 1.60 M n-ペンタン溶液) を滴下した。

−78 °C にて 30 分間攪拌した後, ジクロロフェニルビスマス (1.08 g, 3.03 mmol, 1.0 eq.) の

THF 懸濁液 (10 mL) を反応溶液に滴下した。−78 °C にて 30 分間攪拌した後, 反応溶液を

1.5 時間かけて−40 °C に昇温した。その後, 室温に戻しさらに 11 時間攪拌した。反応溶液に

水 (50 mL) を加えて反応を停止させ, 得られた混合溶液を酢酸エチル (80 mL × 3) で抽出

した。有機層は飽和食塩水 (80 mL) で洗浄し, 硫酸ナトリウム乾燥後, 溶媒を減圧留去した。

得られた残渣をDIOLシリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) にて

精製し, 目的化合物を無色アモルファスのジアステレオマー混合物として得た (1.02 g, 1.40 

mmol, 47%, diastereomer A : B = 1 : 1.3)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): Diastereomer A: δ 8.01 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 7.37–7.29 (m, 4H), 

7.20–7.16 (m, overlapped, 1H), 7.10–7.03 (m, overlapped, 3H), 6.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.47 (dd, 

overlapped, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.39 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H), 5.71 (s, 1H), 5.72–5.65 (m, 2H), 

5.10–5.05 (m, 4H) , 3.85–3.74 (m, overlapped, 2H), 3.69–3.65 (m, 2H), 3.67 (s, 6H), 2.75 (s, 6H); 

Diastereomer B: δ 7.83 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 

7.24 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.20–7.16 (m, overlapped, 1H), 7.10–7.03 (m, overlapped, 3H), 6.53 (dd, J 

= 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.50 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.47 (dd, overlapped, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.39 (s, 1H), 

5.79–5.75 (m, 2H), 5.03–4.97 (m, 4H), 3.85–3.74 (m, overlapped, 4H), 3.75 (s, 6H), 2.83 (s, 6H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 159.2, 157.4, 154.5, 154.3, 154.0, 152.9, 152.8, 152.6, 152.5, 

150.2, 149.3, 148.0, 147.3, 138.6, 137.6, 134.4, 134.3, 133.4, 132.8, 132.3, 131.4, 129.9, 129.8, 
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129.7, 129.5, 128.5, 128.2, 127.4, 126.9, 126.7, 124.2, 121.5, 120.9, 120.8, 120.6, 117.5, 115.9, 

115.8, 113.4, 113.0, 112.0, 111.4, 104.8, 104.4, 56.0, 55.4, 52.9, 52.8, 52.1, 51.4, 41.0, 40.8. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+H]+ C35H38BiN2O2
+ 727.2332; found 727.2716. 

 

2-Amino-9,10-dihydro-10-(2,6-dimethoxy)phenyl-7-dimethylamino-9-bismaanthracene (11) 

 

アルゴン雰囲気下にて Pd (PPh3)4 (85.0 mg, 73.6 µmol, 5 mol%) とN,N-ジメチルバルビツー

ル酸 (DMBA, 920 mg, 5.89 mmol, 4.0 eq.) を化合物 10 (1.07 g, 1.47 mmol, 1.0 eq. dr = 1 : 1.3) 

のジクロロメタン溶液 (30 mL) に加えた。反応溶液は 40 °C にて 2.5 時間攪拌した後, 飽和

炭酸水素ナトリウム水溶液 (50 mL) にて中和した。得られた混合溶液を酢酸エチル (50 mL 

× 3) で抽出した。有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した後, 溶媒を減圧留去した。得られた残

渣を DIOL シリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) にて精製した。

得られたジアステレオマー混合物はジエチルエーテルに懸濁し, 白色沈殿物をろ取した。ろ

液は減圧留去し, 目的化合物を淡水色アモルファスとして得た (440 mg, 0.681 mmol, 46%, 

11-cis : 11-trans = 1 : 0.16)。ろ取した白色沈殿は減圧乾燥し, 純粋な 11-trans として得た (150 

mg, 0.232 mmol, 16%)。 

1H NMR: 11-cis (500 MHz, CD3CN): δ 7.91 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, 2H), 7.42–7.30 (m, 4H), 7.08 (d, J 

= 2.9 Hz, 1H), 6.96–6.94 (m, 2H), 6.84 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.43 (dd, 

J = 8.6, 2.9 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 5.55 (s, 1H), 3.83 (brs, overlapped, 2H), 3.64 (s, 

6H), 2.71 (t, J = 7.7 Hz, 6H); 11-trans (400 MHz, d6-DMSO): δ 7.76 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 2H), 7.43 

(d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.21–7.24 (m, 2H), 7.15–7.19 (m, 1H), 7.09–7.05 (m, 

2H), 6.88 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.48 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 

8.6, 2.7 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 4.76 (brs, 2H), 3.754 (s, 6H), 2.76 (s, 

6H). 

13C NMR: 11-cis (100 MHz, CD3CN): δ 159.7, 157.7, 154.2, 153.0, 151.1, 147.8, 138.7, 132.5, 

132.1, 130.6, 130.2, 129.3, 129.2, 129.0, 128.3, 123.2, 122.0, 114.2, 112.6, 105.5, 55.8, 52.0, 

40.6 (the peaks of 11-trans were not detected); 11-trans (125 MHz, CDCl3): δ 157.3, 154.9, 152.7, 

152.4, 149.4, 144.7, 137.9, 135.0, 133.1, 130.0, 129.8, 129.7, 127.0, 126.9, 124.4, 123.1, 120.9, 

115.8, 113.5, 104.9, 56.1, 52.2, 40.8. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+H]+ C29H30BiN2O2
+ 647.2106; found 647.2099. 
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BiRNH 

 

化合物 11 (40.1 mg, 62.0 µmol, 1.0 eq. cis : trans = 1 : 0.16) のアセトニトリル溶液 (3 mL) 

に KPF6 (22.5 mg, 0.122 mmol, 2.0 eq.) と p-クロラニル (30.5 mg, 0.124 mmol, 2.0 eq.) を加え, 

室温にて 45 分間攪拌した。その後, 不溶物をセライトろ過にて取り除き, 溶媒を減圧留去

した。得られた残渣をカラムクロマトグラフィー (DIOL シリカゲル, アセトン/クロロホル

ム) にて精製し, 目的化合物を濃紺色固体として得た (21.4 mg, 27.1 µmol, 44%)。 

1H NMR (500 MHz, CD3CN): δ 7.87 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 

9.7 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.35 (t, J = 

7.4 Hz, 2H), 7.25 (tt, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.61 

(dd, J = 9.7, 2.9 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 9.5, 2.6 Hz, 1H), 6.23 (brs, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.57 (s, 3H), 

3.25 (s, 6H). 

13C NMR (100 MHz, CD3CN): 176.4, 168.2, 167.5, 157.7, 157.7, 156.6, 155.8, 144.0, 143.9, 

137.3, 131.5, 131.2, 128.5, 126.1, 125.9, 125.4, 125.2, 116.0, 114.9, 105.0, 104.7, 56.4, 56.4, 

41.0. 

19F NMR (376 MHz, CD3CN): δ −73.5 (d, JFP = 707 Hz, 6F). 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M−PF6
−]+ C29H28BiN2O2

+ 645.1949, found 645.1923. 

m.p. 193.0–196.0 °C (decomp.). 

 

2-Acetylamino-9,10-dihydro-10-(2,6-dimethoxy)phenyl-7-dimethylamino-9-bismaanthracene 

(12) 

 

ピリジン (150 µL, 1.86 mmol, 10 eq.) と無水酢酸 (88.0 µL, 0.931 mmol, 5.0 eq.) を化合物

11 (120 mg, 0.186 mmol, 1.0 eq. cis : trans = 1 : 0.16) のジクロロメタン溶液 (5 mL) に加えた
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後, 室温で 3 時間攪拌した。反応液を水 (10 mL) で処理した後, 得られた混合溶液をクロロ

ホルム (10 mL × 3) で抽出した。有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した後, 溶媒を減圧留去し

た。得られた残渣を DIOL シリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-ヘキサン) 

にて精製し, 目的化合物を薄紫色固体として得た  (82.4 mg, 0.120 mmol, 64%, 12-cis : 

12-trans =1 : 0.16)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): 12-cis: δ 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.38–7.35 

(m, 2H), 7.30–7.09 (m, 5H), 6.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.50–6.45 (m, 2H), 5.68 (s, 1H), 3.64 (s, 6H), 

2.74 (s, 6H), 1.87 (s, 3H); 12-trans: δ 7.78 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 7.64–7.61 (m, 3H), 7.30–7.09 (m, 

7H), 7.02–7.01 (m, 2H), 6.54 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 3.72 (s, 6H), 2.80 (s, 6H), 1.91 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 168.3, 159.1, 157.2, 154.4, 153.0, 152.4, 150.3, 149.4, 140.6, 

139.6, 138.8, 137.8, 137.1, 136.3, 132.5, 131.1, 130.0, 129.8, 129.7, 128.7, 128.6, 128.5, 127.9, 

127.7, 123.7, 121.3, 120.6, 120.1, 119.1, 116.9, 113.5, 112.1, 104.7, 104.5, 56.0, 55.4, 52.5, 52.1, 

40.8, 40.7, 24.2 (several peaks were overlapped). 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+H]+ C31H32BiN2O3
+ 689.2211, found 689.2209. 

 

BiRAc 

 

化合物 12 (75.0 mg, 0.109 mmol, 1.0 eq. cis : trans = 1 : 0.16) のアセトニトリル用溶液 (2 

mL) に KPF6  (40.2 mg, 0.218 mmol, 2.0 eq.) と p-クロラニル (40.2 mg, 0.163 mmol, 1.5 eq.) 

を加え, 室温で 30 分間攪拌した。その後, 不溶物をセライトろ過にて取り除き, 溶媒を減圧

留去した。得られた残渣を DIOL シリカゲルカラムクロマトグラフィー (アセトン/クロロ

ホルム) にて精製し, 目的化合物を暗紫色固体として得た (52.8 mg, 63.4 µmol, 58%)。  

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.46 (s, 1H), 8.26 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.78–7.75 (m, 3H), 7.71 (d, J 

= 9.2 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 8.3, 2.3 Hz, 1H), 7.47 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 7.21 

(t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.63 

(dd, J = 9.6, 2.6 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.36 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 2.14 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 176.3, 172.1, 170.3, 162.8, 157.2, 157.0, 156.9, 156.4, 146.7, 

144.4, 140.4, 136.7, 131.9, 131.4, 130.9, 128.9, 128.1, 127.6, 126.4, 120.1, 117.0, 116.1, 104.2, 

103.9, 56.1, 56.0, 41.8, 41.5, 24.6. 

19F NMR (376 MHz, CD3CN): δ −73.5 (d, JFP = 706 Hz, 6F). 
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HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M−PF6
−]+ C31H30BiN2O3

+ 687.2055, found 687.2030. 

m.p. 195.0–196.5 °C (decomp.). 

 

化合物 13 

 

Alloc-Glu-OAllyl63 (240 mg, 0.885 mmol, 1.1 eq. cis : trans =1 : 0.16) と DIPEA (280 µL, 1.61 

mmol, 2.0 eq.) の混合 DMF 溶液 (3 mL) と HBTU (335 mg, 0.885 mmol, 1.1 eq.) を化合物 11 

(120 mg, 0.186 mmol, 1.0 eq.) の DMF 溶液 (5 mL) に加えた。室温にて 4.5 時間攪拌した後, 

反応溶液を水 (20 mL) で処理し, 得られた混合溶液を酢酸エチル/n-ヘキサン (4/1, 25 mL × 

3) で抽出した。有機層は飽和食塩水 (25 mL) で洗浄し, 硫酸マグネシウム乾燥後, 溶媒を

減圧留去した。得られた残渣を DIOL シリカゲルカラムクロマトグラフィー (酢酸エチル/n-

ヘキサン) にて精製し, 目的化合物を薄紫色アモルファスとして得た (545 mg, 0.605 mmol, 

75%, dr = 1 : 0.24)。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): Major diastereomer: δ 8.00 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.65–7.61 (m, 1H), 

7.56–7.52 (m, 1H), 7.40–7.33 (m, 4H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.11–7.13 (m, 2H), 6.73 (d, J = 8.6 

Hz, 2H), 6.48-6.51 (m, 1H), 5.93–5.76 (m, 2H), 5.69 (s, 1H), 5.54 (br, 1H), 5.31–5.15 (m, 4H), 

4.60–4.59 (m, 2H), 4.53–4.43 (m, 2H), 4.41–4.32 (m, 1H), 3.68 (s, 6H), 2.77 (s, 6H), 2.42–2.31 (m, 

2H), 2.31–2.21 (m, 1H), 2.04–1.93 (m, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ171.6, 169.8, 159.1, 157.2, 156.2, 154.3, 152.9, 152.4, 152.4, 150.3, 

149.4, 139.7, 139.6, 138.7, 137.8, 137.1, 137.1, 136.3, 132.4, 131.3, 130.0, 129.8, 129.7, 128.8, 

128.6, 127.6, 127.4, 127.2, 126.9, 123.7, 121.3, 120.6, 119.9, 119.1, 118.8, 118.0, 1167.0, 113.5, 

112.1, 104.7, 104.5, 66.1, 65.9, 56.0, 55.4, 53.5, 52.5, 52.1, 40.8, 40.7, 33.4, 28.8, 28.7. 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for [M+H]+ C41H45BiN3O7
+ 900.3056, found 900.3037. 
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BiRGlu 

 

アルゴン雰囲気下にて Pd(PPh3)4 (18.1 mg, 15.7 µmol, 5 mol%) と N,N-ジメチルバルビツー

ル酸 (DMBA, 195 mg, 1.25 mmol, 4.0 eq.) を化合物 13 (282 mg, 0.313 mmol, 1.0 eq. dr = 1 : 

0.24) のジクロロメタン溶液 (3 mL) に加え, 40 °C にて 1.5 時間攪拌した。その後, 溶媒を減

圧留去し, 得られた残渣を DIOL シリカゲルカラムクロマトグラフィー (メタノール/クロ

ロホルム) にて精製した。得られた脱保護体 (196 mg, 0.252 mmol, 1.0 eq.) をジクロロメタ

ン/メタノール (1/1, 5 mL) に溶解し, 氷冷下 KPF6 (92.8 mg, 0.504 mmol, 2.0 eq.) と 2,3-ジク

ロロ-5,6-ジシアノ-1,4-ベンゾキノン (DDQ, 86.0 mg, 0.379 mmol, 1.5 eq.) を加え, 1 時間攪拌

した。その後, 溶媒を減圧留去し, 得られた残渣を逆相分取 HPLC にて精製し, 目的化合物

を紫色粉末として得た (15.7 mg, 17.1 µmol, 5.5%)。 

1H NMR (500 MHz, d6-DMSO): δ 8.53 (s, 1H), 8.27 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 

7.60–7.54 (m, 3H), 7.43 (s, 1H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.21 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.97–6.94 (m, 1H), 

6.92 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.66 (s, 3H), 3.60 (s, 1H), 3.56 (s, 3H), 3.49 (s, 

3H), 3.37 (overlapped with H2O, 3H), 2.54 (s, 2H), 1.96 (s, 2H). 

19F NMR (376 MHz, d6-DMSO): δ −72.5 (d, JFP = 711 Hz, 6F). 

HRMS (ESI+) m/z calcd. for C34H35BiN3O5
+ [M−PF6

−]+ 774.2375, found 774.2347. 

m.p. 210.9–215.0 °C (decomp.). 

 

BiRGluの HPLC解析 

  

HPLC conditions: Solvent A/B = 20/80 for 5 min, and then 20/80–80/20 for 15 min. The eluate was 

monitored at 254 nm. Retention time = 12.8 min. Solvent A: 0.05% (v/v) formic acid in water, 

Solvent B: 0.05% (v/v) formic acid in acetonitrile. 

 

 

 



58 

 

吸収・蛍光スペクトル測定 

紫外可視吸光スペクトルはCoolSpeK温度制御セルホルダー (USP-203, Unisoku) を搭載し

たAgilent 8453フォトダイオードアレイ式分光光度計 (Agilent) を使用して測定した。測定セ

ルは, 光路長1 cm, 測定容量3 mLの2面透明石英セル, および光路長0.1 cm, 測定容量5 µLの

2面透明石英セルを使用した。 

蛍光スペクトル測定は第一章と同様の方法にて実施した。 

 

蛍光量子収率測定 

第一章と同様の方法にて実施した。 

 

pH耐久性試験 

 各pH (4.1, 4.7, 5.2, 5.8, 6.5, 7.1, 7.8, 8.4, 9.3, 10.2) に調製したリン酸緩衝液中 (200 mM, 

0.5% DMSO) にて, BiRNH (5 µM) およびBiRAc (5 µM) の吸収を測定した。測定は各溶液を

調製し, 室温にて30分間静置した後に行なった。 

 

溶解性確認試験 

 様々な濃度に調製したBiRNH, BiRAc, BiRGlu (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 µM)のアセトニト

リルおよびHEPES緩衝液溶液 (50 mM, pH 7.4, 1%DMSO) の吸収を測定した。 

 

 

一重項酸素生成確認試験 

光照射には液体ライトガイド (1.2 m,  = 5 mm, LLG-0538-4, Thorlabs) を接続した赤色

LEDライト (625 nm, M625L3, Thorlabs) および緑色LEDライト (530 nm, M530L3, Thorlabs) 

を使用し, 電源にはT-Cube LEDドライバー (Thorlabs) を使用した。各光増感剤 (BiRX = 

BiRNH, BiRAc, BiRGlu) と1,3-ジフェニルベンゾフラン (DPBF, 一重項酸素補足剤) の混合

溶液について, 光照射下 (1.1 mW cm−2) にて1分毎, 30分間吸収スペクトル測定を行なった。

BiRXの一重項酸素生成量子収率 (Φ(1O2)BiRX) はDPBFの光酸化の初速度 (k) から, 以下の

式を用いて算出した。 

Φ(1O2)BiRX =Φ(1O2)SP•(kBiRX/kSP)•(FSP/FBiRX) 

標準光増感剤 (SP) として, メチレンブルー (Φ(1O2) = 0.52 in CH3CN)44 およびローズベン

ガル (Φ(1O2) = 0.54 in CH3CN)64 を用いた。式中のFはF = 1−10−ODからなる係数であり, OD

は光照射波長における吸光度の初期値を示す。DPBFの初期濃度は60 µM, BiRNH, BiRAcお

よびBiRGluの初期濃度は1.7 µMになるように各サンプルを調製した。 

光安定性試験については, BiRX (5 µM) の HEPES 緩衝液 (50 mM, pH 7.4, 0.5% DMSO) に

対して光照射 (1.1 mW cm−2) 下, 5 分毎, 2 時間吸光度の測定を行なった。 
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熱安定性試験については, BiRX (5 µM) の HEPES 緩衝液 (50 mM, pH 7.4, 0.5% DMSO) に

対して加熱条件 (37 °C, 60 °C) 下, 5 分毎, 2 時間吸光度の測定を行なった。 

 

 

BiRGluとGGTの反応における生成物分析 

HEPES緩衝液中 (50 mM, pH 7.4, 5% DMSO), BiRGlu (10 µM) にGGT (10 U mL−1) を添加

し, インキュベートした。インキュベート後, 5分, 1時間, 2.5時間時点の反応液をサンプリン

グしHPLC (Solvent A: 0.05% (v/v) ギ酸水溶液, Solvent B: 0.05% (v/v) ギ酸アセトニトリル溶

液, Solvent A/B = 20/80 to 80/20 for 5–20 min) で分析した。溶出液は254, 526および615 nmに

おける吸光度にてモニタリングした。 

 

 

細胞培養 

A549細胞 (ヒト肺上皮腺がん細胞) およびSKOV3ip1細胞 (ヒト卵巣がん細胞) は1 mMピ

ルビン酸ナトリウム (Wako), 10%ウシ胎児血清 (FBS, SIGMA), 50 U mL−1ベンジルペニシリ

ンカリウム (ぺニシリン, Meiji) , 50 ng mL−1硫酸ストレプトマイシン (ストレプトマイシン, 

Meiji) , 50 ng mL−1硫酸カナマイシン (カナマイシン, Meiji) を添加したD-MEM (Wako) を培

地として用い, 37 °C, 5%CO2インキュベータを用いて培養した。 

 

 

共焦点蛍光イメージング 

共焦点蛍光イメージングは, ガス制御装置付ステージインキュベータ (STX series, 東海

ヒット), ディスクスキャン共焦点ユニット (DSU), EMCCDカメラ (ImagEM, 浜松ホトニク

ス), レーザーダイオード (LDI with 7 laser lines, 89 North) を搭載した倒立型共焦点顕微鏡 

(Olympus IX83) を使用して実施した。励起波長, 蛍光フィルター, ダイクロイックミラーは

色素に応じて以下の通りに設定した。 

• BiRGlu and BiRNH: excitation = 640 nm, emission = 672–712 nm, and dichroic mirror = 660 nm. 

• ProteoGREEN-gGlu: excitation = 470 nm, emission = 516–556 nm, and dichroic mirror = 495 nm.  

• ER-Tracker Green: excitation = 470 nm, emission = 516–556 nm, and dichroic mirror = 495 nm.  

• Hoechst: excitation = 405 nm, emission = 423–467 nm, dichroic mirror = 414 nm. 

• Propidium iodide (PI) : excitation = 555 nm, emission = 572–642 nm, dichroic mirror = 562 nm. 

細胞はガラスボトムシャーレ (Advanced TC CELLview Cell Culture Dish, Greiner) に 5.0 × 

104 cells/well となるよう播種し, D-MEM 中で 24 時間培養した後に実験に使用した。イメー

ジングの際にはフェノールレッド不含 Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, GIbco) を用いた。

共染色実験には 60倍の油浸対物レンズ, その他のイメージングには 20倍対物レンズを使用

した。 
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GGT発現確認 

A549細胞あるいはSKOV3ip1細胞をHBSSで洗浄 (× 2) した後, ProteoGREEN-gGlu (1 µM, 

from 0.1 mM stock solution in DMSO) を加え30分間, 37 °Cでインキュベートした。その後, 

HBSSで洗浄し (× 1) 蛍光イメージングを行なった。 

 

GGT阻害実験 

A549細胞をHBSSで洗浄 (× 2) した後, GGT阻害剤 (GGsTOP, 100 µM, from 10 mM stock 

solution in water, Wako) を加えて1時間, 37 °Cでインキュベートした。その後, BiRGlu (1 µM, 

from 0.2 mM stock solution in DMSO) を加え, 2時間, 37 °Cでインキュベートした後に蛍光イ

メージングを行なった。 

 

共染色実験 

A549細胞をHBSSで洗浄 (× 2) した後, BiRNH (1 µM, from 0.2 mM stock solution in DMSO) 

およびER-Tracker Green (0.2 µM, from 20 µM stock solution in DMSO) を加えて30分間, 37 °C

でインキュベートした。その後, HBSSで洗浄し (× 1) 蛍光イメージングを行なった。共局在

の解析はFijiのColoc2プログラムを用いてピアソン相関係数 (Rcoloc) を算出することによっ

て行なった (n = 3)。 

 

PI/Hoechst染色による細胞死アッセイ 

細胞をHBSSで洗浄 (× 2) した後, BiRGlu (1 µM, from 0.2 mM stock solution in DMSO) を

加え, 0.5, 1, 2, 4時間, 37 °Cでインキュベートした。その後, 細胞を顕微鏡の励起光 (640 nm, 

ca. 14 mW cm−2) で照射した。Propidium iodide (PI, 5 µM, from 500 µM stock solution in DMSO) 

とHoechst 33342 (1 µg mL−1, from 0.1 mg mL−1 stock solution in water) で30分間処理した後, 

蛍光イメージングを行なった。PIで核染色された細胞 (死細胞) とHoechstで核染色された細

胞 (全細胞) の数を計測し, PI陽性細胞/Hoechst染色細胞の比から細胞死の割合を算出した。 

 

 

MTTアッセイによる細胞毒性評価 

光毒性試験の際には, 細胞を96ウェルプレート (Techno Plastic Products AG) に1.0 × 104 

cells/wellで播種し, 培地中で24時間インキュベートした。細胞を種々の濃度のBiRXで37 °C, 

2時間インキュベートした後, 赤色LEDライト (625 nm, 20 J cm−2, M625L3, Thorlabs) および

緑色LEDライト (530 nm, 20 J cm−2, M530L3, Thorlabs) を用いて光照射を行なった。その後, 5 

mg mL−1 MTT試薬で4時間, 37 °Cで処理した後, DMSOで細胞を溶解した。24時間毒性試験の

際には, 細胞を96ウェルプレート (Techno Plastic Products AG) に5.0 × 103 cells/wellで播種し, 

培地中で24時間インキュベートした。細胞を種々の濃度のBiRXで37 °C, 24時間インキュベ

ートした後5 mg mL−1 MTT試薬で4時間, 37 °Cで処理した。その後, DMSOで細胞を溶解し, 
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マイクロプレートリーダー (SpectraMax iD3, Molecular Devices) を用いて560 nmの吸光度を

測定し, 細胞生存率を算出した。 
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略語一覧 

 

 

Ac2O: acetic anhydride 

Alloc-Glu-OAllyl: N-allyloxycarbonyl-L-glutamic acid 1-allyl ester 

DFT: density functional theory 

DIPEA: N,N-diisopropylethylamine 

DMBA: 1,3-dimethylbarbituic acid 

D-MEM: Dulbecco's modified Eagle's medium 

DMF: N,N-dimethylformamide 

DMSO: dimethylsulfoxide 

DPBF: 1,3-diphenylbenzofuran 

FBS: fetal bovine serum 

GGT; γ-glutamyltranspeptidase 

HBSS: Hanks' balanced salt solution 

HBTU: 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide hexafluorophosphate 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HOMO: highest occupied molecular orbital 

LUMO: lowest unoccupied molecular orbital 

HPLC: high performance liquid chromatography 

MB: methylene blue 

MEM: minimum essential medium 

MTT: 3-[4,5-dimethylthial-2-yl]-2,5-diphenyltetrazalium bromide 

Pd(PPh3)4: tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) 

PDT: photodynamic therapy 

PI: propidium iodide 

THF: tetrahydrofuran 
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