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TFPE基を利用した小分子蛍光性有機化合物の合成と

酵素活性測定への利用
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本研究は、新しいフッ素官能基として(五)・3,3,3・trifluoropropenyl(TFPE)基を

含む小分子蛍光性有機化合物を合成し、それぞれの蛍光特性を見極め、合成し

た化合物を用いて酵素活性測定を行ったものである。近年、蛍光性有機化合物

の重要性は増しており、様々な蛍光性有機化合物が研究対象となってきたもの

の、小分子蛍光性有機化合物の開発およびその利用に関しては依然として研究

の余地がある。そこで、小分子蛍光性有機化合物の開発およびケミカルバイオ

ロジー分野での可能性を見据え、次の項目を研究目的と定めて博士研究を展開

した。
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表 雅章

TFPE基含有小分子蛍光性有機化合物の合成と物性評価

酵素による加水分解反応を利用した酵素活性測定への利用

はじめに

蛍光性有機化合物は、蛍光色素あるいは蛍光プローブ分子の蛍光団として、

生化学分野における蛍光バイオイメ」ジングや酵素活性測定など、基礎研究か

ら臨床診断まで幅広く利用されている。その基本骨格の多くは、十分な蛍光強

度を得るために拡張π共役系分子のような分子サイズの大きい多環芳香族化合

物である。一方で.、電子供与性官能基と電子求引性官能基を持ち、分子内で

"push、PUH system"を形成する化合物ではY芳香環をーつしかもたないような小

分子でも蛍光性を示すことが報告されている。
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蛍光プローブは、分子サイズが大きくなると標的分子のラベル化などの際に

標的分子自身の動きを阻害することが問題になる。そこで、筆者は、単純なア
リンに、電子求引性の(Ξ)・3,3,3・triauoropropenyl ( TFPE )基が置換した

"push、PUⅡ System"を形成する小分子の TFPE・aniline が、短い共役系にもかかわ

らず優れた蛍光性ならびに高い化学的安定性を示すことに着目した。加えて

TFPE 基は、剛直かっ回転しにくい構造を持つため、励起状態から基底状態へ

のエネルギー緩和過程において蛍光発光を伴わない無幅射失活によるエネルギ

一緩和が起こりにくく、さらに、酸素原子や窒素原子のようなルイス塩基性原

子を含まないことからプロトン性溶媒が配位せず、プロトン性溶媒の溶媒和に

よる蛍光消光が起こりにくい。つまり、 TFPE 基は、水などのプロトン性溶媒

中でも蛍光量子収率(φ)が低下しにくいととが推測される。
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小分子蛍光性有機ヒ合物の合成と蛍光特性の評価

目的の TFPE、anlHne は、 iodoanⅡine を原料として、 TMSCH=CHCF3 を用いる

檜山クロスカップリング反応により合成した。本反応は、遊籬の窒素を保護す

ることなく、さらに分子内のヨウ素の数に応じて TFPE 基の導入が行えるもの

である。
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合成した TFPE、aniHne の蛍光波長を測定した結果、 TFPE 基の増加に伴い蛍

光極大波長は長波長化することが分かった。また、興味深いことに、 TFPE 基

が 1 つ置換した位置異性体においては、それぞれの蛍光量子収率(φ)が大き

く異なっていた。すなわち、の所0 に置換した 1は強い蛍光性を示すのに対し(φ

に置換した 2 はほぽ蛍光性を示さなかった(φ=0.01)。両者間で= 0.フフ)、 Para

の蛍光性の違いを調べるため、 1翁よび2 の蛍光寿命(τ)を測定し、放射失活

速度定数浦よび無放射失活速度定数を算出した。結果として 1は2 に比べて効

率的に蛍光発光を行っていることが分かった。

1の

TFPE、aniⅡne の蛍光測定結果から、1 の 4位あるいは 5 位に種為官能基を導入

することで、蛍光量子収率の向上および異なる蛍光極大波長を持つ化合物の合

成を試みた。

導ヒによる蛍光波長の
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Ortho・iodoaniline

合成した or所0、TFPE、an1Ⅱne の蛍光スペクトノレを測定した結果、4位に電子供

与性官能基を持つ場合では、蛍光極大波長の長波長化や蛍光量子収率の増加が

みられた。一方、電子求引性官能基を持つ場合では、蛍光極大波長の短波長化

や蛍光量子収率の減少がみられた。また、5 位に電子供与性官能基を持つ場合

電では、蛍光極大波長は短波長化し、蛍光量子収率の減少がみられた。一方、

子求引性官能基を持つ場合では、蛍光極大波長の長波長化や蛍光量子収率の増

加がみられた。

特筆すべきことは、 or所0"TFPE.aniline 類は有機溶媒中だけではなく、水系溶

媒中においても蛍光性を示すことである。これは、当初の推測通り、TFPE・aniline

類が、プロトン性溶媒の溶媒和による蛍光消光を避けるという TFPE 基の長所

がうまく発揮された結果である。また、すべての TFPE・anⅡine において、有機

溶媒中に比べて蛍光極大波長の長波長化がみられ、一部の TFPE・aniline におい

ては蛍光量子収率の増加もみられた。

Synthesis of orthoTFPE"aniline5 by cross・coupling reaction
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TFPE、aⅡn血e を用いた酵素活性測定

TFPE、anⅡine は水系溶媒中でも十分な蛍光性を示すことから、酵素活性測定

など生化学的なアプローチを行う蛍光プローブ分子の蛍光団になると考え、本

化合物を利用した酵素活性測定を検討した。

糖尿病の予防や診断面で臨床上の有用性が高いバイオマーカーである

Dゆeptidylpeptidase、4 (DPP・4)を酵素活性測定の標的酵素とし、 DPP・4 の基質

特異性にあわせてアミノ基をグリシンおよびプロリンで順次ぺプチド修飾した

化合物 H、Gly、pro、TFPE、aniline を合成し、酵素活性測定の蛍光基質とした。炊

に、合成した H、Gly、pro、TFPE、aniⅡne と TFPE・anHine の蛍光スペクトノレを測定

したところ、両者の蛍光特性は大きく異なった。すなわち、 TFPE・aniline は強

い蛍光性を示すが、アミノ基をぺプチド修飾した H・Gly・pro・TFPE・aniline は蛍

光性を示'さなかった。これにより、 H・Gly・pro・TFPE・aniⅡne はぺプチド結合の加

水分解反応を起点とする蛍光 OF列ONスィッチングが可能な蛍光基質となると

考えた。実際に、 DPP、4 と H、Gly、pro、TFPE・aniline を水系溶媒中で反応させる

と、加水分解反応の進行にイ半0て蛍光性の TFPE・aniⅡne が遊既し、蛍光強度が

増加した。つまり、 H、Gly、pro、TFPE・aniline は DPP・4 の蛍光基質となり、本法

によって、 DPP、4 の酵素活性が正しく測定できた。
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近年、蛍光性有機化合物は様々な分野で利用されているが、特に生化学的な

分野では、革新的な技術とされるまでに発展している。この目的で利用されて

いる蛍光性有機化合物は優れた蛍光性が必要とされるため、拡張π共役系分子

の多環芳香族化合物が主に使われてきた。しかし、その分子サイズの大きさゆ

えに標的白身の生理作用を阻害してしまうなど、同時に課題も見受けられる。

TFPE、ani11ne は種々の蛍光性有機化合物と比較しても群を抜いて構造が小さく、

単純で、化学的安定性が高いため、使用目的に応じた構造修飾が容易に行える。

さらに、水系溶媒においても十分な蛍光性を示すことは特筆すべき利点である。

本研究成果を足掛かりに、今後、新たな小分子蛍光性有機化合物の創生、さら

に酵素阻害剤など医薬品開発の一助になることを期待したい。
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