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高選択及び高感度を目的とする蛍光・化学発光試薬の開発
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Fluorescence (FL), chemiluminescence (CL) and bioluminescence (BL) have been extensively focused on lumines-
cence assays. Various FL and CL compounds have been synthesized and evaluated their FL and CL properties. This rev-
iew describes development of highly selective and sensitive FL and CL reagents by derivatizing luminol, indole and poly-
phenol. Luminol derivatives were used for measuring enzyme activities and ultraviolet ray power. Indole derivatives with
large stokes shift and long-lasting CL properties were developed. Compound which had enhancement eŠect on poly-
phenol CL was found. Highly sensitive CL polyphenol dendrimers were synthesized.
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1. はじめに

近年，分析化学研究分野において蛍光（Fluores-

cence），化学発光（Chemiluminescence）及び生物

発光（Bioluminescence）による発光分析法は顕著

な進歩を遂げている．13)特に生体内物質の選択的

計測を目的とする発光試薬の開発は世界中で活発に

研究がなされ，46)それは最新分析機器の高性能化

及び新規な発光特性を有する分析試薬の開発の進歩

とともにある．分子細胞生物学をはじめ生化学研究

において発光試薬が果たす役割は増える一方であ

る．しかし，汎用されている発光試薬は限られてき

ており，類似した研究が数多くみられ，発光試薬の

選択性及び感度の低さが原因で研究が進まない例が

見受けられる．そこで，さらなる発光分析法の適用

を広げる観点から，新たな発光試薬の基礎研究が必

要となっている．本総説では，筆者らが取り組んで

きたルミノール（Luminol），インドール（Indole）

及びポリフェノール（Polyphenol）化合物を基盤と

した高選択及び高感度を目的とする蛍光・化学発光

試薬の開発を中心に紹介する．

2. ルミノール誘導体を用いる加水分解酵素活性

測定法及び紫外線光強度測定法

ルミノールは，化学発光試薬の中でも非常に高感

度な計測を可能とする化学発光試薬として古くから

知られている．特に，血痕及び過酸化物の検出にお

いて汎用されている．ルミノールは，アルカリ存在

下，過酸化水素及びフェリシアン化カリウムの酸化

により青色（420 nm）発光する．ルミノールのカ

ルボニル酸素に置換基を導入することで，非化学発

光性（oŠ）のルミノール誘導体に導き得ることが

見い出されていた．7) On-oŠ スイッチング発光特性

に着目し，加水分解酵素である b-D- ガラクトシ

ダーゼ（ b-D-Gal）及びアルカリホスファターゼ

（ALP）測定用の化学発光基質を合成し，高感度な

酵素活性測定法を開発した（Fig. 1）．b-D-Gal 測定

法では，検量域 0.055 mU/tube，検出下限（S/N

＝3）50 mU/tube, ALP 測定法では，検量域 0.15

mU/tube，検出下限（S/N＝3）100 mU/tube であ

り，従来の蛍光法と比較し高感度であった．8)蛍光

化合物の on-oŠ スイッチング発光特性に基づいた

研究例は多いが，化学発光化合物の on-oŠ スイッ
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Fig. 1. Chemiluminescent Substrates for the Measurement of b-D-Galactosidase and Alkaline Phosphatase Activities Based on On-oŠ
Switching

Fig. 2. Photosensitive Luminol Derivatives
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チング発光特性に基づいた研究例は少ない．

一方，紫外線光強度測定が可能な発光プローブは

開発されていなかった．そこで，紫外線に応答し化

合物を放出することのできる光分解性保護基である

ニトロベンジル，アントラキノン及びクマリンに着

目した．ルミノールのカルボニル酸素に光分解性保

護基を有した数種のルミノール誘導体（14）を合

成し，紫外線光強度測定に適用した（Fig. 2）．そ

のうち，Luminol-O-2-nitrobenzylate（1）が紫外線

光強度測定に最も適していた．また，クマリンは他

の光分解性保護基と比較して迅速な光応答性を有し

優れていた．911)

3. ストークスシフトが大きくかつ持続性化学発

光を示すインドール誘導体の開発

インドールは蛍光・化学発光試薬として古くから

知られている．しかし，自然蛍光は強いものの蛍光

極大波長が短く，化学発光強度が弱くて持続性がな

いなどの欠点を有していた．そこで筆者らは，蛍光

極大波長が長く（500 nm 以上），化学発光強度が強

くかつ持続性（発光時間 10 分間以上）を有するイ

ンドール誘導体を開発することにした．インドール

の 3 位に置換基を有する 20 種以上のインドール誘

導体の化学発光を測定した結果から， 3-In-

doleglyoxylyl chloride（5）が持続性化学発光化合

物であることを見い出した（Fig. 3）．12) 5 の化学発

光反応においては，Indole-3-carboxylic acid が生成

することを確認した．このことから，5 の化学発光

メカニズムは，ジオキセタン及びジオキセタンジオ

ンを経由したメカニズムではないかと推測した．

高選択性及び高感度発光分子を設計するに当たり，
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Fig. 3. Chemiluminescence Mechanism of 3-Indoleglyoxylyl Chloride via Dioxetane and Dioxetanedione
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2 つのコンセプトを設けた．1 つは p- 共役による蛍

光波長の長波長側へのシフトを引き起こすこと，も

う 1 つはインドール部位以外にもジオキセタン化学

発光が可能なインドール誘導体とすることであり，

これにより発光強度の増加を期待した．このコンセ

プトに合致したのは，構造内に 2 つのインドールが

マレイミドによって連結されたビスインドリルマレ

イ ミ ド （ Bisindolylmale imide, BIM ） で あ っ た

［Fig. 4(a)］．20 種以上の BIM 誘導体を合成し，そ

の発光を測定した結果から，蛍光極大波長が 500

nm 以上と長く，200 nm 以上のストークスシフト

を有してかつ，10 分間以上化学発光が持続する

BIM 誘導体を見い出した．また，可視部における

様々な蛍光発光色を有する BIM も開発し，13,14)

BIM が一重項酸素（1O2）により強く発光すること

及び BIM の化学発光のメカニズムを推測した

［Fig. 4(b)］．15)

次に，量子化学計算を取り入れて，BIM の蛍光

発光特性を評価した．その結果，吸収極大波長の実

測値と ab initio 分子軌道構造相関（MOCI）法か

ら計算された推定値が非常に近似した．したがっ

て，この結果から，BIM は励起状態でイオン化し

ていることが見い出された．

4. ポリフェノール化学発光の増感及び化学発光

性ポリフェノール誘導体の開発

ポリフェノールの化学発光種は 1O2 であり，その

発光波長は約 630 nm である．16)ポリフェノール

は，化学発光性を有しているが化学発光強度は低

く，ポリフェノールの高感度測定法及び高感度化学

発光性ポリフェノールの開発はあまりなされていな

かった．そこで，数種のカルボジイミド存在下，ポ

リフェノールの化学発光を測定したところ，水溶性

カルボジイミドである 1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-

propyl)carbodiimide がポリフェノールの化学発光

強度を数百倍増加させることを見い出した．17)この

化学発光増感効果を利用して，ポリフェノールのフ

ローインジェクション測定法及び HPLC化学発光

測定法を開発した．18,19)
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Fig. 4. (a) Bisindolylmaleimide (BIM) with Expansion of p-Conjugate and Dioxetane Chemiluminescence, (b) Chemiluminescence
of BIM in the Presence of Singlet Oxygen and Hydrogen Peroxide
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次に，超分子化学を取り入れて，高感度化学発光

性ポリフェノールを開発した．発光体ユニットの増

加に伴う化学発光強度の増加を予測して，環状フェ

ノールであるカリックスアレーン（Calixarene）及

び樹木状高分子であるデンドリマー（Dendrimer）

に着目した．Trihydroxyphenol linked-calix[4]are-

ne 及びポリフェノールデンドリマーを合成し，没

食子酸（Gallic acid）の化学発光強度の数百倍の高

感度化を達成した（79, Fig. 5）．20,21)中でも，ポリ

フェノールデンドリマーの化学発光は持続性を有し

ていた．量子化学計算に基づいて，ポリフェノール

デンドリマー構造の最適化も行った．また，界面活

性剤存在下，ポリフェノールデンドリマーの化学発

光強度が増加することも見い出した．22)ポリフェ

ノールの抗酸化能評価の研究例は多いが，このよう

なポリフェノール発光試薬の開発例は少ない．

5. まとめ

高選択及び高感度化を目的として，ルミノール，

インドール及びポリフェノールなどの蛍光・化学発

光試薬の合成及びその発光特性の評価を中心に研究

を展開してきた．これらの研究の取り組みの中で，

光化学及び超分子化学を発光試薬の開発に取り入れ

てきた．また，大型計算機による量子化学計算が可

能となった現在では，発光メカニズムの解明を始め

として，理論的発光試薬の設計にも取り組んでい

る．将来的には，分析対象化合物に最適な発光試薬

の設計・合成が可能となることを期待している．ま

た，化学発光試薬は，微量の過酸化物と反応し検出

できることから抗酸化能を有した医薬品のシーズと

しても興味深く，その動態及び代謝研究においても

発光研究が十分役立つと考えられる．このように発

光試薬の研究開発は，物理系薬学領域の分析化学研

究において今後益々発展が望まれる研究である．
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Fig. 5. Trihydroxyphenol Linked-calix[4]arene and Polyphenol Dendrimer with Catechol and 3,4,5-Trihydroxybenzene as Core
Molecules
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研究 C）の助成の下に行われました．
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