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第一章 緒論
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 バイオセンシングデバイスは、食品検査や抗体検査等の幅広い用途で利用さ

れる、生体分子認識を利用した分析装置である。一般的にバイオセンシングデ

バイスの検出部には生体分子認識を検知する為のセンシング材料とセンシング

材料から得られるシグナルを電気信号へと変換するトランスデューサーで構成

されている。光導波路分光装置は、光学的なシグナルを変換するトランスデュ

ーサーを利用し、分析物を検出するオプティカルセンシングデバイスの一つで

ある。光導波路と呼ばれる光を伝送する性質を有する材料を利用し、光導波路

に接している蛍光性の物質をエバネッセント波によって励起することで光学的

に検出することが可能である [1-3]。エバネッセント波は全反射条件で生じる

励起光であることからロスがほぼなく、エバネッセント波の届く光導波路境界

面から数百ナノメートルの範囲を局所的に励起することからバックグラウンド

の光ノイズが少なく、高感度に生体物質の相互作用や分子認識の追跡を可能に

することから、全反射照明(TIRF; Total Internal Reflection Fluorescence)

を用いる蛍光顕微鏡やバイオセンシングデバイスに利用されている。しかし、

エバネッセント波を用いるバイオセンシングは、前処理として分析対象を蛍光

色素等で標識化した上で、エバネッセント波で効率よく励起する為に、光導波

路表面へ分析対象を固定しなければ十分なシグナルは得られない。以上の点か

ら、エバネッセント波を用いたバイオセンシングは測定作業が煩雑になりやす

い。その為、光導波路に固定する必要がなく、蛍光色素による分析対象の標識

化をせずに生体分子認識を識別できる、ラベルフリーなバイオセンシングデバ

イスが望まれる。そこで本研究では、生体分子認識を蛍光色変化から識別する

ことが可能な波長応答性の蛍光色素を導入した蛍光性センシング材料を合成

し、光導波路分光装置と組み合わせた、ラベルフリーなバイオセンシングデバ

イスの構築を目的とした。生体分子認識を検出するセンシング材料として、生

体分子認識を蛍光色変化から識別できる波長応答性蛍光色素が支持体に導入さ

れた構造を有する蛍光性センシング材料の合成を試みた。しかしながら目的の

機能性を有する蛍光性センシング材料を、液相中にて多段階反応を経て合成す

ることは容易ではないと予想された。そこで、固相合成法と呼ばれる合成手法

を基に、蛍光性センシング材料の合成手法について検討した。固相合成法は、

ポリスチレン等の高分子材料に基質分子を導入することで、合成反応及び精製

を全てビーズ上で行うことができる効率的な合成技術の一つである。これまで

に生物活性のあるペプチド、DNA 等生物活性を示すオリゴマーの合成に利用さ

れるだけではなく、薬理活性のあるビアリール誘導体を始めとする低分子化合

物のコンビナトリアル合成、π共役系化合物の合成等幅広い分野まで応用され

ていることに着目した[4-7]。この合成手法を用いることで、生体分子認識部

位を導入した蛍光性センシング材料を容易に得られ、エバネッセント波による

生体分子認識の識別に利用することが出来ると考えた。蛍光性センシング材料

に導入する蛍光色素として、蛍光波長変化によって生体分子の動態をレシオメ

トリックに識別することが可能な蛍光ソルバトクロミック色素を選択した。蛍

光ソルバトクロミック色素は、周囲の環境極性に応答し蛍光色変化による応答

を示す機能性有機色素である。我々の研究室では、市販されている有機ホウ素

化合物とハロゲン化アリールを鈴木-宮浦クロスカップリングによって直結す
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ることで、容易に蛍光ソルバトクロミック色素誘導体を得られることを報告し

た[8, 9]。先述の固相合成法と、鈴木-宮浦クロスカップリングを利用するこ

とで、蛍光ソルバトクロミック色素が導入された蛍光ソルバトクロミックビー

ズを容易に得られ、生体分子認識の過程を蛍光色変化からレシオメトリックに

追跡することが可能になると推察した。 

合成したビーズの光物性評価には、先述のエバネッセント波を利用して測定

を行う光導波路分光装置を用いた。光導波路分光装置は、光導波路にプローブ

光を照射することで生じるエバネッセント波によって、迅速且つ非破壊で蛍光

性の固体試料を励起し、吸収・蛍光スペクトルを一度に測定することが可能で

ある[10]。さらに、励起から蛍光発光のサイクルはナノ秒オーダーである事か

ら、経時変化測定にも応用することが可能である。よって、蛍光ソルバトクロ

ミックビーズを用いるバイオアフィニティーセンシングデバイスに適した装置

であると考えた。 

本研究にて構築したバイオアフィニティーセンシングデバイスの性能を評価

するために、高い親和性で知られる、アビジンとビオチンをモデル分子として

選択した。アビジン-ビオチン相互作用や抗原-抗体反応のように親和性を示す

生体物質は、標的となる生体物質の定量・単離や生体機能の解明、免疫検査等

の生体環境を分析する手法に広く用いられ、多様な感染症が蔓延する近年急速

な発展を続けている[11-13]。デモンストレーションとしてアビジン-ビオチン

相互作用を本論文にて構築したセンシングデバイスによって、生体分子認識の

センシングデバイスとして有用性を示すことが出来ると考えた。 

本論文では、固相合成法及び鈴木-宮浦クロスカップリングの技術を用いた、

蛍光ソルバトクロミックビーズを合成する手法の確立、そして得られた蛍光ソ

ルバトクロミックビーズが、蛍光色素による標識化を用いずに生体分子認識の

追跡を可能にするラベルフリーなバイオアフィニティーセンシングデバイスの

構築について検討を行った。 

 

1.1. オプティカルバイオセンシングデバイス 

バイオセンシングデバイスは、分子認識を利用することで分析対象である生

体関連物質を検出するセンシングデバイスである。一般的に、オプティカルバイ

オセンシングデバイスは光学的なシグナルを発するセンシング材料とそのシグ

ナルを電気信号へと変換するトランスデューサーによって分析対象を検出する

ことが知られている。代表的なオプティカルバイオセンシングデバイスとして、

surface plasmon resonance (SPR)法に基づいたバイオセンシングデバイスが広

く知られている。SPR 法は、金薄膜をセンシング材料として、その表面で生じる

プラズモンの共鳴現象を利用し、センサー表面の微量な質量変化を検出するこ

とが可能な分析手法である[14]。分析対象と親和性を示す生体物質を金薄膜に

修飾し、対象化合物との相互作用に伴う質量変化をセンサーグラムによって解

析することが出来る。しかしながら、波長応答性による蛍光スペクトルシフトや

時間変化測定等の多くの情報が得られる蛍光分光法を利用するセンシングデバ

イスと比較して、SPR 法は専ら質量的な情報から生体分子認識を検出する。その

ため、SPR 法は生体分子認識の識別が困難であることが挙げられる。一方で、光
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導波路分光装置はエバネッセント波を利用することで、蛍光性分子等を容易に

励起し、その光学特性を測定することができる為、蛍光色素を用いるバイオセン

シングデバイスとして利用される分析機器である。光導波路内に全反射条件下

でプローブ光が伝播している際に、光導波路とサンプルとの境界面で発生する

エバネッセント波によって、光導波路に接しているサンプルの吸収及び蛍光ス

ペクトル等を即時測定することが可能な、蛍光性固体試料の光物性測定に有効

なツールである[15]。エバネッセント波は、光導波路内に入射したプローブ光が

スネルの法則を満たす際に発生する近接場光である。Figure1.2 にて光導波路、

光導波路上のサンプルの屈折率をそれぞれη1、η2とすると、以下の式が成り立

つ、 

 
Sin 𝛩𝑐𝑟𝑖𝑡𝑖𝑐𝑎𝑙 =  

𝜂2

𝜂1
 (1) 

 

この式のΘcriticalは臨界角(法線角)、η1は光導波路屈折率、η2はサンプルの屈

折率である。この時求めた臨界角(Figure 1.2、赤丸)よりも大きな角度で光を入

射することで全反射条件となり、エバネッセント波が光導波路に接している分

析対象に滲み出し励起させることで測定が可能となる。また、入射角度を臨界角

付近に設定することで、光導波路内の反復回数が増加し、測定感度が向上する。

光導波路内は外部光の影響を受けない上に光導波路境界面から数百ナノメート

ルの範囲のみ励起する為、光導波路の表面に接している測定対象の光物性を高

感度で測定することが可能である。これまでに光導波路分光装置を用いて色素

化合物の固体状態での光物性、アクリジンオレンジを内包したラングミュア-ブ

ロジェット膜(LB 膜)の光物性評価、抗原抗体反応など光学材料の測定から光導

波路表面で発生する生体物質の相互作用を光学的に検出した報告例が多数存在

する[16-18]。これらの報告から、合成した蛍光ソルバトクロミックビーズの光

物性評価、そして蛍光ソルバトクロミックビーズと組み合わせることで生体分

子認識を識別することが可能なバイオアフィニティーセンシングデバイスとし

て適していると考えた。 

 
Figure 1.1. The image of optical waveguide spectrometer. 
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Figure 1.2. Schematic image of Snell’s law in optical waveguide. 

 

1.2. 生体分子認識 

生体分子認識は、生体内で発生する反応や免疫に関する反応等に重要な役割

を持つ相互作用である。例えば免疫の有無を確認する抗体検査には抗原と抗体

の相互作用が利用されている。このような親和性による相互作用は、生体分子間

に共有結合を形成する反応ではないが、まるで鍵と鍵穴の様に特異的で強固に

結合する組み合わせが存在することが知られている。他にもタンパク質-核酸、

タンパク質-炭水化物、タンパク質-脂質、そしてタンパク質-溶媒の組み合わせ

が広く研究されている。近年の研究によってこの親和性は、イオン相互作用、疎

水性相互作用、水素結合相互作用そして相互の形状に相補性が見られるかに起

因することが明らかになっているが、分子認識のプロセスが完全に解明されて

いるわけではない[19]。 

本論文では、生体分子認識を追跡するバイオアフィニティーセンシングデバ

イスのデモンストレーションとして、アビジン-ビオチン相互作用の追跡を試み

た。生体内中に含まれるビオチン(ビタミン B7)は鶏卵の卵白中等に存在するア

ビジンと特異的な相互作用を示すことが知られている[20]。この相互作用は高

い親和性を示し、非共有結合でありながら不可逆な結合を形成する。このアビジ

ン-ビオチン相互作用は生体内でも起こり得る反応の為低毒性であり、常温でも

速やかに反応が進行することから、抗原-抗体反応における抗体の標識化、ビオ

チンで標識化したタンパク質の精製(アフィニティクロマトグラフィー)、及び

相互作用を利用した金薄膜表面への有機化合物の固定等、生体内物質による簡

便な結合形成反応として多様な分野で利用され、特異的な分子認識のモデル化

合物としても利用されてきた[21,22]。代表的なアビジンには鶏卵から得られる

アビジンと、糖鎖の処理を行った中性アビジン、そしてグラム陽性細菌由来であ

り、中性アビジンよりも分子量が小さく取り扱いが容易なストレプトアビジン

が挙げられる。アビジンは糖鎖が修飾されている為に、非特異的な吸着が起こり

得る。対して、糖鎖が処理された中性アビジンとストレプトアビジンはアビジン
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と比較して非特異吸着の可能性が低いことから、SPR 法を用いるバイオセンシン

グの分野では非特異吸着によるノイズの発生を低減するためにこれらのアビジ

ン誘導体がよく用いられる[23]。 

アビジンとビオチンの相互作用を追跡する際に、ビオチン化した蛍光色素や

アビジンを蛍光色素によって標識化する手法が選ばれる。しかしながら、これら

の測定プロセスは測定に利用する蛍光色素の機能性、標識化するためにどのよ

うな標識化部位を利用してアビジンに結合させるのか、前処理として標識化で

きなかった蛍光色素を精製で除く必要性など、測定には様々な検討事項が挙げ

られる。本研究では上記のようなプロセスを低減するために、蛍光ソルバトクロ

ミックビーズをセンシング材料としたラベルフリーな蛍光センシングシステム

の構築を目的とした。しかしながら、液相合成法による蛍光性センシング材料の

合成は、多段階な合成、支持体の選択、反応点を支持体表面に露出させる工夫等

が求められるため目的のセンシング材料を得ることは困難であることが予想さ

れた。そこで効率的にセンシング材料を合成できる手法として固相合成に基づ

いた蛍光性センシング材料の開発を試みた。 

 

1.3. 固相合成法 

固相合成法は 1959 年に R.B.Merrifield によってペプチド合成の効果的な手

法として報告された[24]。Merrifield は血圧抑制に関わるオクタペプチドホル

モンのイムノアッセイ法を開発するため、部分抗体又は抗体の合成を試みた

[25]。しかし、液相合成法によるペプチドの合成は原料や反応物の物性が類似し

ている為、クロマトグラフィーによる精製が非常に困難であり、多段階反応で得

られる化合物は中間体の精製及び化合物の同定を必要とすることから液相合成

による合成では十分な純度の目的物を一定量得ることは難しい。考案された固

相合成法は用いる固相に基質分子が固定されているため溶媒に不溶であり、反

応ごとにろ過および固相の洗浄によって樹脂上にある目的物を容易に精製する

ことが可能である(Figure 1.3)。さらに反応物を過剰に用いることで反応効率

を向上させることも可能となる。Merrifield は原料となるペプチドモノマーを

ジビニルベンゼンで架橋したポリスチレン樹脂に固定し、ジシクロヘキシルカ

ルボジイミドを縮合剤として各アミノ酸の間にペプチド結合を形成することで、

テトラペプチド鎖の合成に成功した(Scheme 1.4)。当時固相合成法は、一般的な

合成法としては認知されなかったが、後に固相合成法に液相合成の技術を応用

し、固相・リンカー・保護基・固相からの切り出し条件等固相合成法に適した合

成手法が多数報告され、合成する目的物によって多様な合成戦略を適用できる

ことから、ペプチド合成の分野において広く用いられる合成法となった[26-28]。 

昨今における固相合成法の技術は、ラボスケールからトン単位の工業スケール

まで多様な規模で合成反応がかけられる柔軟性、そして機械制御による自動合

成プロセスの開発等未だに発展を続けている有機合成分野の一つとなっている。 
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Figure 1.3. The process of solid-phase synthesis. 

 
Scheme 1.4. General scheme of solid-phase peptide synthesis [24]. 

 

1.4. 固相合成法の長所・短所 

固相合成法に用いる固相の多くは、有機溶媒に対して不溶であり基質を共有

結合によって化学的に固定することが可能な高分子樹脂である。その為、反応プ

ロセスにおいて固相との結合が開裂するような極端な条件でない限りは、原料

が失われず樹脂上で有機合成反応及び精製作業が可能である。また、合成された

化合物は最終段階である固相から切り出すまで分離精製を行う必要がない為、

精製作業による化合物の損失を低減することが可能である[29]。また、保護基を

用いて基質及び反応物の反応点を制御することで望む構造の化合物を合成する

ことが可能である[30]。これらの利点によって、オリゴペプチドやオリゴヌクレ

オチドなどのオリゴマー合成は液相合成法と比較して格段に容易となる。しか
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しながら、固相合成においては反応後得られた化合物が目的の化合物であるか、

多段階の反応であれば各合成段階の反応についても慎重に評価する必要がある。

一般的に固相合成法では、中間体及び目的物の構造証明等は一度開裂反応によ

って固相から化合物を切り出し、精製した後化合物の同定を行う。その為、全体

的な合成プロセスは液相合成法よりも煩雑になりやすい。この点が、固相合成法

の最大の利点である合成プロセスの利便性を欠く原因となっている。固相有機

合成の分野では、ビアリール等の π共役系を有する構造が多く報告されている

[31-33]。π共役系化合物は、光の吸収または蛍光発光などの光学特性を有して

いることから、固相上においても同様な光学特性を示すと考えた。本論文ではこ

の推察に基づき、固相表面で波長応答性の蛍光色素である蛍光ソルバトクロミ

ック色素を合成した。そして、蛍光性センシング材料として用いることで、その

表面で発生した環境変化あるいは生体分子相互作用を蛍光色変化からレシオメ

トリックに測定できると考えた。 

 

1.5. 固相合成法に用いられる樹脂・リンカー・開裂条件 

1.5.1. 固相合成に利用される樹脂 

固相合成に用いることが可能な材料として、酸・塩基を含む薬品や高温に対し

て安定性がある材料が望ましい。加えて重要な要素として固相に用いる材料が、

反応溶媒や反応に用いる化合物を良く浸透させるか検討する必要がある。なぜ

なら、十分に浸透せず膨潤しない材料を固相として用いると、反応点が露出しな

い為に反応効率の低下が懸念されるからである[34]。よって、これらの条件を満

たす固相合成に適した材料として、薬品に対して高い安定性と膨潤率を示す高

分子樹脂が第一選択として挙げられる。ポリスチレン樹脂は、スチレンをモノマ

ーとして重合反応によって合成され、多くの有機溶媒に対する高い膨潤性を示

し、分析化学の分野においてはイオン交換性樹脂としても用いられることから

種々の薬品や高温環境に対しても比較的安定な材料であると言える(Figure 

1.5)。固相合成法が開発された当初は、スチレンとジビニルベンゼンによる共重

合体樹脂をクロロメチル化した Merrifield resin がペプチド合成に広く利用さ

れてきた[35,36]。Merrifield resin はペプチド合成の反応条件下では変性する

可能性も低く、アミノ酸基質をエステル結合によって固定することが可能であ

ることから、固相合成法に適した材料である。他にも Merrifield resin のよう

にスチレンを材料とした樹脂は市販されており、p-Alkoxybenzyl alcohol が修

飾された Wang resin, 低クロスリンクポリスチレンとポリエチレングリコール

を含む側鎖による高い膨潤度が特徴の Tentagel、Novagel 等が例として挙げら

れる[37-39]。これらの樹脂は同じポリスチレン樹脂であってもゲル状で非常に

高い膨潤性を有している。PEGA はポリエチレンとアクリルアミド-ポリエチレン

グリコールのコポリマーで構成されており、両親媒性であることから固相有機

合成、ペプチド合成に用いる有機溶媒から水のような高極性溶媒まで幅広く対

応している[40,41]。Chemmatrix resin も同様に固相有機合成、ペプチド合成に

利用される樹脂であるが、特徴としてポリエチレングリコールを基に開発され

た樹脂である[42-45]。この特殊な樹脂の組成によって、良好な膨潤性とポリマ
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ーの機械的安定性を有しており、マイクロウェーブを用いる合成にも利用でき

る利点がある[46,47]。 

上記で述べた樹脂が一般的に固相合成法において利用されているが、樹脂の

性質、コスト、目的化合物に応じて適切な樹脂を選択する必要がある。本研究で

は、主に有機溶媒を用いる合成ルートであり、加熱環境下で反応を進行させる為、

これまでの過去の報告より固相有機合成に多く用いられている実績を鑑みて、

ポリスチレン樹脂を選択した。 

 
Figure 1.5. Structures of common resins for solid-phase synthesis. 

 

1.5.2. 固相とのリンカー・開裂条件 

 固相合成法において、樹脂の選択と基質分子を固定する際のリンカーの選択

は、目的物を効率良く得るための重要な要因である。合成反応条件によっては、

樹脂は変性しないが、基質分子と固相の結合を切断してしまう事や、目的物の変

性或いは副反応を引き起こす可能性もある。先述の Merrifield resin はリンカ

ーとなるクロロメチル基に対して固定可能な官能基は幅広く、カルボン酸、アミ

ン類、アミド等を固定することが可能である。しかしながら結合が非常に強固で
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あり、開裂にはフッ化水素等の強酸を必要とすることから、合成された目的物が

変性してしまうなどの懸念がある。この影響を低減するために、弱酸性条件でも

開裂することが可能なリンカーが数多く開発されている。 

Merrifield resin、は固定しているペプチドと強固なエステル結合を形成す

ることから、固相から綺麗に切り出すには、フッ化水素などの強力な酸が必要と

なる[48]。後に開発された Wang resin、Methoxy-4-alkoxybenzyl alcohol が修

飾された Sasrin(Super acid sensitive resin)等は開裂反応に微量のトリフル

オロ酢酸(TFA)を用いることで容易に切り出せることからペプチドの合成のみ

ならず、固相有機合成の分野においても利用される樹脂の一つである

[37,49,50]。一方で、酸を使用せずに、求核性の試薬で切り出すことが可能なリ

ンカーも開発されている。4-(hydroxymethyl)benzoic acid(HMBA)リンカーは水

酸化ナトリウム等の塩基性試薬存在下で求核剤の種類によって切り出された末

端の官能基が異なる特徴がある[51]。また、phenylacetamidomethyl(PAM)はテト

ラブチルアンモニウムフロリド(TBAF)の環境下でカルボン酸末端を有する化合

物を切りだすことが可能である[52]。特に先述の Wang resin はカルボン酸を有

する化合物を縮合反応によって固定することが可能で、トリフルオロ酢酸の条

件ではカルボン酸のまま、金属アルコキシドとアルコールで還流することでエ

ステルの状態でそれぞれ樹脂から切り出すことが可能である[53]。さらに様々

な有機溶媒に対する膨潤率が平均的に高く、様々な溶媒を利用する合成経路に

も対応可能で、他の固相合成に用いる樹脂と比べて比較的安価であることから

Wang resin を用いた合成研究報告は数多く存在する[54,55]。 

本研究においては、色素合成に様々な溶媒を用いる事に加え、実際に目的化合

物が合成されたか切り離して同定する必要があること、種々の有機溶媒を用い

て蛍光ソルバトクロミックビーズの光物性を観測する際に、膨潤率の差が光物

性評価に影響を与える可能性も考慮し、Wang resin が本研究にて用いる固相と

して適当であると考えた。 
 

1.6. 固相を利用した合成法について 

1.6.1. ペプチド固相合成 

ペプチドはアミノ酸を構成単位とする鎖状分子である。合成されたペプチド

はアミノ酸配列によって特定の生体内分子との親和性を変化させることができ

るため、ターゲットとなる生体内物質を狙って作用させることができる[56]。加

えて、ペプチドは生物を構成する要素として存在することから生体適合性が高

く、毒性は低い。そのため、創薬分野などにおいては有機合成で得られるペプチ

ド化合物がよく利用されている[57]。固相合成法の発展によって多くの企業か

らペプチド合成に用いる固相・保護基・保護基を導入したアミノ酸などが販売さ

れており、多様な目的に沿った化合物を合成することも容易となった。これまで

に、機能性タンパク質、非天然アミノ酸を導入した生物活性のあるペプチド鎖や

抗体・部分抗体、環状ペプチド、複合体化合物(ペプチド-オリゴヌクレオチド、

グリコペプチド)等数多くの機能性ペプチド化合物が固相合成法によって合成

されている[58]。固相合成法によるペプチド合成手法は、原料のアミノ酸を固相

に固定、脱保護、縮合、固相の洗浄のプロセスを繰り返すことで、目的の配列を
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持ったペプチド化合物を段階的に合成することが可能である。ペプチドは任意

のアミノ酸に存在するカルボニル基と第一級アミンの縮合によって得ることが

できる。反応点であるカルボニル基に N-hydroxysuccinimide を修飾する活性エ

ステル法、又はカルボジイミドを有する縮合剤(N-dicyclohexylcarbodiimid-
e:DCC, Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride:EDCI 

HCl）を用いることで、反応物のカルボン酸を活性化し第一級アミンとのカップ

リング反応を促進させることができる(Scheme 1.6)[59]。この活性エステルを

用いる反応は高効率・高収率な反応であることから固相ペプチド合成ではよく

利用される反応である。また、反応物であるアミノ酸は副反応の発生を防ぎ縮合

反応の選択性を上げる為に、反応点以外の第一級アミンを保護する必要がある。

代表的な保護基として酸処理によって脱保護が可能な tert-butoxycarbonyl 

(Boc)基と塩基を用いることで脱保護が可能な 9-fluorenylmet-hyloxycarbonyl 

(Fmoc)基が挙げられる[60,61]。 

  
Scheme 1.6. Reaction process of solid-phase peptide synthesis. 

 

1.6.2. オリゴヌクレオチド固相合成 

ペプチドがアミノ酸を構成要素としているのに対し、オリゴヌクレオチドは

ヌクレオチドがモノマーとなり、糖に結合しているリン酸を介して鎖状分子を

形成する生体高分子である。オリゴヌクレオチドは世界中の研究機関で多様な

種類の誘導体が合成されており、一般的な応用例として、遺伝子工学分野におけ

るデオキシリボ核酸(DNA)を中心とする生体高分子として生物化学あるいは生

物学の実験に利用されてきた[62]。オリゴヌクレオチドの合成には、ホスホロア

ミダイト法が良く利用される。5’末端の水酸基が 4,4'-Dimethoxytrityl(DMT)
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基によって保護されたヌクレオチドモノマーの 3’末端を固相に固定し、5’末

端を反応点として次のモノマーをカップリングにより伸長させる手法である

[63]。この反応は、条件が良ければ 200 塩基もの塩基配列を合成することも可

能である[64]。しかしこの合成手法で留意すべきは、カップリング反応が定量的

ではなかった場合、未反応点が露出したまま次の反応段階へ進んでしまい、塩基

配列の異なる化合物が発生してしまうことである。加えて、オリゴヌクレオチド

は副生成物も構造や物性が類似していることから、目的物と副生成物を含むサ

ンプルをクロマトグラフィー等で精製することは非常に困難であり、条件によ

っては目的物を多分に損失する可能性がある。そのため、反応毎に未反応部位を

アセチル基等でキャッピングし不活性にすることで副生物の伸長を回避するこ

とができる。 

 

1.6.3. 固相有機合成 

固相合成法の技術は、液相合成では合成が困難な化合物を容易に高純度で合

成可能であることや過剰な反応物を用いることで効率的に合成を進めることが

できる点等が注目され、先述にあるような生体物質の合成のみならず低分子化

合物合成への応用も検討されてきた[65]。1990 年代から製薬分野において、機

能性化合物を得るために固相合成法を応用したライブラリ合成の技術が注目さ

れた[66,67]。また固相有機合成分野の発展に伴い従来のオリゴマー合成に用い

る縮合反応だけではなく固相合成に適応できる合成反応が数多く検討された

[68,69]。これまでに述べたペプチドやオリゴヌクレオチドは一般的に非共役系

化合物が母核の化合物であることに対し、固相有機合成の分野で合成される化

合物はビアリールを始めとするπ共役系を有する化合物が多数挙げられる

[70,71]。これらのπ共役化合物を得るためには芳香族化合物同士の結合を効率

的に形成する必要がある。金属触媒を用いるカップリング反応は、異なる芳香族

化合物の間に C-C 結合を形成することができる効率的な反応である上に、固相

が変質してしまうような高温や厳しい反応条件を必要としない反応条件が開発

されていることから、固相合成法に金属触媒を利用した合成例は現在でも数多

く報告されている[72]。特にパラジウム触媒を用いる鈴木-宮浦クロスカップリ

ング反応は、有機ホウ素化合物を反応に用いることから金属触媒反応の中でも

比較的低毒性であり、塩基性条件という温和な条件で効率よく C-C 結合を形成

し容易にπ共役化合物を得ることができる画期的な触媒反応である[73]。パラ

ジウム触媒を用いたカップリング反応は医薬化合物の合成に用いられるほか太

陽電池や有機ELに用いられるような光学特性を有する化合物の固相合成にも用

いられている[74,75]。 

 

1.7. 鈴木-宮浦クロスカップリングを利用した合成技術 

1.7.1. 鈴木-宮浦クロスカップリング 

 有機合成の分野において、遷移金属触媒を用いることでこれまで合成不可能

であった化合物又は誘導体が得られるようになった例は数多く存在する。1980

年代から、触媒・配位子の開発又は組み合わせの検討が盛んに研究されるように

なった。特に C-C 結合形成反応は、1985 年に辻らが発見したパラジウム触媒を
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用いた最初のカップリング反応を皮切りに、溝呂木-Heck 反応、薗頭カップリン

グ、根岸カップリングと次々に報告された[76,77]。そして鈴木-宮浦クロスカッ

プリングが世界的に評価されてからは、カップリング反応に利用される多くの

触媒、配位子、ビルディングブロックとなる誘導体、有機ホウ素化合物等が合成

されている。この鈴木-宮浦クロスカップリングの最大の特徴は、これまでのカ

ップリング反応と比べて塩基性条件下という比較的温和な条件で毒性、爆発性

のある試薬を必要としないこと、反応系中には主に合成される目的物と副生物

が脱離したホウ酸しか存在しない為、精製が容易であることが挙げられる。この

特徴により、クロスカップリング反応を取り入れることで合成が困難な人工天

然物や医薬品、光学材料の合成がより容易なものとなった。 

 

1.7.2. ホウ素化合物の保護基 

前項で述べた通り、鈴木-宮浦クロスカップリングによって、効率よく目的物

を得るために、パラジウム触媒や配位子の研究が数多く報告されてきた[78]。一

方で、反応物となる有機ホウ素化合物は、塩基性条件や水の存在下で加水分解に

よるホウ酸の脱離が発生することもある。そこでボロン酸の保護基を導入する

ことで、加水分解を防ぎ、副反応等を制御することで収量を向上させることが可

能である。ジオールを用いたボロン酸エステルは最も汎用性があり、ボロン酸よ

りも疎水性となる為安定性のある保護基である。さらに二量体のボロン酸エス

テルを用いることで、ハロゲン化アリールから有機ホウ素誘導体を得ることが

可能である(宮浦-石山ホウ素化反応)[79]。ジオール保護基はボロン酸が任意の

ジオールによってエステル化されていることから、ボロン酸よりも加水分解の

影響を受けにくくなる。Pinacol、2,2-dimethyl-1,3-propanediol がジオール保

護基として良く利用されている。また、酸性条件下で脱保護される

diaminonaphthalene、塩基性条件下で脱保護可能な N-methyliminodiacetic 
acid 等も、カップリング条件によっては保護したボロン酸は不活性を維持した

まま、ボロン酸が脱離せず目的化合物を効果的に得ることが可能な保護基であ

る[80,81]。特に、N-methyliminodiacetic acid は多段階反応で異なる芳香族化

合物の合成、自動合成装置、ボロン酸を有する中間体を得るために非常に有用な

保護基である[82-84]。 

 

1.7.3. 鈴木-宮浦クロスカップリングを利用した固相有機合成 

 固相有機合成の分野では、1994 年に R. Frenette らによって樹脂上で鈴木-宮

浦クロスカップリングを利用してビアリール誘導体が合成されることが報告さ

れてから、様々な芳香族化合物の合成が報告されてきた[85]。樹脂上にハロゲン

化アリール又は有機ホウ素化合物を固定しカップリング反応によって化合物を

得ることが出来ることからシンプルな合成戦略を立てやすくなった[86]。これ

までにライブラリ合成への応用だけに留まらず、ペプチドと芳香族官能基の複

合体も合成されている。さらにマイクロウェーブを利用することでカップリン

グ反応サイクルが効率よく短時間で目的物を得られる試みもなされてきた

[87,88]。また、ハロゲン化アリールを固定した後にホウ素化反応を経てホウ素

化合物に変換し、ハロゲン化アリールとカップリングすることで芳香族誘導体
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を概ね高収率で得られることを報告した例もある[89]。このように液相合成で

広く使われる技術を固相合成に応用することで、液相合成では容易に得られな

い化合物が得られることも、汎用性の高さが評価される鈴木-宮浦クロスカップ

リングの利点である。このカップリング反応を利用し、樹脂上で容易に本研究の

センシングに利用できる蛍光ソルバトクロミック色素誘導体を得られると考え

た。 

 

1.8. 蛍光ソルバトクロミック色素 

蛍光ソルバトクロミック色素は、芳香環部位(aromatic moiety)に電子供与性

部位(electron-donating moiety)及び電子求引性部位(electron-withdrawing 

moiety)が直結した構造を有しており、これらの官能基によって色素分子内に双

極子モーメントが生じる。特定の波長の光を吸収し色素分子が励起されると、色

素分子の双極子モーメントが大きくなる。この時励起された色素分子は励起時

の双極子モーメントと周囲に配向する溶媒分子との相互作用(solvent 

relaxation)によって励起エネルギーが緩和され、基底状態へと遷移する際に蛍

光を放出する[90]。例えば極性溶媒中にて色素分子が放出する蛍光は、溶媒和に

よって色素分子の有するエネルギーが励起時よりも低くなることから、蛍光ス

ペクトルは低極性溶媒中より長波長域にシフトすることになる(Figure 1.7)。 

 
Figure 1.7. The process of solvatochromic effects on fluorescence. 

 

この蛍光ソルバトクロミック色素の特性は、溶媒分子に限らず、DNA へのインタ

ーカレーション、タンパク質の構造変化、リン脂質膜のダイナミクス解明など極

性変化を伴う生体分子の反応・環境の変化をカラーメトリックで高感度分析す
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ることができる強力なツールである[91-93]。従来の市販されている蛍光ソルバ

トクロミック色素である l-Anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS)、Prodan 等

はナフタレンを芳香族部位として電子求引性部位と電子供与性部位が修飾され

た構造を有している[94,95]。これらの色素は紫外領域光に吸収を示すことから、

生体物質の分析に用いる際には、励起光による生体物質へのダメージ、自家蛍光

によるノイズの発生が懸念される。我々の研究室では、芳香族ヘテロ環であるチ

オフェンを芳香環部位として電子求引性部位および電子供与性部位となる芳香

族誘導体を鈴木-宮浦クロスカップリングで直結することで蛍光ソルバトクロ

ミック色素を容易に得られることを報告している[9]。既報の蛍光ソルバトクロ

ミック色素は、可視光領域に吸収を示しており、高い光量子収率(Φf ∼ 0.5)と

モル吸光係数(ε ∼ 30,000 cm−1M−1)が特徴である。その上、チオフェンに修飾す

る官能基を鈴木-宮浦クロスカップリングで組み替えることが可能で、色素の吸

収・蛍光波長の調節や両親媒性などの特性を付与することができる[9,96]。これ

らの蛍光ソルバトクロミック色素は固相合成法と鈴木-宮浦クロスカップリン

グの技術を用いて合成することが可能で、樹脂上においても機能性を失うこと

なく特徴的な光物性から合成された色素の同定及び極性変化を伴う生体物質相

互作用に応答するバイオセンシングデバイスとして利用可能であると推察した。 

 

1.9. 本論文の目的 

本論文では、バイオセンシングに係る前処理を必要としない、ラベルフリーな

バイオアフィニティーセンシングデバイスの構築を目的とした。バイオアフィ

ニティーセンシングデバイスを構築するために、波長応答性の蛍光色素である

蛍光ソルバトクロミック色素が導入された蛍光ソルバトクロミックビーズを合

成し、蛍光センシング材料として利用した。また、蛍光センシング材料表面の光

学特性を検出するために、エバネッセント波による励起及び光学的シグナルの

検出が可能な、光導波路分光装置と組み合わせたセンシングデバイスを構築し

た。そしてこのセンシングデバイスを用いた、ラベルフリーで分析対象を検出す

る手法の確立、及び分析対象による生体分子認識を蛍光色変化から光学的に分

析する手法について検討を行った。次章では固相合成法と鈴木-宮浦クロスカッ

プリングを利用した蛍光ソルバトクロミックビーズの合成及び表面の溶媒極性

への応答性を光導波路分光装置によって評価した結果を示す。また、第三章では

第二章で示した蛍光センシング材料の合成と光導波路分光装置による測定手法

に基づき、ビーズ表面にて発生した生体分子認識を蛍光スペクトルの変化から

レシオメトリックに追跡し分析する手法の確立を試みた。生体分子認識の測定

対象には、特異的な相互作用を示すことで知られるアビジン-ビオチン相互作用

をモデル化合物とした。これらの結果によって、本論文にて示すラベルフリーな

バイオアフィニティーセンシングデバイスの有用性を評価した(Figure 1.8)。 
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Figure 1.8. The aim of this thesis.
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第二章 蛍光ソルバトクロミックビーズの合成と光導波路分

光装置を用いた表面の溶媒極性への応答性評価 
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2.1. 背景 

固相合成法は 1959 年に R.B.Merrifield によってテトラペプチドを合成する

ために開発された合成手法である[1]。この手法の最も大きな利点は、有機溶媒

に不溶な樹脂に化合物を固定することで、精製作業は濾過と固相の洗浄で済む

ことである[2]。一般的に、オリゴヌクレオチド、ペプチド、オリゴ糖のような

生物活性を示す生体物質の固相合成では、phosphoramidite や carbodiimide 等

高い反応性の活性剤を用いるカップリング反応によって反応物の間に非共役結

合を形成し目的物を得る[3-5]。鈴木-宮浦クロスカップリングは異なる芳香族

化合物の間にπ共役結合を効率的に形成することができる画期的な反応である

[6-8]。固相合成の分野においても危険性・毒性が低いことや固相との結合部位

を切断するなどの影響を与えないことから、鈴木-宮浦クロスカップリング反応

は創薬研究やコンビナトリアル合成の分野でよく利用されている[9-11]。 

一般的に固相合成法で合成された非共役系化合物は固相から切り離し、液相

合成と同様にシリカゲルカラムクロマトグラフィーによって精製され、核磁気

共鳴法(NMR)、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)、質量分析法(MS)などによっ

て化合物の構造を同定する必要がある[12]。これらの同定法は、化合物の同定に

時間を要することから、固相合成法の利点である合成効率の高さを十分に発揮

できないと考えられる。これまでに、目的化合物を切り離さず直接同定する為に

固体 NMR、MS、赤外分光法(IR)等を利用した分析手法がいくつか検討されている

が、固相に由来するシグナルが目的化合物由来のシグナルと混在してしまい目

的物の同定を阻害することや、特殊な測定条件を整える必要があり、結果的に固

相合成法の利便性を十分に活かしているとは言えない[13]。鈴木-宮浦クロスカ

ップリングを用いて合成されたπ共役系化合物は特徴的な光物性を示すことか

ら、固相から切り離すことなく高感度な化合物同定等の分析に用いることがで

きる[14,15]。よって、我々は樹脂上で目的物が合成されたことを高感度に分析

することのできる手法を確立する為に、蛍光色素が合成された固相表面の光物

性を分析する手法の確立を試みた。我々が過去に報告した蛍光ソルバトクロミ

ック色素は、電子供与性部位・芳香族ヘテロ環・電子求引性部位を鈴木-宮浦ク

ロスカップリングによって直結させることで容易に得られ、可視領域に強い蛍

光と吸収を持ち、色素周囲の溶媒極性に応答し蛍光色変化を示す機能性蛍光色

素である[16-18]。これらの特性から、ビーズ上で蛍光ソルバトクロミック色素

が合成された事をビーズ表面の光物性変化から分析し、切り離すことなく目的

化合物が合成されたことを確認することができる。 

合成に用いる固相には Wang resin を選択した。Wang resin はπ共役化合物の

固相合成に広く用いられていること、取り扱いの容易さ、酸触媒による開裂また

は塩基性条件下のエステル交換の比較的温和な条件で切り離せることができる

[19-22]。合成した色素が切り離せることで、化合物の同定及びビーズと色素溶

液との光物性を比較する際の参照化合物を得ることが可能であると考えた。さ

らに、樹脂上で色素を合成する利点として、色素化合物が溶液中に分散すること

なく一定の強度で測定することが可能であること、色素が高分子鎖に固定され

ていることから、色素同士の過度な凝集を防ぐことも見込まれる。 

蛍光ソルバトクロミックビーズの光物性測定には光導波路分光装置を用いた。
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光導波路分光装置は、両端に光学研磨を施した光導波路に光を照射すると、全反

射条件下では光導波路表面にエバネッセント波が発生する、このエバネッセン

ト波が測定対象に伝搬することで励起されたサンプルの吸収スペクトル・蛍光

スペクトルなどの光物性をリアルタイム且つ非破壊で測定することができる強

力なツールである[23]。光学特性を有する有機化合物の固体状態での蛍光スペ

クトルや光導波路表面に光学的機能を有する化合物を塗分散させ、ガスセンサ

ーに利用するなどの応用例から、樹脂表面の光学変化を測定する目的に適して

いると考えた[24-28]。本章では、固相合成法による蛍光ソルバトクロミックビ

ーズの合成と光導波路分光装置を用いた光物性の評価そしてビーズ表面の溶媒

極性に対する応答性について検討を行った(Scheme 2.1)。 

 

 
Scheme 2.1. Synthetic strategy of fluorescent solvatochromic resin. 
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2.2. 実験 

2.2.1. 実験試薬・化合物同定に用いた機器 

市販の溶媒・化合物は全て試薬グレードを使用した。多くの実験試薬は富士

フィルム和光純薬株式会社(大阪府大阪市)から購入した。いくつかの実験試薬

に関しては下記の通りである。Wang resin (渡辺化学工業株式会社、広島県広

島市) N-methyliminodiacetic acid、bis(pinacolato)diboron(東京化成工業

株式会社、東京都)、 2-dicyclohexylphosphino-2’,6’-dimethoxybiphenyl 

(SPhos)、N,N-dimethyl-4-aminopyridine (DMAP) (Sigma-Aldrich Japan Co., 
LLC、 Tokyo, Japan)、5-bromothiophene-2-boronic acid(Combi–Blocks 

Inc., San Diego, CA, USA).  

合成反応は薄層クロマトグラフィー60F254 (layer thickness, 0.25 mm; E. 

Merck, Darmstadt, Germany)によって反応の進行を確認した。目的化合物はシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーによって精製した。精製に使用したシリカ

ゲルはWakosil® C-300 (0.04–0.06 mm,富士フィルム和光純薬株式会社)を用い

た。目的化合物の同定は日本電子株式会社(東京都)製の400MHz核磁気共鳴装置

(JNM-EX400)を用いた。核磁気共鳴(NMR)スペクトルを測定する為に以下の重溶

媒を用いた。リファレンスとしてトリメチルシリル(TMS)が含まれるCDCl3と

acetone-d6を用いた。また、目的化合物の同定にはエレクトロスプレーイオン

化法(ESI)を用いた質量分析装置(Thermo Scientific Exactive spectrometer, 

Thermo Fisher Scientific、Waltham, MA, USA)による精密質量スペクトルの

測定も実施した。未修飾の樹脂、合成した樹脂、及び切り出した色素化合物の

赤外スペクトルの測定にはNicolet iS10 FT-IR spectrometer (Thermo Fisher 

Scientific)を用いた。 

 

2.2.2. 吸収・蛍光スペクトル測定装置・測定条件 

全てのスペクトル測定は、富士フィルム和光純薬工業株式会社から販売され

ているスペクトルグレードの溶媒を用いた。合成した蛍光ソルバトクロミック

ビーズの吸収・蛍光スペクトル測定は光導波路分光装置(PLT-5000SLC, システ

ム・インスツルメンツ株式会社、東京都)を用いた。光源は 150WXe ランプを測定

に用いた。光導波路分光装置による測定には両端が光学研磨された高屈折率ガ

ラス導波路(65 × 20 mm、厚み 400 μm、屈折率 1.81) を使用した。光導波路

分光装置による測定条件は以下の通りである。トルエンを測定溶媒に使用した

測定は入射光の法線角を 56.5° に検出角は 46.2°で設定し測定した。その他

の溶媒は入射光の法線角を 53.6°に検出角は 44.0°に設定し測定した。色素溶

液の吸収スペクトル測定には JASCO V-560 spectrometer(日本分光株式会社、

東京都)、蛍光スペクトルの測定には F-4500(日立ハイテクサイエンス、東京都)

をそれぞれ用いた。吸収スペクトル測定用の色素溶液は 50 μmol L−1、蛍光スペ

クトル測定用の色素溶液は 5 μmol L−1の濃度でそれぞれ調製し、測定用の試料

とした。1 × 1 cm のクオーツセルを使用し、Xe アークランプを光源として、

スリット幅は 5 nm で測定した。合成した蛍光ビーズの顕微鏡画像は Nikon 

eclipse 50i fluorescence microscope、DS-Fi2-L3 microscope camera (Nikon)

を使用し、395 nm UV ハンドランプを照射した状態で蛍光発光の様子を撮影し
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た。光量子収率の測定は絶対量子収率計 Quantaurus-QY (浜松ホトニクス、静岡

県浜松市)を用いた。 
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2.2.3. 蛍光ソルバトクロミックビーズの合成 

 

2.2.3.1. Wang Resin への 4-iodobenzoic Acid の固定 (1) 

Wang resin (0.500 g, 0.790 mmol g−1, 0.395 mmol) を 15 mL のスクリュ

ーバイアル中に分取し、脱水 dichloromethane (DCM, 7.50 mL)を加えビーズを

浸 潤 さ せ た 。 4-iodobenzoic acid (0.294 g, 1.19 mmol) と N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (0.245 g, 1.19 mmol) を混合溶液に加えた。その

後、少量の DCM に溶かした DMAP (5.00 mg, 0.0409 mmol) を滴下、振蕩機を使

用し 24 時間 250 RPM で振盪した。ビーズをろ過で回収し、DCM、 

tetrahydrofuran (THF)、 N,N-dimethylformamide (DMF)、 methanol でそれぞ

れ 3 度洗浄した。洗浄後のビーズは真空乾燥で乾燥させた。基質固定量を確認

するために 10% TFA/DCM 混合溶媒で開裂したところ、基質がビーズに固定され

ており、 0.545 mmol g−1 の基質が固定されていることをビーズの開裂前後の重

量から求めた。 

 

2.2.3.2. N,N-dihexyl-4-iodoaniline の合成 (2) 

50 mL ナスフラスコに 4-iodoaniline (2.00 g, 9.13 mmol)、1-iodohexane 

(6.39 g, 30.1 mmol)、Na2CO3 (1.74 g, 16.4 mmol) と DMF 25.0 mL を加え混合

した、そして窒素ガス雰囲気下 95 ℃で加熱し、20 時間反応させた。その後、

反応溶液を室温まで冷却し、100 mL の H2O へ加えた。混合溶液を ethyl acetate 

(50.0 mL×3)で抽出し、油層を 50.0 mL の H2O で 2 度洗浄した。回収した油層

を硫酸ナトリウムで脱水し、エバポレーターで濃縮した。粗精製物をシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー(hexane)で精製し目的物の油状物質2を得た(2.56 

g, 72.4%)。 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.39 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 

6.40 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 3.20 (t, 4H, J = 7.5 Hz), 1.52 (m, 4H), 1.30 

(m, 12H), 0.89 (t, 6H, J = 6.8 Hz); ESI–HRMS (m/z) [M+H]+ calcd for 

C18H31IN 388.14957, found: 388.14943. 

 

2.2.3.3. N,N-dihexyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)aniline の合成 (3) 

30 mL ナスフラスコに化合物 2 (1.00 g, 2.58 mmol), KOAc (1.27 g, 12.9 

mmol), bis(pinacolato)diboron (1.31 g, 5.16 mmol)、PdCl2(dppf)CH2Cl2 

(0.105 g, 0.129 mmol) を加え DMF 11.0 mL に溶解させた。窒素ガス雰囲気下

90 °C に加熱し、21 時間反応させた。反応溶液を室温まで冷却し、1N aq. HCl

で中和した。その後、20.0 mL の ethyl acetate で抽出し、油層を sat. aq. 

NaClとsat. aq. NaHCO3で洗浄した。回収した油層を硫酸ナトリウムで脱水し、

エバポレーターで濃縮した。粗精製物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(1% ethyl acetate in hexane)で精製し目的物の油状物質 3を得た(0.461 g, 

46.1%)。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.64 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 6.59 

(d, 2H, J = 8.8 Hz), 3.27 (t, 4H, J = 7.8 Hz), 1.56 (m, 4H), 1.31 (m, 

12H), 0.89 (t, 6H, J = 6.8 Hz); ESI–HRMS (m/z) [M+H]+ calcd for C24H43
10BNO2: 

387.34177, found: 387.34206. 
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2.2.3.4. 5-bromo-2-thienylboronic Acid N-methyliminodiacetic Acid Ester
の合成 (4) 

100 mL ナスフラスコに 5-bromothiophene-2-boronic acid (1.40 g, 6.77 

mmol)、 N-methyliminodiacetic acid (N-MIDA, 1.05 g, 7.14 mmol) を加え、

トルエン 50 mL と DMSO 5 mL の混合溶媒に溶かした。混合溶液を Dean–Stark 

trap に接続し、95 °C で 24 時間加熱を行った。 反応溶液をエバポレーターで

濃縮し、H2Oを加えると、白色固体が析出した。析出した固体を吸引ろ過で回収

し、H2O と diethyl ester で洗浄した。その後、回収した固体を真空乾燥させ、

白色固体 4 を得た(1.76 g, 80.9%)。1H NMR (400 MHz, acetone-d6) δ (ppm) 

7.19 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 7.13 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 4.39 (d, 2H, J = 17 

Hz), 4.20 (d, 2H, J = 17 Hz), 2.92 (s, 3H); ESI–HRMS (m/z) [M+Na]+ calcd 

for C9H9
10BBrNNaO4S: 338.94572, found: 338.94590. 

 

2.2.3.5. 5-[4-(N,N-dihexylamino)phenyl]-2-thienylboronic Acid MIDA 

Ester の合成 (5) 

10 mL ナスフラスコに化合物 3 (71.5 mg, 0.185 mmol)、化合物 4 (40.0 mg, 

0.126 mmol)、 K3PO4 (80.0 mg, 0.377 mmol) 、PdCl2(dppf)CH2Cl2 (4.00 mg, 

4.90 μmol) を加え、THF 2.00 mL と H2O 0.0110 mL の混合溶液に溶かした。混

合溶液を窒素ガス雰囲気下で 20 °C、24 時間撹拌した。その後、反応溶液に H2O 

10.0 mL を加え、ethyl acetate (20.0 mL×3)で抽出した。油層を H2O (10.0 

mL×2)で洗浄し、回収した油層を硫酸ナトリウムで脱水した。粗精製物をエバポ

レーターで濃縮し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー(45% acetone in 

hexane)で精製を行い、黄色油状物質 5を得た(29.3 mg, 46.7%)。 1H NMR (400 

MHz, acetone-d6) δ (ppm) 7.48 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.21 (d, 1H, J = 3.5 
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Hz), 7.14 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 6.70(d, 2H, J = 8.8 Hz), 4.35 (d, 2H, J 

= 17 Hz), 4.15 (d, 2H, J = 17 Hz), 3.35 (t, 4H, J = 7.6 Hz), 2.86 (s, 

3H), 1.68-1.53 (m, 4H), 1.34 (m, 12H), 0.89 (t, 6H, J = 7.0 Hz); ESI–

HRMS (m/z) [M+H]+ calcd for C27H40
10BN2O4S: 498.28327, found: 498.28364 

 

2.2.3.6. ビーズ 6 の合成 (6) 

0.150 g のビーズ 1 (0.545 mmol g−1, 81.8 μmol)を 15 mL ナスフラスコに

分取し、 dioxane 3.00 mL を加えてビーズを浸潤させた。化合物 5 (59.0 mg, 

0.118 μmol)、SPhos (2.00 mg, 4.87 μmol)、Pd(OAc)2 (0.600 mg, 2.67 

μmol)をそれぞれナスフラスコに加えた。窒素ガス雰囲気下、室温で10分撹拌

した。その後、3 M aq. K3PO4 0.400 mL を加え、反応溶液を 60°C まで加熱し、

24 時間撹拌した。反応後のビーズをろ過で回収し、DCM、 THF、 DMF、methanol

でそれぞれ 3 度洗浄した。回収したビーズを真空乾燥させ、ビーズ 6(156 mg)

を得た。 

 

2.2.3.7. Methyl 1-[4-[5-[4-(N,N-dihexhylamino)phenyl]-2-thienyl]-
phenyl]-carboxylate の合成 (7) 

15 mL ナスフラスコにビーズ 6 (28.9 mg)を分取し、THF 2.40 mL、methanol 

0.600 mL の混合溶媒でビーズを浸潤させた。その後 NaOMe (4.00 mg, 74.0 

μmol)を加え、窒素雰囲気下で一晩還流した。その後、反応溶液から吸引ろ過

によってビーズを除去し、DCM、THF、methanol でビーズを洗浄した。ろ液をエ

バポレーターで濃縮し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー(10% ethyl 

acetate in hexane)で精製、目的物の黄色固体 7(1.60 mg, 21.3%)を得た。1H 

NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 8.02 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.66 (d, 2H, J 

= 8.5 Hz), 7.48 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.36 (d, 1H, J = 3.9 Hz), 7.14 (d, 

1H, J = 3.7 Hz), 6.64 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 3.93 (s, 3H), 3.30 (t, 4H, J 

= 7.6 Hz), 1.57 (m, 4H), 1.33 (m, 12H), 0.91 (t, 6H, J = 6.8 Hz); ESI–

HRMS (m/z) [M+H]+ calcd for C30H40NO2S: 478.27743 ; found: 478.27721. 
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Scheme 2.2. Synthetic schemes for fluorescent solvatochromic beads 6 and dye 7. 
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2.2.4. 1H NMR スペクトル 
1H NMR of compound 2 measured in CDCl3 at 400 MHz 

 

1H NMR of compound 3 measured in CDCl3 at 400 MHz 



34 

 

1H NMR of compound 4 measured in acetone-d6 at 400 MHz 

   
1H NMR of compound 5 measured in acetone-d6 at 400 MHz 
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1H NMR of compound 7 measured in CDCl3 at 400 MHz 
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2.3. 結果・考察 

2.3.1. 蛍光ソルバトクロミックビーズの合成 

Wang resin に電子求引基となる 4-iodobenzoic acid を DCC / DMAP を用いて

縮合反応により固定した。蛍光ソルバトクロミックビーズの合成は、ビーズ上で

の反応の様子を容易に把握するため、芳香族部位となるチオフェンに電子供与

基が修飾された有機ホウ素中間体を用意し一工程で蛍光ソルバトクロミックビ

ーズを合成することを計画した。しかし、有機ホウ素中間体を合成する際に、チ

オフェンボロン酸が水の存在下で容易に加水分解される事や、電子供与基をカ

ップリング反応で直結する際に望まない副反応を引き起こす事が懸念された。

そのため、ボロン酸を加水分解やカップリング反応に対し不活性化する必要が

ある。そこで我々は、ボロン酸 N-methyliminodiacetic acid(MIDA)エステルが、

高温でも加水分解されず、カップリング反応が進行しない特徴を有しており、強

塩基性水溶液の存在下で容易に脱保護できることに着目し、効率的に有機ホウ

素中間体を得ることができると期待した。 原料となる 5-bromo-2-

thienylboronic acid N-methyliminodiacetic acid ester (4)と N,N-dihexyl-
4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (3)をカップリン

グ反応で直結することで目的の化合物 5 の合成に成功した。中間体 5 のボロン

酸 MIDA エステルが脱保護される条件下でパラジウム触媒とビーズ 1 を混合し、

カップリング反応によってビーズ上に蛍光ソルバトクロミック色素が合成され

たビーズ 6 を合成することに成功した(Scheme 2.2)。合成されたビーズ 6 は、

浸潤した有機溶媒によって蛍光色が変化する蛍光ソルバトクロミズムの特性を

有していることが確認された。また、核磁気共鳴法による化合物同定の為、NaOMe

を用いたエステル交換反応により固相から切り離し、色素 7 をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィーによって精製した。色素 7 が合成されたことを NMR チャ

ートから同定し目的物であることを同定した。また、色素７はビーズ上の色素と

光物性挙動を比較するために参照物質として、種々の有機溶媒に溶解させた溶

液を用意した(Figure 2.1)。 

 

 
Figure 2.1. Fluorescent image of dye 7 in various polarity solvents. 
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2.3.2. 蛍光ソルバトクロミックビーズの ATR-IR スペクトル 

ビーズ上に基質となる 4-iodobenzoic acid が固定され、蛍光ソルバトクロミ

ック色素が合成されたか確認する為、固相の ATR-IR スペクトルを測定した。4-

iodobenzoic acid が固定されたビーズ 1 は Wang resin と比較して 1720 cm-1に

エステル由来の C=O ストレッチングピークが確認されたため、縮合反応が進行

していることが確認された。また、カップリング反応後のビーズ 6 は 1714 cm-1, 

1694 cm-1, 1600 cm-1, 1006 cm-1 に色素 7 と類似したフェニル基由来のピーク

が認められた。加えてビーズ 6 及び色素 7 では 769 cm-1にチエニル基に由来す

るピークが確認された。チエニル基のピークはカップリング後に観測されたこ

とから、目的化合物がカップリング反応によって合成されたと判断した(Figure 

2.2)。 

 
Figure 2.2. ATR-IR spectra of Wang resin (blue), beads 1 (orange), beads 6 

(red), and dye 7 (green) in the dry state. (a): 1714 cm−1; (b): 1694 cm−1; (c): 

1600 cm−1; (d): 1006 cm−1; (e): 769 cm-1. 
 

2.3.3. 光導波路分光装置による光物性測定 

ビーズ上に蛍光ソルバトクロミック色素が合成されたことをビーズの光物性

から同定及び評価する為に、光導波路分光装置を用いた測定を試みた。 

光導波路上に乗せたビーズ 6 に有機溶媒を加えたところ、光導波路表面から

浮き上がり分散してしまい、十分なシグナルが得られなかった。ビーズ 6 を導

波路に密着させる為、有機溶媒を添加する前にマイクロメーターを使い上から

押さえることでビーズの分散を防ぎ、効率よくエバネッセント波による励起が

発生し良好なシグナルを得ることに成功した(Figure 2.3)。 

光導波路分光装置によって得られた酢酸エチル(EA)環境下でのビーズ 6 吸収

スペクトルは反応前のビーズ 1 と比較して 400 nm 周辺に極大吸収を示し、長波

長側に若干のブロードが見られる特徴的な吸収スペクトルが確認された。我々
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が過去に報告した蛍光ソルバトクロミック色素の吸収スペクトルと類似してお

り、色素 7 の溶液も約 400 nm に吸収帯が存在していることから、目的の色素

がビーズ上で合成され、特異な吸収特性を示していることが認められた(Figure 

2.4)。ビーズ 6 の各溶媒中における蛍光スペクトルは 525-565 nm の範囲で極大

蛍光波長が変化するソルバトクロミズムの応答が確認された。しかし、色素 7 の

各溶媒中における蛍光スペクトルは 473-551 nm の範囲で極大蛍光波長が変化す

ることが確認された(Table 2.1, Figure 2.5)。このことから、溶液中の色素 7

と比較してビーズ 6 はいずれの溶媒においても、より長波長な蛍光が発生して

いることが認められた。また、それぞれの蛍光量子収率を測定したところ、色素

7 の溶液と比べて平均して約 3割程度の値まで低下していることが確認され、蛍

光量子収率の低下に伴いストークスシフトも大きな値を示していた(Table 2.1)。

これらの結果から、ブロードした吸収スペクトルと蛍光変化領域がレッドシフ

トした理由として、ビーズ上の色素濃度がビーズの光物性に影響を与えている

のではないかと推察した。この仮説を確認するために、ビーズ上に固定する原料

濃度を変化させた際に光物性への影響がどのように現れるか検討を行った。 

 
Figure 2.3. A Schematic view of the optical waveguide spectrometer with micrometer 

(left) and measurement process of optical waveguide spectrometry (right). 

 

 
Figure 2.4. Normalized absorbance (dashed lines) and fluorescence spectra (solid 

lines) of beads 1 (black), beads 6 (red), and dye 7 (blue) in EA solution.  
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Figure 2.5. The absorption spectra of beads 6 (A), dye 7 (B), the emission spectra 

of beads 6 (C), and dye 7 (D) in various solvents. 

 

Table 2.1. Photophysical properties of beads 6 and dye 7 in various solvents. 

1 The solvent polarity parameter [29]. 2 λabs represents the absorption maximum. 3 λem 

represents the emission maximum. 4 Φfl represents the fluorescent quantum yield. 5 ε 

represents the molar extinction coefficient. 6 EA represents ethyl acetate. 7 DCM 

represents the dichloromethane. 8 DMF represents the N,N-dimethylformamide. 

Solvent 

ET(30)1  

/ kcal 

mol-1 

6  7 

λabs
2  

/ nm 

λem
3  

/ 

nm 

Stokes 

shift  

/ 

103cm-1 

Φfl
4   

λabs
2  

/ nm 

λem
3  

/ 

nm 

Stokes 

shift  

/ 

103cm-1 

Φfl
4 

ε5  

/ 104 

M-1 cm-

1 

Toluene 33.9 401 525 5.88 0.22  401 473 3.80 0.97 4.19 

1,4-Dioxane 36.0 398 529 6.21 0.30  400 489 4.53 0.83 4.47 

THF 37.4 401 533 6.20 0.38  403 516 5.42 0.97 4.19 

EA6 38.1 394 532 6.61 0.28  399 511 5.47 0.88 4.48 

DCM7 40.7 404 548 6.52 0.37  405 521 5.50 1.00 4.14 

DMF8 43.2 403 565 7.12 0.36   408 551 6.36 0.91 4.20 
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2.3.4. ビーズ上の基質濃度を変化した際の光物性への影響 

ビーズ表面に固定された基質濃度によって合成された蛍光ソルバトクロミッ

クビーズの光物性へどのような影響を与えるかを確認するために、原料となる

4-iodobenzoic acid を異なる濃度で固定した Wang resin を用意した。5.5 mg 

の原料と 0.1 g の Wang resin を反応させ 0.222 mmol g-1のビーズ 1 を、8.5 mg

の原料と 0.1 g の Wang resin を反応させ 0.342 mmol g-1のビーズ 1 を、0.545 

mmol g-1のビーズ 1 は実験項にて述べた合成法と同じ比率でそれぞれ用意し、同

様の合成スキームで濃度の異なるビーズ 6 を合成した。それぞれの光物性につ

いて比較を行った。乾燥時のビーズ 6 (0.222 mmol g-1, 0.545 mmol g-1)を紫外

光下で観察したところ、基質固定量の違いが明らかな蛍光色の変化として見ら

れた(Figure 2.6, left)。また蛍光顕微鏡による各溶媒中のビーズ 6 はいずれ

の溶媒でも蛍光波長のレッドシフトが確認され、固定量増加に伴いソルバトク

ロミズムによる蛍光色変化領域も長波長化していることが目視でも確認された

(Figure 2.6, right)。前項と同様に、光導波路分光装置による測定を行った結

果、吸収スペクトルはいずれも同様な吸収帯を示した。加えて、ビーズ上の 4-

iodobenzoic acid の固定量増加に伴い合成されたビーズ 6 の吸収スペクトルか

らブロードを示すことも確認された(Figure 2.7)。また、目視で確認した通り蛍

光極大波長の変化領域がそれぞれの基質固定量で異なることが確認された

(Figure 2.8)。そして、0.222 mmol g-1と 0.545 mmol g-1の蛍光量子収率を比較

したところ、0.545 mmol g-1は 0.222 mmol g-1、色素 7 と比較して最も低い値を

示すことが確認された(Table 2.3)。また、絶対量子収率計を用いて測定された

ビーズ 6 の光量子収率の値は、基質固定量の増加に伴い減少する傾向が見られ

た。 

これらの結果から、基質固定量によって合成された蛍光ソルバトクロミック

ビーズの蛍光発光特性が大きく変化することが確認され、低固定量であっても

シグナルの検出に十分な蛍光発光が見られることが確認された。 
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Figure 2.6. Fluorescence images of beads 6 (above: 0.222 mmol g−1, below: 0.545 

mmol g−1) at the dry state (left) and with various solvents (right). A: toluene; 

B: 1,4-dioxane; C: ethyl acetate (EA); D: THF; E: DCM; F: DMF. 
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Figure 2.7. Absorption spectra of beads 6 (A: 0.222 mmol g−1, B: 0.342 mmol g−1, C: 

0.545 mmol g−1) and D: dye 7.  
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Figure 2.8. The emission spectra of beads 6 (A: 0.222 mmol g−1, B: 0.342 mmol g−1, 

C: 0.545 mmol g−1) and D: dye 7. 
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Table 2.2. Photophysical properties of beads 6 (0.222 mmol g-1, 0.342 mmol g-1, 

0.545 mmol g-1) in various solvents. 

Solvent 

ET(30)a  

/ kcal 

mol-1 

0.222 mmol g-1  0.342 mmol g-1  0.545 mmol g-1 

λabs
b  

/ nm 

λem
c  

/ nm 

Stokes 

shift  

/ 103 

cm-1 

  
λabs

b  

/ nm 

λem
c  

/ nm 

Stokes 

shift  

/ 103 

cm-1 

  
λabs

b  

/ nm 

λem
c  

/ nm 

Stokes 

shift  

/ 103 

cm-1 

Toluene 33.9 401 525 5.88  404 530 5.87  404 548 6.51 

1,4-

dioxane 
36.0 398 529 6.21  403 531 5.99  399 550 6.88 

THF 37.4 401 533 6.20  410 546 6.10  405 559 6.82 

EAd 38.1 394 532 6.61  404 544 6.38  401 561 7.13 

DCMe 40.7 404 548 6.52  407 552 6.48  399 568 7.44 

DMFf 43.2 403 565 7.12   401 566 7.26   403 583 7.69 
1 The solvent polarity parameter [29]. 2 λabs represents the absorption maximum. 3 λem 

represents the emission maximum. 4 Φfl represents the fluorescent quantum yield. 5 ε 

represents the molar extinction coefficient. 6 EA represents ethyl acetate. 7 DCM 

represents the dichloromethane. 8 DMF represents the N,N-dimethylformamide. 

 

Table 2.3. Fluorescence quantum yield of beads 6 (0.222 mmol g-1, 0.545 mmol g-1) 

and dye 7 in various solvents. 

Solvent 0.222 mmol g-1 0.545 mmol g-1 7 

Toluene 0.22 0.10 0.97 

1,4-Dioxane 0.30 0.20 0.83 

THF 0.38 0.16 0.97 

EAa 0.28 0.08 0.88 

DCMb 0.37 0.25 1.00 

DMFc 0.36 0.08 0.91 

a EA represents ethyl acetate. b DCM represents the dichloromethane. c DMF represents 

the N,N-dimethylformamide. 
 

2.3.5. 蛍光ソルバトクロミズム性能の特性評価 

これまでに、蛍光ソルバトクロミック色素が周囲の極性に対し蛍光色応答を

示すことを、溶液中の色素 7 と有機溶媒中におけるビーズ 6 のソルバトクロミ

ズムの様子や蛍光スペクトルから議論した。蛍光ソルバトクロミックビーズの

ソルバトクロミズム特性を評価するために、先行研究に基づいた色素 7 とビー

ズ 6 のソルバトクロミズム性能の評価及び比較を行った[16]。溶媒極性と極大

蛍光波数の相関をとり、回帰直線から色素分子と溶媒分子の溶媒和効率や極性

に対する感度を評価することを試みた。相関に用いる溶媒極性パラメーターに

は ET(30)の値を用いた。ET(30)値は Reichardt's dye と呼ばれるベタイン構造を

有する色素を用いて種々の溶媒中での色相変化を分光測色法によって数値化し

た経験的なパラメーターである[29]。Figure 2.9 に示すように、ET(30)と各試

料の溶媒中における蛍光極大波数の相関をプロットしたところ、どの試料も溶

媒極性に応じておおよそ直線的な蛍光スペクトルシフトを示していることが確

認された。特に、色素 7 の相関と比較してビーズ 6 はいずれも回帰直線の傾き

がやや緩やかであるものの、色素 7 よりも直線性があることも示された(Table 
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2.4)。これはビーズに色素分子が固定されていることから、色素同士の凝集を防

ぎ効率的な溶媒和が促進され、結果的に溶媒極性に対して高感度に応答してい

ると考えられる。加えて、各濃度のビーズ 6 を比較したところ、ビーズ上の基質

量増加に伴い回帰直線が低波数側へシフトする傾向が見られた。この傾向から

も、各有機溶媒に対する発光波長のレッドシフト及びソルバトクロミズムによ

る波長応答範囲が長波長化していることが認められた。 

蛍光ソルバトクロミックビーズは色素溶液に劣らず周囲の極性に対して蛍光

波長応答を示すことが実証された。また、これらの光物性評価から蛍光ソルバト

クロミックビーズが、ビーズ表面に合成された色素分子を切り離すことなく環

境応答型の蛍光センシングデバイスとして応用できる可能性が示唆された。 

 
Figure 2.9. Correlation diagram of the emission maximum vs. solvent polarity 

parameter for beads 6 (●: 0.222 mmol g-1, ●: 0.342 mmol g-1, ●: 0.545 mmol g-1) 

and dye 7(●). 

 

Table2.4. Correlation properties of the emission maximum vs. solvent polarity 

parameter for resin 6 and dye 7. 
 0.222 mmol g-1 0.342 mmol g-1 0.545 mmol g-1 7 

Slope 
y = -14.698x + 

2419.5 

y = -13.115x + 

2337.7 

y = -11.987x + 

2239.5 

y = -24.755x + 

2851.9 

R2 0.9253 0.9359 0.9629 0.9008 

 

2.3.6. 二成分混合溶媒に対するレシオメトリック応答の評価 

本項ではビーズ 6 が示すソルバトクロミズムの性能を詳細に評価するため、

二種類の極性が異なる有機溶媒の混合溶液に対する蛍光レシオメトリック応答

について検討を行った。検討に用いる有機溶媒には、前項にて測定した最も極性

に差がある THF と DMF を混合した溶媒を使用した。THF に 10-90 %の比率で DMF

を混合した溶媒をビーズ 6 に添加し、光導波路分光装置で測定を行った。得ら
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れた蛍光スペクトルによると DMF 混合比率の上昇に伴い蛍光スペクトルがレッ

ドシフトする様子が確認された(Figure 2.10)。よって、DMF の含有率に伴い混

合溶媒の極性が上昇したことが蛍光応答から確認された。また、蛍光極大波数と

DMF 混合比率はほぼ直線性のある相関がみられた(Figure 2.11)。よってビーズ

6 は、溶媒種に依存することなく、レシオメトリック応答を示すことが認められ

た。 

本項にて示したビーズ表面における極性応答性は、抗原-抗体反応やリガンド

-プロテイン反応等、生体親和性相互作用のように極性環境の変化を伴う反応を

モニタリングする際に有効な性質であり、光導波路分光装置と組み合わせるこ

とで、高感度且つ迅速に測定結果を得ることが可能な蛍光センシングデバイス

として用いる事が期待される[30]。また、本章における蛍光ソルバトクロミック

ビーズの合成手法は、ビーズ上で機能性蛍光色素を容易に合成することが可能

であり、合成に鈴木‐宮浦クロスカップリングを用いていることから、色素に修

飾されている官能基の組み換えが容易である。例えば、色素骨格にイオンを認識

できる官能基を導入しているイオン応答型蛍光色素のように、既報の蛍光プロ

ーブ合成技術を応用することで、多様な測定対象に応答する新規蛍光センシン

グ材料を開発できる基礎的な合成戦略として本合成手法は効果的で汎用性のあ

る手法であると言える[31]。 

 
Figure 2.10. The fluorescence spectra of beads 6 in 1,4-dioxane with different 

concentrations of the DMF solvent mixture (Concentration of DMF: 0, 20, 40, 60, 

80, and 100%). 
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Figure 2.11. Correlation of the emission maxima of beads 6 in 1,4-dioxane with 

different concentrations of the DMF solvent mixture (Concentration of DMF: 0, 20, 

40, 60, 80, and 100%, r2 = 0.9671).  
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2.4. 総括 

本章では、固相有機合成で広く用いられる鈴木‐宮浦クロスカップリングを

利用することで、表面上に蛍光ソルバトクロミック色素が合成されたビーズを

得ることに成功した。そして合成されたビーズ表面に目的物が修飾されている

か光導波路分光装置による光物性の評価を試みた。合成したビーズ 6 は、既報

の蛍光ソルバトクロミック色素や参照化合物である色素 7 と類似した可視光域

(約 400 nm)に特徴的な吸収、浸透した有機溶媒の極性に応答した蛍光ソルバト

クロミズムを示した。ビーズ 6 は色素 7 と比較して、長波長側にレッドシフト

した蛍光スペクトルを示した。さらにビーズ上の基質固定量増加に伴い合成反

応後のビーズ 6 は吸収スペクトルのブロード、蛍光波長のレッドシフトが見ら

れた。加えて、光量子収率の低下及びストークスシフトの増加も認められた為、

これらの測定結果から、ビーズ上の色素分子量が光物性に影響を与える傾向が

見られた。ビーズ 6 は、溶媒極性パラメーターET(30)と極大蛍光波長の波数に相

関があることを示し、その直線性は色素7の溶液よりも直線的であることから、

表面の極性環境に対する高い応答性が確認された。1,4-dioxane と DMF の二種混

合溶媒に対する蛍光応答を確認したところ、混合溶媒の極性が高くなっていく

につれ、ビーズ6の蛍光スペクトルが長波長側へシフトする様子が観察された。

この蛍光スペクトルのレッドシフトは溶媒極性に対してほぼ直線的に応答する

ことから、ビーズ 6 は色素分子がビーズに固定されていることで、溶媒種に対

する選択的な溶媒和を低減し、レシオメトリック応答を示していると考えられ

る。 

結果として、合成した蛍光ソルバトクロミックビーズは、光導波路分光装置を

用いる事で高感度にビーズ表面に合成された色素化合物の光物性及び極性の変

化を蛍光色応答で示す様子が測定された。 

本章にて示した蛍光ソルバトクロミックビーズの合成手法は、鈴木‐宮浦ク

ロスカップリングを用いて任意の官能基を色素骨格に組み込むことで、分析対

象に応じて容易に色素の機能性を変化させることができる蛍光センシング材料

としての応用が期待される。さらに、光導波路分光装置と組み合わせることで、

色素溶液では観察することが困難な極性変化が伴う反応を、ビーズから切り離

さずに観察できる蛍光センシングデバイスとして応用できる可能性が示された。 
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第三章 アビジン-ビオチン相互作用を追跡する蛍光

ソルバトクロミックビーズの合成及び光導波路分光

装置によるモニタリング技術の確立
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3.1. 背景 

生体分子認識として知られるアビジン-ビオチン相互作用は、高い親和性（Ka

〜105 M-1）による特異的な結合を形成することが知られている[1]。さらにアビ

ジンとビオチンの結合は非共有結合であるにもかかわらず不可逆的に強固な結

合を形成することや、アビジン-ビオチン複合体に結合した生体物質はその性質

を損なわないなどの特徴から、タンパク質の標識化、抗原抗体イムノアッセイ、

アフィニティークロマトグラフィー、など多様なバイオセンシングやアフィニ

ティー精製を用いる生物学の分野において非常に有用な相互作用であることが

知られている[2-4]。さらに、バイオセンシングデバイスの研究においてアビジ

ン-ビオチン相互作用は、電極、金薄膜、リン脂質分子膜などのビオチンが修飾

された固相への生体物質の固定化としても用いられる有用なツールであること

が知られている[5-7]。これまでに、アビジン-ビオチン相互作用をモニタリング

する手法として、表面をビオチンで修飾した電極を用いることで、蛍光標識化し

たアビジンとの生体分子認識を光学的に検出したバイオセンシングデバイスの

報告例が存在する[8]。このように蛍光分光法を利用するセンシングシステムは、

高感度で応答が迅速であることから、生物学的プロセスの有用なモニタリング

手法として知られている。特に有機色素化合物を用いる蛍光光度法は分析物に

対する応答が非常に早く、高感度で非破壊的な分析手法であることから、生体内

物質の標識化や生体物質の動態を追跡することに有用な分析手法である[9,11]。

しかし、既報の手法では蛍光検出の為に分析対象であるアビジンを蛍光色素で

標識化し精製する必要がある為、測定作業は煩雑になりやすい。そこで、より簡

便に生体分子認識を識別し分析することが可能なラベルフリーなバイオセンシ

ングデバイスの開発が望まれる。 

前章にて示したように、我々が開発した蛍光ソルバトクロミックビーズは、周

囲の極性環境に応答した蛍光色応答を示す蛍光性高分子材料である[12]。この

蛍光ソルバトクロミックビーズに担持されている蛍光ソルバトクロミック色素

誘導体は、タンパク質の構造変化等、極性及び周囲の環境変化を伴う生物学プロ

セスを分析することができる強力なツールとして生物分野に広く用いられてい

る[13,14]。その上、蛍光ソルバトクロミックビーズの合成手法は、生体物質に

親和性を示す官能基を導入することが容易であり、尚且つビーズ表面にてアビ

ジン-ビオチン相互作用の過程を蛍光色応答からレシオメトリックに追跡する

ことが可能なセンサー材料であると推察した。 

本章では、ビオチンを修飾した蛍光ソルバトクロミックビーズと光導波路分

光装置を組み合わせたアビジン-ビオチン相互作用を追跡するラベルフリーな

バイオアフィニティーセンシングデバイスの構築を検討した。ビーズの光物性

測定には、前章と同様に光導波路分光装置を用いた。光導波路分光装置は、蛍光

光度計の様に測定波長を移動させず迅速に可視光領域のフルスペクトル測定が

可能なことから、生体物質相互作用の経時変化測定に多用されており、アビジン

-ビオチン相互作用を経時変化で測定することが可能であると考えた[15-19]。 

ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズの合成において、前章にて報告し

た蛍光ソルバトクロミックビーズは、電子供与基にアルキル鎖が修飾された構

造であることから、分析対象であるアビジンとの相互作用は示さないと考えら
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れる。よって、アビジン-ビオチン相互作用を追跡する為には、ビオチンをビー

ズ表面の色素部位へ修飾する必要がある。しかし、電子供与基となるアミノフェ

ニル基に直接ビオチンを縮合させてしまうと、カルボアミド形成による C=O 結

合に由来する電子求引基によって電子供与性が低下し、ソルバトクロミズムの

性能が低くなる。そこで我々は、鈴木-宮浦クロスカップリングを用いることで、

ピペラジン骨格を有する電子供与性部位を色素部位に導入し、ビオチンが修飾

する為のリンカーとして用いる事を計画した(Figure 3.1)。本章では、合成した

ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズとアビジン類の相互作用に伴う光物

性変化を光導波路分光装置による測定で分析し、生体分子認識をレシオメトリ

ックに追跡することが可能なバイオアフィニティーセンシングデバイスとして

の有用性を評価した結果を示す。 

 
Figure 3.1. Determination strategy of avidin-biotin interaction.  
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3.2. 実験 

3.2.1. 実験試薬・化合物同定に用いた機器 

市販の溶媒・化合物は全て試薬グレードを使用した。多くの実験試薬は富士

フィルム和光純薬株式会社(大阪府大阪市)から購入した。いくつかの実験試薬

に関しては下記の通りである。Wang resin (渡辺化学工業株式会社、広島県広

島市) N-methyliminodiacetic acid、bis(pinacolato)diboron(東京化成工業

株式会社、東京都)、 2-dicyclohexylphosphino-2’,6’-dimethoxybiphenyl 

(SPhos)、N,N-dimethyl-4-aminopyridine (DMAP) (Sigma-Aldrich Japan Co., 
LLC、 Tokyo, Japan)、5-bromothiophene-2-boronic acid(Combi–Blocks 

Inc., San Diego, CA, USA).  

合成反応は薄層クロマトグラフィー60F254 (layer thickness, 0.25 mm; E. 

Merck, Darmstadt, Germany)によって反応の進行を確認した。目的化合物はシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーによって精製した。精製に使用したシリカ

ゲルはWakosil® C-300 (0.04–0.06 mm,富士フィルム和光純薬株式会社)を用い

た。目的化合物の同定は日本電子株式会社(東京都)製の400MHz核磁気共鳴装置

(JNM-EX400)を用いた。核磁気共鳴(NMR)スペクトルを測定する為に以下の重溶

媒を用いた。リファレンスとしてトリメチルシラン(TMS)が含まれるCDCl3と

DMSO-d6を用いた。また、目的化合物の同定にはエレクトロスプレーイオン化法

(ESI)を用いた質量分析装置(Thermo Scientific Exactive spectrometer, 

Thermo Fisher Scientific、Waltham, MA, USA)による精密質量スペクトルの

測定も実施した。 

 

3.2.2. 蛍光スペクトル測定装置・測定条件 

全てのスペクトル測定は、富士フィルム和光純薬工業株式会社から販売され

ているスペクトルグレードの溶媒を用いた。合成した蛍光ソルバトクロミック

ビーズの吸収・蛍光スペクトル測定は光導波路分光装置(PLT-5000SLC, システ

ム・インスツルメンツ株式会社、東京都)を用いた。光源は 150WXe ランプを測定

に用いた。光導波路分光装置による測定には両端が光学研磨された高屈折率ガ

ラス導波路(65 × 20 mm、厚み 400 μm、屈折率 1.81) を使用した。光導波路

分光装置による測定条件は、入射光の法線角を 63.8°に検出角は 59.4°で設定

し測定した。色素溶液の蛍光スペクトルの測定には F-4500(日立ハイテクサイエ

ンス、東京都)をそれぞれ用いた。蛍光スペクトル測定用の色素溶液は 3 μmol 

L−1の濃度でそれぞれ調製し、測定用の試料とした。1 × 1 cm のクオーツセル

を使用し、Xe アークランプを光源として、スリット幅は 5 nm で測定した。 

 

3.2.3. アビジン-ビオチン相互作用の測定 

 アビジン-ビオチン相互作用を測定するために、卵白由来中性アビジン

(neutravidin,60.0 kDa)とウシ血清アルブミン(BSA, 66.5 kDa)を富士フィル

ム和光純薬工業株式会社から購入した。糖鎖が処理されていないアビジン

(67.0 kDa)はナカライテスク株式会社(京都府京都市)から購入した。実験に用

いるリン酸バッファー(PBS)は研究室で調製したものを使用した。PBS は Sun ら

の報告を参考に同様の組成で調製した[20]。PBS (pH7.5): 100 mM NaCl, 50 mM 
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NaH2SO4, 1mM EDTA 

溶液中における、切り出した色素 10 とアビジンの相互作用の測定には、Sun

らの手法を参考に、色素 10 を DMSO に溶解させ 3 μM に調製したストック溶液

と 1.5 μM の中性アビジン PBS 溶液を用いて測定を行った。 

 測定に用いたビーズは前章の手法を基に、基質固定量を 0.0309 mmol g-1に調

製したビーズから、同様の方法でビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズを

合成したものを使用した。測定ごとに高屈折率ガラス導波路上へビーズを約 1 

mg 乗せ、マイクロメーターでビーズを固定した後、10 μL の DMF でビーズを浸

潤させた。浸潤したビーズに試料の溶解した 60 μL の PBS 溶液を添加し、蛍光

スペクトル測定を行った。 

 経時変化測定は、光導波路分光装置を制御するソフトウェアの設定により、約

30 分間で 10 秒毎に可視領域のフルスペクトル及び試料添加後の極大蛍光波長

の蛍光強度を記録するように設定した。 
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3.2.4. ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズの合成 
・電子供与性部位中間体(3)の合成 

3.2.4.1. 4-phenylpiperazine-1-carboxylic acid tert-butyl ester の合成 

(1) 

100 mL ナスフラスコに di-tert-butyl dicarbonate (3.77 g, 17.3 mmol)、

DMAP (0.46 g, 3.77 mmol)を加え、DCM 42 mL に溶解させた。1-phenylpiperazine 

(2 g, 12.3 mmol) と triethylamine (TEA, 2.5 mL, 17.9 mmol)をそれぞれ反

応溶液へ滴下し、窒素雰囲気下で 2 時間、室温で撹拌した。反応溶液に H2O 40 

mL を加え、chloroform (15 mL×3)で抽出した。回収した油層は硫酸ナトリウム

で脱水し、エバポレーターで濃縮した。粗精製物をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー(10% ethyl acetate in hexane)で精製し、白色結晶 1(3.21 g, 99.1%)

を得た。1H NMR (400 MHz,CDCl3) δ (ppm) 7.29 (m,2H), 6.93 (m, 3H), 3.59 

(t,4H,J = 5.1 Hz), 3.14 (t,4H, J = 5.1 Hz), 1.49 (s, 9H); ESI–HRMS (m/z) 

[M+H]+ calcd for C15H23N2O2: 263.17540 ; found: 263.17538. 

 

3.2.4.2. 4-(4-bromophenyl)-piperazine-1-carboxylic acid tert-butyl 

ester の合成 (2) 

100 mL ナスフラスコに化合物 1 (3g, 11.4 mmol)と DMF 10 mL を加え、その

混合溶液に N-bromosuccinimide (NBS, 2.10 g, 11.8 mmol)の DMF 10 mL 溶液を

15 分以上かけて滴下した。混合溶液を遮光し、室温で 24 時間撹拌した。その後

反応溶液に H2O 30 mL を加え chloroform (15 mL×3)で抽出した。その後、油層

を sat. aq. NaHCO3 (30 mL)、sat. aq. NaCl (30 mL)で洗浄し、回収した油層

を硫酸ナトリウムで脱水、エバポレーターで濃縮した。粗精製物をシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィー(10% ethyl acetate in hexane)で精製し、白色結晶

2(3.28 g, 84.0%)を得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.35 (dd, 2H, J 

= 7.0, 2.3 Hz), 6.79 (dd, 2H, J = 7.0, 2.3 Hz), 3.57 (t, 4H, J = 5.1 

Hz), 3.10 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 1.48 (s, 9H); ESI–HRMS (m/z) [M+H]+ calcd 

for C15H22BrN2O2: 341.08592 ; found: 341.08586. 

 

3.2.4.3. 4-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)-

piperazine-1-carboxylic acid tert-butyl ester の合成 (3) 

100 mL ナスフラスコに化合物 2 (0.998 g, 2.92 mmol)、 KOAc (0.345 g, 

3.52 mmol)、 PdCl2(dppf)CH2Cl2 (0.0480 g, 0.0588 mmol)を加え、1,4-dioxane 

30 mL に溶解させた。窒素雰囲気下で 5分間 100℃にて加熱し、その後反応溶液

に bis(pinacolato)diboron (1.11 g, 4.37 mmol)を加え、100℃に加熱し一晩

撹拌した。反応溶液を H2O 30 mL に加え、ethyl acetate (15 mL×3)で抽出し

た。油層を sat. aq. NaCl (40 mL × 2)で洗浄し、硫酸ナトリウムで脱水した。

粗精製物はシリカゲルカラムクロマトグラフィー(10% ethyl acetate in 

hexane)で精製し、白色結晶 3 (0.981 g, 86.4%)を得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δ (ppm) 7.72 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 6.89 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 3.57 (t, 

4H, J = 5.2 Hz), 3.22 (t, 4H, J = 5.1 Hz), 1.48 (s, 9H), 1.33 (s, 12H); 

ESI–HRMS (m/z) [M+H]+ calcd for C21H34
10BN2O4: 388.26425 ; found: 388.26430. 
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・ビオチン中間体(4)の合成 

3.2.4.4. biotinyl-N-hydroxysuccinimide の合成 (4) 

100 mL ナ ス フ ラ ス コ に d-biotin (0.257 g, 1.05 mmol) 、 N-
hydroxysuccinimide (0.5 g, 4.34 mmol)を加え、熱 DMF 15 mL に溶解させた。

その後、混合溶液に N,N-dicyclohexylcarbodiimide (0.600 g, 2.90 mmol)を加

えて室温で一晩撹拌した。反応後の溶液に析出したジシクロヘキシル尿素はセ

ライトろ過で除去した。反応溶液をエバポレーターで濃縮し、diethyl ether を

加え白色固体を析出させた。析出した固体を吸引ろ過によって回収し、diethyl 

ester と methanol で洗浄、回収した固体を真空乾燥し、白色固体 4 (0.241 g, 

61.6%)を得た。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 6.43 (brs, 1H), 6.37 

(brs, 1H), 4.31 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 3.11 (m, 1H), 2.76-2.87 (m, 5H), 

2.58 (m, 1H), 2.50 (m, 2H), 1.42-1.67 (m, 6H); ESI–HRMS (m/z) [M+Na]+ 

calcd for C14H19N3NaO5S: 364.09376 ; found: 364.09359. 

 
Scheme 3.1. Synthetic scheme of electron-donating intermediates 1-4. 
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・ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズ(9)及び色素(10)の合成 

 

3.2.4.5. Loading of 4-iodobenzoic acid to Wang resin (5) 

50 mL ナスフラスコに 1.00 g の Wang resin (0.850 mmol g-1, 0.850 mmol)

と DMF 15 mL を加え、ビーズを浸潤させた。反応溶液に 4-iodobenzoic acid 

(0.636 g, 2.56 mmol)、 N,N-dicyclohexylcarbodiimide (0.582 g, 2.82 mmol)
を加え、少量の DMF に溶かした DMAP (0.0520 g, 0.426 mmol)を混合溶液に滴下

した。混合溶媒を 60 ℃で 24 時間撹拌した。ビーズをろ過で回収し、DCM, THF, 

DMF, methanol でそれぞれ３回洗浄した。 10% TFA / DCM を用いた開裂反応に

よって、0.395 mmol g-1の基質が固定されていることが確認された。 

 

3.2.4.6. ビーズ 6 の合成 (6) 

15 mL スクリューバイアルにビーズ 5 (0.757 g)と DMF 6 mL を加え、ビーズ

を浸潤させた。反応溶液に 2-thiophene boronic acid (0.165 g, 1.29 mmol)、 

K2CO3 (0.222 g, 2.09 mmol)、Pd2(dba)3 (0.0350 g, 0.0382 mmol)を加え、窒素

ガス雰囲気下で撹拌機を用いて 250 RPM、30 ℃で 18 時間振盪した。反応後のビ

ーズをろ過で回収し、H2O, DCM, DMF, THF, methanol でそれぞれ 3度洗浄した。

目的のビーズ 6 を 0.754 g 回収した。 

 

3.2.4.7. ビーズ 7 の合成 (7) 

15 mL ナスフラスコにビーズ 6 (0.754 g)と THF 32 mL を加えビーズを浸潤さ

せた。混合溶液を 0℃に冷却し、NBS (0.106 g, 0.595 mmol)と H2O 0.64 mL を

加え、窒素ガス雰囲気下で室温に戻し 18 時間撹拌した。その後、ビーズをろ過

で回収し、H2O, DCM, DMF, THF, methanol でそれぞれ 3度洗浄した。目的のビ

ーズ 7 を 0.550 g 回収した。 

 

3.2.4.8. ビーズ 8 の合成 (8) 

30 mL ナスフラスコにビーズ 7 (0.550 g)と 1,2-dimethoxyethane 7.5 mL を

加え、ビーズを浸潤させた。混合溶媒に化合物 3 (0.447 g, 1.15 mmol)、2M 

Na2CO3 1 mL、 Pd(PPh3)4 (0.0220 g, 0.0190 mmol)を加え、窒素ガス雰囲気下で

85 ℃に加熱し、19 時間撹拌した。その後、ビーズをろ過で回収し、H2O, DCM, 

DMF, THF, methanol でそれぞれ 3度洗浄した。目的のビーズ 8 を 0.571 g 回収

した。 

 

3.2.4.9. ビーズ 9 の合成 (9) 

15 mL スクリューバイアルにビーズ 8 (0.200 g)と少量の 1,2-dichloroethane

を加え、ビーズを浸潤させた. 浸潤したビーズに trimethylsilyl triflate 

(0.120 mL)、triethylamine (0.050 mL)、1,2-dichloroethane 3 mL を混合した

溶液を加え、混合溶液を 5分間振盪した。その後、ビーズをろ過で回収し、10% 

N,N-diisopropylethylamine-DCM, H2O, DCM, DMF, THF, methanol でそれぞれ 3

度洗浄した。回収したビーズを 15 mL スクリューバイアルに移し、一晩真空乾

燥した。乾燥したビーズに DMF 5 mL を加えビーズを浸潤させた。混合溶液に化
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合物 4 (0.164 g, 0.481 mmol)と triethylamine 0.07 mL を加え、振盪機で一晩

振盪した。ビーズをろ過で回収し、H2O, DCM, DMF, THF, methanol でそれぞれ 3

度洗浄した。目的のビーズ 9 を 0.200 g 回収した。 

 

3.2.4.10. ビオチン化蛍光ソルバトクロミック色素 10 の合成 (10) 

 15 mL ナスフラスコにビーズ 9 (0.200 g)を分取し、THF 10.0 mL、methanol 

2.40 mL の混合溶媒でビーズを浸潤させた。その後、NaOMe (0.0300 g, 0.555 

mmol)を加え、窒素雰囲気下で一晩還流した。その後、反応溶液から吸引ろ過

によってビーズを除去し、DCM、THF、methanol でビーズを洗浄した。ろ液をエ

バポレーターで濃縮し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー(5% methanol in 

DCM)で精製、目的物の黄色固体 10 (6.40 mg, 13.4%)を得た。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ (ppm) 7.57 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.43 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 

7.03 (q, 2H, J = 8.8 Hz, 18.5 Hz), 6.43 (brs, 1H), 6.35 (brs, 1H), 4.29 

(m, 1H, J = 8.8 Hz), 4.13 (m, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.59 (brs, 4H), 3.21 

(m, 4H), 3.11 (m, 1H), 2.81 (m, 1H), 2.57 (m, 1H), 2.35 (t, 2H, J = 7.38 

Hz) , 1.36-1.69 (m, 6H); ESI–HRMS (m/z) [M+Na]+ calcd for C32H36N4NaO4S2: 

627.20702 ; found: 627.20760. 
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Scheme 3.3. Synthesis of biotinylated fluorescent solvatochromic resin 9 and dye 

10. 
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3.2.5. 1H NMR スペクトル 
1H NMR of compound 1 measured in CDCl3 at 400 MHz 

  
 

1H NMR of compound 2 measured in CDCl3 at 400 MHz 
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1H NMR of compound 3 measured in CDCl3 at 400 MHz 

 
 
1H NMR of compound 4 measured in DMSO-d6 at 400 MHz 
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1H NMR of compound 10 measured in DMSO-d6 at 400 MHz 
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3.3. 結果・考察 

3.3.1. ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズの合成 

 本章での蛍光ソルバトクロミックビーズの合成は、Han らの論文を参考にする

ことで、電子求引性部位、芳香族部位、電子供与性部位をそれぞれ用意し、ビー

ズ上で直結する多段階の合成反応によって目的のビーズを得ることに成功した

(Scheme 3.1, 3.2, 3.3)[21]。この合成ルートの構築によって、前章の合成ル

ートにて示したボロン酸が保護されたチオフェン中間体の合成が不要となり、

液相で合成する工程を大幅に省略することが可能となった。また、それぞれの部

位を自由に組み替えることで自由に光物性を調節できる可能性が示された。さ

らに上記の方法によって電子供与基にピペラジンが修飾された色素誘導体が合

成されたことで、背景で示したようにピペラジンの 4 位に任意の官能基を導入

する合成戦略を得ることが出来た。しかし、蛍光ソルバトクロミック色素部位に

ビオチンを修飾する前に、t-ブトキシカルボニル基を脱保護する必要があるが、

一般的な方法であるトリフルオロ酢酸を使用すると、直ちに合成した色素分子

がビーズから切り離されてしまう。そこで、比較的温和な条件で脱保護すること

が可能なトリフルオロメタンスルホン酸トリメチルシランを用いたところ、約 5

分の反応時間で t-ブトキシカルボニル基の脱保護が確認された。この結果によ

り、ピペラジンの二級アミンが露出した所へビオチンを活性エステル法によっ

て修飾することに成功した。 

 本論文における測定には、先述したように基質固定量の低いビーズから合成

したビーズ 9 を用いた。主な理由は、前章でも示したように基質固定量が多い

ほど光量子収率が低下し、定量性の低下が懸念されたからである。加えて、ビー

ズ上の色素濃度が高いほど、一度の測定に必要なアビジンの量が増加してしま

うためである。アビジンの量が増えれば、必要なデータを得るためのコストがか

かり、十分なデータが得られないと考えた。これらの点を考慮し、蛍光スペクト

ル測定には低基質固定量のビーズを用いて測定を行った。 
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3.3.2. PBS 溶液中における色素 10 と中性アビジンの相互作用による蛍光スペ

クトル変化の測定 

 ビーズ上で合成された色素 10 が実際にアビジンとの相互作用を示すのか、色

素 10 とアビジンを PBS 溶液中に 1:1 のモル比で混合した際の蛍光スペクトル変

化を確認した。色素 10 を DMSO 溶液に溶解させ 3 μM のストック溶液を作成し

た。そして 1.5 μM の中性アビジン PBS 溶液と 1:1 になるように混合し、溶液

の体積を 3 mL とした。 

蛍光光度計による測定の結果、アビジン添加後の色素 10 溶液の蛍光スペク

トルは色素 10 溶液と比較して蛍光強度が増加し、蛍光スペクトルの極大波長

が 526 nm から 504 nm までブルーシフトすることが確認された(Figure 3.2)。

この発光強度増加と蛍光波長のブルーシフトの現象は、Sun らの報告にあるク

マリン骨格を有するビオチン化蛍光色素の報告と一致している[22]。この結果

から、アビジンと合成された色素 10 が分子認識によって結合し、アビジン内

部に色素 10 が取り込まれたことを示している。 

しかし、上記のスペクトルシフトを示すシグナルとは別に、各溶液の蛍光ス

ペクトルには 580 nm 付近に強い蛍光発光が見られた、これは色素 10 が PBS 溶

液中にて、一部析出した事からこのような飽和したシグナルが現れている可能

性が考えられる。対して、合成された蛍光ソルバトクロミックビーズはポリス

チレンに担持されていることから、高分子鎖によって色素分子の凝集を低減す

る可能がある事を示した。よってビーズ 9 はこの溶液中における測定上の問題

点を解決しうる材料である可能性が推察された。 

 
Figure 3.2. Fluorescence spectra of dye 10 solution with neutravidin. 

 

3.3.3. 光導波路分光装置を用いた中性アビジンに対するビーズ 9の蛍光スペ

クトル変化 

まず初めに、ビーズ 9 と中性アビジンが溶解した PBS 溶液を 1 mL サンプルチ

ューブ内で混合し、1時間ほど振盪機で振盪を行った試料を用意し光導波路分光

装置での測定を試みた。しかし、ビーズが 1 mg と微量であること、乾燥してい
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ないビーズを光導波路上に移そうとすると容易に分散してしまうといった測定

上の問題が重なった。マイクロメーターによる固定も測定感度が改善できず効

果が低かった。また、あらかじめ乾燥したビーズ 9 をマイクロメーターで光導

波路上に固定し、試料溶液を添加したところ、試料溶液がポリスチレンビーズに

対して浸透しにくいことから、ビーズが十分に膨潤せず、十分な蛍光シグナルを

得ることはできなかった。これらの結果を踏まえ、事前にビーズをマイクロメー

ターによって光導波路に固定し、事前にアビジン-ビオチン相互作用を阻害しな

い程度の少量の DMF で一度ビーズを膨潤させた後、試料溶液を添加し測定を試

みた。その結果、微量なビーズであっても十分な蛍光スペクトル応答を得ること

に成功した。その上、上記の測定手法によって試料溶液を添加する作業が容易に

なった為、光導波路分光装置の迅速な測定速度を活かし、アビジン-ビオチン相

互作用の経時変化測定も可能であることが示された。 

ビーズ 9 に中性アビジンを含まない PBS 溶液を添加したところ、蛍光スペク

トルは 519 nm に極大蛍光波長を示した、対して中性アビジンを含む PBS 溶液を

添加すると、491 nm に極大蛍光波長を示し蛍光強度が増加した蛍光スペクトル

が観測された。この蛍光スペクトル変化は前項の溶液中における色素 10 の蛍光

発光挙動と類似するものであり、アビジンとビーズ 9 が分子認識によって結合

を形成したと考えられる。 

次に、この蛍光スペクトルの変化が測定系中のアビジン量に依存するのか測

定を行った。17 μmol、13μmol 、10 μmol、6.6 μmol、3.3 μmol の中性ア

ビジンをそれぞれ 60 μL の PBS に溶解させた溶液に対する応答性を確認したと

ころ、いずれの試料も蛍光スペクトルはブルーシフトを示し、添加した中性アビ

ジン量に依存した蛍光強度の増加が確認された(Figure 3.3)。また、17 μmol

の中性アビジン PBS 溶液が加えられることで、ブランクと比較して約 2.8 倍の

蛍光強度差が見られた。これらの発光挙動変化は、ビーズ上の色素分子が中性ア

ビジンの結合サイトに由来する疎水場に取り込まれることで、蛍光強度の増強

及び発光波長のブルーシフトが発生したとみられる。ことから、ビーズ 9 がア

ビジンとの相互作用していることを示唆している。そして、これらの極大蛍光波

長の強度と添加した中性アビジン量との間には相関があることが、中性アビジ

ンの添加量増加に伴いほぼ直線的な蛍光強度の増加から示された(Figure 3.4)。

この結果から、ビーズ 9 は光導波路分光装置による測定で、切り離した色素 10

と比べて飽和した蛍光シグナルを示さないことから、アビジン-ビオチン相互作

用の測定に適していることが示された。また、アビジン添加後の蛍光波長変化と

極大蛍光波長の強度をモニタリングすることで、アビジン-ビオチン相互作用の

追跡が可能である可能性が示された。 
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Figure 3.3. Fluorescence spectra of beads 9 with different amount of neutravidin.  

 
Figure 3.4. Fluorescence intensity change of beads 9 with neutravidin (R2= 0.9743) 

 

3.3.4. 中性アビジン・ウシ血清アルブミン(BSA)を添加したビーズ 9蛍光スペ

クトルの時間変化測定 

 前項にてビーズ 9 が中性アビジンの添加量に依存して蛍光強度が変化する様

子が示された。よって本項では、光導波路分光装置の経時変化測定モードを利用

したアビジン-ビオチン相互作用の経時変化測定を検討した。 

中性アビジン 17 μmol を添加した際の、ビーズ 9 の蛍光スペクトル変化を 10

秒毎に測定したところ、時間経過とともに蛍光スペクトルシフトが生じること

が確認された。Figure 3.5.では中性アビジン添加前の状態と、反応初期である

中性アビジン添加後 10-310 秒間の蛍光スペクトルを示している。この蛍光スペ

クトル変化から、中性アビジン添加後約 100 秒までは顕著な蛍光強度の変化が

みられることが確認された。よって、ビーズ 9 表面におけるアビジン-ビオチン

相互作用は約 100 秒でほぼ完了し、それ以降は蛍光強度が変化しない状態とな

り、30 分後であっても大きなスペクトル変化は見られなかった。倉光らによる

と、アビジンはビオチン化した電極表面に対して約 5 分程度で特異的に吸着し
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たことを報告している[22]。この既報と比較して、約 100 秒で蛍光強度の増加

が収まったことは妥当な結果であると考えられる。また、アビジンとの親和性を

評価する為に、比較対象としてウシ血清アルブミン(BSA)を非特異な相互作用を

示すタンパク質として用いた。PBS 溶液に 17 μmol の BSA を溶解させた試料を

ビーズ 9 に添加し、光導波路分光装置で経時変化測定を行ったところ、Figure 

3.6 に示すような蛍光スペクトルが観測された。BSA を添加した際の蛍光スペク

トルは各スペクトルの間隔が狭いことから非常に緩やかな反応であると見られ、

中性アビジンと比較して非特異的な相互作用を示すことが確認された。また、そ

れぞれ反応前の極大蛍光波長(F0:519 nm)と反応後における極大蛍光波長の蛍光

強度(Fneutravidin:491 nm, FBSA:500 nm)から算出した相対蛍光強度と経過時間でプ

ロットしたグラフによって相互作用に対する蛍光発光挙動を比較した(Figure 

3.7)。中性アビジンは約 100 秒で蛍光強度の増加が収まったが、BSA は顕著な蛍

光強度変化は示さず、徐々に蛍光強度が増加する様子が蛍光スペクトルからも

確認された。PBS 溶液のみでは蛍光強度の増加が見られないことから添加したタ

ンパク質との相互作用に伴いビーズ 9 が蛍光スペクトルシフトを示したことが

確認された。そして Figure 3.7 では、200 秒以降に中性アビジンよりも BSA の

相対蛍光強度が高くなる様子が認められた。これは、蛍光ソルバトクロミックビ

ーズの支持体が疎水性のポリスチレンビーズであることから、ビーズ表面を BSA

が非特異的に被覆することによる疎水場の形成に起因すると考えられる。また、

中性アビジンと BSA それぞれの反応初期(0-50 秒)における相対蛍光強度の増加

速度を求めたところ。中性アビジンは 20.12 sec-1であり、BSA は 2.459 sec-1と

なった。このことから相対蛍光強度の増加速度は約 8 倍の差があることから、

ビーズ 9 の蛍光強度変化速度から、添加した生体物質との相互作用を識別可能

なことが実証された。 

 

 
Figure 3.5. Fluorescence spectra of beads 9 with 17 μmol of neutravidin. Scan 

rate: 10 sec. 
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Figure3.6. Fluorescence spectra of beads 9 with 17 μmol of BSA. Scan rate: 10 

sec. 

 

 
Figure 3.7. Relative fluorescence intensity of beads 9 with different protein. 

 

3.3.5. アビジン-ビオチン複合体の物性評価 

ビーズ上で形成されたアビジン-ビオチン複合体の物性を評価する為に、PBS

溶液を用いたビーズの洗浄を光導波路表面で行い、その後の蛍光強度変化の有

無を測定した。 

ビーズ 9 に対して、17 μmol の中性アビジン又は BSA を含む溶液を添加し、

完全に平衡状態となった1000秒後に一度蛍光検出器をシャッターによって遮断
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し、300 μL の PBS 溶液によって洗浄した後、再度シャッターを開放し測定を再

開した。Figure 3.8 に示すように、BSA 溶液を添加したビーズ 9 の蛍光強度は

PBS 溶液で洗浄すると著しい蛍光強度の低下が見られた。そして、2度の PBS 溶

液による洗浄後、平衡状態と洗浄後での蛍光強度を比較したところ約 86.7%減少

していることが確認された。一方で、中性アビジンを添加したビーズ 9 は、2度

の洗浄後であっても蛍光強度が低下することはなかった。よってビーズ 9 と中

性アビジンの間で不可逆な複合体を形成していることから、PBS 溶液での洗浄後

も蛍光強度の変化は見られなかったと考えられる。これらの測定結果によって、

本章にて示したバイオアフィニティーセンシングデバイスは、生体分子認識を

熱力学的・速度論的に解析することが出来る有用なバイオセンシングデバイス

であることが示された。 

 
Figure 3.8. Measurement of fluorescence intensity of beads 9 after 

washing with PBS solution (above: neutravidin 17 μmol, below: BSA 15 

μmol) 
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3.3.6. ビーズ 9 のソルバトクロミズム性能を利用したタンパク質の識別 

ビーズ 9 は添加したタンパク質に対して、蛍光スペクトルのブルーシフトや

蛍光強度の増加を示すことが確認された。これまでのデータからビーズ 9 はソ

ルバトクロミズムの性能を有しており、相互作用を示すタンパク質によって蛍

光波長が変化する可能性が示唆されていた。本項ではこれまで検討した中性ア

ビジンと BSA に加えて、糖鎖が処理されていないアビジンを添加した際にビー

ズ9の蛍光スペクトルはそれぞれどのように変化するのか、比較検討を行った。 

ビーズ 9 に対して 17 μmol の中性アビジン、BSA、アビジンの PBS 溶液を用

意し、添加した際の蛍光スペクトルを測定した。 

 Figure3.9.に示すように、PBS 溶液のみ加えた場合よりも中性アビジン及び

BSA を加えた際の蛍光スペクトルはブルーシフトを示しており、若干ではある

ものの中性アビジンがより短波長であることが確認された。蛍光強度に関して

は大きな違いはないことも確認された。アビジンを加えた際のビーズ 9 の蛍光

スペクトルが最も短波長領域にシフトしており、蛍光強度も中性アビジン等と

比較して約 2.35 倍高い特徴的な蛍光スペクトルを示した。アビジンは中性ア

ビジンと比べて糖鎖が処理されていない為に、アビジンのタンパク質と糖鎖か

らなる疎水場へビーズ上の色素部位が取り込まれたために、特徴的な蛍光スペ

クトルが得られたものと考えられる。 

 これらの蛍光スペクトルは、ビーズ 9 を用いることで添加したタンパク質を

相互作用に伴う蛍光発光挙動によって識別できる可能性を示している。加え

て、このビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズを用いたバイオアフィニテ

ィーセンシングデバイスの性能は、対象のタンパク質を標識化することなく液

相での測定が困難な生体分子認識を容易に検出し分析することのできる有用な

バイオセンシングデバイスであることが示された。また、蛍光ソルバトクロミ

ックビーズの合成法を応用することで、色素部位に生体親和性を示す官能基を

導入し、これまで観測されなかった生体分子認識を発見できる可能性が示され

た。 

 
Figure 3.9. Fluorescence spectra of beads 9 with proteins (neutravidin, BSA, 

avidin: 17 μmol).  



73 

 

 

3.4. 総括 

本章では、ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビーズと、光導波路分光装置を

組み合わせたバイオアフィニティーセンシングデバイスを構築し、分析対象で

あるアビジン-ビオチン相互作用を光学的に識別、経時変化で追跡することを目

的とした。ビーズ上に合成した蛍光色素部位はピペラジン骨格を電子供与性部

位として用いたことから、ソルバトクロミズムの性能を低下させることなくビ

オチンを蛍光色素部位へ導入することに成功した。合成されたビーズ 9 は一度

DMF によって膨潤させることで、光導波路上でアビジン-ビオチン相互作用を検

出することが可能となった。中性アビジンを含む PBS 溶液を膨潤したビーズ 9

に添加することで、ビーズ 9 の蛍光スペクトルがブルーシフトを示し蛍光強度

が増加することが確認された。これは中性アビジンの形成する疎水場にビーズ

上の色素分子が取り込まれたことによる現象であると考えられる。また、3.3-17 

μmol の範囲では添加する中性アビジン量に比例した蛍光強度の増加が見られ

た。 

中性アビジンを添加した際の、経時変化に伴う蛍光スペクトルシフトを測定し

たところ、添加直後から急激な蛍光強度の増加が確認され約 100 秒で蛍光強度

の増加が収まることが確認された。また、比較対象として、非特異性のタンパク

質である BSA を添加した際のビーズ 9 の蛍光スペクトルを経時変化測定し比較

を行ったところ、緩やかに蛍光強度が増加することが確認された。中性アビジン

と BSA それぞれの反応初期(0-50 秒)における相対蛍光強度の増加速度を求めた

ところ、蛍光強度の増加速度は中性アビジンが BSA よりも約 8 倍速いことが確

認された。この結果から、ビーズ 9 を用いることで添加したタンパク質との相

互作用を蛍光発光の挙動から識別が可能であることが実証された。 

ビーズ上で形成されたアビジン-ビオチン複合体の物性を評価するために、中

性アビジン又は BSA を添加し蛍光強度の変化が収まった後、PBS 溶液による洗浄

を実施した。BSA を添加したビーズ 9 は PBS 溶液の洗浄によって蛍光強度が減少

することが確認され、2度洗浄した後の蛍光強度は添加時の最大強度と比較して、

86.7%減少していた。よって、BSA は PBS 溶液による洗浄で除去できる程度の相

互作用であることが実証された。対して、中性アビジンを添加したビーズ 9 は

PBS による洗浄でも蛍光強度が減少することがなかった。これらの PBS 洗浄によ

る蛍光強度変化の差は、中性アビジンがビーズ 9 と不可逆な結合を形成してい

る明確な証拠であるといえる。 

さらに、ビーズ 9 は添加されたタンパク質に対して蛍光強度と蛍光波長の変

化を示すことから、添加したタンパク質に対応した蛍光発光を示す可能性が示

された。そこで、添加したタンパク質に対する蛍光スペクトルの応答を比較する

為、中性アビジン、BSA、アビジンの 3種を添加した際の蛍光スペクトルを測定

した。結果として、中性アビジンの添加されたビーズ 9 は、BSA 添加時よりもわ

ずかに短波長に極大蛍光波長を示した。アビジンは最も蛍光強度が高く、極大蛍

光波長も短波長であった。これは未処理の糖鎖が存在することで中性アビジン

よりも結合サイトがより疎水的な環境になっている可能性があると推察された。

このように添加したタンパク質の性質を蛍光発光の挙動から類推することが可
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能であることが示唆された。 

本章にて示した合成法は、ビーズ上の色素へ修飾する生体親和性を示す官能

基を後付で自由に組み替えることで、分析対象を標識化することなく生体分子

認識を検出することのできるラベルフリーなバイオアフィニティーセンシング

デバイスを創生できる可能性を示している。さらに本研究によって、蛍光ソルバ

トクロミックビーズを光導波路分光装置と組み合わせることで、添加された分

析対象との相互作用を熱力学的、速度論的に解析することが可能であることか

ら、本章にて示したセンシングシステムは、汎用性のあるバイオアフィニティー

センシングデバイスとして期待される。 
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4.1. 結論 

本論文では、分析対象の標識化を必要とせず、生体分子認識を識別し経時変

化で追跡することが可能なバイオアフィニティーセンシングデバイスの構築を

試みた。センシングに用いるセンサー材料として、固相合成法及び鈴木-宮浦

クロスカップリングの技術を用いて、表面の極性変化に対して蛍光色変化で応

答する蛍光ソルバトクロミックビーズを合成した。そして、光導波路分光装置

と組み合わせることで、生体分子認識を蛍光色変化からレシオメトリックに追

跡するラベルフリーなバイオアフィニティーセンシングデバイスとしての有用

性を評価した。 

第二章では、蛍光ソルバトクロミックビーズを鈴木-宮浦クロスカップリング

によって合成する手法を示した。電子求引性部位となる 4-ヨード安息香酸を固

相である Wang resin に固定し、芳香族部位のチオフェンに電子供与性部位のジ

ヘキシルアミノフェニル基が直結したボロン酸エステル中間体を用いて、一段

階の反応で蛍光発光を示すビーズが合成されることを述べた。そして、合成され

たビーズの表面が周囲の溶媒極性に対して蛍光色変化で応答することが光導波

路分光装置による測定で確認された。合成されたビーズは固定する基質量の増

加に伴う蛍光発光及び蛍光スペクトルシフトの長波長化を示した。加えて、高固

定量よりも低固定量はより高い光量子収率を示すことが確認された。よって、蛍

光センシング材料として利用する際には、低基質固定量でビーズを用意し、色素

部位を合成することで蛍光センシングデバイス材料として望ましい性能を示す

と考えられる。さらに、合成されたビーズは 1,4-dioxane と DMF を用いた異な

る混合比率の溶媒に対してもほぼ線形的な蛍光スペクトルシフトが見られるこ

とから、色素分子がビーズに固定されている為、溶媒種に対する選択的な溶媒和

を低減し、レシオメトリックな蛍光応答を示していると考えられる。 

この結果から、光導波路分光装置と組み合わせることで、極性変化を伴う反応

をビーズ上で追跡することが可能な蛍光センシングデバイスとして用いること

が可能であると示された。 

第三章では、特異的な相互作用で知られるアビジン-ビオチン相互作用を光学

的に検出しその親和性を分析する為に、ビオチン化蛍光ソルバトクロミックビ

ーズを合成、光導波路分光装置による測定からアビジン-ビオチン相互作用を追

跡することに成功した。本章で示した合成法は色素部位を構成するビルディン

グブロックをそれぞれ用意し、ビーズ上で段階的にカップリング反応によって

色素部位を形成、そしてピペラジンを介してビオチンを修飾することで、目的の

センサー材料を得られる合成手法を示した。ビオチン化蛍光ソルバトクロミッ

クビーズを一度 DMF によって膨潤させることで、反応点が十分に露出し導波路

上でアビジン-ビオチン相互作用の測定が可能となった。中性アビジンを含むホ

スフェートバッファー（PBS）溶液を膨潤したビーズに添加することで、ビーズ

の蛍光スペクトルがブルーシフトし蛍光強度が増加することが確認された。こ

れは中性アビジンの形成する疎水場へビーズ上の色素分子が相互作用によって

取り込まれたことによる現象であると考えられる。また、添加する中性アビジン

量に比例した蛍光強度の増加が見られたことで、分子認識の過程を蛍光強度か

ら追跡可能であると推察された。中性アビジンを添加した際の、経時変化による
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蛍光スペクトル変化を測定したところ、急激な蛍光強度の増加を示し、約 100 秒

で蛍光強度の増加が収まることが確認された。また、非特異性なタンパク質とし

て、ウシ血清アルブミン（BSA）を添加した際のビーズの蛍光スペクトルを経時

変化で測定しその相対蛍光強度を中性アビジン添加時と比較を行ったところ、

中性アビジンよりも緩やかに蛍光強度が増加することが確認された。中性アビ

ジンと BSA それぞれの反応初期では、中性アビジンが BSA よりも約 8 倍蛍光強

度の増加速度が速く、ビーズは中性アビジンとの特異的な相互作用の識別が可

能であることが確認された。また、ビーズ上で形成されたアビジン-ビオチン複

合体の物性を評価するために、中性アビジン又は BSA を添加した後、PBS 溶液に

よる洗浄を行ったところ、BSA を添加した場合に、2度の洗浄によって蛍光強度

は添加時の最大強度と比較して、86.7%減少した。対して、中性アビジンを添加

したビーズは PBS による洗浄でも蛍光強度の減少が確認されなかった。これら

の PBS 洗浄による蛍光挙動の差は、中性アビジンがビーズと不可逆な結合を形

成している明確な証拠であり、ビーズを用いることで複合体の性質を熱力学的

に分析可能であることが示された。さらに、ビーズは添加されたタンパク質に対

して蛍光強度と蛍光波長の変化を示すことから、添加したタンパク質に対応し

た蛍光発光を示す可能性が示された。そこで、添加したタンパク質に対する蛍光

スペクトルの応答を比較する為、中性アビジン、BSA、アビジンの 3種を添加し

た際の蛍光スペクトルを測定した。結果として、中性アビジンの添加されたビー

ズは、BSA 添加時よりもわずかに短波長に極大蛍光波長を示した。アビジンは最

も蛍光強度が高く、極大蛍光波長も短波長であった。これは未処理の糖鎖が存在

することで中性アビジンよりも結合サイトが疎水的な環境であることが理由で

あると考えられる。よって、本章にて合成されたビーズはアビジン-ビオチン相

互作用の特異性を識別するのみならず、添加したタンパク質の性質を蛍光発光

の挙動から類推することが可能であることが示唆された。 

また、本章にて示した合成及び分析手法は、蛍光ソルバトクロミックビーズに

修飾する生体親和性を示す官能基を自由に組み替えることで多様な生体分子認

識を分析することのできる有用なバイオアフィニティーセンシングデバイスと

して利用できる可能性を示している。 

これらの結果により、本論文にて報告した蛍光ソルバトクロミックビーズの

合成手法及びセンシングシステムは汎用性のあるラベルフリーなバイオアフィ

ニティーセンシングデバイスを創製できる技術として期待される。 
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