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1 . 生物発光

1 . 1 . 生物発光とは

蛍に代表される発光を行う生物は地球上 に 多く

生息する｡ 特に海洋生物に多くみ ら れ , 甲殻類 の

ウ ミ ホタル ( 図 1) , 軟体動物 の ホタ ル イ カ ( 図 1) ,

こ う腸類 の ク ラ ゲ ( 図 1) , 魚類 の マ ツ カ サ ウ オ

等 の 生物発光などがあげ られる｡ こ れ ら の 生物は
,

生体内調 節機能ある い は求愛 シ グ ナ ル や威嚇シ グ

ナ ル など の 個体間情報伝達機能として 発光を行 い ,

生命活動を維持して い る ｡
こ れら の 生物発光 の 分

子反応機構は
,

発光基質で ある ル シ フ ェ リ ン , 分

子状酸素及び酵素 ( ル シ フ ェ ラ
ー ゼ) に よる発光

反応 ( ル シ フ ェ リ ン ー ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 反応) とク

ラ ゲ の よう に発光基質をタ ン パ ク質内に含有し こ

の 発光タ ン パ ク質 へ の 化学的な刺激に よる発光反
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応と の 二 種類に人別され るo い ずれ の 発光反応に

お い て も,
こ れ ら の 酸化反応に より生成す る 化

一

丁:

エ ネ ル ギーか 一

重項励起分子種を形城し, そ の 助

起分子種の 基底状態 へ の 綾和 の 際に エ ネ ル ギ - 杏

光 に 変換す る ｡

1 . 2 .
ル シ フ ェ リ ン ー ル シ フ ェ ラ ー ゼ反応

ウ ミ ホ タ ル の 発光は単純な ル シ フ ェ リ ンール シ

フ ェ ラ ー ゼ 反応 で あり,
そ の 発光基質ウ ミ ホ タ ル

ル シ フ ェ リ ン ( C
i yP Tid i n a l u c i r e ri n ) は ,

3
,
7 - ジ ヒ

ド ロ イ ミ グゾ[ 1
,
2- a] ピ ラ ジ ンー5- オ ン 環構造を有

し て い る ( 図 2)
E ∴ ′ .

｡
ウ ミ ホタ ル は 魚な ど に襲わ

図 1 ･
ウ ミ ホ タ ル ( 71i ) ,

ホ タ ル イ カ ( rf l 火) と 発光ク ラ ゲ (A e q u o r e a ) ( ち)
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れた際に,
ル シ フ ェ リ ン と ル シ フ ェ ラ ー ゼ を そ れ

ぞ れ異な っ た器官から海中に放出す る｡ 海中で こ

れら の 成分および酸素が混 ざりあ っ て ル シ フ ェ リ

ン ー ル シ フ ェ ラ ー ゼ反応が起 こ り, 青色 の 光が放

た れる｡ 発光反応は図 2 に示す過程で進行するも

の と考え ら れ て い る｡ ル シ フ ェ リ ン の ピ ラ ジ ン 環

の プ ロ ト ン が解離し, 酸素分子と結合し ペ ル オキ

シ ドを形成する｡
ペ ル オキ シ ドは ジ オキ セ タ ノ ン

を経て 二酸化炭素及び ア ニ オ ン 型 の オキ シル シ フ ェ

リ ン
ー 重項励起分子を形成後, 水素化が生 じ中性

型オキ シ ル シ フ ェ リ ン に変化 し
,

光を放出して 基

底状態の オキ シ ル シ フ ェ リ ン となる｡
こ の 発光反

応 の 発光量子効率は高く約 o .3 で ある
3

,
4)

｡

こ の 発光反応 の 機構に関して は
,

一 分子の 二 酸

化 炭素 の 生 成 , オキ シ ル シ フ ェ リ ン の 生 成及 び

1 8

o 2 ,
H 2

1 8

o の 取込み実験 の 結果から
5 , 6)

, 図 2 に

示した ジ オキ セ タ ン 中間体を経由する機構が支持

されて い る｡ しかし
,

ジオキ セ タ ン 中間体は, 極め

≡- - -

A

R e g e n e r ati o n

て不安定で あ る ため中間体 の 確認 に は成功して い

な い ｡ ペ ル オキ シ ド体に関して
,

M c C a p r a ら
7)
は 2 -

ペ ル オキ シ ド体を提唱し,
G o t o

8)

は 3- ペ ル オキ シ ド

体を提唱した｡ また
, 中性型オキ シル シ フ ェ リ ン を

形成する際 の 水素化は励起後と考えられて い るが,

励起前に 中性分子に変化すると考える こ とも可能

で ある ｡ こ れま で水素化 の タイ ミ ン グに関して は,

全 く議論され て こ なか っ た が, 効率的な
一

重項励

起分子の 形成要因を論ずる上 で 重要で ある｡

ル シ フ ェ リ ン ー ル シ フ ェ ラ ー ゼ反応で発光する

発光 ウ ミ シ イ タ ケや ヒ オ ド シ ュ ビ の 発光基質は

C M ridi n a l u c i f e ri n と同じイ ミ グ ゾ ピ ラ ジ ノ ン 環

を 有 す る 化 合 物 ( 各 々 R e n ill a l u c i f e ri n
9)

,

Op l op h o r o u s l u c i f e ri n
l O)

と命名さ れ て い る) で あり,

さ ら に
,

こ の 基質は次項で 記載する発光ク ラ ゲが

持 つ 発光タ ン パ ク質 a e q u o ri n ( 図 3) の 発光基質

c o e l e n t e r a zi n e で もある
1 1)

｡ ま た
,

ホ タ ル イ カ ル

シ フ ェ リ ン ( W a t a s e n i a l u cif e ri n) ( 図 4) は

B 一u e L ig h t

Bl u e Fl u o r e s c e n t P r ot ei n

C o el e n t e r a zi n e

L u cif e ri n ･ L u cif e r a s e R e a cti o n

†
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図 3 . 発光 タ ン パ ク質 a e q u o ri n の 生 物発光反応の 分子機構
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図 4 . イ ミ グ ゾ ピラ ジ ノ ン化合物 を有 す る生 物発光化合物

c o e l e n t e r a zi n e の 硫酸 エ ス テ ル で あ り
12

,
1 3)

, ホ タ

ル イ カ の 肝臓中に は c o e l e n t e r a zi n e が検出され て

い る
1 4)

｡ ト ビ イ カ ( S
ty

mpl e ct ot e u l hi s o u a l a n i e n si ∫)

の ナ トリ ウ ム イオ ン が 引金とな る発光基質 に も

c o e l e n t e r a zi n e 骨格が存在 し て い る ( 図 4)
l い 6)

｡

ト ビイカ の 場合,
d e h y d r o c o el e n t e r a z i n e に タ ン パ

ク質中 の 求核官能基が付加し
,

3
,
7 - ジ ヒ ド ロ イ ミ

グゾ[ 1 , 2 -

a] ピ ラ ジ ン 1 3 1 オ ン 環が形成され ,
こ れ

が酸素酸化され発光を示すも の と考え ら れて い る｡

こ の よう に イ ミ グ ゾピラ ジ ノ ン は海洋生物発光を

代表する発光基質と考える こ とが で きる｡

1 . 3 . 発光タ ン パ ク質

発 光 タ ン パ ク 質 a e q u o ri n は
,

1 9 6 2 年 に

S hi m o m u r a ら に より発光オ ワ ン ク ラ ゲ ( A eq u o r e a)

よ り単離され た カ ル シ ウ ム 受容型発光タ ン パ ク質

で あ る
17)

｡
A e q u o ri n はル シ フ ェ リ ン ル シ フ ェ ラ ー

ゼ反応に よる発光で はなく,
タ ン パ ク質内に発光

基質 c o e l e n t e r a z in e と分子状酸素が取り込まれ ペ

ル オ キ シ ド体が形成され, そ の 状態で保持され て

い るタ ン パ ク質で ある ｡ A e q u o ri n は カ ル シ ウ ム

イオ ン の 添加に より発光量 子効率 o .2 以上 の 高効

率発光を示す ( 図 3) ｡ A e q u o ri n は 1 8 9 個 の ア ミ

ノ 酸よりなるタ ン パ ク質で 3 つ の カ ル シ ウ ム イ オ

ン 結合部位を持 つ
18)

｡ A e q u o ri n は最低 2 個 の カ

ル シ ウ ム イオ ン の 結合 に より
1 9)

,
そ の タ ン パ ク質

の 三次元 構造 に変化が生 じ
,

ペ ル オ キ シ ド体 の 反

応性が増加し次 へ の 反応が起 こ る ｡ そ の 結果,
二

酸化 炭素 と ア ミ ド ア ニ オ ン 型 c o e l e n t e r a m i d e の

一 重項励起分子種を形成し
20)

,
そ の 分子種 の 基底

状態 へ の 緩和 に より青色 の 発光を示す ｡ ウ ミ ホタ

ル の 生 物 発 光 と の 違 い は , 基 質 で あ る

c o el e n t e r a zi n e が タ ン パ ク質 の 中央部に 取り込ま

れ ,
c o e l e n t e r a zi n e 近傍 の ア ミ ノ酸残基 の 作用 に

より ペ ル オキ シ ドの 状態で 保持され て い る点で あ

る ( 図 5
,

6)
21)

｡ 化学合成で合成した ペ ル オキ シ

ド体は
, 約 - 50

o

C より高 い 温度に お い て次 へ の 分

子内反応が進行し発光を示す が
22)

,
a e q u o ri n に お

い て は室温 に お い て も安定に保持され て い る｡ 発

光 後 は c o el e n t e r a zi n e の 酸 化 分 解 体 で あ る

c o el e n t e r a m i d e を取り込んだ青色蛍光タ ン パ ク質

( B F P) を形成す る ｡ C o e l e n t e r a m i d e は B F P の ゲ

ル ろ過 に より ア ポタ ン パ ク質と分離され, こ こ で

得 ら れ た ア ポ タ ン パ ク 質を , 化 学合成さ れ た

c o el e n t e r a z i n e 及び分子状酸素と反応さ せる こ と

に よ り, 人 工 的に半合成 a e q u o ri n を合成す る こ

とが で きる
23)

｡

発 光 ク ラ ゲ が 有 し て い る 発 光 タ ン パ ク 質

a e q u o ri n は
, す で に 述 べ た よう に 青色 の 光 ( 檀

大発光波長約 4 7 5 n m ) を放 つ
｡ しか し, 発光ク

ラ ゲ は緑色 ( 極大発 光波長約 5 1 0 n m ) の 光 を放

つ
｡ こ の 光 の 色 の 違 い は以下 の 理由に よる ｡ 発光
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図 5 .
A e q u o ri n の Ⅹ 凍結IFn 構造解析よ り

得 ら れ た 3 次元 構造

図6 .
A e q u o ri n 内 の c o e l e n t e r a z i n e p e r o x i d e の

近傍 ア ミ ノ 酸残甚 に よ る 安定化 機構

ク ラ ゲ は ,
a e q u o ri n と 線 色蛍 光 タ ン パ ク 質

( G r e e n F l u o r e s c e n t P r o t ei n : G F P)
J!ヰ~｣ h

を持 ち
,

a e q u o ri n で 生 じ た励起 エ ネ ル ギ
ー

が G F P に エ ネ

ル ギ - 移動し G F P か ら緑色 の 蛍光が放た れる の

で ある｡

2 . 活性酸素

酸素
ユ
o

｡ は三重墳墓底状態で あり反応性は低く,

生物は酵素等に よ っ て 活性の 高い 酸素種 に変換し,

そ れを生 体内で 利用 して い るo 活性 の 高い 酸素に

は ,
ス

ー パ ー オキ シ ドア ニ オ ン ( 0 { ) , 過酸化

水素 ( H ｡ 0/1) ,
ヒ ドロ キ シ ラ ジ カ ル ( ･ O H ) .

一

重項酸素 (
】

0･.
,) な どが あり

,
こ れ ら は 活性酸素

と呼ばれ , 生体に お い て能動的 に は酵素反応
, 隻

動的に は自動酸化反 応, 光 に よ る反応な ど様 々 な

化学反応 に より つ くり出され て い るo 活性酸素は
,

生物 の 特定器官や細胞器官に お い て能動的 に 生産

されFE _ 体防御な どの 生体制御に 使われ る れ J1 :
_ 体

巨l 身 へ の 攻撃に よる酸素障害も引き起 こ され る｡

生体内の 過剰な活性酸素は 生休 の 酸化 ス ト レ ス を

引き起 こ し
, 呼吸器系疾患, 腎不全や尿毒症な ど

の 腎臓疾患 , 虚血性不整脈や心族梗塞な ど の 循環

器系状患お よ び発が ん な どさま ざまな疾患に関わ っ

て い ると言われ て い る D 健全な生体維持 の た め に

生物は
,

生 休制御および酸素障害と い う活性酸素

の 機能を制御す る た め に活性酸素濃度を調節し て

い る｡ こ の ような活惟酸素 の 機能を理解する た め

に は , 活性酸素のテ旦rl定が必要と7
L

d
-

り , 測定に は 清

作酸素 の 種類に 適 し た 方法, 例え ば吸光度法 ,

E S R 法. 発光法な どが川 い ら れ て い る
｡ 特に近

午,
ヒ ト

, 家斉,
ペ ッ ト動物に おける生体内活性

酸素 に 関する生理的 ･ 臨床的な研究は
,

疾患や老

化と の 関連か ら予防医学, 臨床医学,
ス ポ

ー

ツ 医

苧, 畜産医学, 獣医学な どさま ざま な分野 に お い

て 柁口され て おり , 活性酸素 の 簡便な リ ア ル タ イ

ム 検出が望まれ て い る ｡

3 . ス
ー パ ー オキ シ ド7 ニ オ ン 分析用発 光プz j -

ブ の 開発

3 . 1 . 発光に よる ス
ー

パ
ー

オキ シ ドア ニ オ ン 分析

の 原理

発光 に よる分析は, ｢ 発光プ ロ
ー ブとよ ばれる

発光化合物が ス
ー パ ー オ キサイ ドア ニ オ ン と化学

反応を起 こ し
,

そ の 結果生 じ る酸化化合物か
一

重

項励起し,
そ の 後 の エ ネ ル ギー緩和 の 際に フ ォ ト

ン を形成する｣ と い う原理 を用 い て い る ｡ こ の 分

析法は,
1) サ ン プ ル を破壊 しな い , 2) 高感度で

ある
,

3) 有害で な い
,

4) 測定装置は安価 で ある ,

5) 吸光度法, 蛍光法 の よう に 光源 を必要と しな

い た め測定装置が小考9
_
で ある, な どの 利点があ るo

ス
ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン の 発光故に よる測定で

は . 古くは ル ミ ノ ー

ル や ル シ ゲ ニ ン な ど の 発光ブ

ロ ー プ か川 い られ て き て い る o

3 . 2 . イ ミ ダゾ ピ ラ ジ ノ ン 系発光プ ロ ー ブ

q 少ri d i n a l u c i r e ri n は酵凄か存/1 ･: しな い 水溶液中

に お い て
T

. 重項酸素と反応し発光するI1
- 7 ･■ZaJ

D そ の

発光機構は明確に な っ て い な い 机 発光体は 生物

発光 と同 じア ミ ド体 ( 発光条件に より中性型 と ア

ニ オ ン 型を形成する) を発光種として い る ( 図 7) 0

しか し
, 水溶液中で は

, 極め て 弱 い 発光しか示さ

な い o こ れは
, 酸化反応に よ っ て 生成する励起体
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ス ー パ ー オ キ サ イ ドア ニ オ ン分析用発光 プ ロ ー ブ

の 蛍光収率および
一

重項励起収率が低 い た め で あ

る ｡
こ の 酸化反応 に お い て 生成する ア ミ ド体 の 蛍

光収率を向上さ せ た C L A ( 図 8) が G o t o ら に よ

り合成され, 三重項酸素と の 反応 に よ る発光 強度

は高くなり ,
そ の 後, C L A は ス

ー パ ー

オキ シ ド

ア ニ オ ン とも反応し発光する こ とが報告され た
2 9'

｡

N a k a n o ら は
,

C L A が生 体内 の ス
ー パ ー

オ キ シ

ドア ニ オ ン検出試薬とし て有用 で ある こ とを示し

た
3 0)

｡ さ ら に C L A ( 極大発光波長が約 3 9 0 n m )

より も約 4 倍の 発光強度を持ち極大発光波長が約

4 6 0 n m で ある M C L A ( 図 8) が 開発さ れ
31)

,
ル

ミ ノ ー ル や ル シ ゲ ニ ン ととも に使用さ れる よう に

な っ た ｡ しか し
,

C L A や M C L A は ス
ー パ ー オ

キ シ ドア ニ オ ン と 一

重項酸素と ほ ぼ 同じ速度で反

応して 発光する た め
3乙 33)

,
こ れ ら の 活性酸素種 を

区別で きなく, さら に , 緩衝液中で は三重項酸素

と の 反応に より生ずる非特異的発光がある の が欠

点 で あ る｡ 現在,
ス

ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン と
一

重 項 酸 素 と の 区別 は , 反 応 系 に s u p e r o x i d e

di s m u t a s e ( S O D) の 添加を行う こ と に より解決

され て い る｡

M C L A の 出現以 降,
ス

ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ

ン 依存発光 の 発光強度 の 向上 や ス
ー パ ー オキ シ ド

ア ニ オ ン に対す る 選択性 の 向上 を目的とし た 発光

プ ロ
ー ブの 開発が試み られた ｡

T o y a ら は M C L A

よ りも発光強度 の 高 い イ ミ グ ゾ ピ ラ ジノ ン 化合物

の 探索の た め に イ ミ グゾ ピ ラ ジノ ン 骨格 6 位 の 置

換基を変えた類縁体 の 合成を行 っ た が , そ の 目的

は達せ られ なか っ た
3 4)

｡ T e r a n i s h i ら は , イ ミ グ

ゾピ ラ ジ ノ ン 環 の 5 位と 6 位 フ ェ
ニ ル環とを架橋

し た 化 合物 ( 図 8) を合成 し,
ヒ ポキ サ ン チ ンー

キ サ ン チ ン オキ シ ダ
ー ゼ 系で の ス

ー パ ー オキ シ ド

ア ニ オ ン 依存発光を M C L A の 1 0 倍高め られる

こ とを示 したが
,

三重項酸素に よる非特異的発光

も増 加 し
, 実 用 化 ま で は い た ら な か っ た

3 5)

｡

N a k a m u r a ら は パ ラ ジ ウ ム触媒を用 い た反応に よ

り,
2 - ア ミ ノ 1 5 1 ブ ロ モ ピ ラ ジ ン 或は 2 - ア ミ ノ ー3

,

5 - ジ プ ロ モ ピ ラ ジ ン か ら 7T 電子共役型イ ミ グゾピ

ラ ジ ノ ン 化合物を合成 し
36

,
3 7)

,
ヒ ポキ サ ン チ ン ー キ

サ ン チ ン オキ シ ダ
ー ゼ 系及 び L i st e ri a m o n o cy t og e n e s

に よる ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ ン 依存発光を報告

し て い る
3 8)

｡ そ の 中で E M P E C ( 図 8) は M C L A

に 比 べ 約 o .5 倍 の ス
ー パ ー オキ シ ドア ニ オ ン 依存

発光強度で あるが
,

三 重項酸素に よる非特異的発

光は約 0 .0 3 倍と低く ,
ス

ー パ ー オキ シ ドア ニ オ

ン 依存発光 の 選 択性が高め ら れ て い る｡

3 . 3 . シ ク ロ デ キ ス トリ ン結合型 M C L A 発光ブ

ロ ー フ

シ ク ロ デキ ス トリ ン は
,

グ ル コ ー

ス の α - 1
,
4

結合からなる環状糖で あり,
そ の 分子形状は底 の

抜け た バ ケ ツ の 形で あ る｡ 分子内部に は疎水的な

空洞 が存在し分子外部は親水的とな っ て い る｡ グ

ル コ ー ス 数が多く な る と分子内部 の 空 洞 は 大きく

なり
,

空洞 の 大きさ に適した分子形状 の 疎水的分

子をゲ ス ト分子と して取り込む ( 包接と い う) こ
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とが で きる ｡ 量的に実用 で き る シ ク ロ デ キ ス トリ

ン に は
,

グル コ ー

ス 数が 6 ( α- C D と 呼ぶ) ,
7

( β- c D ) ,
お よび 8 個 ( γ

- C D ) の も の がある｡

T e r a n i s h i ら は
, 各種 シ ク ロ デ キ ス トリ ン の 空

洞 口 の 広 い 二級水酸基面に位置する 二位水酸基 の

簡便な選択的ス ル ホ ニ ル 化 を見出 し
39~41)

,
こ の 化

学反応を用 い る こ と に より 二級水酸基面に発光分

子となる M C L A を結合させ た｡ ま た
, 空洞 口 の

狭 い
一

級水酸基面に も M C L A を結合さ せ
,

シ ク

ロ デキ ス トリ ン の 種類 ( α- , β -

, γ
-

, ♂ - C D ) ,

空洞口 の 種類 (
一

級水酸基面,
二級水酸基面) お

よび シ ク ロ デキ ス トリ ン と M C L A を結合さ せ る

鎖 の 鎖長な どの 分子構造と水溶液中で の 三重項酸

素と の 反応に おける発光 の 発光効率と の 相関を検

討した ( 図 9)
42)

｡
そ の 結果, γ

- シ ク ロ デ キ ス ト

リ ン の 二級水酸基面に結合し た場合 ( 図 9 中の 化

合物 3) に M C L A の 4 0 倍以上 の 発光効率 の 向上

を見出した ｡ α - シ ク ロ デキ ス トリ ン に結合した

場合に は, ほ とん ど発光効率の 向上 ほみられなく ,

β- シ ク ロ デキ ス トリ ン ある い は 6 - シ ク ロ デキ ス

トリ ン に 結合 し た場合は約 10 倍 の 向上 と な っ

_
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43)

｡ ま た
, 化合物 9 ( 図 9) で は

, 約 1 7 1 倍 の

発光効率 の 向上 を見出した
44)

｡ 化合物 9 の 発光効

率が高 い の は , 化合物 3 の 発光効率に 及 ぼ す発光

種 の
一

重項励起効率 に加え発光種 の 蛍光効率 の 向

上 が影響し て い る
4 5)

｡

こ の よう に シ ク ロ デキ ス トリ ン の 種類, 空洞 口

の 種類および シ ク ロ デキ ス トリ ン と M C L A を結

合さ せ る鎖 の 鎖長な ど の 発光効率に及ぼ す効果は

以 下 の 機構で あると報告さ れ て い る
4 2)

｡
い ず れ の

シ ク ロ デ キ ス トリ ン 結合型 M C L A 分子 で も
,

M C L A 部分 は疎水的な性質で な い た め酸素と の

反応時は シ ク ロ デキ ス トリ ン の 空洞より離れ て存

在する ｡ 酸素と反応し ペ ル オ キ シ ド分子および そ

れが分裂して 形成される励起ア ミ ド分子は疎水的

性質を持 つ ため シ ク ロ デキ ス トリ ン 空洞 に近づ き

包接され る ｡
こ の 包接は, ゲ ス ト部分 の 大きさと

シ ク ロ デ キ ス トリ ン の 空 洞径が フ ィ ッ トす る γ
-

シ ク ロ デキ ス トリ ン の 二級水酸基側が良好となる｡

M C L A の 化学発光に お い て は
,

そ の 発光場が疎

水的で ある万が 一 重項励起効率が高まる こ とが示

され て おり,
シ ク ロ デキ ス トリ ン 空洞 へ の 包接は

,
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シ ク ロ デ キ ス トリ ン結合型 M C L A 化合物
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一

重項励起効率 の 向上 に寄与した も の と考え られ

る ｡ ま た, M C L A の 化学発光に お い て は
,

そ の

発光場 の 疎水性は励起体 の 蛍光効率に あまり影響

を及ぼ さな い こ とが示され て い る｡

T e r a n i s h i は
,

上記 の 三重項酸素と の 反応を ス
ー

パ ー

オキ シ ド ア ニ オ ン 依存発光 に 発展さ せ て い

る
46)

｡ 化合物 1 - 9 ( 図 9) の ス
ー パ ー オ キ シ ドア

ニ オ ン 依存発光に お い て , 化合物 3 および 9 は そ

れ ぞ れ M C L A の 約 1 5 倍お よび 52 倍 の 発光強度

を示す こ とが報告され た ( 表 1) ｡
こ れ ら の 化 合

物で は, 化学発光強度 の 増強剤と し て 使われ る

h e x a d e c y l t ri m e t h yl a m m o n i u m b r o m i d e ( C T A B)

ある い は化学発光 の 発光強度に増減影響を与える

b o v in e s e r u m al b u m i n ( B S A ) を添加 して も発光

強度に 大き な影響が なく ,
M C L A ある い は ア ミ

ド励起種は
,

シ ク ロ デキ ス トリ ン に よ っ て外部環

境か ら隔離され て い る こ とが示され た｡ 化 合物 9

の こ れ ら の 特徴は有用 で は ある が, 非 ス
ー パ ー オ

キ シ ドア ニ オ ン 依存発光 ( バ ッ ク グ ラ ウ ン ド発光)

が高く実用 的で はな い
｡

こ れ に対し化合物 3 は
,

ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ ン 依存発光/ 非 ス
ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン 依存発光比 ( s / B) は M C L A

と同じで あり有用と判断される ｡

3 . 4 .
エ ネ ル ギ ー 移動を用 い た発光色の 調節

C L A お よ び M C L A の 極大発光波長 は そ れ ぞ

れ約 3 9 0 n m
,

4 6 0 n m で あり , 光 の 透過性を向上

さ せ る た め の 長波長発光が報告さ れ て い る
47)

｡

こ の 報告で は, 7
,

- シ ク ロ デキ ス トリ ン の 二級水

酸基面に M C L A を , さ ら に
一

級水酸基面ある い

は 二級水酸基面に緑色蛍光分子で ある フ ル オ レ セ

イ ン を共 有結 合さ せ ( 図 1 0
. 化 合物 1 - 3) ,

M C L A の 酸化反応か ら生 ずる エ ネ ル ギ
ー

を フ ル

オ レ セ イ ン に エ ネ ル ギ
ー 移 動 さ せ る 方 法

( C h e m il u m i n e s c e n c e R e s o n a n c e E n e r
g y T r a n sf e r :

C R E T) を使用 して い る ｡
こ れら の 化学合成 した

化 合物 の 水溶液中 ( 1 × 1 0~
6

m o l/ L) で の キ サ ン

チ ン ー キ サ ン チ ン オ キ シ ダ
ー ゼ系 に お い て 発生 す

る ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ ン に対する化 学発光 の

発光強度は,

一

級水酸基面に フ ル オ レ セ イ ン を結

合さ せ た G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t C D ( 1) で は,

二級水酸基面に フ ル オ レ セ イ ン を結合さ せ た化合

物 2 ある い は 3 よ り も約 8 倍発光効率が高く ,

G o t o ら に より開発され た緑色発光を示す F C L A

( 図 1 1)
3 3)

よ りも約 26 倍発光効率が高 い こ とが見

出され た ｡ G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t C D ( 1) の

発光は
, 発光極大波長が約 5 2 0 n m ( 図 12) で あ

表l .
シ ク ロ デ キ ス トリ ン結合型 M C L A の ス

ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン 依存発光

発光強度 ( カ ウ ン ト / 分)

化合物 標準測定 a s/ B b + s o D c

+ C T A B
d

+ B S A
e

M C L A 1 2 0 [ 2 .7]

1 1 0 0 [ 1 .5]

2 2 4 0 [ 6 .9]

3 1 7 7 0 [ 3 7]

4 5 5 0 [ 2 0]

5 1 3 0 [ 2 .7]

6 6 2 0 [ 6 7]

7 9 0 0 [ 3 2]

8 1 0 2 0 [ 5 1]

9 6 1 8 0 [ 5 2 0]

4 4

6 7

3 5

4 8

2 8

4 8

9 . 3

2 8

2 0

1 2

2 .0 3 9 0 [ 1 4]

0 .9 3 1 0 [ 5 .7]

8 .5 2 6 0 [ 6 .4]

3 3 1 5 2 0 [ 3 2]

1 7 6 7 0 [ 1 7]

2 . 7 5 3 0 [ 1 9]

6 0 6 2 0 [ 2 5]

2 6 7 8 0 [ 2 0]

3 7 5 8 0 [ 2 5]

2 2 4 6 1 1 0 [ 4 3 0]

7 5 [ 2 .5]

6 4 [ 1 .1]

2 2 0 [ 6 .2]

1 6 1 0 [ 4 4]

5 4 0 [ 2 0]

1 3 0 [ 1 .9]

6 2 0 [ 4 9]

6 6 0 [ 2 8]

1 2 3 0 [ 4 5]

6 1 6 0 [ 5 2 0]

a 2 0 m M M o p s/0 ･2 M K C l ( p H 7 .2) 緩衝液 (o .5 m L ) ,
0 .3 m M ヒ ポ キ サ ン チ ン 水溶液 (o .5 m L ) , 5 0 〃 M

シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 結合 型 M C L A 化合 物 水溶 液 (2 0 p L)
,
キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ ( 2 0 FL L

,
1 .33

u n it s/ m L) の 混 合液 に お け る 発光強度. [ ] 内の 数値は
,

キ サ ン チ ン オ キ シ ダ
ー ゼ を添加 し な い 時の 発 光

強度 ( バ
ッ ク グラ ウ ン ド発光) ｡

b S / B 値 は
,

ス
ー パ ー

オ キ サ イ ド ア ニ オ ン 依存発光値/ バ
ッ ク グラ ウ ン ド発光値｡

c su p e r o x i d e d is m u t a s e (S O D
;
fr o m b o v in e e ry t h r o c y t e s) (1 5 0 u n it s) を 標準測定液 に添加 し た際の 発光強度｡

d 0 .5 % C T A B 水溶液 (5 0 FL L) を標準 測定 液に 添加 した 際の 発光強度｡ [ ] 内の 数値 は, キ サ ン チ ン オ キ シ

ダ ー ゼ を添加 しな い 時の 発光強度 ( バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド発光)

｡

e B S A ( 0 .1 % ) が M o p s b u ff e r に 含ま れ た 時の ス ー パ ー オ キ サ イ ドア ニ オ ン 依存発光強度｡ [ ] 内の 数値 は,

キ サ ン チ ン オ キ シ ダ
ー ゼ を添加 し な い 時 の 発光強度 ( バ

ッ ク グ ラ ウ ン ド発光)
｡
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図1 0 . G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t C D の 発光反応の 分子機構

り , γ
- シ ク ロ デ キ ス トリ ン を介 し て も 良好 に

c R E T が生ず る こ とが示された｡

化合物 2 およ び 3 に示す よう に 二級水酸基面に

フ ル オ レ セ イ ン を結合させ た場合に は
,

M C L A

か ら生成する励起体と フ ル オ レ セ イ ン と の 距離は

近く エ ネ ル ギ ー 移動効率は良好で あ る が , 励起体

の シ ク ロ デ キ ス トリ ン 空洞 へ の 包接が フ ル オ レ セ

イ ン に 妨害される た め ,
M C L A か ら 生成する励

起体 の 励起効率が低下する た め発光効率が低 い と

推測され た ｡ そ れ に対し,

一 級水酸基面に フ ル オ

レ セ イ ン を結合さ せ た G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t

C D ( 1) で は, 図 1 0 の 化 合物 4 に 示す よう に
,

M C L A か ら生成す る励起体 の シ ク ロ デ キ ス トリ

ン 空洞 へ の 包接が良好 に起 こ る ため励起効率が高

く ,
さら に

,
シ ク ロ デキ ス トリ ン を介し て の フ ル

オ レ セ イ ン へ の エ ネ ル ギ
ー 移動も良好に行なわれ

るも の と推至則され た ｡

α
- シ ク ロ デキ ス トリ ン を結合さ せ た化 合物 1

( 図 1 3) に お い て は
, 発光 は M C L A か ら 生成す

る励起体から の 青色発光が主 で フ ル オ レ セ イ ン か

ら の 緑色 発光は僅か で あ っ た ｡ こ の 現象は
,

α -

シ ク ロ デキ ス トリ ン の 空洞 は狭 い た め M C L A か

ら生 じる励起体 は
,

シ ク ロ デキ ス トリ ン の 空洞に

包接されず フ ル オ レ セ イ ン 部位か ら離れ て しまう
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図1 2 . M C L A ( α) ,
G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t C D

( b) , お よ び R e d - C L A ( c) の ス
ー パ ー オ キ

シ ドア ニ オ ン依存発光の 発光 ス ペ ク トル
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.
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図13 .
フ ル オ レ セ イ ンー α- シク ロ デ キ ス ト リ ンー M C L A 結合化合物 の 発光反応 の 分子機構

た め エ ネ ル ギ ー

移動が起 こ り に く い も の と推測 さ

れ た ｡ 興味深 い こ と に
, 発光後 の 化合物 2 ( 図

1 3) を別途化学合成し
,

ス
ー パ ー オキ シ ドア ニ オ

ン に よ る発光反応 と同じ条件下で 3 3 0 n m の 励起

光 を照射し蛍光を観測する と
,

M C L A か ら励起

体とし て 生成す る ア ミ ド部分から の 青色 の 蛍光は

観測されず
,

フ ル オ レセ イ ン部分か ら の 緑色蛍光

の み が 観 測 さ れ た ｡ こ の 現 象 は Fl u o r e s c e n c e

R e s o n a n c e E n e r g y T r a n s f e r ( F R E T )
4 8)

で あ り ,

ス
ー パ ー オキ シ ドア ニ オ ン に よ る 発光後に は

,
ア

ミ ド部分は
,

α - シ ク ロ デ キ ス ト リ ン の 空洞 に 包

接され フ ル オ レ セ イ ン 部位に接近 した こ とを示し
,

ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ ン と M C L A と の 反応に

お ける発光に 到達す る ま で の 時間 は, 包接現象に

必 要な時間より も短 い と推測され た ｡

T e r a n i s h i は
,

C R E T を適用 した紅色 の 光を放

つ イ ミ グ ゾピ ラ ジ ノ ン 系 の ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ

オ ン 検出用発光プ ロ
ー ブを報告して い る

4 9)

｡ 図 1 4

に示した ロ
ー

ダ ミ ン 部位と M C L A 部位からな る

発光 プ ロ
ー ブが合成さ れ, 化合物 1 ( R e d - C L A )

と 3 の ス
ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン 依 存発光 が

M C L A の そ れ よりも高く , 紅色 ( 極大発光 波長
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図1 4 .
ロ ー ダ ミ ン - M C L A 結合型 発光 プ ロ ー ブ

約 6 1 0 n m ) ( 図 1 2) の 発光をす る こ とが示さ れ

た｡ こ れ ら の 化 合物に お い て も C R E T が効率よ

く行われ て い る こ とが わかる ｡ た だ し, 先に述 べ

た G r e e n C h e m il u m i n e s c e n t C D の 場合と は異な

り, γ
- シ ク ロ デキ ス トリ ン の

一 級水酸基面に ロ
ー

ダ ミ ン 基,
二級水酸基面に M C L A を配 置させ た

化合物 3 に お い て シ ク ロ デキ ス トリ ン に よる発光

強度 の 増強効果は認 め られ なか っ た｡

4
.

お わ り に

本総説で は
,

イ ミ グゾピ ラ ジ ノ ン 化合物 の 生物

発光 をもと に した ス
ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン の 検

出用化学発光プ ロ
ー ブ に関して 簡単に まと め た

｡

化学発光 の ス
ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン 分析に お い

て は
, 発光 プ ロ

ー ブ の ス
ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン

に対す る発光選択性 の 向上
, すなわち三重項酸素

に よ る非特異的発光 の 低減化 ,
ス

ー パ ー

オキ シ ド

ア ニ オ ン に 対す る発 光感度 の 増強, 発光プ ロ
ー

ブ の 水溶性 の 向上
, 使用 しや す い 保存溶液に お け

る発光プ ロ
ー ブの 安定性 の 向上な どがさ ら に 望ま

れて い る ｡ こ れらす べ て を満た して い る化合物ほ

未だ開発され て お ら ず,
ユ ー ザ ー に使 い 勝手が よ

く信頼で き る分析情報を もた らす発光プ ロ ー ブ の

開発 が望まれる｡

謝 辞

本稿寄稿に 際し機会を与え て い ただきま した田

口寛先生 に御礼申し上 げます ｡

和 文 要 約

こ の 総説は ,
C M ridi n a l u ci f e ri n や c o el e n t e r a zi n e

な ど の イ ミ グゾ[ 1
,
2 -

α] ピ ラ ジ ン ー3( 7 〃) - オ ン 化

合物 の 生物発光および化学発光に 関する化学的原

理 と ス
ー パ ー

オキ シ ドア ニ オ ン 検出用化学発光プ

ロ
ー

ブ の 開発に閲し書かれ て い る｡ 生物発光は多

く の 海洋生物に お い て観測 され
,

そ の 多く は深海

生物に 見出され て い る｡ 生物発光は
, 発光基質で

あ る ル シ フ ェ リ ン と酵素 ( ル シ フ ェ ラ ー ゼ) に よ

る発光反応とク ラ ゲ の ような発光タ ン パ ク質に よ

る発 光反応 と の 二 種類 に大別さ れる ｡ イ ミ グ ゾ

[ 1
,
2- α] ピ ラ ジ ン ー 3( 7 〃) - オ ン 化合物は

,
生物発

光を行う多く の 海洋生物に お い て 見出され て おり,

海洋 の 生物発光 の 基質 の 共通化合物と み なす こ と
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が で きる｡

イ ミ グゾ[ 1
,
2 - α] ピ ラ ジ ン ー 3( 7 〃) - オ ン ル シ フ ェ

リ ン はル シ フ ェ ラ ー ゼ の 非存在下に お い て も活性

酸素種と の 反応に よ ら て発光す る｡ しかし
,

そ の

量子収率は極め て低 い ｡ 多く の 研究者は
,

こ の 化

学発光を活性酸素種, 特に ス
ー パ ー オキ シ ドア ニ

オ ン の 検出に 利用 で きるよう に研究を行 い
,

こ れ

ま で に有用 な発光プ ロ
ー ブ

, 例え ば C L A
,

M C L

A
,

F C L A
,

E M P E C
,

G r e e n C h e m il u m in e s c e n t

c D
,

R e d - C L A が開発さ れ使用 さ れ る に い た っ

て い る ｡
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M I Y A T A

,
T .

,
T s uJ I

,

F . Ⅰ. ( 1 9 8 5) C l o n i n g a n d s e q u e n c e a n a l y sis o f c D N A

fTo r th e l u m i n e s c e n t p r o t ei n a e q u o ri n . P r o c . N a tl .

A c a d . S °i .
,
U S A

,
8 2 : 3 1 5 4 - 3 1 5 8 .

1 9) S H I M O M U R A
,
0 . ( 1 9 9 5) L u m i n e s c e n c e o f a e q u o ri n

i s t r lg g e r e d b y th e b i n d i n g o r t w o c a l ci u m i o n s ･

B i o c h e m . B i o p h ァs . R e s . C o m m u n
. 2 1 1 : 3 5 9 - 3 6 3 ･

2 0) S H I M O M U R A
,

0 .
,

T E R A N IS H I
,

K ( 2 0 0 0) L i gh t -
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e m i tt e r s i n v o l v e d i n th e l u m i n e s c e n c e o f

c o el e n t e r a zi n e . L u m i n e s c e n c e 1 5 : 5 1 _ 5 8 .

2 1) H E A D
, J . F .

,
I N O U Y E

,
S .

,
T E R A N IS H I

,
K .

,

S H I M O M U R A
,
0 . ( 2 0 0 0) T h e c r y s t a l s t r u c t u r e o f th e

p h o t o p r o t ei n a e q u o ri n a t 2 . 3 A r e s o l u ti o n . N a t u r e

4 0 5 : 3 7 2- 3 7 6 .

2 2) T E R A N IS H I
,
K .

,
U E D A

,
K .

,
N A K A O

,
H .

,
H IS A M A T S U

,

M ･
,
Y A M A D A

,
T . (1 9 9 4) s y n th e sis o f h y d r o p e r o x i d e

v i a p h o t o o x yg e n a ti o n f o r a m o d el a e q u o ri n b i o l u m i -

n e s c e n c e . T e tr a h e d r o n L e t t . 3 5 : 8 1 8 1-8 1 8 4 .

2 3) S H I M O M U R A
,

0 .

, J o H N S O N
,

F . H
. ( 1 9 7 5)

R e g e n e r a ti o n o f t h e p h o t o p r o t ei n a e q u o ri n
. N a t u r e

2 5 6 : 2 3 6 - 2 3 8 .

2 4) M o R I N
, J . G .

,
H A S T I N G S

, J . W . ( 1 9 7 1) E n e r g y

t r a n s f e r i n a bi ol u m i n e s c e n t s y s t e m .J . C ell . P h y si o l .

7 7 : 3 1 3- 3 1 8 .

2 5) M o R I S E
,

H .
,

S H I M O M U R A
,

0 .
, J o H N S O N

,
F . H .

,

W I N A N T
, J . ( 1 9 7 4) I n t e r m ol e c u l a r e n e r g y t r a n s f e r

i n th e b i ol u m i n e s c e n t s y s t e m o f A e q u o re a .

B i o c h e m is t r y ,
1 3 : 2 6 5 6- 2 6 6 2 .

2 6) S H I M O M U R A
,

0 . ( 1 9 7 9) s t r u c t u r e o f t h e

c h r o m o p h o r e o f A eq u o r e a g r e e n fl u o r e s c e n t p r o t e i n .

F E B S L e tt . 1 0 4 : 2 2 0 - 2 2 2 .

2 7) G o T O
,

T ･

,
F u K A T S U

,
H . ( 1 9 6 9) cM rid i n a b i o

-

1 u m i n e s c e n c e Ⅶ . C h e m il u m i n e s c e n c e i n m i c ell e

s ol u ti o n s ･ A m o d el s y s t e m f o r C y p ri d i n a b i ol u m i-

n e s c e n c e . T e t r a h e d r o n . L e tt . 1 0 : 4 2 9 9- 4 3 0 2 .

2 8) G o T O
,

T .
, ( 1 9 6 8) c h e m i s t r y o f b i ol u m i n e s c e n c e .

P u r e A p p l . 1 7 : 4 2 1-4 4 1 .

2 9) G o T O
,
T .

,
T A K A G I

,
T . ( 1 9 8 0) c h e m il u m i n e s c e n c e

o f a C
iyP ridi n a l u cif e ri n a n a l o g u e

,
2- m e th yl

- 6 -

p h e n yl-

3
,
71 d ih y d r o i m i d a z o [ 1

,
2- a] p y r a zi n1 31 0 n e

,
i n th e

p r e s e n c e o f th e x a n th i n e
- x a n th i n e o x i d a s e s y s t e m .

B u ll . C h e m
. S o c . J p n

. 5 3 : 8 3 3 - 8 3 4 .

3 0) N A K A N O
,
M .

,
S u G I O K A

,
K .

,
U s H IJI M A

,
Y .

,
G o T O

,

T ･ ( 1 9 8 6) c h e m il u m i n e s c e n c e p r o b e w i th C
iyP rid i n a

l u cifTe ri n a n al o g ,
21 m e th yl-6

-

p h e n yl- 3
,
7-

d i h yd r o i m id a z o [ 1
,
2 -

a] p y r a zi n- 31 0 n e
,
f o r e s ti m a ti n g

th e a b ili t y o f h u m a n g r a n u l o c y t e s t o g e n e r a t e O 2
~

.

A n al . B i o c h e m . 1 5 9 : 3 6 3- 3 6 9 .

3 1) N ISIII D A
,
A .

,
K I M U R A

,
H .

,
N A K A N O

,
M .

,
G o T O

,
T .

( 1 9 8 9) A s e n siti v e a n d s p e cifi c c h e m il u m i n e s c e n c e

m e t h o d f o r e s ti m a ti n g th e a b ili t y o f h u m a n

g r a n u l o c y t e s a n d m o n o c y t e s t o g e n e r a t e O 2
~

I C li n ･

C h i m . A c t a
,
1 7 9 : 1 7 7 -1 8 2 .

3 2) s u z u K I
,
N .

,
M I Z U M O T O

,
I .

,
T o y A

,
Y .

,
N o M O T O

,

T .
,

M A S H I K O
,
S ,

,
I N A B A

,
H . ( 1 9 9 0) S t e a d y

- st a t e

n e a r-i n fr a r e d d e t e c ti o n o f si n gl e t m ol e c u l a r o x y g e n :

a s t e r n
-

v o l m e r q u e n c h i n g e x p e ri m e n t w i th l u m i n ol
,

s u p e r o xi d e d i s m u t a s e
,

a n d c y p ri d i n a l u c ifTe ri n

a n al o g u e s
.
A
g r l C . B i ol . C h e m . 5 4 : 2 7 8 3 .

3 3) s u z u K I
,

N .
,

S u E T S U N A
,

K .
,

M A S H I K O ,
S .

,

N o M O T O
,

T .
,

T o y A
,

Y .
,

Y o D A
,

B .
,
I N A B A

,
H .

,

G o T O
,

T . ( 1 9 9 1) R e a c ti o n r a t e s fらr th e

c h e m il u m i n e s c e n c e o f C M ridi n a l u c if e ri n a n o l o g u e s

w i th s u p e r o x i d e : A q u e n c h i n g e x p e ri m e n t w i th

s u p e r o x id e d i s m u t a s e ,
A
g ri c . B i o l . C h e m . 5 5 :

1 5 7 - 1 6 0 .

3 4) T o y A
,

Y
.
,

K A Y A N O
,

T .
,

S A T O
,

K .
,

G o T O
,

T .

( 1 9 9 2) s y n t h e si s a n d c h e m il u m i n e s c e n c e p r o pe r ti e s

o f 61 (4 -

m e th o x y p h e n yl)
- 2 -

m e th yli m i d a z o [ 1
,
21 a]

p y r a zi n- 3( 7 H ) -

o n e a n d 2 1 m e th yl1 61(21 n a P h th yl)-

i m i d a z o [ l
,
21 a] p y r a zi n - 3 ( 7 H ) - o n e . B u ll . C h e m

.

S o c . J p n . 6 5 : 2 4 7 5- 2 4 7 9 .

3 5) T E R A N IS H I
,

K .

,
S H I M O M U R A

,
0 . ( 1 9 9 7)

C o el e n t e r a zi n e a n al o g u e s a s c h e m il u m i n e s c e n t

p r o b e fらr s u p e r o x i d e a n i o n . A n a l . B i o c h e m . 2 4 9 :

3 7 - 4 3 .

3 6) N A K A M U R A
,
H ,

,
T A K E U C H I

,
D .

,
M u R A I

,
A . ( 1 9 9 5)

S y n t h e si s o f 5 1

a n d 3
,
5- s u b s ti t u t e d 2 -

a m i n o p y r a zi n e s b y P d m e d i a t e d S till c o u pli n g ･

S y n l e tt . 1 2 2 71 1 2 2 8 .

3 7) N A K A M U R A
,
H .

,
W u

,
C .

,
T A K E U C H I

,
D .

,
M u R A I

,

A . ( 1 9 9 8) B i m o d al c h e m il u m i n e s c e n c e o f 8 -

c h l o r o s t y r yl
I 6 -

p h e n yl e t h y n yli m i d a z o p y r a zi n o n :

1 a rg e b a th o c h r o m i c s h i ft c a u s e d b y a s t y r yl g r o u p a t

8 -

p o siti o n . T e t r a h e d r o n L e tt . 3 9 : 3 0 11 3 0 4 .

3 8) S H I M O M U R A
,
0 .

,
W u

,
C

"
M u R A I

,
A .

,
N A K A M U R A

,

H ･ ( 1 9 9 8) E v al u a ti o n o f fi v e i m id a z o p y r a zi n o n e
-

t y p e c h e m il u m i n e s c e n t s u p e r o x i d e p r o b e s a n d th ei r

a p p li c a ti o n t o th e m e a s u r e m e n t o f s u p e r o x i d e a n i o n

g e n e r a t e d b y L i s te ri a m o n o cy to g e n e s . A n a l . B i o c h e m .

2 5 8 : 2 3 0 - 2 3 5 .

3 9) T E R A N I S H I
,

K .

,
W A T A N A B E

,
K .

,
H I S A M A T S U

,
M

.
,

Y A M A D A
,
T ･ ( 1 9 9 8) E m c i e n t r e g

i o s el e c ti v e s y n th e-

si s o f m o n o- 2 - 0 - s u l f o n yl- c y cl o d e x t ri n s b y t h e c o m -

b i n a ti o n o f s u lf b n yl i m i d a z o l e a n d m o l e c u l a r si e v e s .

J . C a r b o h y d r . C h e m . 1 7 : 4 8 9-4 9 4 .

4 0) T E R A N IS H I
,

K .
,

T A N A B E
,

S .
,

H I S A M A T S U
,

M .
,

Y A M A D A
,

T ･ ( 1 9 9 8) c o n v e n i e n tl y r e g i o s el e c ti v e

m o n o
- 2 - OI S u l fo n a ti o n o f c y c l o m al t o o c t a o s e . B i o s ci .

B i o t e c h . B i o c h e m . 6 2 : 1 2 4 9 - 1 2 5 2 .

4 1) T F, R A N IS H I
,
K .

,
N IS H I G U C H I

,
T .

,
U E D A

,
H . ( 2 0 0 2)

R e g 1 0 S el e c ti v e f u n c ti o n a li z a ti o n o f th e s e c o n d a r y

si d e o f c y cl o m a lt o n o n a o s e ( 6 - c y c l o d e x t ri n) . I T E

L e tt . 3 : 2 6- 2 9 .

4 2) T E R A N IS H I
,

K .
,

T A N A B E
,

S .
,

H I S A M A T S U
,

M .
,

Y A M A D A
,

T ･ ( 1 9 9 9) I n v e s t lg a ti o n o r

c y cl o m a lt o o li g o s a c c h a ri d e
- b o u n d 6-(4 -

m e t h o x y p h e n yl) i m i d a z o l e [ 1
,
21 a] p y r a zi n13( 7 H ) -
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o n e fo r e n h a n c e d c h e m il u m i n e s c e n c e .

L u m i n e s c e n c e 1 4 : 3 0 3- 3 1 4 .

4 3) T E R A N IS H I
,
K .

,
N IS H I G U C Il

,
T .

,
U E D A

,
H

. ( 2 0 0 3)

E n h a n c e d c h e m il u m i n e s c e n c e o r 6-(4-

m e t h o x y p h e n yl) i m i d a z o [ 1
,
2 1

a] p y r a zi n1 3( 7 H ) -

o n e

b y a tt a c h m e n t o f c y cl o m a l t o o lig o s a c c h a ri d e

( c y cl o d e x t ri n) . A tt a c h m e n t o f c y cl o m al t o n o n a o s e

( 6 - c y cl o d e x t ri n) . C a r b o h y d r . R e s . 2 2 8 : 9 8 71 9 9 3 .

4 4) T E R A N I S H I
,

K .

, ( 2 0 0 1) s y n th e si s a n d c h e m i -

1 u m i n e s c e n c e p r o p e r ti e s i n a n a q u e o u s s o l u ti o n o r

c y cl o d e x tri n
- b o u n d 6-(41 m e th o x y p h e n yl) i m id a z o

[ 1
,
21 a] p y r a zi n

- 3 ( 7 H ) -

o n e . I T E L e tt . 2 : 5 3 0 - 5 3 6 ･

4 5) T E R A N IS H I
,

K . ( 2 0 0 1) E ff e c t o f c o n fらr m a ti o n o n

th e c h e m il u m i n e s c e n c e effi ci e n c y o f ligh t- p r o d u ci n g

2 - m e t h ァ1- 6- (4- m e t h o x y p h e n yl) i m i d a z o [ 1
,
2 -

α]

p y r a zi n 1 3 ( 7 H)J o n e s . L u m i n e s c e n c e 1 6 : 3 6 71 3 7 4 .

4 6) T E R A N I S H I
,

K . ( 2 0 0 3) c y c l o d e x t ri n- b o u n d 61(4 -

m e th o x y p h e n yl) i m id a z o [ 1
,
2 -

a] p y r a zi n
- 3( 7 H )- o n e

a s c h e m il u m i n e s c e n t p r o b e f o r s u p e r o x id e a n i o n s .

I T E L e tt .
4 : 2 0 1 - 2 0 5 .

4 7) T E R A N IS H I
,

K .
,

N IS H I G U C H I
,

T . ( 2 0 0 4)

c y c l o d e x t ri n- b o u n d 6 1 (4 - M e t h o x y p h e n yl) i m i d a z o

[ 1
,
2- ｡] p y r a zi n

- 3 ( 7 〃)- o n e s w i th fl u o r e s c ei n a s

g r e e n- c h e m il u m i n e s c e n t p r o b e s fらr s u p e r o x i d e

a n i o n s . A n a l . B i o c h e m . 3 2 5 : 1 8 5- 1 9 5 .

4 8) F o R E S T E R
,

T . ( 1 9 4 8) z w i s c h e n m ol e k u l a r e

e n e r g l e W a n d e r u n g u n d fl u o r e s z e n z ･ A n n ･ P h y sik ･ 2 :

5 5 - 7 5 .

4 9) T E R A N I S H I
,

K
. ( 2 0 0 7) D e v el o p m e n t o f i m i d a z o -

p y r a zi n o n e r e d -

c h e m il u m i n e s c e n t p r o b e s f o r d e t e c t -

1 n g S u p e r O X i d e ･ L u m i n e s c e n c e 2 2 : 1 4 7 - 1 5 6 ･


