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ナノレベル計測工学（分子組織論）授業資料（その１）

九州大学工学研究院応用化学部門

片山佳樹

１.　蛍光とは

　分子にある波長の光を照射したときこれが分子の吸収波長に一致すれば電子雲を励起状態に遷移させることが可能である。この時、電子が励起一重項にまで遷移し、さらにこれが一定寿命の後基底状態に戻る際、他の過程を経ず直接遷移するならば、励起状態に有していた高エネルギーは光の形で外に放出される。これが蛍光現象である。すなわち、もし励起状態にある分子がそのエネルギーをそれ以外のプロセスで散逸すれば蛍光は極めて小さくなる。従って吸収と異なり蛍光現象は、非常に多くの因子に影響されるものであることをまず認識しておかなければならない。また逆にこの性質をうまく利用して、蛍光分析は多くの情報を我々に与えてくれる手段を提供する。

２.　蛍光強度を決定する因子

　蛍光分子当りの蛍光強度は、主としてモル吸光係数と量子収率で決定する。この双方は特定環境下では定数で、これらが高いほど蛍光シグナルは強くなる。モル吸光係数とは、ある波長でその分子１モルあたりどのくらいの光を吸収できるのかの尺度であり、１波長についての値である。蛍光分子のモル吸光係数は、通常その吸収極大での値をいう。量子収率は、入射光のエネルギーをどのくらい蛍光エネルギーに変換できるかを示す値である。もし入射光のエネルギーをすべて蛍光に転換出来ればこの値は１となり、全く蛍光を発しなければ０である。

　現在実用的なプローブはモル吸光係数が10000-100000cm-1mol-1程度、量子収率が0.1-1.0のものが用いられている。ただしフィコエリスリンの様に、１つの蛋白内にいくつもの蛍光分子があるものでは、モル吸光係数が2000000というものもある。εは一般的にそれほど他の因子に影響されないが、量子収率は多くの因子に非常に影響される。励起には普通20nm以下の狭いバンド幅がとられるが検出バンドは好みによって色々なものを選ぶことができる。例えば蛍光スペクトル領域の広い部分をとれば検出感度がよくなり、狭いバンド幅でとれば分解能がよくなる。

２.1　蛍光プローブと光源

　普通の蛍光分光器は励起および測定波長を連続的に変えられるが、レーザー走査型顕微鏡やフローサイトメータ等では単一の固定波長励起光源が導入されている。これらの場合、その波長でよく励起できる蛍光プローブを選ぶ必要がある。

２.2　シグナルの分離

　測定上大切なことは、シグナルの分離である。蛍光を測定する場合、系から発せられる光が目的物の蛍光に基づいたもののみであれば、測定は非常に容易であるが、実際は下に示す幾つもの発光が重なって存在する。

· 散乱光

· 溶媒（水）のラマン光

· 溶媒、セル、他の物質からの蛍光
　

　散乱光は、溶媒中の塵、小粒子、泡などによる反射光や励起光が容器側面を通って入射したものなどの他、分子そのものに由来するレイリー散乱等がある。蛍光が励起状態で無放射遷移の後、最低励起一重項からの遷移で発せられるのに対し、これは励起された準位からから直接落ちる光である。すなわち、どのように純粋な系を用いても、この散乱光を無くすことは不可能である。

ラマン光は散乱光であるが、入射光と波長の異なる光である。励起された状態から直接もとの状態に落ちればレイリー散乱となるが、振動順位の違うところに落ちた場合入射光より長い（あるいは短い）散乱光となる。これがラマン散乱で水にも存在する。この散乱光は、通常蛍光色素の濃度が低いほど、顕著に妨害する。ラマン散乱については波長が増加するほど弱まるので長波長の蛍光プローブを用いると軽減できる。

　もう一つは蛍光プローブ以外からの蛍光、すなわち自家蛍光である。このバックグラウンド蛍光は、特に生体試料においては検出感度を著しく低くしてしまう。生体の自家蛍光は、例えば筋収縮の様な生物機能によくマッチして増減することがあるため、目的とする蛍光シグナル変化を見誤る可能性がある。

これらの影響を極力除くことが感度よい正確な蛍光測定には必要となるが、そのためには目的部分だけを効率よく分離してくる必要がある。その方法は機械的には目的波長だけを透過させるフィルターを用いることであるが、化学の立場からは、この目的を達せしめるプローブを選ぶ、あるいは開発することである。

　すなわち、まずレイリー散乱を除くためには励起波長と蛍光波長の差（ストークスシフト）が大きいプローブを、又バックグラウンド蛍光については生体試料の自家蛍光は一般に短波長であり、より長波長のプローブを用いることで軽減できる。500nm以上で励起できるようなものであれば多くの場合この因子はほとんどおさえることができる。その他に、もし蛍光プローブがある現象の変化を捉えるものであって、その際のシグナルの波長にシフトが見られるならば、この比をとってバックグラウンドの影響を除くこともできる。これらの方法は例えば、fura-2によるCa2+の測定等に用いられる。また試料をいくつかの異なる色の蛍光で染めて同時に観察する多重染色法においては、互いに他の蛍光との分離も重要であり、化学的立場からは、蛍光スペクトル幅がせまい程よいということになる。

３.　蛍光に影響を及ぼす因子

3.1　環境、場の効果

　蛍光スペクトルと量子収率は場の影響を非常に受け易い。場の効果としては、周囲の極性とpHが考えられる。

３.1.1　極性と運動エネルギー

　ある種の運動プローブは、水中から生体分子へ入ると急激に蛍光が増大する。例えばDAPIはDNAに結合して20倍蛍光が増大するし、ANS等は水中ではほとんど無蛍光だが蛋白への吸着により蛍光を発する。この原因としては、まず溶媒和の効果、さらに分子振[image: image2.wmf]O
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動の低減が挙げられる。水分子は非常に分極した構造を持っており、他の分子と水素結合等をつくって強く溶媒和する。すなわち、もしプローブ分子が励起されたとして、そのエネルギーがこれら水和した水分子の振動エネルギーに取られてしまうと蛍光は弱くなってしまう。程度の差こそあれ、一般に蛍光分子は周囲が疎水的である程傾向は強い。この変化は特に励起状態での分極が大きい分子程顕著である。

　蛍光エネルギーは溶媒分子の振動エネルギーとしてとられる他に、自分自身の振動エネルギーにも変換される。従って、もし蛍光分子自身にフレキシブルな官能基（長鎖アルキル等）が結合していると、励起エネルギーは分子の運動エネルギーに変化してしまう。このような分子は分子運動がおさえられる様な変化（例えば錯形成やタイトに相互作用する蛋白のポケットへの吸着）により蛍光が回復する。Caプローブなどはこれを利用したものである。また、波長も溶媒和により変化する。例えば励起ダイポールモーメントの大きいものではそれが著しく蛍光は高極性溶媒中で長波長シフトする。これらの影響の大きいものは、例えばダンシルなどのアミノナフタレン型、NADなどのベンゾオキサジアゾール型がある。

3.1.2　pH

　分子自身の吸収がpHにより変化するものは、それにともない蛍光も変化する。例えばフルオレセインやウンベリフェノンは分子内にフェノール性のプロトン解離基をもっており、これが解離すると電子系が伸びて蛍光が増大する。

もしこの変化が大きければ、逆にこれらの分子はこのプロトン解離定数付近でのpHプローブとなりうる。

3.2外来性消光物質

　一般に常磁性体や酸素、重い元素は蛍光を減弱する。この理由としては、分子どうしの衝突が挙げられる。また、ある種の分子は蛋白によっても消光を受ける。この場合は、芳香族性アミノ酸残基とのCT相互作用が考えられる。NBDなどでその例がある。但し、逆に芳香族残基からのエネルギー移動で蛍光が増加する場合もある。またフルオレセインの抗体などは、非常に効果的にこれを消光する。これらを逆に利用すると、蛍光プローブと他のクエンチャーとの距離、相互作用等を知る手がかりも得られる。例えば、あるレセプターをフルオレセインでラベルし基質にその消光剤であるエオシンやマラカイトグリーンをラベルしておくと、その結合過程を蛍光の消失で知る事ができる。

3.3　濃度消光

　一般に蛍光物質は、ある程度以上高濃度になると逆に蛍光が弱くなっていく。これは蛍光分子同士の相互作用によるもので、励起状態同士あるいは基底状態種との相互作用が考えられる。また、一度放射した光を別の分子が再吸収することもある。カルボキシフルオレセインなどでは無蛍光性ダイマーへのエネルギー移動によると言われている。

　これらの現象もまた、逆に利用すればプローブの分離、希釈過程（例えば膜透過、膜融合等の過程）を調べる手段を与える。またピレンなどの分子では励起された２分子構造（エキサイマー）を形成し、蛍光波長が大きく長波長シフトする。これもまた分子の近接、分離のモニターに用いられる。

3.4　フォトブリーチング

　分子が非常に強い光を受けてその吸収が飽和すると、励起状態でその分子を不加逆的に変化させることがある。これがフォトブリーチングで、その蛍光はもはや回復することはない。このメカニズムについては余りよく研究されていないが、一重項酸素が多くの場合関係していると言われている。これを押さえるには、入射光を弱くする、あるいは入射時間を短くすれば良い。この現象も生体メカニズムを探る手法として利用されている。例えば細胞骨格の一部をフォトブリーチングしておきそれの蛍光回復から、ユニットの輸送メカニズムを研究するなどがある。

　蛍光を用いた測定法には以下のものがある。

　1）オルガネラや蛋白を染めて検出する。

　2）イオンプローブなど特定の物質の動き、変化を検出する。

　3）クエンチャーあるいは増感剤を用いて、あるいはそれらをラベルした固体間の動き、相互作用を調べる。

　4）フォトブリーチングした部分への蛍光の回復を見て、物質のアセンブリメカニズムをみる。

　5）一部だけに蛍光マーキングをつけ、これの消失により物質のアセンブリをみる。

　6）蛍光偏光性の解消から分子の動きを調べる。

　7）長寿命の蛍光を利用して、時間分解積算法をとる。

　8）蛍光エネルギー移動（FRET）や光誘導電子移動(PET)を利用して分子の特定部分の距離変化（分子の会合やコンホメーション変化）を計測する。

　以下にまず典型的な蛍光色素の性質を述べ、更に種々のプローブについて紹介する。

4.　主な蛍光色素

4.1　フルオレセイン類
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　左式を母核とする蛍光色素で、X=Y=Hの時、520nmあたりにグリーン蛍光（490nm前後で励起）を有する。従ってアルゴンレーザ（488、514nm）でよく励起でき、現在使われる色素の中では最も明るい。その蛍光は場の影響を比較的受け難いが、pHの影響を大きく受け、高pHで蛍光が増大する。また、強い光にさらされるとフォトブリーチングを受ける。最波長蛍光プローブとしては最もよく用いられ、FITCをはじめとして試薬の種類もバラエティーにとんでいる。X=Clの場合は僅かに蛍光は長波長シフトする（525nm(503nm 励起)。

　X=Y=Brを有する化合物はエオシン、Ｉであるものはエリスロシンと呼ばれ、それぞれ540nm程度（520nm前後で励起）、550nm程度（530nm程度で励起）に蛍光を有するが、その強度はフルオレセインに比べ極めて弱い。エオシンの量子収率はフルオレセインの10〜15％程度である。これらの化合物は、むしろフルオレセイン等からの光のアクセプターとして、あるいはフォトセンシタイザーとして用いられる。X=Fのものは、オレゴングリーンと呼ばれ、フッ素の電子吸引効果により、フェノール性プロトンの解離定数が大きくなるため、生理的pHでは事実上常に解離しており、生理条件下でのpH変動に伴う蛍光強度の変化が無視できるため、有用である。

4.2　ローダミン類
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　フルオレセインよりさらに長波長の蛍光を有する色素で、フルオレセイン同様一般的によく用いられる。フルオレセインよりは若干光が弱いが、フォトブリーチングに対してはより安定で、その蛍光は場の影響やｐＨの影響を受け難い。また蛍光バックグラウンが小さいという利点がある。最も一般的なものは、R=R’=CH3、X=COOHのテトラメチルローダミン誘導体で、570nm前後の蛍光（540〜550nmで励起）を有する。テキサスレッド誘導体（上図右）は、600〜620nm（590nmで励起）と現在頻用されるプローブでは最も長波長の蛍光を有しており、フルオレセインとの蛍光の重なりが非常に小さいためこれとの多重染色によく用いられる。また、ラベル化後の量子収率も、テトラメチルローダミンその他に比べ大きい。ただし、アルゴンレーザ（488、514nm）では励起し難く、Ar-Kr mixedガスレーザ（568nm）等でよく励起できる。また、Arレーザを用いる場合はテキサスレッドを多くラベルした抗体等を用いる方が良いR=R’=Et、X=COOHのものはローダミンB baseと呼ばれ、580nmあたり（555nm励起）に蛍光を有する。またX=SO3-のものはリサミンローダミンＢとよばれテトラメチルローダミンより長波長、580nm程度（555nm前後で励起）の蛍光を有する。R=Et、R’=H,Z=CH3,X=COOEtのものはローダミン6Ｇとよばれ、テトラメチルローダミンとフルオレセインの中間の蛍光（545nm前後）を有し、量子収率はテトラメチルローダミンより高く、光にも安定である。これはArレーザでよく励起できる。ローダミン型化合物は精製が困難なため、光が実際よりも弱いと認識されている事が多い。

4.3　クマリン類

　次のページに一般式を有する紫外線で励起できる蛍光試薬でブルーの蛍光を有するものとしては一般的である。ＲとしてはHO、H2N、Et2N、CH3O等が知られている。R=OH[image: image5.wmf]N
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では450nmあたり（360nm励起）に蛍光を有し、このプロトンが解離すると蛍光が大きく増大する。従って、この蛍光はpHに大きく依存する。　このプロトン解離をなくしたR=OMeでは蛍光はその分弱くなるが、蛍光のpH依存性はなくなる。400nmあたり（315nm励起）に蛍光を有する。またRがNH2では440nm前後、NR2では470nm前後に蛍光を有する。これらの色素はそれ自体の蛍光で検出される他、フルオレセインなどへの蛍光エネルギードナーとしても用いられることがある。

4.4　ダンシル型（ジメチルアミノナフタレンスルホン酸型）蛍光色素
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　これらの誘導体の特徴としては、ストークスシフトが大きいこと、その蛍光が場の影響を大きく受ける事が挙げられる。その蛍光は、置換基の位置により影響を受ける。（下図参照）一般に、アミノ基とスルホニル基の距離が長くなる程ストークスシフトは小さくなるが、蛍光寿命は長くなる（30ns~）。よって、蛍光脱分極法に適している。またこれらの蛍光強度は疎水場で著しく増大するため、蛋白のアセンブリ、リガンド結合等の情報を与える。

4.5　NBD型色素
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　やはり紫外線励起される蛍光色素であり、X=SRの場合で520nm（420nm励起）に、Z=NHRの場合で540nm（465~470nm励起）に蛍光を有する。Xがアミンの方が傾向は強い。この蛍光色素は極めて場に依存する蛍光を有し、水中ではほとんど無蛍光であるが蛋白などの疎水場に入ると急速に蛍光を回復する。従ってダンシル型同様、膜や蛋白の疎水場プローブとして有用である。

4.6　ピレン

　ピレンは375nmと395nmあたりに蛍光を有する（340nm励起）色素で、ブルーの蛍光[image: image8.wmf]N
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を有するものとしては最も明るいものである。また、その蛍光は極性の影響を受け難い。ピレンの大きな特徴としてエキサイマー形成が挙げられる。すなわち、ピレン分子同士が近傍に存在すると2分子会合型のエキサイマー発光（470nm）を生じる。これを利用して時間分解蛍光法を用いてバックグラウンドを減らしたり、その他の有用な情報を得る事ができる。上図右は、カスケードブルーと言い、3つのスルホン酸基のかさばりのため、エキシマーができないので、常にモノマーの蛍光として取り扱うことができる。
4.7　フィコビリプロテイン

　フィコピリプロテインは藻類などからとれる蛍光性蛋白で、高い水溶性と安定性を有する。蛋白中に幾つかの集光部としてのテトラピロールがあり、ここで集めた光エネルギーをクロロフィル分子に移すようになっている。吸収、蛍光共に非常に大きく量子収率が0.7〜0.98、モル吸光係数が700000〜2400000である。12-13）（下表参照）この蛍光はフルオレセインの30分子、ローダミン100分子に相当し、抗体ラベルでフルオレセインの10倍明るいといわれる。アルゴンレーザを用いた場合、R-フィコエリスリンがB-エリスリンより蛍光は強いが、ローダミンフィルターを用いるとＢ型がすこし明るい。ただし、蛋白であるため貯蔵安定性が悪く凍結すると劣化し、またPBS中で3ヶ月程安定であるといわれる。またフォトブリーチングを受け易い。Ｒ-フィコエリスリンは励起スペクトルがブロードで、フルオレセインと同じArレーザの488nmラインで励起でき、フルオレセインの520nmに体し575nmの蛍光を発するので多重染色に向いている。

　フロフィコシアニンは、テキサスレッドと同じAr-Neレーザ633nmやAr-Krレーザ（590nm）で励起でき、いずれも多重染色に向いている。

	                    吸収極大波長(nm)   蛍光波長(nm)   量子収率      モル吸光係数

	B-Phycoerythrin        546,  565          575          0.98          2,400,000

R-Phycoerythrin     480, 546, 565          578          0.82          1,960,000

Allophycocyanin          650              660          0.68            700,000


4.8　BODIPY誘導体

　BODIPY誘導体は、特殊な構造を持つ蛍光色素で、水中でも量子収率が1に近い極めて明るい蛍光色素である。また、類似の基本構造で、次ページの図のX,Y,Z,Rを種々変化させ[image: image9.wmf]N

-

O

3

S

O

H

O

N

+

S

O

3

-

C

y

3

N

-

O

3

S

O

H

O

C

y

5

N

+

S

O

3

-

ることで、蛍光波長を520 nm～630nmまで系統的に変化できるので、蛍光標識による影響を同様に保ちながら多成分を標識すること可能である。また、場の影響やpH変化の影響を受けにくく、光安定性も高い。荷電がないので、誘導体によっては水溶性に問題がある場合がある。

4.9　Cy色素
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　Cy色素は、Cy3gaローダミンと似た赤色、Cy5はさらに長波長の色素であり、半導体レーザーで励起できる。これらの色素は、遺伝子チップ（DNAアレイ）において、mRNAからcDNAをPCRで増幅する際の標識色素として用いられて非常に有名になった。このほかに、芳香環を加えるなどで波長を微妙に調節した、Cy3.5やCy5.5などもある。長波長で、明るく、しかも比較的光安定性が高いため、汎用される。

4.10　マラカイトグリーン
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　非蛍光性の627nmに吸収を有する色素。フルオレセインの蛍光の良いアクセプターであり、蛍光エネルギー移動法にエオシン同様に用いられる。ただし、エオシンが蛍光エネルギーを光の形で吸収するのに対し、マラカイトグリーンは熱エネルギーの形で吸収する。

5.　反応性プローブ

　蛍光標識したい目的物が抗体等の蛋白や核酸である場合、まずこれを蛍光誘導化する必要がある。このような目的のために、様々なラベル化剤が知られている。ここでは各官能基別にラベル化剤のタイプと性質について述べる。

　生体分子にラベルする場合、生体分子上に存在し、しかも水中で効率良くラベル化できる官能基はアミンとチオールであろう。他のグループとしてアルデヒドが考えられるが、これは糖類を除き一般に生体分子には少なく、これをまず導入することが必要となる。カルボン酸やアルコールは一般に水中での反応性は低い。これらをラベル化するには有機溶媒が必要となる。

5.1　アミンへのラベル化

　生体分子において、アミンは最も普通のラベル化のターゲットである。ほとんどの蛋白は分子内リジン残基としての脂肪族一級アミンと、アミノ末端としてのα-アミノ酸のフリーアミンを有している。

　リジンのε-アミノ基は塩基性が高く反応性に富むが、中性pHではその大部分はプロトン化されており、ラベル化剤との反応性はpHに大きく依存する。ラベル化はpH8.5以上でなされると反応性は高いが、水中では同時にラベル化剤の加水分解が競争するためpH8.5〜9.5が最適とされている。

　アミノ末端（α—アミノ基）はpKa=7であり、中性pHでフリーに存在しているため中性pHでラベル化するとここを選択的にラベル化できる。

　芳香族アミンは通常の生体分子にはないが、チロシン残基をテトラニトロメタンでニトロ化後、ナトリウムジチオナイトで還元するとアミノチロシンとなり、フェノールのo-位に芳香族のアミンを導入できる。芳香族アミンは塩基性が低く、pH7ではフリーに存在する。ただし反応性が低く、これをラベル化するにはスルホニルクロリドの様に反応性の高いものが必要である。ラベル化はpH4以上で可能である。なお、核酸塩基のアデノシンやグアニンのアミノ基は一般的に反応しない。以下、アミンラベルに使用されるラベル基（反応性基）について述べる。

5.1.1 イソチオシアネート
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　イソチオシアネートはアミンと反応して、チオ尿素結合を形成する。反応性は高く、しかも水中で適度に安定であるため、アミンのラベル化には良く用いられる。また、生成物のチオ尿素結合も安定である。ただしイソチオシアネートは抗体にラベルすると、その特異性が減少するとの報告があり、注意を要する。この目的のためには、後述するNHSエステル（OSuエステル）の方が優れている。またイソチオシアネートは水分により劣化するため、保存性もNHSエステルの方が優れており、ラベル化後の蛍光も強い。それでもなお、イソチオシアネートは、FITCをはじめとして最も一般的なラベル化剤である。貯蔵は湿気を避け、冷凍、遮光でなされるべきである。

FITC
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　FITCは免疫蛍光法など蛋白のラベルに最もよく使われる試薬の一つである。構造上は、5位と6位のアイソマーが存在するが、蛍光上の性質は同じであるため、mixtureで売られることが多い。ただし、電気泳動時の挙動や反応のジオメトリーは多少異なる。励起にはArレーザ488nmが使用でき、量子収率も高いが、一般に蛋白にラベル化すると、時に50％以上消光する。この消光はラベル量を増やしてもあまり稼げない。またフォトブリーチングを受け易いといわれる。ラベル化時にFITCをセライトに吸着させると反応性が良くなる等の報告もある。

TRITC他
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　ローダミン型のイソチオシアネートで、その量子収率はフルオレセイン型に比べおよそ1/4程度であるが、テトラメチルローダミンでは、多くの顕微鏡にあるHgランプの546nmラインでよく励起でき、そのためFITCよりもむしろ明るいこともある。また、ローダミン型色素の特徴として光安定性にすぐれ、pHの影響も受け難い。やはり同じタイプの色素のNHSエステルの方が優れている。
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NHSエステル（OSuエステル）
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　NHSエステルは、N-ヒドロキシスクシンイミジルエステルの略で、このエステルは、ヒドロキシコハク酸イミドが非常に良い脱離基であるため、アミンにより容易に求核攻撃される活性エステルである。脂肪族アミンのラベル化には最も優れた官能基である。芳香族アミンやアルコール、フェノールとは通常水中では反応しないが、非常に反応性は低い。反応は活性エステルがアミンと交換するものであり、副反応もほとんどなく、タンパクを構成する結合であるペプチド結合を形成する。ラベル後の蛍光はイソチオシアネート型より消光が少ない。またNHSエステルはイソチオシアネートと異なり容易にスペーサーを介して導入できるため、ラベル化後の蛍光消光はさらに改善可能である。ラベル化時には加水分解が競争するが、pH9以下では遅くアミンへの反応が優先する。したがって、標識は、pH8.5－9.5で行なうべきであり、これ以上のpHで行なうと活性エステル自身の加水分解が優先して起こり標識効率は著しく低下する。また、これ以下のpHではアミンのプロトン化のため、やはり標識効率は著しく低下する。

　NHSエステル化合物は一般には水溶性が低いため、場合によっては系中にDMSO等を添加したりすることが必要となるが、変性しやすい蛋白などでは不利である。この点に関しては、R=SO3-のスルホNHS（スルホOSu）エステル型にすることで克服できる。ただし、反応点の水溶性が変わるため、蛋白の疎水場への反応性は変化することが予想される。保存性はイソチオシアネートより良いが、やはり水分を避け、遮光、冷凍保存が望ましい。

フルオレセイン、ローダミンNHSエステル

　その利用法はFITCに準ずる。ラベル化後の蛋白の変化は小さく、優れている。また、スペーサーを介すれば、これらの抗体で効率よくクエンチされる系を組むこともできる。フルオレセインジアセテートNHSエステルは膜透過性で、それ自体は無蛍光であるが細胞内に入ってエステラーゼによりフルオレセインを生じ、細胞質を染めることができる。
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クマリンNHSエステル
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　左記化合物（7—アミノ-4-メチルクマリン-3-酢酸）は蛋白のトリプトファンからのエネルギーアクセプターとして、またDABCYLやフルオレセインへのエネルギードナーとして優れている。そこでこれらとの蛍光エネルギー移動法による測定でコンフォメーション変化等を追跡することができる。
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5.1.3　スルホニルハライド

[image: image21.wmf] 

N

O

O

R

+

H

2

O

N

H

O

R

O

H

O


　スルホニルクロリドは反応性に非常に富んだ反応性基であり、アミンと容易に反応して非常に安定なスルホンアミド結合を形成する。ただし、スルホニルクロリド自体での水中での安定性は低く脂肪族アミンとの反応に要求されるような高pHでは加水分解がかなり競争する。また反応選択性という意味からは低く、フェノール（チロシン等）、アルコール（ポリサッカライド）、チオール（システイン等）、イミダゾール（ヒスチジン等）とも反応する。しかしながら、チオールやイミダゾールとの反応物は不安定で加水分解される。貯蔵も安定したところで冷凍遮光する。

　スルホニルフルオライドは、反応性は非常に低いがある種の酵素の活性サイトにある反応性の高いセリン残基等、選択的なラベル化へ用いられる。このタイプの試薬としては、ラベル化剤の中で最もポピュラーなものの一つであるテキサスレッドとダンシルクロライドがある。

テキサスレッド
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　フルオレセインとの蛍光のオーバーラップが最も小さい多重染色に適した赤色色素で、ラベル化後の量子収率もTRITCなどより大きい。励起光源等については、前頁のローダミンの所を参照。水分で劣化する。

ダンシルクロライド
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　それ自体はほとんど無蛍光である。一般に蛋白のＮ末端へのラベル化に多用される。ラベル化後蛍光性となり、そのストークスシフトが大きいのが特徴。蛍光上の性質は、前頁を参照。チオールとも反応するが、アミンとの反応物の方が蛍光は長波長で明るい。

5.2　チオールへのラベル

　蛋白中にはシステインや、シスチン残基があり、後者はＤＴＴ等で還元後利用できる。チオールは、高選択的にラベル化できる最も有用な官能基である。チオールへのラベルは、ほとんどの場合生成物として安定なチオエーテルを生成する。

　その他に、イソチオシアネートとも反応しジチオカルバメートを作るが、これは近くにアミンがあるとチオウレアになり、また、なければ加水分解してしまう。チオールへのラベル基としてはマレイミドとハロアセチル（ヨードアセトアミド）が優れている。

5.2.1　マレイミド
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　マレイミドはチオールへの高選択的な優れた反応性基である。その反応は付加反応であり、その結果チオエーテルとなる。
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　チロシン、ヒスチジン、メチオニン、ヌクレオチドとは反応しない。高pHにおいてはアミンとも反応する。また、pH8以上ではマレイミド自身の加水分解が大きく競争するので、反応は中性付近で行う。特に、マレイミドの加水分解はチオールの反応後も起こり、蛍光の性質が変化したりする場合がある。
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　また、pH9以上ではチオール反応後にさらにアミンが反応して架橋構造をとることもある。マレイミド型試薬の幾つかは、チオールとの反応前には、全く無蛍光であり、反応後蛍光を生じる。
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フルオレセイン、エオシンローダミン　マレイミド

　細胞にマイクロインジェクションして、蛍光フォトブリーチング回復法や蛍光エネルギー移動法により蛋白の構造、拡散、相互作用を見るためには最も優れている。フルオレセイン型はマレイミド試薬中最も明るい。

　エオシンマレイミドは、リン光アニソトロピーで蛋白の動きやアセンブリをモニターしたりするのに用いられたり、フルオレセインからの蛍光アクセプターとして用いられる。通常チオールと反応するが、ヒトエリスロサイトのバンド3蛋白の特定のあるリジンと反応して、細胞のアニオン交換を疎外するという報告もある。
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クマリンマレイミド
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　マレイミド型の紫外励起ラベル化剤としては最もよく使われ、それ自体には、蛍光基トマレイミドの間のCT(電荷移動)相互作用のために蛍光はないが、反応後強い蛍光を発する。チオールの他、チオリン酸化RNAとも反応する。トリプトファンからの蛍光エネルギーアクセプター、フルオレセインエオシンへのエネルギードナーとしても優れている。

ピレンマレイミド
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　反応前は非蛍光で、チオールとの反応後強いブルーの蛍光を発する。モノマーの発光は372nmだが、6〜10Å内にもう1分子のピレンがあると、470nmにエキサイマー発光を示し、生体分子同士、あるいは分子内サブユニット等の相互作用をモニターできる。トロポミオシンやSRATPaseでは単一蛋白質中でエキサイマーができる。その他アクチン、フィブロネクチン、ロドプシンなど多くの蛋白に用いられている。

5.2.2 ヨードアセトアミド
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　チオールと高い反応性を示す。ただしSH基が系内に存在しないとメチオニン、ヒスチジン、チロシン等と反応する場合もある。またアミンとも反応可能であるが、pH8以下ではα-アミノ末端を除いてはプロトン化されているため反応し難い。ただし、選択性はマレイミドより劣る。チオウリジンが導入されたチオレートDNAとは反応する。また、ヨードアセトアミドは水中では光に弱く、劣化する。ジスルフィド（シスチン等）は還元してからでないと反応しない。その点ホスフィンは除く必要がない。特に、トリス（カルボキシエチルホスフィン）は水溶性であり、便利である。ただし、高極性のため、細胞や蛋白の表面にあるジスルフィドばかりを還元してしまう可能性がある。

　蛍光エネルギー移動法で分子構造、相互作用をモニターするのには、このタイプの試薬がよく用いられている。

フルオレセイン、ローダミン　ヨードアセトアミド

　その応用はマレイミド型と同様である。反応性についてはフルオレセインヨードアセトアミドはほとんどのチオールに反応するのに対し、テトラメチルローダミンヨードアセトアミドはその5-アイソマーがミオシン、6-アイソマーがアクチンに選択的に反応するとの報告がある36）。チオウリジン導入核酸とも反応する。
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　NBDヨードアセトエステルは、酵素や蛋白内部の疎水場にある例外的に反応性の高いチオールと反応する。この蛍光は水で鋭敏にクエンチされるため、この部分が変性やコンフォメーション変化で水にさらされると蛍光が減弱する。また蛍光が長波長シフトする。そこでこれらをモニターできるプローブとして、アセチルコリンレセプター、アクチン、ミオシントロポニンＣ、Ｉ、プロテインカイネース等多くの蛋白に応用されている。

ピレンヨードアセトアミド

　これをアクチンモノマーにラベルすると重合ににより蛍光が変化するためアクチン重合[image: image34.wmf] 
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過程の良いプローブであるとの報告がある。

5.2.3　NBDハライド

　NBD-FやABD-Fはチオールとよく反応する。アクチン、ミオシン、SRCaATPase等のシステインと反応する。
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5.2.4　ジスルフィド

　ジスルフィドダンシルシステインの様にジスルフィドは交換反応で別のシステインとジスルフィドを形成する。

　この反応は可逆的である。
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5.3　アルデヒドへのラベル

　アルデヒドは反応性に富む官能基で、ラベル化の対象となり得るが、一般に糖類を除き生体分子にはアルデヒドがない。しかしながら、生体分子へアルデヒドを何等かの方法で導入できれば、逆に非常に選択的なラベル化が可能となる。アルデヒド導入反応としては以下のものが知られている。

1） RNA3’  末端や糖類の様なビシナルジオールを過ヨウ素酸処理でジアルデヒドとする。抗体等では、糖化部分は抗原結合部位から離れたところにある場合が多く、この方法でアルデヒドをつくりラベルしても活性が落ちないという利点がある。
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2） 脂肪族アミンをｐ-ニトロフェニルジアゾピルベートと反応し、ジアゾピルビン酸アミドとした後、光でアルデヒドとする。
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3）ガラクトースオキシダーゼで糖タンパクの糖鎖カラクトースをアルデヒドとする。

　アルデヒドのラベル化剤としてはアミンとヒドラジンが知られている。反応性はアミンの方が高いが、生成物はシッフベースであり、不安定であるのに対し、ヒドラジンではヒドラゾンを形成し、比較的安定である。そこでヒドラジンの方がラベル基として専ら使用される。

5.3.1　ヒドラジン誘導体

　アルデヒドと反応して容易にヒドラゾンを形成する。ケトンとのヒドラゾンの方が安定。RNAやイムノグロブリンのシアル酸、糖蛋白等に用いられる。フルオレセインチオセミカルバジドやダンシルヒドラジドが一般的。フルオレセインにスペーサーを介してヒドラジドを導入すると蛍光が更に増大するとの報告もある。
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