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１．序論
タンパク質の液 - 液相分離（LLPS）と凝集

液 - 液相分離（LLPS）は、タンパク質などの生体高
分子の均一溶液が濃度の異なる二相以上の液相に分離
する現象である 1-3。LLPS は温度や塩濃度などが特定
の条件になると起こり、緩衝液中や細胞内で高濃度の
タンパク質や核酸を含む「液滴」が形成される（図 1 中
央）。液滴の外部はこれらの分子をほとんど含まない希
薄溶液となる。LLPS は明確な二次構造を形成しないア
ミノ酸配列（天然変性領域）を持つ天然変性タンパク
質に多く見られる。真核生物では3割を超えるタンパク
質が天然変性タンパク質であると言われており、LLPS

が生体内における普遍的な現象の一つであることが想
像される。

LLPS によって形成された液滴は、様々な生理機能を
発現する。核小体などといった膜のない細胞小器官は、
LLPS によって形成された液滴であると捉えられてい
る。またある種のタンパク質は細胞が置かれている環
境・ストレスに応答して液滴を形成することで、シグナ
ル分子や酵素を液滴内に格納し、特定の細胞内反応を
停止あるいは促進することができる。例えば細胞に酸
化ストレスや浸透圧ストレスがかかると、ストレス顆
粒と呼ばれる液滴が形成される 4。内部には液滴を形成
するための足場となる天然変性タンパク質に加え、そ

液-液相分離したタンパク質のダイナミクスを可視化する顕微分光学的手法
田原進也

東北大学大学院 薬学研究科
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ABSTRACT
This review describes microscopy techniques for analyzing liquid-liquid phase separation (LLPS) of proteins. LLPS 

is a phenomenon in which a homogeneous solution of biomacromolecules separates into two or more distinct liquid 
phases and causes the formation of liquid droplets containing the solutes at a high concentration. The droplet formation 
usually promotes the pathological aggregation of the proteins inside, which is recently considered responsible for 
neurodegenerative diseases including Parkinson’s disease and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Recent experimental 
approaches using microscopy techniques have been revealing the molecular mechanism of LLPS and the following 
aggregation, essential for the development of therapeutics for these diseases. This review presents the basic knowledge of 
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), Raman microscopy, and autofluorescence microscopy, all of which 
provide unique information on the protein dynamics inside the droplets, and how these methods have been contributing 
to the progress in the LLPS study.

Key words: 液 - 液相分離、タンパク質凝集、神経変性疾患、顕微分光法

図 1. タンパク質の液 - 液相分離（LLPS）と凝集の模式図およびタンパク質溶液、液滴、凝集体の明視野画像（スケールバーは 10 
μm）。中央の明視野画像に見られる直径 1-5 μm の円形の構造体が液滴である。右側の明視野画像に見られる直径数 μm 程度のい
びつな形状の構造体が凝集体である。タンパク質溶液が LLPS を起こすと、液滴を形成する。この過程は可逆的であり、元の均
一溶液の状態に戻ることができる。液滴の状態が長時間続くと、液滴内部のタンパク質が凝集体を形成する。
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の他のタンパク質や RNA が含まれている。ストレス
顆粒に取り込まれたタンパク質は細胞内の分解機構か
ら保護される。また、RNA が顆粒内に取り込まれるこ
とで翻訳が促進または抑制される。以上のように LLPS
は、環境・ストレスに応答した細胞内反応のスイッチ
ング機構を司っている。

LLPS は上記のような重要な生理機能を担うが、神
経変性疾患の原因となることも指摘されている 5。神
経変性疾患は神経細胞が脱落することにより引き起こ
される疾患群である。神経細胞中の環境変化などによ
りタンパク質が本来の構造を失い、自己集合すること
で凝集体が形成される。これらの凝集体が神経細胞に
蓄積すると、神経細胞が機能不全や細胞死を起こし、
疾患の発症に繋がると考えられている。LLPS によっ
て生成した液滴内部には高濃度のタンパク質が存在す
るため、タンパク質の凝集が促進されると考えられる

（図 1）。実際にアルツハイマー病原因タンパク質タウや
パーキンソン病原因タンパク質 α- シヌクレイン、筋萎
縮性側索硬化症（ALS）原因タンパク質 TPD-43, Fused 
in sarcoma（FUS）などが LLPS によって液滴を形成す
ることが明らかになってきた。これらのタンパク質の
液滴内部ではオリゴマー化や凝集が促進される知見が
得られており、LLPS が神経変性疾患を引き起こす引き
金になると考えられている。

液滴内部のタンパク質が時間とともに立体構造を失
うと、タンパク質間に相互作用が生じ、オリゴマーや凝
集体が形成される。したがって液滴内部のタンパク質
は並進運動の変化・立体構造の変化・会合など様々な
ダイナミクスを起こす。このような液滴内部のタンパ
ク質のダイナミクスを理解することは、神経変性疾患
の早期発見や治療法・薬剤の開発への手がかりとなる。
しかし従来の生化学的手法による研究だけでは現象論
的な議論にとどまることが多く、分子レベルの情報は
ほとんど得られていない。近年、様々な顕微鏡を用いた
研究によって液滴内部の分子を観測する試みがなされ
ており、どのようなダイナミクスで凝集体を形成する
のかが明らかになりつつある。本稿では LLPS により生
成した液滴内のタンパク質の散逸・並進・構造ダイナ
ミクス等を調べるための代表的な顕微分光学的手法に
ついて解説する。また、これらの手法によって明らか
になった各種神経変性疾患関連タンパク質の液滴の物
理化学的性質と凝集ダイナミクスについて議論する。

２．LLPS により生成した液滴内のタンパク質ダイ
ナミクスの観測手法
蛍光褪色後回復法（FRAP 法）

LLPS の研究では、蛍光標識を用いた手法が多く利用
されている。これらの手法では、タンパク質の主鎖末
端またはアミノ酸側鎖に蛍光色素を化学的に結合させ
る。あるいは蛍光タンパク質などとの融合タンパク質
を利用する。蛍光標識したタンパク質の溶液が LLPS を
起こすと、液滴から強い蛍光が観測される。この蛍光
を観測することにより、液滴内部にタンパク質が高濃
度で存在することを確認できる。

蛍光褪色後回復法（FRAP 法）は、この蛍光を応用
し、液滴内の分子の流動性を解析する手法である。前
述のとおり、神経変性疾患原因タンパク質が LLPS に
よって液滴を形成すると、徐々に固体である凝集体へ
と相転移を起こす。FRAP 法はこのような液滴内のタン
パク質の相状態（液体・ゲル・固体）の変化に伴う流
動性の変化を追跡するために広く用いられている。

FRAP 法では蛍光標識したタンパク質の液滴を調製
する。液滴内部の 1 点にレーザー光を照射すると、そ
の点の色素が褪色する。褪色した箇所の蛍光強度は、
液滴内部のタンパク質の並進拡散によって徐々に回復
し、回復時間は液滴内部の流動性によって変化する。液
滴内の流動性が保持されている場合、褪色部位の蛍光
強度が速やかに回復する。一方で液滴内においてタン
パク質がゲル化や凝集体形成を起こすと、タンパク質
の並進拡散が遅くなり、蛍光の回復時間が長くなる。し
たがって蛍光の回復時間を測定することにより、タン
パク質がモノマーやオリゴマーなどの液体状態である
か、ゲルや凝集体を形成しているかといった情報が得
られる。

Combs らは FRAP 法を用い、アルツハイマー病原
因タンパク質であるタウタンパク質の LLPS を研究し
た 6。タウタンパク質と緑色蛍光タンパク質（GFP）の融
合タンパク質を精製し、細胞内における生体分子の混
み合った環境を模倣する高分子ポリエチレングリコー
ル（PEG）を加えたところ、液滴が形成された。GFP
の蛍光強度から液滴内部には数百 μM のタンパク質が
濃縮されていることが示された。LLPS 直後には円形の
液滴が形成されていたが、24 時間経過すると、円形か
ら大きくひずんだ構造体へと変化した。液滴内部の流
動性を評価するため、GFP を用いた FRAP 測定が行わ
れた。その結果、LLPS 直後は液滴が速やかな蛍光強度

図 2. （A）タンパク質液滴の蛍光褪色後回復法（FRAP 法）の概念図および（B）得られる実験結果の例。蛍光標識したタンパク
質を含む液滴を調製し、その一部分に強いレーザー光を照射することで、局所的に褪色を誘起する。その後、褪色箇所の蛍光強
度の時間変化を観測する。液滴内分子の流動性が高いほど、速い回復が見られる。
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の回復を示したのに対し、インキュベートとともに回
復が遅くなった。このことは、液滴内部のタウタンパ
ク質の流動性が低下していることを意味しており、ゲ
ルや凝集体が形成されていることが示唆された。病原
性のコンフォメーションに特異的な抗体を利用し、液
滴内部には病原性の構造を持つタウタンパク質が時間
とともに増加したことが示された。さらに彼らは強い
病原性を持つ P301L 変異体やリン酸化修飾を受けたタ
ウタンパク質が液滴内部の流動性を低下させることを
示した。以上の結果から、彼らは FRAP 法を用いてタ
ウタンパク質の液滴内部の流動性と病原性の相関を示
し、タウタンパク質が液滴内部でコンフォメーション
変化を起こし、病原性を獲得するまでのダイナミクス
を可視化した。Alberti らは FRAP 法を細胞内のストレ
ス顆粒の解析に応用した。ストレス顆粒が ALS の原因
になることが知られているが、その機構は不明であっ
た。彼らはストレス顆粒内部の構成タンパク質に注目
した 7。顆粒を形成する主成分は G3BP1 と呼ばれるタ
ンパク質であるが、その中に天然状態の構造を失った
Fused in sarcoma （FUS）や Cu/Zn- スーパーオキシドジ
スムターゼ（SOD1）などといった ALS 原因タンパク
質が含まれていることを明らかにした。これら ALS 原
因タンパク質の病原性変異体を細胞に発現させたとこ
ろ、さらに効率よくストレス顆粒内部に取り込まれる
ことを明らかにした。液滴内部に取り込まれた SOD1
の流動性を調べるため、FRAP 法が用いられた。ストレ
ス顆粒内部の SOD1 の並進運動が徐々に遅くなること
が示され、顆粒が徐々に凝集体へと変化したことが示
された。ストレス顆粒が SOD1 などの ALS 原因タンパ
ク質をリクルートし、凝集体などといった異常状態に
導くことで、疾患を引き起こすことが提案された。

以上のように FRAP 法は、液滴から凝集体への相転
移や液滴内のタンパク質の動きを解析するのに極めて
有効な手法である。蛍光標識を用いた測定法の長所は
その高い感度であり、タンパク質の局在を明瞭に可視
化できる。一方で、蛍光標識がタンパク質の物性に影
響することが短所として挙げられる。LLPS によって生
成した液滴は非常に弱い分子間相互作用によって形成
されており、蛍光色素や蛍光タンパク質の付加がこれ
らの相互作用に影響を与え、液滴の物性を変化させて
しまう可能性がある。実際に蛍光タンパク質を付加す
ることにより、液滴の形成されやすさや液滴内部のタ
ンパク質の凝集しやすさが変化することが報告されて

いる 8。
ラマン顕微鏡

ラマン分光法は、分子構造解析手法の一つである。分
子に光を照射すると、照射光に対して分子振動のエネ
ルギー分だけ長波長シフトしたラマン散乱光が発生す
る。ラマン散乱光のスペクトル（ラマンスペクトル）を
解析することで、分子振動の振動数の情報が得られる
ため、分子構造を推定することができる。また、散乱光
強度は濃度と相関することから、試料に含まれる分子
の濃度定量に用いることもできる。ラマン分光測定を
顕微鏡下で行うラマン顕微鏡は、生細胞イメージング
などにも応用されており、細胞内の各部位における構
成成分や分子構造の詳細が明らかにされてきた。細胞
のイメージングでは従来、蛍光顕微鏡が広く用いられ
ており、観測対象となる分子の蛍光標識が必須であっ
た。一方でラマン顕微鏡では各座標におけるターゲッ
ト分子のラマンバンドの強度を測定する。これを座標
についてプロットすることで、ラベルフリーで生体分
子の分布イメージが得られる。また、ラマンスペクト
ルには観測位置に存在するあらゆる分子のバンドが観
測されるため、異種分子（タンパク、核酸など）の同
時イメージングも可能である。タンパク質の液滴を測
定する場合は、ディ ッシュ内に液滴の懸濁液または液
滴を形成した細胞を調製し、顕微鏡下で液滴の内部に
励起光を照射する ( 図 3A)。ラマン散乱光を同じ対物レ
ンズで集め、スペクトルを測定する。実際に得られる
ラマンスペクトルの例を図 3B に示した。液滴内部のタ
ンパク質の主鎖・側鎖に由来するラマンバンドのほか、
水に由来するバンドも観測される。

近年、ラマン顕微鏡が単一液滴中のタンパク質や核
酸の観測に応用されている。Nakabayashi らは神経変
性疾患の一つであるマシャド - ジョセフ病の原因タン
パク質 ataxin-3 の液滴をラマン顕微鏡を用いて研究し
た 9。彼らは ataxin-3 が夾雑環境下で LLPS を起こし、
液滴を形成することを明らかにした。この液滴内部の
ラマンスペクトルを測定したところ、タンパク質に特
徴的なスペクトルが得られ、水の O-H 伸縮振動バンド
に加えタンパク質主鎖由来の amide I バンドやフェニ
ルアラニンやチロシンなどといったアミノ酸側鎖のバ
ンドが観測された。一方で液滴の外側には夾雑環境を
再現するために用いた PEG と水のラマンバンドだけ
が観測された。これらの結果から、液滴内部に高濃度
の ataxin-3 が存在することが確認された。さらに彼ら

図 3. （A) 倒立顕微鏡によるラマン顕微測定の概略図。ディ ッシュ内に液滴の懸濁液を調製し、対物レンズにより励起光を液滴内
部に照射する。ラマン散乱光は同じ対物レンズを通り、分光器と CCD に導入され、ラマンスペクトルが得られる。(B) ALS 原因
タンパク質 FUS の部分配列 FUS LC の液滴のラマンスペクトル。励起波長は 532 nm である。500-1900 cm-1, 2500-4000 cm-1 の領
域を示しており、前者は強度を 3 倍したものを示した。Tyr: チロシン、Str.: 伸縮振動。
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はラマン散乱強度を用いて液滴内部の ataxin-3 濃度が
13.6 mM にも達することを示し、液滴内のタンパク質
濃度の高精度定量法を確立した。この方法を応用し、
ALS 原因タンパク質の一つである FUS の天然変性領域
FUS LC や酵母のオートファジー関連タンパク質であ
る Pbp1 の天然変性領域 Pbp1 LC の LLPS がラマン顕
微鏡によって研究された 10-11。pH や塩濃度などが FUS 
LC の LLPS の至適条件から遠ざかると、液滴内部のタ
ンパク質濃度が徐々に低下し、ある一定の値に達する
と液滴が消失することが明らかになった。また、Pbp1 
LC のメチオニン側鎖の酸化が進行すると、FUS LC と
同様に液滴内のタンパク質濃度が低下し、液滴が消失
した。これらの結果から、タンパク質が液滴の内側か
ら外側へと散逸することによって LLPS の抑制が引き
起こされ、濃度がある閾値以下に達すると液滴が解消
すると考えられる。また、ラマンスペクトルの amide I
バンドや amide III バンドが二次構造に鋭敏であること
を利用し、液滴内のタンパク質の構造変化が解析され
た。Lee らは TDP-43 の LLPS 後の線維形成に伴う二次
構造変化を観測した 12。TDP-43 は本来転写やスプライ
シングを司る重要なタンパク質であるが、線維を形成
し、ALS の原因になると考えられている。TDP-43 の C
末端ドメイン（TDP-43CTD）が LLPS を起こすことが知
られている。彼女らは TDP-43CTD の液滴内における構
造ダイナミクスを調べることにより、TDP-43 の LLPS
と凝集の関係性を考察した。TDP-43CTD の液滴内のラ
マンスペクトルの時間変化を測定したところ、二次構
造に鋭敏な amide I バンドの形状が徐々に変化した。特
に β シートに特徴的な振動数領域でピークの先鋭化が

見られたことから、液滴内部で TDP-43 の β シート構造
の割合が増大することを示した。また、amide III バン
ドが低波数シフトしたことからも β シート構造の形成
が支持された。TDP-43 の線維は β シート構造を豊富に
持つことが知られており、ラマン顕微鏡によって液滴
内で線維が形成される過程を可視化することに成功し
たと考えられる。

以上のようにラマン顕微鏡は液滴内タンパク質の散
逸や二次構造変化を解析するための強力なツールにな
る。ラベルフリーの測定であるため、ありのままに近い
状態で液滴を観測することができる。一方でラマンス
ペクトルは分子の構造変化に敏感でない場合も多く、
実際に構造変化を観測できたタンパク質は極めて限ら
れている。また、比較的強いレーザー光を照射する必
要があり、液滴内の生体分子にダメージを与えてしま
うことも少なくない。

自家蛍光寿命顕微鏡
我々は最近、液滴内のタンパク質の構造変化を観測

するため、自家蛍光寿命顕微鏡を LLPS に応用した 13。
タンパク質に 300 nm 以下の光を照射すると、蛍光が観
測される。この蛍光は主に芳香族アミノ酸（トリプト
ファン・チロシン・フェニルアラニン）に由来する。特
にトリプトファンは、周辺の環境に応じて蛍光波長や
蛍光寿命の変化を示すことが知られている。タンパク
質が構造変化を起こすと、Trp 残基の接触残基や周辺環
境が変化する。このため、蛍光波長と蛍光寿命を観測す
ることにより、タンパク質の構造変化を捉えることが
可能となる。本手法はタンパク質が本来持つ Trp 残基を

図 4. （A）自家蛍光寿命顕微鏡。サブナノ秒パルス紫外 LED を励起光源とし、UV 反射型対物レンズで試料を励起する。単一光子
計数カメラを用いて、蛍光強度や蛍光寿命を測定する。（B）インキュベート前後の液滴の明視野画像。スケールバーは 10 μ m。

（C）自家蛍光画像。（D）平均蛍光寿命のインキュベートによる変化。H: 均一溶液。
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用いるため、ラベルフリーな手法である。顕微鏡の構成
は通常の蛍光顕微鏡とほとんど同じであるが、広い波
長範囲の紫外光を観測する必要があるため、対物レン
ズを UV 域強化型の反射型対物レンズにするなどの工
夫が必要であった（図 4A）。単一光子計数カメラを用
いることで、時間相関単一光子計数法（TCSPC）で試
料の各座標における蛍光減衰曲線を同時に取得し、蛍
光寿命を計測した。

我々はこの手法を用い、ataxin-3 の液滴形成後の構造
変化を捉えた。前述のとおり ataxin-3 は LLPS によって
液滴を形成した（図 4B）。液滴を 296 K でインキュベー
トしたところ、48 時間後には ataxin-3 が凝集体を形成
したことが確認された。紫外蛍光寿命イメージング装
置を用いて、ataxin-3 の液滴と凝集体の自家蛍光画像を
取得した（図 4C）。液滴が強い自発蛍光を示したこと
から、前述のラマン顕微鏡の結果と一致し、ataxin-3 が
液滴内部に濃縮されていることが確認された。Ataxin-3
のアミノ酸組成から、観察された自家蛍光は主に Trp 残
基に起因すると考えられる。

LLPS 後の様々なインキュベート時間における液滴
内の自家蛍光減衰曲線を測定し、3 つの指数関数の和
によるフィ ッティング解析から平均蛍光寿命を計算し
た（図 4D）。0 h における液滴内のトリプトファン残基
の平均蛍光寿命は、均一溶液中よりも顕著に長かった。
液滴をインキュベートしたところ、48 時間までの間、
平均蛍光寿命が徐々に増大した。この結果は、Trp 残基
の周辺環境が凝集に伴って変化したことを意味してい
る。Ataxin-3 の Trp 残基周辺には消光作用を示すアミ
ノ酸残基が多数存在する。蛍光寿命の増大は、これら
の Trp 残基とこれらのアミノ酸との距離が増大したこ
とを示唆しており、LLPS およびインキュベートととも
に本来のタンパク質構造が失われたことを意味してい
る。さらに各インキュベート時間における自家蛍光ス
ペクトルを測定したところ、Trp の蛍光波長が時間とと
もに長波長シフトした。Trp 周辺の環境が親水的である
ほど、蛍光のピーク波長が長くなることが知られてい
る。したがって観測されたスペクトルの変化は、液滴
中の ataxin-3 の Trp 残基の周辺環境が徐々に親水的に
なったことを示している。

さらに ataxin-3 の 3 つの Trp 残基 Trp87、Trp120 お
よび Trp130 の周辺環境をそれぞれ解析するため、変異
体の測定を行ったところ、Trp120 および Trp130 の周辺
環境がそれぞれ異なる時間スケールで親水的になるこ
とが明らかになった。天然状態の ataxin-3 では Trp120, 
Trp130 はタンパク質内部に埋もれているが、時間とと
もにタンパク質の立体構造が崩壊し、Trp120, Trp130 が
水に曝露したことを意味する。それぞれの Trp 残基が
互いに異なる時間スケールで蛍光寿命や蛍光波長の変
化を示したことから、LLPS を起こした ataxin-3 は液滴
から凝集体となる過程で多段階的な構造変化を引き起
こすことが示唆された。 

さらに Mukherjee らは Trp 残基の蛍光の異方性を応
用することで、LLPS によるタンパク質のコンフォメー
ション変化を解析した 14。彼らは分子夾雑環境におい
てβラクトグロブリンの液滴を調製したところ、エス
テラーゼ活性のミカエリス定数 Km およびターンオー
バー数 kcat が均一溶液の状態と比較して数倍程度向上

することを発見した。酵素活性が向上した分子メカニ
ズムを明らかにするため、液滴内の β ラクトグロブリ
ンの構造を解析した。液滴を形成した β ラクトグロブ
リンの Trp 残基の蛍光異方性の緩和時間を測定したと
ころ、均一溶液中よりも短かった。このことからβラク
トグロブリンは LLPS を起こすとより柔軟な構造へと
変化することが示唆された。円二色性スペクトルから、
β シート構造が減少し、ランダムコイル構造が増大する
ことが確認された。すなわち LLPS によって β ラクト
グロブリンがランダムコイルに富んだ柔軟なコンフォ
メーションに変わることで、高いエステラーゼ活性を
獲得することが示唆された。

以上のように Trp 残基の蛍光寿命や蛍光波長および
異方性を観測することによりタンパク質構造変化を感
度良く検出できる。また、タンパク質が本来持っている
Trp 残基を利用するため、蛍光標識等が不要なラベルフ
リー測定である。この手法の欠点は、目的タンパク質以
外に紫外光照射によって蛍光を放出する分子が多く含
まれる系への適用が困難な点である。特に細胞内には
自家蛍光を示す分子が多く存在し、それらの信号に Trp
残基由来の信号が埋もれてしまう可能性がある。

３．おわりに
本稿では LLPS によって生成した液滴内部のタンパ

ク質ダイナミクスを調べるための顕微鏡的手法とし
て、FRAP 法、ラマン顕微鏡、自家蛍光顕微鏡について
解説した。LLPS がタンパク質の凝集を促進することが
多くの実験から明らかになっているが、その詳細な分
子メカニズムにせまった研究は非常に少ない。これら
の手法を用いることで、液滴内に出現するタンパク質
の異常構造の検出や同定が可能となり、凝集体形成の
メカニズムについて知見が得られる。それぞれの手法
には一長一短があるものの、それぞれユニークかつ異
なるダイナミクスの情報を与えることから、これらの
手法を併用することでタンパク質の LLPS から凝集ま
でのダイナミクスの全体像を捉えることが可能になる
であろう。
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Introduction
With the advance of technology and the development 

of photobiology research, new light sources have been 
applied, making it possible to treat more effectively, more 
quickly, and more safely. Phototherapy includes PUVA, 
UVA1-LED therapy, broadband UVB, narrowband UVB, 
excimer light, and UVB-LED therapy. In Japan, topical 
PUVA therapy was first introduced in 1976. While it was 
effective for refractory psoriasis and other conditions, 
concerns about carcinogenicity due to the mechanism of 
action of psoralen, which cross-links to DNA, and the 
necessity for shielding after irradiation created challenges 
for broad application in general practice. In 2002, Japan 
developed its first narrowband UVB treatment device, 
followed by the excimer light treatment device in 2008. 
In 2021, the UVA1-LED treatment device was introduced, 
and in 2022, the UVB-LED treatment device was 
launched. The light sources used for phototherapy have 
transitioned from lamps to LEDs.

1. Narrowband UVB
Since the 1970s, research on phototherapy for 

psoriasis has progressed. In 1976, Fischer1) and 
later, in 1981, Parrish2) reported that the effective 
wavelength was around 313 nm. Narrowband refers 
to devices that utilize lamps with a peak wavelength 
of approximately 311-312 nm and a very narrow 
emission spectrum. Because it does not require the 
photosensitizer psoralen, the treatment procedure is 
straightforward and can be administered at doses that 
do not cause erythema, making it easy to handle.

2. Excimer Light
Excimer light utilizes an excimer lamp, which is a 

discharge lamp that emits light generated by excimers 
formed from noble gases or noble gas-halogen 
combinations. The emission spectrum can be set 
according to the discharge gas used. Excimer light uses 
XeCl as the discharge gas, with a peak wavelength of 
308nm. The peak wavelength of excimer light is 3 nm 
shorter than that of narrowband UVB, resulting in a 
shorter treatment time due to a lower minimal erythema 
dose. However this also increases the likelihood of 
erythema reactions. To minimize treatment effect 
reduction while suppressing side effects, a short-
wavelength cut filter, known as an excimer filter, was 
developed3). As a result, the TheraBeam® UV308 can 
safely and effectively irradiate the affected area while 

reducing risks to healthy skin. It has been reported to 
achieve higher treatment efficacy for vitiligo4).

3. UVA1 Therapy
UVA is divided into UVA1 (340-400nm) and UVA2 

(320-340nm), with UVA2 having properties similar to 
UVB, such as inducing erythema. UVA1 penetrates 
deeper into the skin compared to UVB. Therefore, UVA1 
is effective for diseases with dermal pathology, such as 
atopic dermatitis, cutaneous T-cell lymphoma, prurigo, 
and scleroderma5). Discharge lamps were used as light 
sources for UVA1 devices, but with improvements in 
output, LEDs have become applicable. LEDs have 
many advantages, such as wavelength selectivity, long 
life, low power consumption, and mercury-free. With 
enhanced emission efficiency, LEDs have achieved a 
level suitable for use as light sources in phototherapy. 
However, the optimal optical characteristics were 
not yet clear. Therefore, we researched to develop 
more effective UVA1 therapy light sources. The 
results suggested that the most effective wavelength 
for UVA1 phototherapy is 365nm, and the use of a 
short-wavelength cut filter could suppress immediate 
tanning6). Based on these research results, the LED-
based UVA1 treatment device (TheraBeam® UVA1) 
was launched in Japan and can be used as an insured 
treatment. Due to the different treatment mechanisms, 
it is expected to be a next step for patients resistant to 
existing UVB treatments. Significant treatment effects 
have already been reported for refractory palmoplantar 
pustulosis7) and mycosis fungoides8).

4. UVB-LED Therapy
UVB-LED output significantly increases following 

the UVA range, making practical use possible. The 
half-width of the spectral distribution of narrowband 
UVB and excimer light is less than 5 nm, while UVB-
LEDs have a half-width of approximately 15 nm due to 
their design principle. The DNA absorption coefficient 
for ultraviolet light around 300nm varies significantly, 
leading to substantial differences in clinical effects 
with slight wavelength characteristic differences. 
Therefore, research was conducted on the optimal 
optical characteristics. These results confirmed that 
the optimal peak wavelength for using UVB-LEDs 
with a half-width of about 15 nm in ultraviolet therapy 
devices is around 312nm9), and optical processing 
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such as narrowing the spectrum can slide the peak 
wavelength to about 308nm, similar to excimer light.

UVB-LED treatment device (TheraBeam® 
UV308mini LED) was launched as a sustainable 
and environmentally friendly device, achieving an 
approximately 70% reduction in power consumption 
and extending the light source life by about 4-5 times 
compared to conventional devices.

Conclusion
The light sources for phototherapy for skin diseases 

began with lamps, enabling treatments such as PUVA 
therapy and narrowband UVB. Subsequently, they 
evolved into LEDs, allowing for more effective, faster, 
and safer treatments. In the future, further improvements 
in LED efficiency and narrow spectrum are expected to 
expand the range of applicable devices. Additionally, new 
treatment methods such as photodynamic therapy (PDT) 
using visible light and photosensitizers and extracorporeal 
photopheresis (ECP), as well as the development of new 
light sources such as semiconductor lasers (LD: Laser 
Diode), are expected to contribute to solving unmet 
medical needs. (4766/5000)
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リン脂質ポリマーを用いた難水溶性薬物分子の高効率細胞内導入と光を用いた
ラベルフリー濃度定量法の確立

古賀 圭祐　梶本真司　金野智浩　中林 孝和

東北大学大学院薬学研究科

Abstract
Label-free detection of drug molecules is essential for evaluating the uptake, distribution, and metabolism of drug 

molecules introduced into a cell. Fluorescence labeling methods offer high sensitivity; however, they can impair the 
properties of small-molecule drugs, making label-free detection crucial. We have established a protocol utilizing Raman 
imaging that enables the label-free quantification of drug concentrations within a single cell. This review provides an 
overview of methods for introducing poorly water-soluble drugs into cells and detection techniques using Raman imaging.

Key words: Raman imaging, Label-free detection, Drug molecules, Amphiphilic phospholipid polymer

1. はじめに
創薬研究において薬物の作用機序を明らかにするに

は、薬物分子が細胞内のどこに、どのくらいの濃度で
存在し、どのように代謝されるのかを知る必要がある。
生きている細胞内での薬物分子の動態観測では、薬物
分子を蛍光標識し、その蛍光を観測する手法が一般的
に用いられている。蛍光標識法は感度が高いものの、薬
物分子が小さい場合には蛍光標識による影響を無視す
ることができず、薬物分子本来の性質が損なわれる。そ
のために、低分子薬物を検出するにはラベルフリーで
の検出が不可欠である。我々は、細胞内の薬物分子を
ラベルフリーで検出するために、ラマンイメージング
を用いている（図 1）。ラマン散乱はレーザー光を試料
に照射することで得られる非弾性散乱光であり、レー
ザー光とラマン散乱光のエネルギー差は標的分子の分
子振動のエネルギーと一致する。そのため、横軸にエネ
ルギー差、縦軸にラマン散乱強度をプロットすること
で標的分子の振動スペクトルを得ることができる。振
動スペクトルであるために、生細胞内の標的分子の構
造、濃度、分子間相互作用などの情報をラベルフリー
で取得でき、ラマンイメージングは低分子薬物の測定

に有用な手法である。
また、薬物分子を細胞内に導入するには予め水中

に分散させる必要がある。しかし、薬物分子の多く
は水溶性が低く、最近ではリポソームやナノ粒子を
用いた細胞内導入も行われている。本総説ではこれ
らの実用性についても言及するとともに、我々が提
案する両親媒性ポリマー poly[2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine (MPC)-co-n-butyl methacrylate 
(BMA)] (PMB) を用いた難水溶性薬物の可溶化、細胞内
導入からラマン顕微鏡を用いたラベルフリーでの細胞
内分布観測・濃度定量までの一連のプロトコルについ
て紹介する。

2. 難水溶性薬物の可溶化と細胞導入
現在販売されている低分子薬物の多くは難水溶性で

ある (1)。そのため、細胞実験や in vivo で薬物を使用す
るには可溶化剤が必要である。既存の可溶化剤には有
機溶媒、ミセル、リポソームなどがあり、以下にそれ
らについて概説する。細胞実験レベルで最もよく用い
られるのは、DMSO やエタノールなどの有機溶媒であ
る。これらの溶媒は薬物分子を単純拡散により迅速に
細胞内に移行できるものの、有機溶媒自体の細胞毒性
が高いだけではなく、細胞の炎症反応、細胞周期、分
化、アポトーシスなどさまざまな細胞プロセスに影響
を与えることが報告されており、これらの効果により
実験結果を誤って解釈する可能性がある (2)。

界面活性剤は分子構造中に親水基と疎水基を有して
おり臨界ミセル濃度以上でミセルを形成し、内部に疎
水性化合物を取り込むことで可溶化できる。界面活性
剤は大きく低分子界面活性剤と高分子界面活性剤に分
けることができる。代表的な低分子界面活性剤にアニ
オン性のドデシル硫酸ナトリウムや非イオン性のポリ
オキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリソルベートなどが
ある。これらの低分子界面活性剤は細胞膜やタンパク
質を変性させるため細胞毒性が無視できない場合があ
り注意が必要である。低分子界面活性剤の利用例とし
てパクリタキセルの可溶化がある。パクリタキセルは
乳がん、卵巣がん、肺がんの治療のための疎水性抗がん
剤であるが、水溶性が低いため、Cremophor EL（ポリ

Laser

R
am

an
 In

te
ns

ity
 / 

a.
u.

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber / cm-1

CH str
.

OH str.

Ami de Ⅰ 

cyt  
c

CH 2 
bend

cyt  
c

cyt  
c

Phenyl ri
ng breath.

cyt  
c

○細胞内導入薬剤の動態解析

入射光

ラマン散乱

ラマン顕微鏡により細胞内の薬剤分子をラベルフリーでイメージングできる

R
am

an
 In

te
ns

ity
 / 

a.
u.

Wavenumber / cm-1

細胞のラマンスペクトル

細胞のラマンイメージング

C-H str. image cyt c image

ラマン顕微鏡による細胞内導入分子の解析(a)

(b) (c) (d)

Rayleigh Scattering

R
am

an
 In

te
ns

ity
 / 

a.
u.

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber / cm

-1

CH str.

OH str.

Ami de Ⅰ 

cyt  
c

CH 2 bend

cyt  
c

cyt  
c

Phenyl ri
ng breath.

cyt  
c

○細胞内導入薬剤の動態解析

入射光

ラマン散乱

ラマン顕微鏡により細胞内の薬剤分子をラベルフリーでイメージングできる

R
am

an
 In

te
ns

ity
 / 

a.
u.

Wavenumber / cm-1

細胞のラマンスペクトル

細胞のラマンイメージング

C-H str. image cyt c image

ラマン顕微鏡による細胞内導入分子の解析

.

図 1. (a) ラマンイメージングの概略図。細胞にレーザーを照射
することで細胞内分子の分子振動に対応するラマン散乱光を
検出する。(b) 細胞のラマンスペクトルの例。(c,d) ラマン強度
をプロットして作成したラマンイメージング。(c) C-H 伸縮振
動（C-H str.）バンド、(d) シトクロム（cyt.）のラマンバンド
のイメージング。
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オキシエチレン硬化ヒマシ油）と脱水エタノールの 1：
1 混合物に溶解させる。しかし、Cremophor EL の過敏
症、神経毒性、神経障害などさまざまな副作用が報告
されている (3)。

一方、疎水性ブロックと親水性ブロックからなる両
親媒性ブロックポリマーによって形成される高分子界
面活性剤の高分子ミセルは、高い安定性と良好な生体
適合性を有しており、さまざまな難水溶性化合物を可
溶化することが可能である (4)。リン脂質二重層からな
るリポソームは二重層の間の疎水性部位に疎水性化合
物を取り込むことで可溶化できる。高分子ミセルやリ
ポソームはサイズが数十～数百 nm のナノ粒子であり、
これらのナノ粒子は通常、単純拡散では細胞内に入る
ことができず、多くがエンドサイトーシスにより取り
込まれる (5)。エンドサイトーシスにより取り込まれたナ
ノ粒子はエンドソーム小胞によりリソソームまで輸送
され、加水分解を受ける。粒子に内包された薬物分子が
エンドソーム内の低 pH 環境や加水分解により分解さ
れる場合は、エンドソームからの脱出機構を組み込む
必要がある (6)。ナノ粒子を利用した細胞内導入の例とし
て、all-trans-retinoic acid (ATRA) を例にあげる。ビタ
ミン A 誘導体の ATRA は急性前骨髄球性白血病（APL）
の治療薬として使用され、他にも様々ながん細胞に対
する効果が確認されている (7, 8)。ATRA は水溶性が極め
て低いため、細胞に取り込ませるための研究が行われ
ている。Zhang らは ATRA とドキソルビシンを送達す
るために pH 応答性のヒドラゾン結合を介して ATRA
前駆体のレチナールとデキストランを結合させること
で高分子ミセルを形成させ、内部にドキソルビシン封
入したコンジュゲートを作成した (9)。コンジュゲートが
エンドサイトーシスにより取り込まれると、リソソー
ム内の低 pH によりヒドラゾン結合が切断され、レチ
ナールとドキソルビシンが放出される。放出されたレ
チナールは ATRA に変換される。導入された ATRA と
ドキソルビシンが核へ移行することで、がん細胞のア
ポトーシスとレチノイン酸受容体依存的な細胞老化を
引き起こすことが報告されている。

3. �細胞膜透過性リン脂質ポリマーによる薬物分子
の細胞導入

Ishihara らは安定性と生体適合性を併せ持つ生体材
料として細胞膜の表面構造に着目し、側鎖にリン脂
質極性基を有するモノマー（2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine (MPC)）を合成した (10)。MPC は通
常のラジカル重合反応により他のビニルモノマーと容
易に共重合させることができ、目的に応じて高分子の
機能を変化させることができる。Konno らは、親水性
モノマーの MPC と疎水性モノマーの BMA をランダム
共重合した水溶性ポリマーの PMB（図 2）が、難水溶

性抗がん剤のパクリタキセルを可溶化できることを報
告した (11)。PMB はその両親媒性特性により水中で多分
子会合体を形成し、内部に疎水性分子を取り込むこと
で安定に可溶化できる。PMB 会合体の直径は約 20 nm
であり、その内部の疎水性領域の極性はエタノールと
同程度であるためエタノールに可溶な疎水性化合物を
高濃度で可溶化できる。In vitro および in vivo において
PMB は無視できるほど細胞毒性が小さく、PMB に可
溶化したパクリタキセルは従来の Cremophor EL に可
溶化したときと同様の活性を有していた (12)。パクリタ
キセルの他にもシクロスポリン A やベルテポルフィン
などの薬剤分子も同様に可溶化でき、活性も有してい
ることが報告されている (13, 14)。

PMB の性質として可溶化特性の他に細胞膜透過性が
Goda らにより報告された (15)。蛍光標識した PMB は
300 秒程度で完全に細胞内に導入され、4℃や ATP 枯
渇といったエンドサイトーシスが阻害される条件にお
いても、常温とあまり変わらない速度で細胞内への取
り込みが生じた。この結果は、PMB がエネルギー非依
存的な経路で細胞内へ移行できることを示している。
PMB は細胞内の特定の領域に局在することはなく、標
識した蛍光分子の性質に依存した局在を示す。ローダ
ミン B および Hoechst33258 で標識した PMB はそれぞ
れミトコンドリアおよび核へ局在し、FITC で標識する
と FITC は細胞小器官特異的に局在しないため PMB は
細胞全体に分布する。さらに、PMB 導入後、細胞外培
地を PMB 不含の緩衝液へ交換し、細胞外から PMB を
除くと、細胞内の PMB は細胞外へ漏出する。通常、ナ
ノスケールの水溶性高分子はエンドサイトーシス経路
により細胞内に取り込まれるが、PMB はエネルギー非
依存的な分子拡散により細胞膜を濃度勾配のみによっ
て双方向に透過し得ることがわかる。PMB の細胞膜透
過性の詳しい機構は不明であるが、BMA を持たない
MPC のホモポリマーは細胞膜透過性を示さないことか
ら、疎水性の BMA ユニットが大きな役割を果たしてい
ると考えられる。

この分子拡散による細胞膜透過性により、PMB は
薬剤分子を水中に分散させるだけではなく、可溶化し
た低分子化合物の細胞内への効率的な導入を行うこと
ができる。低分子化合物のみならず、PMB の非侵襲
的な細胞膜移行性を利用して核酸やペプチドなどを細
胞内に送達する研究も行われている。Lin らは HeLa
細胞内で mRNA をリアルタイムで可視化するために
モレキュラービーコン（MB）と poly(MPC-co-BMA-
co-N-succinimidyloxycarbonyl tetra (ethylene glycol) 
methacrylate) (PMBS) とのコンジュゲート（PMBS-
MB）を調製した (16)。PMBS-MBは細胞内に浸透でき、従
来の MB と比較してタンパク質による非特異的分解を
抑制し、特定の mRNA と MB を結合させることができ
た。PMB は低分子化合物のみならず分子量の大きい生
体分子でも細胞内に送達できる可能性を有している。

4. �ラマン顕微鏡による細胞内導入薬物分子のラ
ベルフリー検出
ラマン顕微鏡による細胞内導入分子のイメージング

測定は、蛍光顕微鏡と相補的になるラベルフリー観測図 2. PMB の構造式 (25)。
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手法として、近年急速に開発・普及されている。ラマン
顕微鏡は基本的な光学系は共焦点蛍光顕微鏡と同じで
あり、蛍光と同じように使用できる（図１）。共焦点蛍
光顕微鏡と異なる点は、スペクトル測定のためにラマ
ン散乱光は光学フィルターではなく分光器によってス
ペクトル分解され検出器に導入されること、微弱光で
あるために高感度な検出器が用いられることである。
Aljakouch らはラマン顕微鏡を用いてチロシンキナー
ゼ阻害剤であるネラチニブの細胞内分布を測定し、代
謝過程に関連するラマンスペクトルの変化を詳細に検
討した (17)。ネラチニブは EGFR および HER2 受容体に
結合し、受容体とともに細胞内に取り込まれリソソー
ムに局在、その後に代謝を受けることをラベルフリー
で示すことができた。さらに、ネラチニブを導入した細
胞の LC-MS 測定の結果と密度汎関数法による振動数
計算の結果から、代謝物の化学構造を予測することが
できた。また、Li らはアクチノマイシン D の細胞取り
込みと細胞内分布および取り込みに対する細胞応答を
ラマンイメージングにより観測した (18)。532 nm の励起
光によるアクチノマイシン D の自家蛍光から薬剤の細
胞導入と局在を可視化することができ、薬剤が導入さ
れた細胞では薬剤濃度依存的、時間依存的にシトクロ
ム c のラマン強度が減少することを用いて、薬剤の取り
込みと細胞毒性を同時に評価した。アクチノマイシンD
と核内の DNA の結合に由来するラマンバンドの検出
にも成功している。我々のグループではプロドラッグ
であるコレステロール結合 SN-38 のナノ粒子を細胞内
に導入し、自家蛍光イメージングとラマンイメージン
グからナノ粒子の代謝過程をラベルフリーで観測する
ことに成功した (19)。ナノ粒子として存在するコレステ
ロール結合 SN-38 と代謝生成した SN-38 の自家蛍光ス
ペクトルのピーク位置が異なることを用いて、細胞質
に導入されたナノ粒子から SN-38 への代謝を観測し、
ナノ粒子と代謝生成物の SN-38 が共局在していること
を示した。ラマンイメージングから自家蛍光がナノ粒
子または SN-38 由来であることを確認し、SN-38 の薬
理作用によるミトコンドリアから細胞質へのシトクロ
ム c の放出をも観測することができた。

5. �細胞外の水を利用した細胞内薬物分子の濃度
定量
上記のように、ラマン顕微鏡は創薬研究において重

要なツールになりつつある一方で、ラマン散乱強度は
非常に弱く、またラマン顕微鏡による薬剤の分析は、
内部標準の無い絶対強度に基づいているため、ラマン
強度には必ずしも定量性があるわけではない。そこで
我々は、ラマン顕微鏡を用いて細胞内にある分子の濃
度定量を行うために、細胞外の水（培地）のラマンバ
ンドを内部標準として用いる方法を提案している。ラ
マンイメージング測定において同時に観測される細胞
外の水の濃度は極めて高く、水中成分がある程度変化
しても濃度変化は無視できるほど小さく、水のラマン
強度に変化はない。この性質を利用して、細胞外の水
のラマンバンドを内部標準として細胞内分子のラマン
強度に定量性を与えることができる。初めに緩衝液中
の液 - 液相分離（LLPS）によって形成されたタンパク

質の液滴を用いて、液滴中のタンパク質の濃度定量を
行った (20–23)。予め様々な濃度のタンパク質水溶液を用
意し、水の O-H 伸縮振動バンド強度に対するタンパク
質のラマン強度の濃度検量線を作成した。次に、液滴
内のタンパク質のラマンバンドを液滴外の水の O-H 伸
縮振動バンドで規格化し、検量線にあてはめることで
タンパク質濃度を算出することができた。この方法を
細胞にも適用し、細胞外の水の O-H 伸縮振動バンドを
強度標準とすることで、細胞内の核酸濃度を定量する
ことにも成功した (24)。

この水のラマンバンドを用いたラベルフリー単一生
細胞濃度定量法を細胞内の薬剤分子に適用した。この
総説では、ATRA と β- カロテンを PMB によって細胞内
に効率的に導入し、生細胞内での濃度分布をその場で
明らかにした結果を紹介する (25)。これらの薬剤分子は
水にほとんど溶解しないが、PMB により可溶化し高効
率に細胞内に導入することができる。ATRA と β- カロ
テンの吸収波長に近い532 nmの波長の励起レーザー光
を用いることで、前期共鳴ラマン効果により 1~100 μM
といった低濃度でも溶液中のラマンスペクトルを検出
することができる (26)。

PMB により可溶化した ATRA を 100 μM で HeLa 細
胞の培地に添加し、ラマンイメージングを取得したと
ころ、細胞質において 1580 cm-1 に ATRA に由来する
C=C 伸縮振動バンドの強度上昇が見られた（図 3）。こ
の C=C 伸縮振動バンド（1548-1588 cm-1）の強度をプ
ロットしたラマンイメージでは、強度が高い領域が、
脂肪滴を可視化した C-H 伸縮振動バンドのイメージ

（2828-2972 cm-1）とミトコンドリアに対応するシトク
ロム（731-758 cm-1）のラマン強度イメージの強度が
高い領域と一致していた（図 3a-c）。実際に脂肪滴と
ミトコンドリアのラマンスペクトルにおいて、C=C 伸
縮振動バンドのラマン強度が培地のラマン強度と比較
して高いことがわかる（図 3d,e）。これらの結果から、
ATRA は脂肪滴とミトコンドリアに局在することがわ
かった。

次に、HeLa 細胞に ATRA を添加し、30 分後に培地
を ATRA 不含の緩衝液に交換した。PMB は顕著な細胞
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図 3. (a-c) PMB で可溶化した ATRA を導入した HeLa 細胞の
洗浄前のラマンイメージ。(a) ATRA に対応する C=C 伸縮振動
バンド（1548-1588 cm-1）のイメージング。(b) C-H 伸縮振動
バンド (2828-2972 cm-1) のイメージング。白い点が脂肪滴に対
応する。(c) ミトコンドリアの分布に対応するシトクロムのラ
マンバンド（731-758 cm-1）のイメージング。(d,e) ATRA を導
入した HeLa 細胞の脂肪滴（d）とミトコンドリア（e）のラマ
ンスペクトル。洗浄前（黒）と洗浄後（赤）の比較 (25)。
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膜透過性により濃度勾配にしたがって、細胞内外を自
由に行き来できる。細胞外培地を洗浄して、ATRA を
培地から除去すると細胞内の C=C 伸縮振動バンドが減
少した。脂肪滴では C=C 伸縮振動バンドがほぼ消失し
たのに対し、ミトコンドリアでは減少したのみで消失
しなかった（図 3d,e）。この結果は、ATRA はミトコン
ドリアと強く相互作用するために、洗浄後も細胞内に
残ることを示している。一方、ATRA と脂肪滴との相
互作用は弱く、脂肪滴には濃縮したものの、洗浄によ
り PMB とともに細胞外へ漏出した。

同様の実験を β- カロテンでも行った（図 4）。β- カロ
テンを PMB で可溶化し HeLa 細胞に添加したところ、
ATRA とは異なり細胞内外で β- カロテンのラマンバン

ド（1006, 1154, 1518 cm-1）強度に顕著な変化はなく、
強度がほぼ一様な画像が得られた（図 4a,c,e）。この結
果は、β- カロテンは PMB とともに細胞内に導入され
たが、細胞内には濃縮しないことを示している。さら
に、培地を β- カロテンおよび PMB が不含の緩衝液に
交換を行うと、細胞内では β- カロテンのラマンバンド
は観測されなくなった（図 4b,d,f）。培地中の β- カロテ
ンと PMB が無くなったことで、濃度勾配に従って β-
カロテンが細胞内から細胞外へ移動したことを示して
いる。これらのラマンイメージングの結果から、ATRA
はミトコンドリアと選択的に強く相互作用することで
洗浄後もミトコンドリアに局在するが、β- カロテンは
どの細胞内小器官とも相互作用しないため細胞内に濃
縮せず、洗浄により細胞外へ漏出したと言える。ラベ
ルフリー測定のため、薬剤本来の性質を反映した結果
である。ラマンイメージングを用いることで、薬剤分
子の本来の特性を反映した結果を顕微鏡下で単一生細
胞を観測しながら得ることができる。

さらに、ATRAを導入した細胞のラマンイメージング
から細胞外の水を強度標準として細胞内の ATRA 濃度
を定量した。PMB を使ってさまざまな濃度の ATRA 水
溶液を調製し、ラマンスペクトルを取得した（図 5a）。
水の O-H 伸縮振動バンドに対する ATRA の C=C 伸縮
振動バンドのラマン強度を算出し、ATRA濃度に対して
プロットすることで検量線を作成した（図 5b）。ATRA
にも O-H 結合があるが、ATRA の濃度に比べて水の濃
度ははるかに高いため、検量線への影響は無視できる。
また、PMB は O-H 結合が無いために、水の O-H 伸縮
振動バンドへの影響は無い。ATRA を導入した HeLa 細
胞の洗浄後のラマンイメージから、細胞外の O-H 伸縮
振動バンド強度に対する細胞内の ATRA の C=C 伸縮振
動バンドの強度を1ピクセルごとに算出した。次に得ら
れた各ピクセルの相対強度を検量線にあてはめ、細胞
内の ATRA 濃度を求めることで ATRA の濃度イメージ
を作成することができた（図 6a）。ATRA 濃度は細胞内
の位置によって異なり、細胞質では 50 ～ 200 μ M で
あることがわかった。また、ATRA の濃度分布はミトコ
ンドリアに対応するシトクロムのラマン強度分布と一
致しており、ミトコンドリアにて ATRA が 150~200 μ
M も濃縮していることがわかった。以上のように、ラ
マンイメージングにより細胞内の薬剤分子の濃度分布
を顕微鏡下で光をあてるのみで定量的に得ることがで
きる。
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図 4. (a,b) PMB で可溶化した β- カロテンを導入した HeLa 細
胞のラマンスペクトル。(a) 洗浄前のラマンスペクトル。(b) 洗
浄前後の細胞質のラマンスペクトル。(c-h) PMB で可溶化した
β- カロテンを導入した HeLa 細胞のラマンイメージ。(c,d) β-
カロテンの C-C 伸縮振動ラマンバンド（1174-1138 cm-1）、(e,f) 
シトクロムのラマンバンド（731-758 cm-1）のイメージング。
(c,e) 洗浄前、(d,f) 洗浄後 (25)。

図5. (a) PMBで可溶化したATRA水溶液のラマンスペクトル。
(b)ATRA の検量線。 ATRA 濃度と O-H 伸縮振動バンド（3025-
3929 cm-1）に対する C=C 伸縮振動バンド（1548-1588 cm-1）
の強度との関係をプロットした (25)。
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6. おわりに
本総説では、ラマンイメージングを用いて細胞内に

導入した薬剤分子の定量濃度イメージをラベルフリー
で得る方法について説明した。光をあてるのみでその
場定量を行なうことができ、イメージング測定で同時
に得られる細胞外の水のラマンバンドを内部標準とす
ることが定量測定の肝要となる。また、難水溶性薬剤の
可溶化および細胞導入について、従来の方法から我々
が用いている膜透過性リン脂質ポリマーを使った方法
について概説した。今回紹介した ATRA と β- カロテ
ンは共鳴ラマン効果によりラマン強度が増強されてい
る。共鳴ラマン効果の条件では無い場合には、細胞内
に高濃度で導入する必要があり、優れた可溶化能と細
胞膜透過性を持つ PMB は導入キャリアとして有用で
ある。本総説ではラベルフリー濃度イメージングを紹
介したが、ラベルフリー測定が今後の生命現象の解析
に重要になることは間違いない。ラベルフリーで細胞
内分子の情報が得られるラマンイメージングが、生命
科学研究における新たな可能性を開いてくれることを
確信している。
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ABSTRACT
Activatable glycosidase-reactive fluorescence probes with a glycopyranoside structure are effective analytical tools 

for the evaluation of various glycosidase activities. However, the chemical synthesis of their substrate moieties is usually 
challenging due to the need for complicated protection and deprotection steps. As an alternative, enzymatic synthesis offers 
a more facile approach, and the expansion and functional evaluation of available enzymes are essential. Here, we focused 
on the β-glucosidase Td2F2 from a compost microbial metagenome, which catalyzes transglycosylation, and evaluated 
its characteristic and applicability in enzymatic synthesis of fluorescence probes with oligosaccharide substrate moieties. 
As results, we successfully incorporated a second sugar unit into various 4-methylumbelliferyl glycopyranosides with 
monosaccharide moiety using Td2F2. Our results suggested that Td2F2 has potential for the applications in enzymatic 
synthesis of glycopyranoside-based fluorescence probes with oligosaccharide substrate moieties.

INTRODUCTION
Activatable glycosidase-reactive fluorescence probes 

with glycopyranoside structure are effective analytical 
tools for understanding glycobiology and for applications 
to medical fields.(1-3) For example, 4-methylumbelliferyl 
glycopyranosides are widely used fluorescence probes for 
the detection of glycosidase activity.(4-6) Specifically, 
when the hydroxyl group of 4-methylumbelliferone 
(4MU) was masked with substrate sugar, the blue 
fluorescence quenches, but it becomes fluorescent upon 
the cleavage of the substrate sugar in the presence of the 
target glycosidase. (5, 7, 8) These probes are commonly 
used to evaluate glycosidase activity in vitro. Chemical 
probes, including 4MU glycopyranosides, possessing 
oligosaccharides as substrate moieties are also reported 
as effective tools to evaluate various glycosidase 
activities.(9-13) However, the chemical synthesis of 
oligosaccharide substrate moieties usually requires 
tedious protection, deprotection and purification steps.
(14, 15) In contrast, enzymatic glycosylation provides 
perfect control of the anomeric configurations and high 
regio-selectivity without the need for protecting groups 
and other complicated manipulations.(16-18) So far, 
enzymatic synthesis of several 4MU glycopyranosides 

using glycosyltransferases and glycosynthase have 
been reported.(7, 10) To synthesize fluorescence probes 
with various oligosaccharide substrate moieties, further 
expansion and functional evaluation of available enzymes 
for enzymatic synthesis are required.

Glycosidases are enzymes that hydrolyze glycosidic 
linkages with net retain or inversion of stereochemistry.
(19, 20) It is known that many retaining glycosidase 
catalyze both a thermodynamically controlled hydrolysis 
and a kinetically controlled transglycosylation (Figure 
1).(16, 21) The enzyme active site of retaining glycosidases 
contains two key catalytic residues such as glutamic acid 
or aspartic acid. The one side chain acts as a nucleophile, 
and the other side chain is responsible for general acid/base 
catalysis in a double-displacement mechanism. In the case 
of hydrolysis, a covalent glycosyl-enzyme intermediate is 
formed at first, and then hydrolyzed with general acid/base 
catalytic assistance. On the other hand, transglycosylation 
reaction can be achieved by intercepting the reactive 
glycosyl-enzyme intermediate with an added acceptor 
sugar instead of a nucleophilic water molecule.

The β-glycosidase Td2F2 encoded by the td2f2 gene 
was isolated from a compost microbial metagenomics 
library.(22, 23) Td2F2 was identified as a member of the 
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glycoside hydrolase family 1 (GH 1), and was classified 
as a retaining β-glycosidase catalyzing hydrolysis 
at the nonreducing end and in an exo manner. As an 
important characteristic of Td2F2, this glycosidase 
significantly catalyzes transglycosylation with no 
inhibition by high acceptor concentration, in addition to 
hydrolysis by a double-displacement mechanism. This 
strong transglycosylation activity is activated by using 
p-nitrophenyl (pNP) β-glycopyranoside as a donor and 
D-glucose or D-galactose as an acceptor, leading to the 
formation of β-glycosidic bond.(22) However, little is 
known about their acceptor preferences, as well as their 
potential applications for enzymatic synthesis.

In this study, we aimed to evaluate characteristics and 
preferences of the transglycosylation activity of Td2F2 
and demonstrate its utility in the enzymatic incorporation 
of oligosaccharide substrate moieties into 4MU 
glycopyranoside-based fluorescence probes.

METHODS
Reagents. All organic solvents and reagents were 
commercial products of guaranteed grade, and were used 
without further purification. Water was doubly distilled 
and deionized by a Milli-Q water system before use.
Characterization of compounds. NMR spectra were 
recorded on a Bruker AVANCE III and 400 Nanobay at 
400 MHz for 1H NMR. High-resolution mass spectra 
(HRMS) were measured with a MicroTOF (Bruker).
Growing E. coli cells and plasmid DNA purification. 
Plasmid DNA purifications in this experiment were 
performed by QIAprep Spin Plasmid Kit (QIAGEN). 
A single colony was picked from a selective antibiotic 
LB agar plate using a sterile toothpick and inoculated 3 
mL of LB medium containing 100 µg/mL ampicillin in 
a 30 mL tube. The culture was grown overnight at 37°C 
and then centrifugalized at 12,000 rpm for 1 min. After 
removing the supernatant, 250 µL of Buffer P1 was added, 
and the sample was vortexed for mixing. The sample was 
then added 250 µL of Buffer P2 and tapped for mixing. 
Following this, 350 µL of Buffer N3 was added, and the 
sample was tapped for mixing and was centrifugalized at 

12,000 rpm for 10 min to form debris. The supernatant 
(800 µL) was applied to QIAprep spin column, which was 
then centrifugalized at 12,000 rpm for 1 min. The sample 
was added 750 µL of Buffer PB and was centrifugalized 
at 12,000 rpm for 1 min. The sample was added 750 µL 
of Buffer PE and centrifugalized at 12,000 rpm for 1 
min. After centrifugation at 12,000 rpm for 1 min again 
to completely remove wash buffer, 50 µL of EB buffer 
was applied to the center of the columns. The spin 
columns were centrifugalized at 12,000 rpm for 1 min 
to obtain eluted solutions containing each plasmid. The 
concentration of plasmid solution was checked by UV-vis 
measurements.
Cloning, expression, and purification of the 
β-glucosidase Td2F2. E. coli BL21 (DE3) harboring 
pJTtd2f2 were grown in 250 mL of Overnight Express 
LB Medium (Novagen), supplemented with 100 µg 
mL-1 ampicillin at 37°C for 18 h. After growth, the cells 
were harvested by centrifugation at 4°C and 4,000 g for 
20 min. The resulting cell pellet was frozen overnight at 
-20°C. The cell pellet was then resuspended in lysis buffer 
containing Benzonase (QIAGEN). The crude extract was 
incubated on ice for 30 min. Cell debris was removed by 
centrifugation at 4°C and 14,000 g for 30 min. The resulting 
supernatant was purified using Ni-NTA Fast Start Kit (6) 
(QIAGEN) to obtain the recombinant enzyme, Td2F2. 
The enzyme fraction was concentrated and substituted 
by 1 mL of 100 mM CH3COONa/CH3COOH buffer, pH 
5.5 using an ultrafiltration membrane (Amicon Ultra, 
Millipore (Billerica, MA)). Expression and concentration 
of the enzyme stock were checked by SDS-PAGE analysis 
and BCA protein assay, respectively. All samples were 
stored at 4°C. 
Evaluation of transglycosylation activity in the 
presence of acceptor D-glucose. Transglycosylation 
activities of Td2F2 (5 µg/mL) was evaluated in the 
presence of 1,000 mM acceptor D-glucose and 20 mM 
donor pNP-β-D-Glc, pNP-β-D-Gal or pNP-β-D-Fuc, 
respectively. The incubations were performed at 70°C for 
30 min in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5-20% 
DMSO (v/v). After 10-fold dilution with 1 M Na2CO3 a.q., 

Figure 1. Hydrolysis and transglycosylation activities of retaining glycosidase based on a double-displacement mechanism.
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the absorbance at 405 nm of each reaction solution was 
evaluated using Envision plate reader (Perkin Elmer Inc.).
Evaluation of solvent effects. Transglycosylation 
activities of Td2F2 (5 μg/mL) in the presence of 10 
mM pNP-β-D-Glc, 500 mM D-glucose and various 
concentrations of acetonitrile (MeCN), dioxane, dimethyl 
sulfoxide (DMSO) or tetrahydrofuran (THF) were 
evaluated. The incubations were performed at 70°C for 30 
min in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 including 
each concentration of organic solvent. After 10-fold 
dilution with 1 M Na2CO3 a.q., total activities of Td2F2 
are evaluated by increase of absorbance at 405 nm derived 
from pNP production using Envision plate reader (Perkin 
Elmer Inc.).
Evaluation of transglycosylation activity using pNP and 
4MU glycopyranosides. Transglycosylation activities in 
the presence of various concentrations of acceptor 4MU 
glycopyranosides (50 mM, 10% DMSO; 100 mM, 20% 
DMSO; 150 mM, 30% DMSO) and 20 mM donor pNP 
glycopyranosides were evaluated with and without Td2F2 
(5 µg/mL). The incubations were carried out at 70°C for 30 

min in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5. Reactions 
were monitored by TLC and HPLC analysis.
TLC analysis. To monitor and evaluate the 
transglycosylation activity, 2.0 µL of each reaction mixture 
were applied to silica gel 60 thin layer chromatography 
(TLC) plates (5 cm x 10 cm) (Merck, Darmstadt, Germany), 
which were developed with the solvent (AcOEt : AcOH 
: H2O = 3 : 2 : 1 by volume for Figure 2) or (AcOEt : 
MeOH : H2O = 45 : 5 : 3 by volume for Figures 3 and 4, 
Table 1). The products on TLC were detected by heating 
at 200°C with 10% H2SO4 and exposing them to 365 nm 
UV light. 
HPLC analysis. Transglycosylation reactions were 
analyzed by analytic reverse-phase HPLC (C18 column, 
250 x 4.6 mm, pore size: 5 µm) with a gradient of 2-80% 
MeCN in water (0.1% TFA) over 90 min (a flow rate; 
1 mL/min, detection at 254 nm (absorbance) and 400 
nm (fluorescence)). For fluorescence chromatograms, 
excitation and emission were set at 350 nm and 400 nm, 
respectively.
Procedure for the enzymatic synthesis of 4MU-β-D-

Figure 2. Evaluation of transglycosylation activities of Td2F2. (a) SDS-PAGE of Td2F2 induced by overnight express LB medium 
from BL21 (DE3). Lane 1, non-induced; lane 2, induced; lane 3, supernatant; lane 4, wash fraction; lane 5, elution fraction; lane 6 
and 7, fraction after buffer substitution, lane 8, molecular marker. (b) TLC analysis of D-glucose and pNP-β-D-Glc with and without 
incubation with Td2F2. Lane 1, D-glucose; lane 2, pNP-β-D-Glc; lane 3, sophorose (disaccharide, putative transglycosylation product); 
lane4, standards of D-glucose and pNP-β-D-Glc; lane 5, D-glucose and pNP-β-D-Glc incubated with Td2F2; L1, pNP-β-D-Glc; L2, 
D-glucose; L3, sophorose or transglycosylation products (enclosed with a dotted line). Incubation was carried out in 100 mM sodium 
acetate buffer, pH 5.5 at 70℃ for 120 min. [Td2F2] = 5 μg/mL, [pNP-β-D-Glc] = 20 mM, [D-glucose] = 1,000 mM. (c) Absorbance 
increase at 405 nm derived from pNP produced by transglycosylation and hydrolysis activities of Td2F2, CH3COONa/CH3COOH 
buffer, pH 5.5-20% DMSO (v/v), at 70°C. [Td2F2] = 5 μg/mL, [pNP donor sugar] = 10 mM, [D-glucose] = 0 or 1,000 mM. Gray bar 
represents absorbance increase in the absence of acceptor D-glucose. Black bar represents absorbance increase in the presence of 1,000 
mM acceptor D-glucose. (d) Absorbance increase at 405 nm derived from pNP produced by hydrolysis and transglycosylation activities 
of Td2F2 toward pNP-β-D-Glc and D-glucose in the presence of a various concentration of organic solvents, CH3COONa/CH3COOH 
buffer, pH 5.5-0-60% organic solvent (v/v), at 70°C. [Td2F2] = 5 μg/mL, [pNP-β-D-Glc] = 10 mM, [D-glucose] = 500 mM.
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Glc-β-D-Fuc. A mixture of pNP-β-D-Fuc (100 mg, 0.351 
mmol), 4MU-β-D-Glc (338 mg, 1.00 mmol) and Td2F2 
(46.9 µg) were stirred in 9.00 mL 90% CH3COONa/
CH3COOH buffer, pH 5.5-10% DMSO (v/v), at 70°C 
for 24 h, then the solution was incubated at 95°C for 5 
min to quench the reaction. After evaporation, the sample 
was dissolved in MeOH, then 5.5 g of silica gel 60 was 
added. After evaporation to dryness, the resulting slurry 
was subjected to flash column chromatography and eluted 
with AcOEt : MeOH : H2O = 45 : 10 : 3 solvent to obtain 
the product shown in Figure 3, L4 spot (8.00 mg, 0.0165 
mmol) as a colorless solid in 1.7 % yield (See RESULTS 
AND DISCUSSION). 4MU-β-D-Glc-β-D-Fuc. 1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 7.72 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.03-
7.07 (m, 2H), 6.26 (s, 1H), 5.18 (d, J= 7.2 Hz, 1H), 4.35 
(d, J= 7.2 Hz, 1H), 3.17-3.69 (m, overlaps with HOD), 
2.41 (s, 3H), 1.13 (d, J= 10.8 Hz, 3H). ESI-HRMS (ESI 
+) m/z calcd. for [M+Na]+, 507.14730; found, 507.14569.

RESULTS AND DISCUSSION
Expressions of Td2F2.

Glycosidase Td2F2 was expressed from E. coli BL21 

harboring pJTtd2f2 using Overnight Express LB Medium 
(See METHODS). The expression and purity of Td2F2 
(52 kDa) were checked by SDS-PAGE analysis (Figure 
2 (a)).

Transglycosylation activity of Td2F2 in the 
presence of acceptor and donor sugars. 

To utilize Td2F2 for enzymatic synthesis, we first 
examined the TLC detection method for transglycosylation 
products and the acceptor dependence of several donor 
sugars. In the TLC analysis, transglycosylation products 
were observed only in the presence of acceptor D-glucose 
using the procedure described in the METHODS section 
(Figure 2 (b)). According to the previous research, the 
observed transglycosylation products were considered to 
be di-glucose such as sohorose, laminaribiose, cellobiose 
and gentiobiose.(22, 23) The previous study reported that 
the pNP production from pNP-β-D-Glc were significantly 
enhanced as the concentration of the acceptor D-glucose 
increased, suggesting that high concentrations of the 
acceptor enhance the transglycosylation activity of Td2F2.
(22) When transglycosylation products are produced, pNP 

Figure 3. Enzymatic D-fucosylation of 4MU glucopyranoside. (a) Reaction scheme for the enzymatic installation of D-fucose into 
4MU-β-D-Glc. (b) TLC analysis of 4MU-β-D-Glc and pNP-β-D-Fuc with and without incubation with Td2F2. Lane 1, standards of 
4MU-β-D-Glc and pNP-β-D-Fuc (L2 and L3); lane 2-4, 4MU-β-D-Glc (50 mM, 10% DMSO; 100 mM, 20% DMSO; 150 mM, 30% 
DMSO) and pNP-β-D-Fuc (20 mM) incubated with Td2F2 (5 μg/mL); L1, 4MU, pNP; L2, pNP-β-D-Fuc; L3, 4MU-β-D-Glc; L4-L7, 
transglycosylation products derived from 4MU-β-D-Glc (enclosed with a dotted line); L8, D-glucose and D-fucose. Incubation was 
carried out in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 at 70°C for 24 h. (c) HPLC analysis of the reaction products of Td2F2. The 
reaction was performed with 5 µg/mL of Td2F2, 20 mM pNP-β-D-Fuc and 100 mM 4MU-β-D-Glc in 100 mL 90% CH3COONa/
CH3COOH buffer, pH 5.5-10% DMSO (v/v), at 70°C for 24 h. Chromatograms are given for (A) standard pNP-β-D-Fuc and 4MU-β-
D-Glc (absorbance at 250 nm), (B) pNP-β-D-Fuc and 4MU-β-D-Glc with incubation with Td2F2 (absorbance at 250 nm), and (C) pNP-
β-D-Fuc and 4MU-β-D-Glc with incubation with Td2F2 (fluorescence intensity at 400 nm). a, transglycosylation products from 4MU 
sugar; b, 4MU-β-D-Glc; c-f, transglycosylation products from 4MU sugar; g, pNP-β-D-Fuc; h, 4MU; i, pNP. Ex = 350 nm, Em = 400 nm.
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production is expected to be promoted in the presence of 
the acceptor molecules compared to their absence. We 
further examined this characteristic of Td2F2 using other 
donor sugars such as pNP-β-D-Gal and pNP-β-D-Fuc. As 
well as the case of pNP-β-D-Glc, the same tendency was 
observed when these pNP glycopyranosides were used 
as donor sugars (Figure 2 (c)). These results indicated 
that higher concentrations of acceptor are required to 
efficiently catalyze transglycosylation activity of Td2F2 

in the presence of donors pNP-β-D-Glc, pNP-β-D-Gal and 
pNP-β-D-Fuc.

Transglycosylation activity of Td2F2 in 
the presence of various concentrations of 
organic solvents.

In order to enzymatically synthesize glycopyranoside-
based fluorescence probes with oligosaccharide, high 

Table 1. Donor and acceptor preference of Td2F2. 

Figure 4. Enzymatic glucosylation and galactosylation of 4MU glucopyranoside. (a) Reaction scheme for the enzymatic glucosylation 
of 4MU-β-D-Glc (upper). TLC analysis of 4MU-β-D-Glc and pNP-β-D-Glc with and without incubation with Td2F2 (bottom). Lane 1, 
standards of 4MU-β-D-Glc (50 mM, 10% DMSO) and pNP-β-D-Glc (L2 and L3); lane 2-4, 4MU-β-D-Glc (50 mM, 10% DMSO; 100 
mM, 20% DMSO; 150 mM, 30% DMSO) and pNP-β-D-Glc (20 mM) incubated with Td2F2 (5 μg/mL); L1, 4MU, pNP; L2, pNP-β-
D-Glc; L3, 4MU-β-D-Glc; L4 and L5, transglycosylation products derived from pNP-β-D-Glc; L6 and L7, transglycosylation products 
derived from 4MU-β-D-Glc; L8, D-glucose. Incubation was performed in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 at 70°C for 24 h. (b) 
Reaction scheme for the enzymatic galactosylation of 4MU-β-D-Glc (upper). TLC analysis of 4MU-β-D-Glc and pNP-β-D-Gal with and 
without incubation with Td2F2 (bottom). Lane 1, standards of 4MU-β-D-Glc and pNP-β-D-Gal (L2 and L3); lane 2-4, 4MU-β-D-Glc 
(50 mM, 10% DMSO; 100 mM, 20% DMSO; 150 mM, 30% DMSO) and pNP-β-D-Gal (20 mM) incubated with Td2F2 (5 μg/mL); 
L1, 4MU, pNP; L2, pNP-β-D-Gal; L3, 4MU-β-D-Glc; L4-L5, transglycosylation products derived from 4MU-β-D-Glc; L6, D-glucose 
and D-galactose; L7, transglycosylation product. Incubation was performed in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 at 70°C for 24 h.
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concentrations of the acceptor probe molecules must 
be dissolved in the buffer solution. However, water 
solubilities of these organic molecules are usually poor. 
Therefore, addition of certain amounts of organic solvent 
to the reaction mixture as a cosolvent is inevitable. Thus, 
we next examined the solvent effects on transglycosylation 
activity using pNP-β-D-Glc as a donor and D-glucose as an 
acceptor in the presence of various non-reactive organic 
solvents: MeCN, dioxane, DMSO or THF. These non-
nucleophilic solvents were selected to avoid attacking the 
anomeric carbon of donor sugars activated by Td2F2. As 
a result, Td2F2 can efficiently catalyze transglycosylation 
in 10-20% DMSO or 10% dioxane conditions, whereas 
its activity decreased in the presence of 10% MeCN and 
THF (Figure 2 (d)). This solvent effect of DMSO also 
represented the results of the previous research.(22) The 
observed behaviors may reflect their differential effects 
on protein structure and hydration. DMSO and dioxane 
are moderately polar solvents and are considered to 
exert minimal effects on protein structure and hydration 
shells. In contrast, MeCN is highly polar, whereas THF is 
relatively hydrophobic, both of which may disrupt protein 
conformation and hydration structures. These results 
suggested that 10-20% DMSO or 10% dioxane conditions 
should be useful in enzymatic synthesis using Td2F2.

Enzymatic glycosylation of 4MU 
glucopyranoside using transglycosylation 
activity of Td2F2. 

We next examined whether Td2F2 catalyzes 
transglycosylation toward the 4MU glucopyranoside-
based probe. Since Td2F2 especially exhibited significant 
transglycosylation in the presence of donor pNP-β-D-Fuc 
and acceptor D-glucose, we first evaluated the pair of donor 
pNP-β-D-Fuc and acceptor 4MU-β-D-Glc. To dissolved 
high concentration of 4MU-β-D-Glc (50-150 mM), 10-30% 
DMSO (v/v) was added to the CH3COONa/CH3COOH 
buffer, pH 5.5 (Figure 3 (a)), and transglycosylation 
reactions were monitored by TLC and HPLC analysis. 
In the TLC analysis using the procedure described in the 
METHODS section, four fluorescent spots (L4-L7) were 
clearly observed after incubation with Td2F2, especially 
under 10-20% DMSO conditions (Figure 3 (b)), as we 
investigated in Figure 2 (d). In the HPLC analysis, five 
fluorescent peaks appeared after incubation with Td2F2 
(Figure 3 (c)). These new spots and peaks were considered 
to be the transglycosylation products (disaccharides or 
trisaccharides) derived from 4MU-β-D-Glc, suggesting 
that Td2F2 catalyzes transglycosylation toward 4MU-β-D-
Glc. We also performed this enzymatic reaction on a scale 
of hundreds milligrams under 10% DMSO conditions and 
purified the reaction mixture to isolate the L4 spot with 
1.7% yield (See METHODS). This spot was identified 
as D-fucosylated 4MU-β-D-Glc (4MU-β-D-Glc-β-D-Fuc) 
by 1HNMR and ESI-HRMS. Furthermore, using pNP-
β-D-Glc or pNP-β-D-Gal as a donor, transglycosylation 

products derived from 4MU-β-D-Glc were also detected 
by TLC (Figures 4 (a) and (b)) and HPLC (data not 
shown) analysis. These results suggested that Td2F2 can 
preferentially utilize 4MU-β-D-Glc rather than water as 
an acceptor for the glycosyl moiety during the catalytic 
degradation of pNP donor sugars, thereby providing the 
transglycosylation products. The glycosylation positions 
of the acceptor sugar were not identified in this study.

Evaluation of donor and acceptor 
preference of Td2F2.

Finally, we evaluated the transglycosylation activity 
of Td2F2 using various combinations of donor pNP 
glycopyranosides and acceptor 4MU glycopyranosides 
(Table 1). As a result, Td2F2 was found to catalyze 
transglycosylation, especially when pNP-β-D-Glc, 
pNP-β-D-Gal, pNP-β-D-Fuc, pNP-β-D-Man and pNP-
β-D-Xyl was used as donors, depending on the acceptor 
4MU glycopyranosides. Furthermore, we also found 
that various 4MU glycopyranosides, such as 4MU-β-D-
Glc, 4MU-β-D-Gal, 4MU-β-D-Man, 4MU-β-D-GlcNAc 
and 4MU-β-D-Xyl can be used as acceptor sugars, 
depending on the donor sugars. These results suggested 
that Td2F2 exhibits broader specificity for donor and 
acceptor sugars compared to typical glycosyltransferases 
and glycosynthases. It was also suggested that the 4MU 
fluorophore does not significantly affect the substrate 
affinity of active site in Td2F2. These results indicated 
the potential utility of Td2F2 for enzymatic synthesis of 
the various oligosaccharide substrate moieties of 4MU 
glycopyranoside-based probes or other fluorescence 
probes. As a limitation of enzymatic glycosylation using 
Td2F2, the yield is low due to the simultaneous hydrolysis 
reactions. In order to further optimize the function of Td2F2 
in enzymatic synthesis, additional investigations, such as 
glycosynthase engineering by genetic modifications, are 
required.(24) Furthermore, Td2F2 was unable to directly 
transfer pNP donor sugars to the hydroxy group of 4MU, 
indicating that 4MU cannot work as an acceptor. This result 
indicated that Td2F2 particularly prefers sugar structures 
as acceptor molecules. Our results suggested that Td2F2 
is a promising enzyme that can be utilized to introduce 
sugars into various probes with saccharide moieties.

CONCLUSION
In order to demonstrate the utility of transglycosylation 

activity of Td2F2 in enzymatic synthesis of glycosidase-
reactive fluorescence probes with oligosaccharide 
substrate moieties, we evaluated the characteristics 
of transglycosylation activity of Td2F2. As a result, 
Td2F2 exhibited high transglycosylation activity in the 
presence of acceptor molecules under 10-20% DMSO 
or 10% dioxane conditions. We also found that Td2F2 
demonstrated transglycosylation activity with various 
combinations of donor pNP glycopyranosides and 
acceptor 4MU glycopyranosides. By optimizing the 
reaction conditions, we enzymatically incorporated a 
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second sugar unit into various 4MU glycopyranosides 
with a monosaccharide moiety using Td2F2, and 
successfully synthesized various 4MU glycopyranoside-
based probes with a disaccharide moiety without the need 
for protecting groups. These results suggested that Td2F2 
exhibits uniquely broad substrate specificity toward donor 
pNP and acceptor 4MU glycopyranosides, compared 
to typical glycosyltransferases and glycosynthases. Its 
transglycosylation activity has potential for the application 
in enzymatic synthesis of the oligosaccharide substrate 
moieties of various glycosidase-reactive fluorescence 
probes.
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Abstract:
Photodynamic therapy is a less invasive cancer therapy based on the cytotoxicity by photoexcited medicines.  In 

this study, photocytotoxicity of four types of porphyrin phosphorus(V) complexes for HeLa cells were examined.  The 
reciprocal values of half-maximal inhibitory concentration (IC50) showed the good relationship (correlation coefficient: 
0.8622) with the lowest unoccupied molecular orbital energy of these photosensitizers.  The relationship between singlet 
oxygen production quantum yields and the reciprocal values of IC50 was not significant (correlation coefficient: 0.0199).  
These results suggest that electron transfer-mediated mechanism mainly contribute to photocytotoxicity of these porphyrin 
phosphorus(V) complexes.

Keywords: Porphyrin phosphorus(V) complex; Photocytotoxicity; HeLa cells; Electron transfer; Singlet oxygen

INTRODUCTION
Porphyrin derivatives and their complexes have been 

studied as the photosensitizers for photodynamic therapy 
(PDT), which is a less invasive cancer therapy [1-3]. Singlet 
oxygen (1O2) production under visible-light irradiation is 
an important mechanism for PDT.  Furthermore, electron 
transfer-mediated oxidation of biomolecules has been also 
reported as the mechanism of biomolecules oxidation 
[4,5].  Specifically, porphyrin phosphorus(V) complexes 
can easily oxidize protein [6,7] and DNA [8] through 
electron transfer.  Since tumor tissue is under a hypoxic 
condition [9,10], the electron transfer mechanism may be 
an important process to preserve the PDT effect.  Recently, 
we have reported the photosensitized biomolecule 
oxidation activity of tetrakis(alkoxyphenyl)porphyrin 
phosphorus(V) complexes (Fig. 1) through 1O2 production 
and electron transfer mechanisms [11].  The photochemical 
parameters related to the photooxidation of biomolecules 
showed good relationship with photochemical oxidation 
quantum yield of nicotinamide adenine dinucleotide 

derivative [11].  In this study, photocytotoxicity for HeLa 
cells by these porphyrin phosphorus(V) complexes was 

Fig. 1. Structures of porphyrin phosphorus(V) complexes.
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examined.  The relationship between these photocytotoxic 
effects and photochemical parameters, 1O2 production 
activity, and molecular orbital energy levels, was also 
investigated.

EXPERIMENTAL
Chemicals.

Porphyrin phosphorus(V) complexes, dichloro-
phosphorus(V)tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin 
(Cl-MP) and bis(2-hydroxyethoxy)-phosphorus(V) 
tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin  (Eg-MP),  were 
synthesized according to the literature [6]; and 
dichloro-phosphorus(V)tetrakis(3,5-dimethoxyphenyl)
porphyrin  (Cl-DMP)  and  bis(2-hydroxyethoxy)-
phosphorus(V)tetrakis(3,5-dimethoxyphenyl)porphyrin 
(Eg-DMP) were synthesized by the previously reported 
method [11]. Ethanol was obtained from FUJIFILM Wako 
Pure Chemical Co., Ltd (Osaka, Japan).  Spectroscopic-
grade water was purchased from Dojin Chemicals Co. 
(Kumamoto, Japan).
Cell Culture.

HeLa human cervical cell line, HeLa (ATCC CCL-2), 
was obtained from Sumitomo Pharma Co., Ltd. (Osaka, 
Japan).  HeLa cells were grown in  Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM, Shimadzu Co., Tokyo, Japan) 
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Hyclone 
Labratories, Inc., Logan, UT, USA) and 1% Antibiotic-
Antimycotic (Life Technologies Japan Ltd., Tokyo, 
Japan).
Cytotoxicity Test. 

The cytotoxicity of dark and photocytotoxicity of 
porphyrin phosphorus(V) complexes in cancer cells were 
examined as follows: Cells (5×103 cells/well) in 100 μL 
of culture medium were plated in 96-well plate (Thermo 
Fisher Scientific, Inc., Tokyo, Japan) and incubated for 
overnight (37 °C, 5% CO2).  The plate was then incubated 
at 24 h in the presence of the photosensitizers.  The 
photosensitizer concentration was varied from 0.001 μM 
to 0.5 μM in culture medium (final ethanol content was 1% 
in all cases).  The cells were washed twice with phosphate-
buffered saline, and 100 μL of the fresh culture medium 
was added.  The cells were exposed to light from a 100-W 
halogen lamp (Luminar Ace LA-150UE, Hayashi-Repic 
Co., Ltd., Tokyo, Japan) equipped with a water jacket 
and a Y-50 cut off filter (λ > 500 nm, Toshiba Co., Tokyo, 
Japan).  The light intensity was measured by using a power 
mater (power meter: StarLife Meter RoHS, thermopile 
sensor: 2A-BB-9, Ophir Optronics Ltd., Jerusalem, 
Israel).  The irradiation time was adjusted to obtain 
the desired light dose of 15 J cm−2.  The mitochondrial 
activity of NADH dehydrogenase of the cells in each well 
was measured at 24 h after photoirradiation using WST-8 
reagent (8 μL) from Cell Counting Kit-8 (Dojindo, Tokyo, 
Japan) according to the manufacturer’s instructions.  The 
absorbance at 450 nm was measured using a plate reader 
(Multiskan Sky, Thermo Fisher Scientific Co., Yokohama, 
Japan).  The percentage of cell survival was calculated 

by normalization with respect to the value for no drug 
treatment.
Calculation.

The optimized structures and molecular orbital energy 
levels of these porphyrins were calculated by the density 
functional theory (DFT) at ωB97X-D level utilized with 
Spartan’20 (Wavefunction Inc., CA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION
These porphyrin phosphorus(V) complexes 

demonstrated photocytotoxicity to HeLa cells (Fig. 2A).  
The observed half-maximal inhibitory concentration 
(IC50) values were as follows: 0.058 μM (Cl-MP), 
0.042 μM (Eg-MP), 0.052 μM (Cl-DMP), and 0.033 
μM (Eg-DMP).  Therefore, the photocytotoxicity of 
these porphyrin phosphorus(V) complexes becomes the 
following order: Eg-DMP > Eg-MP > Cl-DMP > Cl-MP.  
These results showed that the photocytotoxicity of these 
hydrophobic porphyrin phosphorus(V) complexes for 
HeLa cells is smaller than those of highly water-soluble 
glycosylated free base porphyrins (IC50: 0.5-1 nM) under 
a similar experimental condition [12].  However, these 
porphyrin phosphorus(V) complexes showed comparable 
photocytotoxicity to 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophen
yl)porphyrins [13]; and showed stronger photocytotoxicity 
than those of 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)
porphyrin bearing 2-hydroxyethylthio groups (IC50: larger 
than μM order) [14].  In general, previous reports suggest 
that water-soluble porphyrin shows relatively stronger 
photocytotoxicity than hydrophobic porphyrins [12-14].  
The present results showed the relatively strong PDT 
activity of these porphyrin phosphorus(V) complexes, 
though these porphins are hydrophobic compounds.  
Specifically, newly synthesized porphyrin, Eg-DMP, was 
most active photosensitizer in these porphyrins under 
the present experimental condition.  Dark cytotoxicity of 
porphyrin phosphorus(V) complexes was also examined 
using relatively high concentration (0.5 μM) (Fig. 2B).  
Eg-DMP and Eg-MP showed relatively strong dark 
toxicity.  The dark toxicity of Cl-DMP was lowest in these 
porphyrins.

Relationship between the photocytotoxicity of porphyrin 
phosphorus(V) complexes and their photochemical 
parameters was evaluated (Fig. 3).  These porphyrin 
phosphorus(V) complexes can oxidize biomolecules 
through photoinduced electron transfer [6,11].  The 
1O2 production activity of these porphyrins has been 
evaluated.  The reported values of 1O2 production quantum 
yield (ΦΔ) of these porphyrin phosphorus(V) complexes 
in ethanol are as follows: 0.68 (Cl-MP) [6], 0.61 (Eg-MP) 
[6], 0.24 (Cl-DMP) [11], and 0.47 (Eg-DMP) [11].  The 
calculated values of the lowest unoccupied molecular 
orbital (LUMO) for these porphyrin phosphorus(V) 
complexes were as follows: -4.13 eV (Cl-MP), -3.97 eV 
(Eg-MP), -4.09 eV (Cl-DMP), and -3.96 eV (Eg-DMP).  
The higher LUMO energy level indicates the higher redox 
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potential of photosensitizer; and high redox potential is 
effective for the electron transfer-mediated oxidation [15].  
To evaluate the photocytotoxic effect of photosensitizers, 
the reciprocal value of IC50 was used as an indicator.  
Relatively good relationship between the LUMO values 
and the reciprocal values of IC50 (correlation coefficient: 
0.8622) was observed (Fig. 3A), whereas a significant 
relationship between their ΦΔ values and the reciprocal 
values of IC50 was not observed (correlation coefficient: 
0.0199) (Fig. 3B).  These results suggest that electron 
transfer mechanism contributes to the photocytotoxic 
effect of these porphyrin phosphorus(V) complexes.

CONCLUSIONS
Photocytotoxicity of porphyrin phosphorus(V) 

complexes, Cl-MP, Eg-MP, Cl-DMP, and Eg-DMP, 
for HeLa cells were confirmed.  Eg-MP and Eg-DMP 
showed relatively strong dark toxicity, whereas those of 
Cl-MP and Cl-DMP were relatively small.  The reciprocal 
values of IC50 showed the good relationship with the 
LUMO energy of these photosensitizers.  The relationship 
between the ΦΔ values and the reciprocal values of IC50 
was not significant.  These results suggest that electron 
transfer-mediated mechanism mainly contribute to 
photocytotoxicity of these porphyrin phosphorus(V) 
complexes.
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Abstract:
Tetrakis(methoxyphenyl)porphyrin phosphorus(V) complexes were synthesized to investigate the effect of meso-phenyl 

substituents on their photosensitizer properties. Redox potentials and photochemical properties, absorption and fluorescence 
spectra, and singlet oxygen production activities of these porphyrins were examined. Tetrakis(p-methoxyphenyl)porphyrin 
phosphorus(V) complex (p-OCH3) showed the smallest photoexcitation energy among the porphyrins used in this study 
and its redox potential of one-electron reduction was relatively large. The low-excitation-energy photosensitizer is suitable 
for photodynamic therapy, since longer wavelength visible light can penetrate deeply into human tissues. The higher 
redox potential of one-electron reduction is an effective property of the photosensitizer to photooxidize biomolecules via 
the electron transfer mechanism. The quantum yield of protein photodamage by p-OCH3 was largest in the porphyrin 
phosphorus(V) complexes used in this study. In conclusion, this study suggests that the tetrakis(p-alkoxyphenyl)porphyrin 
phosphorus(V) complex, a p-alkoxy substituted derivative of phosphorus(V) tetraphenylporphyrin, is a suitable electron 
transfer photosensitizer for photodynamic therapy.

Keywords: Porphyrin phosphorus(V) complex; meso-Substituent; Redox potential; Excitation energy; Protein damage

INTRODUCTION
The molecular design of photosensitizer is one of the 

most important topics in the foundation of photodynamic 
therapy (PDT), a less invasive form of cancer phototherapy 
[1-3]. Porphyrins are clinically used compounds for 
PDT photosensitizers and their derivatives have been 
extensively studied [4-6]. In general, administered 
porphyrin molecules induce oxidative damage to 
biomolecules in cancer cells through production of 
reactive oxygen species such as singlet oxygen (1O2) under 
illumination. Furthermore, porphyrin phosphorus(V) 
complexes can damage biomolecules through an electron 
transfer mechanism as 1O2 production mechanism does [7-
9]. Since the tumor microenvironment is under hypoxia 
[10-12], the electron transfer-mediated biomolecule 
oxidation should become an important mechanism of 
PDT [7]. Tetraphenylporphyrin can be easily synthesized 

and this type of porphyrin is photochemically stable, and 
substitution of the phenyl group of this porphyrin can 
improve the photochemical and electrochemical property 
of the porphyrin ring [7]. The lower energy level of the 
singlet excited (S1) state is an advantageous property for 
PDT photosensitizer, since longer wavelength visible light 
or near infrared radiation can penetrate deeply into human 
tissues [13,14]. In addition, the redox potential of the 
photosensitizer is an important factor for the activity of 
the photosensitizer to induce biomolecule damage through 
electron transfer [7]. The higher redox potential of the one-
electron reduction of the photosensitizer is advantageous 
for this electron transfer-induced oxidation. However, the 
low S1 energy of the photosensitizer is traded off with the 
strong photooxidative activity via electron transfer. In this 
study, several types of tetraphenylporphyrin phosphorus(V) 
complexes (Fig. 1) were synthesized to evaluate their 
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photochemical and electrochemical properties. Previously 
reported similar types of phosphorus(V) porphyrins [9,15] 
were also used in this study.

EXPERIMENTAL
Acetonitrile, ethanol, phosphoryl chloride, pyrrole, 

pyridine (anhydrous), and spectroscopic-grade distilled 
water were purchased from FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Co., Ltd., (Osaka, Japan). Human serum albumin 
(HSA) was obtained from Sigma-Aldrich Co. LLC. (St. 
Louis, MO, USA). Sodium phosphate buffer (0.1 M, 
pH 7.6) was obtained from Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, 
Japan). Porphyrin phosphorus(V) complexes, dichloro 
meso-tetraphenylporphyrin phosphorus(V) chloride (H) 
[15], dichloro meso-tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin 
phosphorus(V) chloride (p-OCH3) [9], and dichloro meso-
tetrakis(3,5-dimethoxyphenyl)porphyrin phosphorus(V) 
chloride (m-di-OCH3) [16] were synthesized according to 
the reported previously.

Synthesis of o-di-OCH3: meso-Tetrakis(2,6-
dimethoxyphenyl)porphyrin was synthesized using 
2,6-dimethoxybenzaldehyde (Tokyo Chemical Industry 
Co., Ltd., Tokyo, Japan) and pyrrole according 
to the literature [17]. Dichloro meso-tetrakis(2,6-
dimethoxyphenyl)porphyrin phosphorus(V) chloride 
(o-di-OCH3) was synthesized by refluxing in 5 mL of 
dry pyridine with meso-tetrakis(2,6-dimethoxyphenyl)
porphyrin (100 mg) and phosphoryl chloride (9 g) for 
290 h, as the similar method of the literature [18]. The 
solvent was removed in vacuo after reaction. The product 
was purified by column chromatography on silica gel with 
a chloroform-methanol (75/25, vol/vol) as an eluent. The 
yield of o-di-OCH3 was 91% (100 mg). 1H-NMR (300 
MHz, CDCl3, δ in ppm) δ 8.85 (8H, d, JP-H =3.0 Hz, βH), 
7.72 (4H, d, JH-H = 9.0 Hz, p-phenyl-H), 6.66 (8H, d, JH-H 
=9.0 Hz, m-phenyl-H), δ 4.13 (12H, s, methoxy-H), δ 2.98 
(12H, s, methoxy-H), FAB-MS m/z: 953.2 (calcd.), 953.3 
(observed).

Synthesis of o,p-di-OCH3: meso-Tetrakis(2,4-
dimethoxyphenyl)porphyrin was synthesized using 

2,4-dimethoxybenzaldehyde (Tokyo Chemical Industry 
Co., Ltd.) and pyrrole according to the literature 
[17]. Dichloro meso-tetrakis(2,4-dimethoxyphenyl)
porphyrin phosphorus(V) chloride (o,p-di-OCH3) was 
synthesized by refluxing in 5 mL of dry pyridine with 
meso-tetrakis(2,4-dimethoxyphenyl)porphyrin (80 mg) 
and phosphoryl chloride (1.4 g) for 120 h, as the similar 
method of the literature [18]. The solvent was removed in 
vacuo after reaction. The product was purified by column 
chromatography on silica gel with a chloroform-methanol 
(80/20, vol/vol) as an eluent. The yield of o,p-di-OCH3 
was 10% (9 mg). 1H-NMR (300 MHz, CDCl3, δ in ppm): 
δ 8.96 (8H, d, JP-H=1.5 Hz, βH), 7.28 (4H, d, JH-H=10.2 
Hz, phenyl-H), 6.90 (4H, d, JH-H=8.4 Hz, phenyl-H), 6.79 
(4H, s, phenyl-H), 4.03 (12H, s, methoxy-H), 3.99 (12H, 
s, methoxy-H), 13C-NMR (300 MHz, CDCl3, δ in ppm) 
δ 163.08, 159.42, 140.47, 134.88, 132.27, 99.05, 77.24, 
55.95, 55.68. ESI-HR TOF-MS m/z: 953.2269 (calcd.), 
953.2330 (observed).

Synthesis of m,p-tri-OCH3: Tetrakis(3,4,5-
trimethoxyphenyl)porphyrin was synthesized using 
3,4,5-trimethoxybenzaldehyde (Tokyo Chemical Industry 
Co., Ltd.) and pyrrole according to the literature [17]. 
Dichloro 5,10,15,20-tetrakis(3’,4’,5’-dimethoxy)
phenylporphyrin phosphorus(V) chloride (m,p-tri-OCH3) 
was synthesized by refluxing in 2 mL of dry pyridine 
with tetrakis(3,4,5-trimethoxyphenyl)porphyrin (160 mg) 
and phosphoryl chloride (2.4 g) for 96 h, as the similar 
method of the literature [18]. The solvent was removed in 
vacuo after reaction. The product was purified by column 
chromatography on silica gel with a chloroform-methanol 
(75/25, vol/vol) as an eluent. The yield of m,p-tri-OCH3 
was 55% (90 mg).1H NMR (300 MHz, CDCL3, δ in ppm): 
δ 9.01 (8H, d, JP-H = 9.0 Hz, βH), 7.27 (8H, s, o-phenyl-H), 
4.03 (12H, d, JH-H =3.0 Hz, methoxy-H), 3.88 (24H, d, 
JH-H =12 Hz, methoxy-H), FAB-MS m/z: 1041.3 (calcd.), 
1041.3 (observed).

Measurements: The absorption spectra of samples 
were measured with the UV-Vis spectrophotometer UV-
1650PC (Shimadzu, Kyoto, Japan). The fluorescence 

Fig. 1. Structures of porphyrin phosphorus(V) complexes.
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spectra of samples were measured with an F-4500 
fluorescence spectrophotometer (Hitachi, Tokyo, Japan). 
The fluorescence lifetime (τf), which equals the S1 state 
lifetime of porphyrin was measured with a Fluorescence 
Lifetime System TemPro (HORIBA, Kyoto, Japan). 
The excitation wavelength for the τf measurements was 
402 nm. The sample solutions for the absorption and 
fluorescence measurements contained 5 μM porphyrin 
phosphorus(V) complexes in ethanol. Redox potentials 
of the porphyrin phosphorus(V) complexes (1 mg mL-1) 
in dry acetonitrile including 0.1 M tetrabutylammonium 
hexafluorophosphate (supporting electrolyte) were 
measured with a potentiostat/galvanostat (HA-301, 
Hokuto Denko Co., Tokyo, Japan), a digital function 
generator (DF1906, NF Co., Yokohama, Japan), and a 
midi logger (GL900-4, Graphtec Co., Yokohama, Japan), 
using a platinum working electrode (ALS Co., Ltd., 
Tokyo, Japan), a platinum counter electrode (ALS Co., 
Ltd.), and saturated calomel electrode (SCE, ALS Co., 
Ltd). The quantum yield of 1O2 production (ΦΔ) by these 
porphyrins (5 μM) in ethanol was examined by the method 
reported previously [19].

Calculation: The optimized structure of porphyrin 
phosphorus(V) complex was calculated by the density 
functional theory (DFT) at the ωB97X-D/6-31G* level 
utilizing the Spartan 20’ (Wavefunction Inc., CA).

Evaluation of protein photodamage: To evaluate 
protein photodamaging activity of porphyrin 
phosphorus(V) complexes, the sample solution containing 
10 μM porphyrins and 10 μM HSA was prepared in a 
10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.6) including 
5% ethanol. The binding interaction between HSA and 
porphyrin phosphorus(V) complex was analyzed by 
the absorption spectrum measurement according to the 
previous report [9]. The sample solution was irradiated 
with a light-emitting diode (LED, λmax= 585 or 659 nm, 2.0 
mW cm−2, CCS Inc., Kyoto, Japan). The intensity of the 
LED was measured with an 8230E optical power meter 
(ADC Corporation, Tokyo, Japan). The fluorescence 
intensity of HSA at 350 nm, assigned to the emission 
from tryptophan [20], was measured with a Hitachi 650-
60 fluorescence photometer (Hitachi, Tokyo, Japan). The 
excitation wavelength for this assay was 298 nm. HSA 
photodamage was analyzed by the results of fluorometry 

based on the diminishment of the intrinsic fluorescence of 
tryptophan residue, as reported previously [9].

RESULTS AND DISCUSSION
The absorption spectra of the phosphorus(V) porphyrins 

were affected by the meso-substituents. The wavelengths of 
the absorption maxima of these phosphorus(V) porphyrins 
are listed in Table 1. The S1 energy of p-OCH3 (E0-0) was 
the smallest in these phosphorus(V) porphyrins. The low 
excitation energy is suitable for PDT photosensitizer, 
since the window region of wavelength is between around 
650~900 nm and longer wavelength visible light can 
penetrate deeply into human tissues [13,14]. However, 
the higher excitation energy is advantageous for the 
greater oxidative capacity of photosensitizer through the 
electron transfer mechanism [7]. The redox potentials 
of photosensitizers are also important characteristics of 
PDT photosensitizers. The higher redox potentials of 
one-electron reduction (Ered) and oxidation (Eox) of the 
photosensitizer are advantageous for the electron transfer-
mediated oxidation of biomolecules. In general, the 
photosensitizer with the larger gap between Ered and Eox 
(larger S1 energy) shows stronger photooxidative activity 
[7]. The redox potentials and the energy gaps of these 
porphyrins are shown in Fig. 2. The large energy gap and 
large Ered (small absolute value) should be the important 
factors for the electron transfer photosensitizer. The Ered 
values of these phosphorus(V) porphyrins are listed 
in Table 1. The Ered value of H is the highest (smallest 
absolute value) in these porphyrins. The Ered value of 
p-OCH3 is also relatively large in these phosphorus(V) 
porphyrins. It is suggested that the results for p-OCH3 
can be explained by the electron-donating property of the 
methoxy group substituted at the para-position of phenyl 
ring. The Ered values of o-di-OCH3, m-di-OCH3, o,p-di-
OCH3, and m,p-tri-OCH3 were relatively small. These 
results demonstrated that the methoxy group in the meta-
position decreases the Ered of the porphyrin ring. Therefore, 
the meta-substituted tetraphenylporphyrin phosphorus(V) 
complex may not be effective for the electron transfer-
mediated photooxidation of biomolecules. These results 
can be explained by the effect of the meta-position 
substitutions and suggest that the meta-alkoxy substitution 
of the phenyl group suppresses the photooxidative activity 

Table 1. Photochemical property and redox potential of porphyrin P(V) complexes 

Porphyrin λAb / nm a E0-0 / eV a Ered / V vs. SCE b

H 437, 565, 610 2.04 -0.30

p-OCH3 456, 576, 628 1.94 -0.33

o-di-OCH3 436, 563, 604 2.08 -0.47

m-di-OCH3 446, 569, 614 2.01 -0.46

o,p-di-OCH3 448, 571, 621 2.03 -0.40

m,p-tri-OCH3 433, 557, 605 2.06 -0.49
λAb: absorption maximum. a: in ethanol. b: in acetonitrile.
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of the porphyrin phosphorus(V) complex via the electron 
transfer mechanism. Based on the results for the para-
substituted compounds, it was predicted that the ortho-
substituent would also increase the Ered value of the 
porphyrins, because of the similar effects of the ortho and 
para substitution. However, the observed Ered values of 
o-di-OCH3 and o,p-di-OCH3 were significantly smaller 
than those of H and p-OCH3. Furthermore, the E0-0 of 
these porphyrins are relatively large. These results can 
be explained by the steric effect of the ortho substituent. 
The optimized structure of ortho-substituted porphyrin is 
shown in Fig. 3. The porphyrin ring and the phenyl ring 
of the ortho-substituted porphyrin become orthogonal to 
each other due to a steric hindrance of this methoxy-group 
at the ortho-position of the phenyl group. This steric effect 
should reduce an electronic interaction between these 
porphyrins and their phenyl rings. These findings suggest 
that the electron-donating interaction from the meso-
phenyl moiety to the porphyrin ring plays an important 

role in the decrease of E0-0; however, this substitution does 
not strongly decrease the redox potential of the porphyrin 
ring.

The methoxy substitution decreased the fluorescence 
quantum yield (Φf) and fluorescence lifetime (τf) (Table 
2). The shorter lifetime of the photoexcited state is 
not advantageous from a kinetic point of view for the 
photooxidation of the biomolecule via the electron 
transfer mechanism. The 1O2 production quantum yields 

Fig. 4. Relationship between the quantum yield of protein photodamage and 
the related parameters of porphyrin phosphorus(V) complexes. Φdamage and 
Kbind (A), Φdamage and ΦΔ (B), Φdamage and Ered (C), and Φdamage and the Gibbs 
energy of electron transfer from tryptophan to photoexcited porphyrin (-ΔG) 
(D). ΔG = e(Eox – Ered ) – E0-0. e: elementary charge (1.602×10-19 C). Eox: 
redox potential of one-electron oxidation of tryptophan (0.78 V vs. SCE) 
[22]. R2: correlation coefficient.

Fig. 3. The optimized structure of o,p-di-OCH3.

Fig. 2. Redox potentials and the scheme of energy gap of porphyrin phosphorus(V) 
complexes.
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(ΦΔ) of these phosphorus(V) porphyrins were also 
decreased by the methoxy substitution (Table 2). These 
results suggest that the methoxy substitution of the phenyl 
group of the porphyrin phosphorus(V) complex reduces 
its photosensitizing activity. However, the quantum yield 
of protein photodamage (Φdamage) of p-OCH3 was largest in 
these porphyrins (Table 2). The binding constant between 
these porphyrins and HSA (Kbind), which can be determined 
from the previous report [9], is also listed in Table 2. The 
following relationships between “Φdamage and Kbind” and 
“Φdamage and ΔG” are not significant, though the “Φdamage 
and Ered”, and “Φdamage and ΦΔ” showed a weak relationship 
(Fig. 4). The factors governing the protein photodamage 
are complicated. In this study, p-OCH3 demonstrated 
relatively strong protein photodamaging activity and the 
reason for this is unclear; however, these results suggest 
that the para-alkoxy-substituted porphyrin phosphorus(V) 
complex has superior photosensitizing activity for PDT in 
practical use. The observed value of Φdamage by m,p-tri-
OCH3, of which the Ered was smallest in these porphyrins, 
was relatively large (Fig. 4C). This result may be explained 
by that the large Kbind between m,p-tri-OCH3 and HSA 
enhances the possibility of photosensitized tryptophan 
oxidation.

CONCLUSIONS
The methoxy-substituted tetraphenylporphyrin 

phosphorus(V) complexes were synthesized to evaluate 
their redox potentials and photochemical properties. 
p-OCH3 showed relatively large Ered value and its E0-0 

was the smallest among the porphyrins used in this study. 
Furthermore, the protein photodamaging activity of 
p-OCH3 was greatest in these porphyrins. The large Ered and 
small E0-0 of the PDT photosensitizer are advantageous for 
the mechanism of biomolecule oxidation via photoinduced 
electron transfer. These results demonstrate that the 
p-alkoxy-substituted tetraphenylporphyrin phosphorus(V) 
complex is a suitable electron transfer photosensitizer for 
inducing oxidative biomolecule damage.
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Effects of pH and solvents on photosensitizer properties of pyridine-connecting 
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Abstract:
Photodynamic therapy (PDT), a minimally invasive cancer treatment, has attracted attention for its low physical burden 

on patients. In this study, we aimed to overcome a phototoxicity for normal tissues, a side effect of PDT, by activity 
control of photosensitizers using the acidic environment around tumor tissues. For this purpose, P(V)porphyrins, in which 
a phosphorus atom was introduced into the center of the porphyrin ring, were synthesized. To control the photosensitizer 
activity of P(V)porphyrin through intramolecular electron transfer and aggregation, pyridine-connecting P(V)porphyrin 
was designed to evaluate the protein photodamaging activity under different pH conditions. Under an acidic condition, the 
protonation of the pyridine moiety, an electron donating group, suppressed the intramolecular electron transfer quenching 
of photoexcited P(V)porphyrins, resulting in the enhancement of protein photodamage. In conclusion, a pH-responsive 
electron donor can be used to control the photosensitizer activity of P(V)porphyrin in an acidic environment and these 
findings show the possibility of developing the tumor tissue-selective photosensitizers using a pyridyl group.

Keywords: P(V)porphyrin; Photodynamic therapy; Aggregation; Electron transfer; Protein photodamage

１．緒言
光線力学的療法（Photodynamic Therapy: PDT）とは、

特定の波長の光を吸収して活性を示す光増感剤を静脈
注射で投与し、光増感剤の蓄積した腫瘍に内視鏡を利
用して可視光照射する手順の低侵襲ながん治療法であ
る（1）。一般に PDT では、光照射された光増感剤によ
り一重項酸素（1O2）生成（タイプⅡ機構）や腫瘍細胞
内の生体分子からの電子引抜きによる酸化損傷（タイ
プⅠ機構）でがん細胞をアポトーシスやネクローシス
へ誘導する（2,3）。PDT では、外科的切除や副作用の強
い薬剤投与を必要とせずに腫瘍組織選択的な治療が可
能である（4,5）。しかし、一部の光増感剤は正常組織に
も蓄積し、術後に生活光の暴露によって正常組織を損
傷する光線過敏症の副作用が問題となっている（4,5）。

そこで、本研究では、特定の条件下で光増感剤が機能
することを利用した光増感剤の活性制御を試みた。一
般に、光増感剤は、凝集すると分子間の電子的相互作用
により励起状態の失活が促進される（6）。また、分子

内に電子のドナーやアクセプターとなる部分を導入し
た光増感剤は、励起状態での分子内電子移動によって、
基底状態に速やかに失活することで生体分子の損傷活
性の抑制が可能である。具体的には分子内電子移動に
よる励起状態の失活過程は、一般に数ナノ秒（～10－ 9 s）
から数ピコ秒（1～ 10-12 s）で進行し、数ナノ秒で進行
する通常の電子移動を介さない他の光化学過程と比較
して短時間で進行するため、光化学的な活性を示すこ
となく失活できると考えられる（6-8）。そこで、腫瘍組
織選択的な PDT を目指すため、この凝集体の形成と分
子内電子移動を制御することで腫瘍組織周辺でのみ光
増感活性を示す光増感剤の開発を行った。

腫瘍組織は急速な細胞増殖のため、解糖系を用いた
代謝が盛んであり、ピルビン酸や乳酸など酸性の代謝
産物のため、腫瘍組織周辺は正常組織よりも酸性に
なっていることが知られている（9,10）。本研究では、
この腫瘍組織周辺に特有な酸性環境を利用し、光増感
剤の活性制御を試みた。
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Figure 1 に、本研究で合成したポルフィリン環の中
心にリン原子を導入した P(V) ポルフィリン誘導体を示
す。これらのポルフィリンでは、meso- 位のフェニル基
にペンチルオキシ基を導入することで疎水性を高めて
いる。また、ポルフィリン環の中心リン原子から上下
に伸びる軸配位子として、窒素原子をもつピリジル基
を電子供与性の配位子に導入している。合成したポル
フィリンは、正常組織内では疎水性の高さのため凝集
体を形成し、また分子内電子移動によって光増感剤活
性を示さないが、腫瘍組織周辺では配位子の窒素原子
のプロトン化により、分子間での静電的な反発による
凝集の解除、配位子の電子供与能力の低下による分子
内電子移動の抑制によって活性が回復すると期待され
る（8）。本研究では、これら活性制御のトリガーを用い
たポルフィリンの光増感特性の制御機能を評価した。

２．実験方法
2.1.　試薬

エタノール（特級および脱水）と脱水ピリジン、酢
酸、酢酸ナトリウム、無水硫酸ナトリウム、アセトニ
トリル、ヘキサフルオロリン酸テトラブチルアンモニ
ウムは富士フィルム和光純薬工業株式会社、0.1 mol/L
リン酸緩衝液（pH 7.6）および緩衝液の調製に用いたリ
ン酸三ナトリウム・12 水和物、リン酸水素二ナトリウ
ム・12 水和物、リン酸二水素ナトリウム二水和物はナ
カライテスク株式会社、0.05 mol/L リン酸は関東化学工
業株式会社、2- ピリジンメタノールは東京化成工業株
式会社製からそれぞれ購入した。ヒト血清アルブミン

（HSA）は Sigma-Aldrich Japan 合同会社から購入した。

2.2.　測定
NMR は AvanceIII HD400（Bruker）、 質 量 分 析 は

microTOF（Bruker）、吸収スペクトルは UV-1900i 紫外
可視分光光度計（株式会社島津製作所）、蛍光スペクト
ルは F-4500 蛍光分光光度計（株式会社日立製作所）を
用いてそれぞれ測定した。光増感剤の酸化還元電位は
Potentiostat/Galvanostat（HA-301、北斗電工株式会社）、
Function generator（DF1906、NF 株式会社）、Midi Loger 

（GL900-4、GRAPHTEC 株式会社）を用いて測定した。
溶媒には、アセトニトリル、電解質にはヘキサフルオ
ロリン酸テトラブチルアンモニウムを用いた。参照電
極として飽和カロメル電極（SCE）、作用極および対極
には白金電極を用いた。

2.3.　計算
ポルフィリンおよび電子ドナーのピリジン誘導体の

最適構造およびエネルギーは、ソフトウェア Spartanʼ20
（Wavefunction Inc.）を用いて密度汎関数法（DFT、基
底関数ωB97XD、6-31* レベル）にて計算した。

2.4.　合成
定 法（10） に 基 づ き dichloro P(V)tetrakis(4ʼ-

pentyloxyphenyl)porphyrin（Cl P(V)TPOPP）を合成し
た。次に Cl P(V)TPOPP 21.38 mg を脱水ピリジンと脱
水エタノールの混合溶媒に溶かし、24 時間加熱還流
した。生成物はシリカゲルカラムクロマトグラフィ ー

（展開溶媒、メタノール : クロロホルム = 1 : 4 にて 1
回、1：6 にて 1 回）で精製し、diethoxy P(V)tetrakis(4-
pentyloxyphenyl)porphyrin（EthoxyP(V)TPOPP: 1a.）を
収率 98.6% で得た。また、Cl P(V)TPOPP 18.27 mg を
脱水ピリジンと硫酸ナトリウムで脱水した 2- ピリジン
メタノールの混合溶媒に溶かし、4 時間加熱還流した。
生成物はシリカゲルカラムクロマトグラフィ ー（展開
溶媒　メタノール : クロロホルム = 1 : 6 にて 2 回、1：
5 にて 1 回、1：4 にて 1 回）で精製し、Bis-2-pyridil 
methoxy P(V)tetrakis(4-pentyloxyphenyl)porphyrin（Pyr 
P(V)TPOPP: 1b.）を収率 41.5% で得た。

合成した光増感剤の NMR および質量分析の結果を
以下に示す。
1a . EthoxyP( V )TPOPP:  1H NMR (CDCl3,  400 
MHz): δ 9.05 (d, JP-H = 2.9 Hz, 8H, βH), 7.63 (d, JH-H 
= 4.8 Hz, 2H, o-phenyl-H), 7.27 (d, JH-H = 9.5 Hz, 
8H, m-phenyl-H), 4.18 (t, JH-H = 6.5Hz, 8H, phenyl-
OCH3-),  3.64 (br,  4H, CH3CH2CH2 CH2CH2O-), 
1.94 (m, JH-H = 5.3 Hz, 8H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), 
1.55 (br, 8H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), 1.48 (m, 8H, 
CH3CH2CH2CH2CH2O-), 1.00 (t, JH-H = 7.2 Hz, 12H, 
CH3CH2CH2CH2CH2O-), -1.76 (t, JH-H = 7.4 Hz, 4H,  P-O-
CH2-CH3), -2.33 (m, JH-H = 7.0 Hz, 6H,  P-O-CH2-CH3). 
31P NMR (CDCl3, 160 MHz): δ -180.1285. ESI-HR TOF-
MS calcd. for C68H78N4O6P+ [M+]: 1077.5659, found: 
1077.5596.
1b. PyrP(V)TPOPP: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 
9.05 (d, JP-H = 2.8 Hz, 8H, βH), 7.63 (d, JH-H = 8.6 Hz, 8H, 
o-pyridine-H), 7.58 (d, JH-H = 9.0 Hz, 8H, o-phenyl-H), 
7.18 (d, JH-H = 8.8Hz, 8H, m-phenyl-H), 6.70 (t, JH-H = 
7,7 Hz, 2H, m-pyridine-H), 6.54 (t, JH-H = 6.2 Hz, 2H, 
m-pyridine-H), 4.16 (t, 8H, JH-H = 6.5 Hz, phenyl-OCH3-),  
1.92 (m, JH-H = 7.0 Hz, 8H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), 
1.54 (m, 8H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), 1.47 (m, 7.6 Hz 
8H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), 0.99 (t, JH-H = 7.2 Hz,  
12H, CH3CH2CH2CH2CH2O-), -1.06 (d, JH-H = 14.3 Hz, 
4H, P-OCH2-Pyridine). 31P NMR (CDCl3, 160 MHz): 
δ -181.9752. ESI-HR TOF-MS calcd. for C76H80N6O6P+ 
[M+]: 1203.5871, found: 1203.6020.

３．結果および考察
3.1. P(V) ポルフィリンの水溶性

合成した各光増感剤のエタノールまたは 1 % エタ
ノールを含む水溶液中での吸収スペクトルおよび蛍光
スペクトルを Figure 2 に示す。1a.、1b. ともに水溶液
中では吸光度、蛍光強度が大幅に減少していることが
わかる。これは水溶液中では、光増感剤分子が疎水性
の高さから凝集体を形成することで、光の吸収断面積
の低下や、分子間での電子的な相互作用のためである
と説明できる（2）。

また、ポルフィリン化合物には、波長 400–450 nm 

Figure 1 Structures of P(V)porphyrins synthesized in this study.
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付近に第二励起一重項状態への電子遷移に帰属される
Soret 帯と波長 500–700 nm 付近に第一励起一重項（S1）
状態への電子遷移に帰属される Q 帯と呼ばれる特徴的
な吸収波長域が知られている（11）。吸収スペクトル
では、1a.、1b. ともに Soret 帯、Q 帯を確認できたが、
エタノール溶液から水の割合を増やしていくと次第に
Soret 帯、Q 帯ともに赤方偏移した（1a. (Soret: 446 → 
448 nm, Q: 569 → 573 nm, 616 → 621 nm）,1b. (Soret: 
450 → 453 nm, Q: 572 → 575 nm, 619 → 624 nm) ) 。一
般に、ポルフィリンは会合体の形成により、吸収帯の偏
移が知られている（12）。特に、光増感剤分子が T 字型
に会合する J 会合では吸収帯は赤方偏移を示す（12）。
従って、本研究で合成した P(V) ポルフィリン 1a.、1b. は
いずれも水溶液中にて J 会合体を形成する可能性が示
唆された。

3.2. P(V) ポルフィリンの光化学的物性におけるpH 依存性

電子供与性の配位子をもつ 1b. の吸収スペクトルお
よび蛍光スペクトルを、エタノールを 30 % 含む pH の
異なる緩衝液（pH 10.8, 7.0, 3.0 のリン酸緩衝液および
pH 5.0 の酢酸緩衝液、濃度はともに 10 mM）中で測定
した。緩衝液の pH の上昇に従い、吸光度の上昇と蛍光
強度の顕著な増大を観測した。この結果は、配位子の
もつピリジンのプロトン化による脱凝集と光化学的物
性の変化で説明される。高 pH 条件（㏗ 10.8）では、ピ
リジン部分からの分子内電子移動のため、1b. は失活す
るが、低 pH 条件（㏗ 3.0）では、ピリジンのプロトン
化による電子ドナー性の低下に基づく励起状態の失活
抑制が示唆された。（Figure 3）

詳細な解析を行うため、1b. の pKa の解析を行った。

ピリジン部位のプロトンとの化学平衡は、中性状態の
ポルフィリンを Por、プロトン化したポルフィリンを
Por – H+ と表すと以下のように示すことができる。

3.0のリン酸緩衝液および pH 5.0の酢酸緩衝
液、濃度はともに 10 mM）中で測定した。緩
衝液の pH の上昇に従い、吸光度の上昇と蛍
光強度の顕著な増大を観測した。この結果は、

配位子のもつピリジンのプロトン化による

脱凝集と光化学的物性の変化で説明される。

高 pH条件（㏗ 10.8）では、ピリジン部分か
らの分子内電子移動のため、1b.は失活するが、
低 pH条件（㏗ 3.0）では、ピリジンのプロト
ン化による電子ドナー性の低下に基づく励

起状態の失活抑制が示唆された。（Figure 3）
詳細な解析を行うため、1b.の pKaの解析を

行った。ピリジン部位のプロトンとの化学平

衡は、中性状態のポルフィリンを Por、プロ
トン化したポルフィリンを Por – H+と表すと

以下のように示すことができる。

Por − H+  ⇄ Por + H+ [1]

ここで酸解離定数 Kaおよび pKaはポルフィ

リン、プロトン化ポルフィリンの割合をそれ

ぞれ RPor、RH-Porとすると、以下の式のように

なる。

ここで酸解離定数 Ka および pKa はポルフィリン、プロ
トン化ポルフィリンの割合をそれぞれ RPor、RH-Por とす
ると、以下の式のようになる。

𝐾𝐾a =
[Por][H+]
[Por − H+] =

𝑅𝑅Por[H+]
𝑅𝑅H−Por

[2]

p𝐾𝐾! = − log"# 𝐾𝐾! [3] 

また、Ka および pKa は蛍光量子収率の実測値（ϕf
ob）お

よび脱プロトン化状態のポルフィリンとプロトン化ポ
ルフィリンの蛍光量子収率（それぞれϕf

Porとϕf
H−Por）

を用いて以下のように示すことができる。

ϕf
ob = ϕf

Por × 𝑅𝑅Por + ϕf
H−Por × 𝑅𝑅H−Por

= ϕf
Por𝐾𝐾a + ϕf

H−Por[H+]
𝐾𝐾a + [H+] [4]

なお、Ka は上記の [3] のように、[H+] は以下の [5] の式
のように表される。

pH = − log"#	[H$] [5]

この関係を用いて、pH = 10.8 ~ 2.0 での蛍光量子収率の
実測値をプロットし、最小二乗法によるカーブフィ ッ
ティングで pKa を解析したところ、pKa は 4.7 であった。
配位子として導入したピリジンの pKa の文献値が 5.19
であり（13）、両者が比較的近い値であることから、光
化学的物性の変化が配位子のプロトン化に起因してい
ると考えられる。

3.3. 分子内電子移動の論理的な考察
合成したポルフィリンの酸化側における酸化還元位

電位の測定が困難であったため、1b. の分子内電子移動
について、DFT 計算による熱力学的な 評価を行った。
光照射されたポルフィリンは、ポルフィリン環の最高
被占分子軌道（HOMO）に相当する軌道の電子が最低
空軌道（LUMO）に遷移して励起状態になる。従って、
電子ドナーとして結合した配位子であるピリジン部位
の HOMO に相当するエネルギー準位がポルフィリン
環の HOMO に相当するエネルギー準位よりも高けれ
ば、ピリジン部位の HOMO に相当する電子が、光励起
によってポルフィリン環の HOMO に相当する軌道に
生じた電子の空席へ分子内電子移動することが期待で
きる。このピリジン部位は、ポルフィリン環に近接して
いるため、熱力学的に許容であるなら分子内電子移動
はすみやかに進行し、励起状態のポルフィリンが生体
分子損傷の活性を示すことなく失活すると考えられる

（14-15）。そこで、ポルフィリンおよびピリジン部位の
エネルギー準位（それぞれ EPor,HOMO および ELig,HOMO）を
DFT 計算（ωB97XD、6-31G* レベル）によって求めた。

Figure 2 Absorption spectra of 1a. (top) and 1b. (bottom) in 
ethanol or distilled water including 1% ethanol.
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なお、1b. のポルフィリン環とピリジンのエネルギーを
直接計算すると、真空中での計算では、中心リン原子の
正電荷の影響が過大評価されるため、本研究ではポル
フィリン環とピリジン部位を別々に計算した。そこで、
それぞれのモデルとしてポルフィリン環には 1a.、ピリ
ジン部位には 2- メチルピリジンを用いた。その結果、
ELig,HOMO = -8.84 eV、EPor,HOMO = -9.92 eV であった。従っ
て、ELig,HOMO の方が EPor,HOMO よりもエネルギー準位は高
く、励起状態において配位子からポルフィリン環への
分子内電子移動が起こる可能性が示唆された。さらに、
ピリジンがプロトン化した際は、ELig,HOMO = -14.46 eVと
なり、EPor,HOMO よりもエネルギー準位が低くなるため、
酸性条件でピリジン部位がプロトン化すると、電子移
動が抑制され、活性制御に利用できる可能性が示され
た。

3.4. P(V) ポルフィリンのタンパク質との相互作用
PDT においてターゲットとなるタンパク質と P(V)

ポルフィリンとの相互作用を評価するために、水溶性
タンパク質である HSA 存在下での P(V) ポルフィリン
の光化学的物性および HSA への光損傷作用を評価し
た。

ポルフィリンは HSA と結合することによって吸収、
蛍光スペクトルが変化することが知られており（9）、本
研究でも pH 7.6 および 3.2 のリン酸緩衝液中、pH 5.0 の
酢酸緩衝液中において、HSA 添加で明らかな濃色効果
が確認できた（Abs. at 455 nm, 1a. pH 7.6: 0.13 → 0.44, 
pH 5.0: 0.46 → 0.51, pH 3.2: 0.37 → 0.48、1b. pH 7.6: 
0.13 → 0.44 pH 5.0: 0.46 → 0.51, pH 3.2: 0.37 → 0.48）。
これは、水溶液中において凝集していた P(V) ポルフィ
リン分子がHSAの疎水性ポケット内へ結合することに
より、脱凝集され、電子状態が変化したことで説明で
きる。

また、HSA の存在下においても、1b. は、中性環境よ
りも酸性環境において、高い蛍光量子収率（pH 7.6: Φf 
= 0.012, pH 5.0: Φf = 0.016, pH 3.2: Φf = 0.025, [HSA] = 
10 μM）を示したことから、HSA に結合した状態でも
分子内電子移動による光化学的物性の制御が可能であ
ることがわかった。

次に、HSA 濃度に依存したポルフィリンの吸収スペ
クトル変化から結合定数（Kb、M-1）を解析した。ポル
フィリンと HSA が 1 : 1 で結合すると仮定したときの
Kb は、ポルフィリンと HSA の複合体を Por–HSA とし
て、以下のようになる。

𝐾𝐾b =
[Por − HSA]
[Por][HSA] [6]

また、ポルフィリン分子の HSA との結合率を RHSA-Por

とすると、Kb は、RHSA-Por および、ポルフィリンと HSA
の初濃度をそれぞれ表す [Por]0 と [HSA]0 を用いて、次
のように表すことができる。

𝐾𝐾b =
[Por]0𝑅𝑅HSA−Por

[Por]0(1 − 𝑅𝑅HSA−Por)([HSA]0 − [Por]0𝑅𝑅HSA−Por)
[7]

そこで、濃度 0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20 µM の HSA
と 5 µM の P(V) ポルフィリンを 1％のエタノールを含
む 10 mM リン酸緩衝液（pH 7.6 または 3.2）または酢
酸緩衝液（pH 5.0）中に調製した。これらの吸光度の実
測値 Aob は、HSA と結合したポルフィリンの吸光度 Ab、
未結合状態のポルフィリンの吸光度 Af を用いて以下の
ように表せる。

𝐴𝐴ob = 𝐴𝐴b𝑥𝑥 + 𝐴𝐴f(1 − 𝑅𝑅HSA−Por) [8]

式 [6] および [7] を用い、Aob と [HSA]0 の関係を非線形
最小二乗法（2）により解析することで Kb を算出した

（Table 1）。1a. の Kb に注目すると、pH 7.6 および 5.0
ではほとんど変化しなかったが、pH 3.2 では 2 倍近く増
大した。HSA は酸性環境において二次構造の変化、す
なわちα－ヘリックス構造の割合が減少し、β－シート
構造の割合が増加することが知られており（16）、この
Kb の変化はその影響に起因するものと考えられる。ま
た、これに伴い HSA は、楕円形に畳み込まれた構造か

Figure 3 Absorption (top) and fluorescence (middle) spectra of 
1b. and the relationship between the fluorescence quantum yield 
and pH in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 10.8 ~ 6.0, 3.0, 
2.0, 10 mM, 30% ethanol) or acetate buffer (pH 5.0, 4.0, 10 mM, 
30% ethanol).
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ら平面的な構造へと三次構造が変化する（16）。HSA の
構造変化はポルフィリンとの結合サイトである疎水ポ
ケットへのアクセスを向上させ、ポルフィリンは HSA
と結合しやすくなり、Kb が増大したと考えられる。対
照的に、1b. の Kb は、pH 7.6 に比べ、酸性環境である
pH 5.0 および 3.2 では半分以下に減少した。これは酸性
環境ではHSAとポルフィリンがともにプロトン化して
いるため、両者の静電的な反発で説明できる。

以上の情報を踏まえて P(V) ポルフィリンの HSA の
光損傷を評価した。HSA は分子内にトリプトファンを
1 つもつことから、本研究では HSA 中のトリプトファ
ンをターゲットにして、P(V) ポルフィリンへの光照射
による損傷を解析した（2,3,8）。HSA の光酸化損傷の
程度は、トリプトファンの自家蛍光強度（17）の減少
から、次の式で評価した。

[Damaged HSA] =  𝐹𝐹0 − 𝐹𝐹
𝐹𝐹0

[HSA]0 [9]

ここで、[Damaged HSA] は、HSA 損傷量（トリプト
ファン残基が酸化された HSA の濃度）、F0 は、初期の
蛍光強度、F は、光照射後の蛍光強度である。式 [8] に
よって求めた損傷量から算出した初期の光酸化損傷速
度とポルフィリンの吸収光子数、照射断面積から、次
の式 [9] を用いてタンパク質損傷量子収率（ΦD）を算
出した。

ΦD =  𝜈𝜈
𝑁𝑁𝑁𝑁 [10]

ここで、ν は、初期の酸化損傷速度　[nM　min-1]、
N は、ポルフィリンに吸収された単位時間当たりの光
子数　[nM cm-2 min-1]、A は、サンプルの光照射面積　
[cm2]　である。各条件での HSA との結合定数、タン
パク質損傷量子収率、pH 7.6 を基準としたときの pH 
5.0 および 3.2 における損傷量子収率の比を活性制御比
ron-off として Table 1 に示す。

Table 1 Binding constant, protein photodamaging quantum 
yields, and controlled activity ratio by 1a. and 1b.

Compound pH Kb /
106 M-1

ΦD 
×103 ron-off

1a. 7.6 2.6 3.4 -
5.0 2.5 4.1 1.2
3.2 4.3 11 3.3

1b. 7.6 13 6.2 -
5.0 5.4 19 3.1
3.2 5.6 23 3.8

なお、リン酸緩衝液中での 1a.、1b. の 1O2 生成量子収率
（エタノール中でのメチレンブルーの 1O2 生成量子収率
0.52（18）と比較することで算出）は、それぞれ 1a. が
pH 7.6 にて 0.013、pH 3.2 にて 0.019、1b. が pH 7.6 に
て 0.007、pH 3.2 にて 0.005 であり、1O2 の生成による
タンパク質の損傷がある程度は可能であると考えられ
る。

続いて、両化合物のタンパク質からの電子の引抜き
による酸化損傷を熱力学的に考察する。これまでの研

究から、P(V) ポルフィリンは、S1 状態における電子移
動で HSA を酸化損傷すると考えられる（19）。P(V) ポ
ルフィリンの一電子還元の酸化還元電位を E-、電子ド
ナー（タンパク質の酸化損傷のターゲットであるトリ
プトファン）の一電子酸化の酸化還元電位を E+、P(V)
ポルフィリンの吸収および蛍光スペクトルから求めた
励起エネルギーを E0-0 とすると素電荷 e を用いて、タン
パク質からの電子の引抜きのギブズエネルギー（ΔGd）
は以下の式で求められる。

∆𝐺𝐺d = 𝑒𝑒(𝐸𝐸− − 𝐸𝐸+) − 𝐸𝐸0−0 [11]

1a. および 1b. の一電子還元の酸化還元電位 E- は、そ
れぞれ -0.60 および -0.54 V vs. SCE であり、励起エネ
ルギー E0-0 は、それぞれ 1.98 および 1.97 eV であっ
た。トリプトファンの一電子酸化の酸化還元電位の文
献値である E+ = 0.78 V vs. SCE（20）を用いると、1a.、
1b. の ΔGd は、それぞれ = -0.61、-0.65 eV であり、負
の値であることから両化合物が生体分子を電子の引抜
きによって酸化損傷できることが熱力学的に確認でき
た。両化合物による光増感反応で 1O2 の物理的な消去作
用をもつアジ化ナトリウムを共存させた条件でもタン
パク質の光損傷を確認できたことから両化合物がタン
パク質を電子引抜きによって酸化損傷できることが示
された。

1a.、1b. の活性制御比に注目すると、1a.では、電子
ドナー部位をもたないにも関わらず、低 pH 環境では損
傷量子収率が顕著に増大した。これは、先述した 1a. と
HSA の Kb が増大することで説明できる。pH 3.2 におけ
る 1a. の Kb は、pH 7.6 と比較して約 1.7 倍に増加する
ため、酸性条件では、より多くの 1a. 分子が HSA と結
合し、ターゲットとなるトリプトファン残基の近傍に
存在していると考えられる。一般に、光損傷は、ター
ゲットと光増感剤との距離や結合の仕方に大きく依存
するため、標的となるアミノ酸残基の付近に光増感剤
が存在するほど損傷が起こりやすい。従って、電子供
与性の配位子をもたない 1a. においても、酸性環境では
HSA との結合が促進されることで、損傷量子収率が増
大したと考えられる。また、1b. においては、電子供与
性の配位子をもっているにも関わらず、中性条件（pH 
7.6）でも同条件下の 1a. と比較して高い損傷量子収率
を示した。1b.では励起状態における分子内電子移動に
より光損傷が抑えられることが予想されたが、HSA と
の結合による疎水環境で分子内電子移動が抑制された
ことで説明できる。pH 7.6 における 1b. の HSA との Kb

は 1.3 × 107 M-1 と、今回の測定条件で最も大きな値を
示しており、他の条件と比べても多くの分子が HSA に
結合し、トリプトファン残基の近傍に存在していると
考えられる。また、P(V) ポルフィリンの HSA との結
合部位は疎水的環境であり、そのような周囲の比誘電
率が低い環境において、P(V) ポルフィリンは電荷分離
状態（配位子からの電子移動が起こった状態）のエネ
ルギー準位が上昇することが知られている（21）。その
結果、分子内電子移動が抑制され、中性付近の pH でも
多くの分子が活性を示したと考えられる。HSA の電子
移動機構による光酸化も疎水的環境の効果で同様に抑
制されるが、トリプトファンから励起状態ポルフィリ
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ンへの電子移動の駆動力である -ΔGd が十分に大きいた
め、光酸化の活性は維持されたと考えられる。以上の
要因で、1b. は同条件下の 1a. と比較して高い損傷量子
収率を示したと考えられる。

また、1b. は、pH 5.0 および 3.2 において損傷量子収
率の大幅な増大が確認できた。1b. は、酸性環境におい
て HSA との Kb は半分以下にまで減少しており、結合
しにくい状態であることから、この活性上昇は配位子
のプロトン化によるポルフィリンの光増感剤としての
活性の回復による効果が大きいと考えられる。以上か
ら、窒素原子を含む pH 応答性の電子供与性の配位子
をもつ P(V) ポルフィリンは、生体分子の光損傷作用に
おいて、pH による活性制御が可能であることが示され
た。特に、本研究で合成したピリジン結合型の P(V) ポ
ルフィリンである 1b. は腫瘍組織周辺の pH 環境に近い
pH 5.0 にて優れた活性制御比を示したことから、生体
分子の光損傷における pH 制御が可能であり、PDT の
副作用の解決に寄与できる可能性が示唆された。

総括
本研究では、PDT における副作用である光線過敏症

の解決のために、弱酸性環境である腫瘍組織周辺を標
的として、P(V) ポルフィリンの親水性環境における
凝集体の形成および分子内電子移動による失活機構を
利用した光化学的物性の制御機能を評価した。ClP(V)
TPOPP を原料に P(V) ポルフィリンの軸配位子として、
pH による活性制御機能のないエトキシ基をもつ 1a. と
pH 応答性の活性制御機能をもつピリジンを配位子と
して結合した 1b.を合成した。両化合物によるタンパク
質光損傷作用において、腫瘍組織周辺の pH に近い pH 
5.0 の環境 (6) では、1a. は大きな活性制御比を示さな
かったのに対して、pH 応答性の軸配位子をもつ 1b. は
中性条件に比べて優れた損傷効率の増大を示した。こ
のことから、P(V) ポルフィリンの軸配位子における窒
素原子のプロトン化を利用した光化学的物性の制御が
可能であることが示された。ピリジンを配位子にもつ
1b. は腫瘍組織周辺に近い pH 環境での活性制御が可能
であったため、PDT における副作用の解決に利用でき
る可能性が示唆された。
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Abstract: 
Photosensitized protein damage is one of the most important mechanisms of photodynamic therapy (PDT).  Porphyrins 

and its derivatives are used as the photosensitizers for PDT.  Association between photosensitizer and protein is an important 
factor of the PDT activity of porphyrin photosensitizer. Thus, a binding interaction between free-base porphyrins and a 
water-soluble protein, human serum albumin (HSA), was examined.  As porphyrin photosensitizers, α,β,γ,δ-tetrakis(3,4,5-
trimethoxyphenyl)porphyrin (TMPP; neutral hydrophobic porphyrin), α,β,γ,δ-tetrakis(4-hydroxyphenyl)porphyrin 
(TOHPP; neutral water-soluble porphyrin), α,β,γ,δ-tetrakis(4-sulphonatophenyl)porphyrin tetrasodium salt (TPPS; 
anionic water-soluble porphyrin), and α,β,γ,δ-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphyrin tetrachloride (TMPyP; cationic 
water-soluble porphyrin) were used.  The thermodynamic analysis showed that the driving forces for the cases of TMPP 
and TPPS are Van der Waal’s force and electrostatic force, respectively, and that of OHTPP and TMPyP is the entropy, 
possibly due to a release of water molecules from the binding position of protein.  The difference of the photosensitized 
protein damaging activity of these porphyrins could be explained by the binding constant between HSA and porphyrin 
molecules and the singlet oxygen production activity of these porphyrins.  These results suggest that the thermodynamic 
analysis can be used for the design of porphyrin photosensitizers for PDT.

Keywords: Free base porphyrins; Human serum albumin; Binding interaction; Protein photodamage; Singlet oxygen

INTRODUCTION
Porphyrins are important photosensitizers that 

can produce singlet oxygen (1O2) under visible-light 
irradiation [1-3].  Specifically, free base porphyrins, such 
as talaporfin sodium [4,5] and porfimer sodium [6] are 
clinically used for the photosensitizers of photodynamic 
therapy (PDT), which is a less-invasive cancer therapy 
[7-9].  Furthermore, PDT can elicit immunogenic effect 
on cancer therapy [10].  In general, 1O2 production is 
an important mechanism of biomolecule oxidation by 
photoexcited porphyrins [1,2,11].  An interaction between 
porphyrin photosensitizer and target biomolecules, 
such as protein, is an important factor for PDT [12-14].  
Physical and chemical characteristics affect the PDT 
activity of photosensitizer; and the characteristic of free 
base porphyrin can be altered by a substituent [1,12].  A 
water-solubility and electrostatic characteristics of free 
base porphyrins can be controlled by the substituents [1].  

For example, neutral, anionic, and cationic characteristics 
are closely related to a water-solubility of compound; and 
an introduction of hydrophilic or hydrophobic groups 
also controls the characteristics of neutral porphyrins 
[1].  In this study, the binding interaction between human 
serum albumin (HSA), a water-soluble protein, and the 
following four types of free base porphyrins: neutral 
hydrophobic (α,β,γ,δ-tetrakis(3,4,5-trimethoxyphenyl)
porphyrin, TMPP), neutral hydrophilic (α,β,γ,δ-tetrakis(4-
hydroxyphenyl)porphyrin, TOHPP), anionic (α,β,γ,δ-
tetrakis(4-sulphonatophenyl)porphyrin tetrasodium salt, 
TPPS), and cationic (α,β,γ,δ-tetrakis(1-methylpyridinium-
4-yl)porphyrin tetrachloride, TMPyP) porphyrins (Fig. 
1) was examined.  The thermodynamic analysis of the 
binding interaction and photosensitized protein damaging 
activity was also performed.



Photomedicine and Photobiology, Vol.46, 2025

– 41 –

EXPERIMENTAL
TMPP was synthesized using 

3,4,5-trimethoxybenzaldehyde and pyrrole (FUJIFILM 
Wako Pure Chemical Co., Ltd., Osaka, Japan) according to 
the literature [15]. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.96 (s, 
8H, pyrrole-H), 7.48 (s, 8H, ortho-phenyl-H), 4.19 (s, 12H, 
para-phenyl-OCH3), 3.97 (s, 24H, meta-phenyl-OCH3), 
-2.78 (s, 2H, N-H).  M/Z = 975.5 (M+). HSA, OHTPP, and 
TMPyP were purchased from Sigma-Aldrich Co. LLC. 
(St. Louis, MO, USA).  TPPS was purchased from Tokyo 
Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan).  Ethanol was 
obtained from FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Ltd.  
Spectroscopic-grade water was purchased from Dojin 
Chemicals Co. (Kumamoto, Japan).  Methylene blue was 
obtained from Kanto Chemical, Co., Inc. (Tokyo, Japan).  
Sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.6) was obtained 
from Nacalai Tesque Inc. (Kyoto, Japan).  These chemical 
agents were used as received.

The absorption spectra of samples were measured with 
the UV-Vis spectrophotometer UV-1650PC (Shimadzu, 
Kyoto, Japan).  The fluorescence lifetime (τf), which 
equals the singlet excited-state (S1) lifetime, of HSA was 
measured with a Fluorescence Lifetime System TemPro 
(HORIBA, Kyoto, Japan).  The excitation wavelength 
for the τf measurements for porphyrins was 402 nm.  The 
1O2 production was directly measured by near-infrared 
luminescence at around 1,270 nm from 1O2 relaxation, 
which corresponds to the 1O2 (1Δg)-3O2(3Σg

-) transition, as 
reported previously [16].

To evaluate the HSA damage, the sample solution 
containing 5 μM porphyrins and 10 μM HSA was 
prepared in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.6) 
including 5% ethanol.  The sample solution was irradiated 
with a light-emitting diode (LED, λmax= 585 nm, 2.0 mW 
cm−2, CCS Inc., Kyoto, Japan).  The intensity of the LED 
was measured with an 8230E optical power meter (ADC 
Corporation, Tokyo, Japan).  The fluorescence intensity 
of HSA at 350 nm was measured with a Hitachi 650-
60 fluorescence photometer (Hitachi, Tokyo, Japan).  
The excitation wavelength for this assay was 298 nm.  
The amount of damaged HSA was estimated from the 
results of fluorometry based on the diminishment of the 
intrinsic fluorescence of tryptophan residue of HSA by 
photooxidation, as reported previously [13,14].

RESULTS AND DISCUSSION
Interaction between human serum albumin 
and porphyrins

The absorption spectra of the porphyrins were changed 
by the addition of HSA (Fig. 2).  This absorption spectral 
change can be explained by the interaction between 
porphyrin molecules and HSA [17,18].  The fitting curves in 

Fig. 1. Structures of free base porphyrins.

Fig. 2. Absorption spectra of free base porphyrins with or without HSA.  The sample solution contained 5 μM porphyrins with (dotted) 
or without (straight) 20 μM HSA in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.6) including 5% ethanol.  Inset: Relationship between the 
absorbance of porphyrin at certain wavelength around the Soret band and the concentration of HSA.
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the inset of these figures were calculated by the simple 1:1 
complex model [13,14].  The absorbance change of TMPP 
and OHTPP with relatively small HSA concentration 
(0.5 ~ 2 μM) could not be analyzed by this simple 1:1 
model (insert of Fig. 2); and indicates that many porphyrin 
molecules bind to one HSA molecule.  This result suggests 
the aggregation of porphyrin molecules on HSA surface.  
However, in the presence of relatively large concentration 
of HSA (≥5 μM) and in the cases of TPPS and TMPyP, 
the absorbance change with HSA concentration was 
simple.  Therefore, the apparent binding constant (Kbind) 
between porphyrins and HSA could be estimated from 
these absorbance changes under the condition of relatively 
large concentration of HSA, according to the reported 
previously under the assumption that one porphyrin 
molecule binds to HSA (1:1 complex) [13,14].  The 
obtained Kbind values at 298 K for TMPP, OHTPP, TPPS, 
and TMPyP were 4.8×105 M-1, 1.0×106 M-1, 2.9×106 M-1, 
and 4.0×104 M-1, respectively.  An anionic porphyrin, 
TPPS showed the relatively large Kbind value, suggesting 
the electrostatic interaction between the positive charge of 
HSA surface and TPPS.  These Kbind values depended on 
the temperature, and the thermodynamic parameters could 
be calculated by the van ‘t Hoff plot (Fig. 3, Table 1).  The 
enthalpy change (ΔHº) and the entropy change (ΔSº) of 
the binding interaction was calculated by the following 
equation:

Ln Kbind = − ∆"
∘

#$
+ ∆%

∘

#
� (1)

where R is the gas constant and T is the absolute 
temperature.  The Gibbs energy of the binding interaction 
(ΔGº) was calculated by the following equation:

ΔGº = −RT Ln Kbind 	�  (2)

The driving force of the binding interaction between 
protein and molecules can be speculated from these 
thermodynamic parameters [19,20].  The estimated ΔHº 
values of TMPP and TPPS were negative and the ΔSº 
values for these porphyrins were positive and relatively 
small, suggesting that the binding interaction between 
these porphyrin molecules and HSA is enthalpy driven.  
Because TMPP is a neutral molecule, the Van der Waal’s 
force should be the main driving force of the binding 
interaction.  As mentioned above, TPPS is an anionic 

molecule and an electrostatic interaction may be a driving 
force for the binding interaction between TPPS and HSA.  
Relevantly, it has been reported that the interaction between 
HSA and α,β,γ,δ-tetrakis(2,6-difluoro-3-sulfophenyl)
porphyrin, an anionic porphyrin, is enthalpically driven 
(ΔH° = −70.1 ± 3.3 kJ mol−1) into subdomain IIA of HSA 
[21].  In the cases of OHTPP and TMPyP, the obtained 
ΔH° values were positive and relatively large ΔSº values 
were estimated.  Therefore, the binding interaction 
between these porphyrins, OHTPP and TMPyP, and HSA 
is entropy driven.  These results suggest that the repulsive 
force between a cationic molecule or a molecule with 
hydroxyl group such as OHTPP and the HSA surface 
exists.  However, relatively large ΔSº values for these 
porphyrins suggest that a release of water molecules in the 
pocket of HSA or around the HSA surface becomes the 
driving force of the binding interaction.

The binding position of these porphyrins on HSA was 
roughly estimated using the Fӧrster resonance energy 
transfer (FRET) method based on the energy-transfer 
theory [22] with a previously reported procedure [12].  
The critical distances of the FRET from the tryptophan 
to these porphyrin molecules, which were calculated from 
the fluorescence spectrum of tryptophan and the absorption 
spectrum of these porphyrins, were 99.6 Å (TMPP), 105 
Å (OHTPP), 114 Å (TMPyP), and 115 Å (TPPS).  The 
estimated distance between the tryptophan and these 
porphyrins were 117 Å (TMPP), 106 Å (OHTPP), 114 
Å (TMPyP), and 115 Å (TPPS).  The average diameter 
of HSA is about 80 Å [23], and the tryptophan residue is 
located almost at the center of HSA [24].  These results 
suggest that these porphyrin molecules mainly bind to 
the HSA surface (not subdomain IIA).  The difference of 

Table 1 The binding constants and thermodynamic parameters of the binding interaction between free base porphyrins and HSA

Porphyrin Kbind / M-1 ΔHº / kJ mol-1 ΔSº / J mol-1 K-1 ΔGº / kJ mol-1 Driving force

TMPP 4.8×105 -24.0 +28.2 -32.4 van der Waal’s force

OHTPP 1.0×106 +67.3 +340.5 -34.0 entropy*

TPPS 2.9×106 -17.8 +63.5 -36.7 electrostatic force

TMPyP 4.0×104 +28.8 +185.0 -26.3 entropy*
*: release of water molecules from HSA.

Fig. 3. The van ‘t Hoff plot of the binding constant between free 
base porphyrins and HSA and the temperature.
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the binding potion between the case of abovementioned 
α,β,γ,δ-tetrakis(2,6-difluoro-3-sulfophenyl)porphyrin, 
which binds into subdomain IIA of HSA [21], and that of 
TPPS is possibly due to the difference of their substituents.

Fluorescence lifetime of porphyrins in the 
presence of HSA

The time profile of fluorescence intensity of TMPP 
could be analyzed by a triple exponential function (Table 
2).  The short lifetime components suggest the aggregation 
of porphyrins molecules.  In the presence of 20 μM HSA, 
almost porphyrins are binding on HSA and the three 
components were observed for τf values.  The longest τf 
value is longer than that without HSA.  This result can be 
explained by the assumption that the interaction with HSA 
resolves the aggregation of porphyrin molecules and an 
inhibition of vibrational deactivation of the excited state 
of porphyrin through a binding interaction with HSA.  
In the case of OHTPP, the time profile of fluorescence 
intensity was analyzed by a double exponential function.  
The shorter lifetime component suggests an aggregation 
of OHTPP molecules, since OHTPP is a neutral molecule 
and shows slightly hydrophobic character.  Similarly to the 
case of TMPP, the τf of OHTPP was elongated through an 
interaction with HSA.  These results can be explained by 
that the interaction with protein environment resolves the 
aggregation of OHTPP molecules.  In the cases of TPPS 

and TMPyP, water-soluble porphyrins, these time profiles 
of fluorescence intensity were almost single exponential 
functions, however, these decay curves were well fitted by 
double exponential function and small components of short 
lifetime were observed.  These results can be explained 
by the difference of conformation of these porphyrins.  
In the presence of HSA, these time profiles could be 
analyzed by triple exponential functions.  The observed 
longer lifetime components can be explained by the 
abovementioned stabilization of their photoexcited state 
in the microenvironment of protein.  The shorter lifetime 
component showed the enhancement of the deactivation 
of photoexcited state through electron transfer interaction 
with HSA [13,14].

Photosensitized HSA oxidation by free base 
porphyrins

The photosensitized HSA damage by these porphyrins 
was evaluated using the fluorescence intensity of the 
tryptophan residue of HSA, which shows the typical 
fluorescence as being around 350 nm, as reported 
previously [13,14].  HSA photodamage by TMPP was 
barely observed, whereas OHTPP, TPPS, and TMPyP 
photosensitized the HSA damage (Table 3).  The quantum 
yield of HSA photodamage by these porphyrins (ΦD), 
estimated from the initial decomposition rate and the 
absorbed photon fluence, and the 1O2 production quantum 

Table 2 Fluorescence lifetime of porphyrins

Porphyrins HSA τf / ns (relative amplitude) average value / ns

TMPP - 3.88 (0.41), 1.02 (0.44), 0.23 (0.15) 2.07

+ 6.08 (0.19), 1.09 (0.61), 0.14 (0.20) 1.85

OHTPP - 6.56 (0.32), 0.02 (0.68) 2.11

+ 10.41 (0.89), 2.32 (0.07), 0.21 (0.04) 9.43

TPPS - 10.69 (0.97), 5.16 (0.03) 10.52

+ 12.21 (0.96), 2.2 (0.03), 0.12 (0.01) 11.79

TMPyP - 5.50 (0.96), 1.93 (0.04) 5.36

+ 9.18 (0.43), 4.62 (0.55), 0.06 (0.02) 6.49

The sample solution contained 5 μM porphyrins with or without 20 μM HSA in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.6) including 
5% ethanol.

Table 3 Quantum yields of photosensitized HSA damage and 1O2 production by porphyrins

Porphyrin ΦD
 ΦΔ

b

TMPP ND a 0.052

OHTPP 2.6×10-5 0.034

TPPS 4.9×10-5 0.82

TMPyP 5.6×10-5 0.96
a: HSA damage was not observed. b: in 10 mM phosphate buffer (pH 7.6) including 5% ethanol (reference: methylene blue in water, ΦΔ 
= 0.52 [25]).
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yields (ΦΔ) are shown in Table 3.  Photooxidation ability of 
neutral and anionic free base porphyrins through electron 
transfer is small, because of their low redox potentials 
[26,27].  Indeed, neutral porphyrins with relatively low 
redox potentials barely photooxidize HSA through electron 
transfer [28].  Therefore, the 1O2 production becomes 
an important mechanism of protein photooxidation by 
neutral and anionic porphyrins.  The non-photodamaging 
activity of TMPP is attributed to the small ΦΔ value.  The 
HSA photodamaging activity of TPPS is possibly due to 
the relatively large Kbind and ΦΔ values.  TMPyP showed 
the largest values of ΦD and ΦΔ in these porphyrins.  
These results show that the 1O2 production is important 
mechanism for free base porphyrins.  In the case of 
TMPyP, the electron transfer-mediated mechanism should 
also contribute to the HSA photodamage as the previous 
report [29].  Because of relatively high redox potential 
of TMPyP, a cationic porphyrin [26], this porphyrin has 
strong ability of electron transfer-mediated oxidation [30].  
Although the ΦΔ of OHTPP is significantly smaller than 
those of TPPS and TMPyP, the ΦD of OHTPP is relatively 
large and of the same order as those of TPPS and TMPyP.  
This result can be explained by the relatively large Kbind 

value of OHTPP and the fact that the slightly shorter 
distance between OHTPP molecule and the tryptophan of 
HSA than those of the other porphyrins.    

CONCLUSIONS
Free base porphyrins, TMPP, OHTPP, TPPS, and 

TMPyP, bind to HSA.  The thermodynamic parameters for 
the binding interaction were analyzed.  The driving force 
of the binding interaction depends on the water-solubility 
and electrostatic character of these porphyrins.  TMPP, 
a neutral hydrophobic porphyrin, binds to HSA through 
the Van der Waal’s force.  TPPS, an anionic porphyrin, 
binds to HSA through an electrostatic force.  The driving 
force of these porphyrins is an enthalpy change.  In the 
cases of OHTPP, a neutral hydrophilic porphyrin, and 
TMPyP, a cationic porphyrin, the driving force of binding 
interaction with HSA is an entropy, possibly due to the 
release of water molecules from the pocket or surface of 
HSA through an association of these porphyrins.  The 
repulsive force between a cationic TMPyP molecule and 
a positive charge of HSA surface may inhibit the binding 
interaction.  Indeed, the observed Kbind value of TMPyP is 
smaller than other three kinds of porphyrins.  The FRET 
analysis showed the binding positions of these porphyrins 
on HSA are almost the same; these porphyrins bind to 
the surface of HSA.  The photooxidation of tryptophan 
residue of HSA by these porphyrins depended on the Kbind 
and 1O2 production activity.  This study showed that 1O2 
production is the important mechanism for the protein 
photooxidation by free base porphyrins and the association 
between the porphyrins and target protein becomes the 
key factor of photodynamic activity of porphyrin agents.  
The thermodynamic analysis may be used for a molecular 
design of PDT photosensitizer.
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ABSTRACT
Omics studies have made remarkable progress, and many bioactive molecules have been newly discovered. To elucidate 

the relationship between these molecules and biological functions and diseases, it is essential to identify the enzymes or 
receptors on which they act. Unfortunately, many of these target proteins are present only in trace amounts, making 
their analysis complex and identification difficult. In general, specific interactions between proteins and their substrates 
(ligands) are used to identify target proteins. This review outlines an efficient strategy for target identification based on 
photoaffinity labeling (PAL), especially using photoreactive crosslinkers with multiple functions such as photocrosslinking, 
photocleavage, fluorogenisity, and mass difference in compact structures. These multifunctional crosslinkers greatly 
facilitate the identification of ligand-target proteins and obtaining information about their binding structures even in the 
presence of large amounts of contaminants.

Key words: photoaffinity label, diazirine, target identification, chemical probe, cinnamate

Introduction
Phenotypic screening using compound libraries is one 

of the important methodologies in drug discovery and has 
produced many first-in-class drugs to date. Biomolecules 
that are highly effective against diseases can have a 
significant effect on their signals directly or indirectly, and 
such key proteins can be useful targets for drug discovery. 
Early identification of interacting proteins, including 
unknown proteins, can accelerate structural optimization 
and biofunctional analysis of drug candidates. However, 
their identification and analysis are generally difficult 
because many of the target proteins exist in trace 
amounts and are greatly affected by coexisting impurities. 
Identification of proteins interacting with bioactive 
compounds can be achieved by labeling or non-labeling 
methods, the former of which is described here.

Selective labeling of interacting proteins has been 
generally achieved by the chemical probe consisting 
of their specific substrate or inhibitor with a reactive 
group unit and a tag. After crosslinking each other, the 
interacting proteins can be introduced a tag, such as a 
biotin group for purification and detection, with a covalent 
bond. Therefore, it can be applied to proteins with weak 
interactions that are difficult to handle with general 
affinity purification methods, proteins that are prone to 
degradation/aggregation, and proteins expressed in trace 
amounts. Since the specificity of the probe is crucial for 

the target identification, the appropriate probe design 
and selection of crosslinker are essential. To date, some 
chemoproteomic protein profiling technologies that utilizes 
small molecular probes, for example, known as activity-
based probes to react with the active sites of proteins[1], and 
proximity-based probes to react with functional groups 
near the ligand binding site of proteins[2], selectively and 
covalently. In the latter method, chemoselective reactions 
proceed efficiently when amino or mercapto groups, etc. 
are present in proximity. In other words, the proximity 
effect (concentration effect) during binding state increases 
the specific labeling, and non-specific reactions to other 
proteins are suppressed by controlling the chemical 
reactivity of the crosslinker. In principle, this method can 
capture enzymes and transporters in dynamic processes, 
but conversely, it is necessary to consider consumption of 
probes by such as carrier proteins existing on the way to 
the target protein. This paper focuses on labeling methods 
for identifying trace interacting proteins, particularly 
photoaffinity labeling (PAL), which introduces a chemical 
tag to interacting molecules with a covalent bond, forming 
by activation with light irradiation[3-5].

Photoaffinity labeling for identification of target 
protein

In addition to chemical crosslinking utilizing the chemo-
selective reactions as described above, there are also 



Photomedicine and Photobiology, Vol.46, 2025

– 47 –

nonselective crosslinking. The photochemical crosslinking 
of diazirine group belongs to the latter category. Upon 
photolysis by UV irradiation, the diazirine group 
generates a carbene, an extremely electron-poor species, 
that instantly inserts into any chemical bond of spatially 
closed molecule within a nanosecond, before leaving the 
binding pocket. This photoreactive property that allows 
to crosslink to the contacting site is a crucial point when 
the purpose is to identify interacting proteins (Figure 1). 
If the reactive intermediate has a long lifetime or chemo-
selectivity, the probe will diffuse and nonspecifically 
crosslink other proteins that are relatively abundant. It is 
important to suppress such nonspecific labeling as much 
as possible, especially when the expression level of the 
target protein is extremely low.

There are three kinds of photoreactive groups have 
been used for PAL as crosslinkers, benzophenone, aryl 
azide, diazirine as shown in Figure 2. In the case of 
benzophenone, an excited carbonyl, the active species 
generated by UV irradiation, abstracts hydrogen from a 
nearby molecule, and the resulting radical pair couples 
to form a crosslink[6]. This active species does not react 
with water, and the unreacted excited carbonyl returns 
to the original ground state. Therefore, longer irradiation 
increases the labeling yield. However, because the excited 
carbonyl has a relatively long lifetime and exhibits 
chemoselectivity in favor of hydrogens of methionine 
and histidine, so prolonged irradiation increases the 
risk of nonspecific labeling. Furthermore, long-term 
UV irradiation damages cells. On the other hand, aryl 
azides, which generate nitrenes as the active species by 
photolysis (denitrogenation), are also widely used as 
photocrosslinkers[7]. The azide group can be directly 
and easily introduced to the aromatic ring of the ligand. 
However, aryl azides require relatively short wavelength 

of light (<300 nm), and are easily degraded by biological 
reducing agents. Additionally, arylnitrenes undergo 
ring expansion reactions and potentially form unstable 
crosslinks, complicating the analysis.

Diazirine, another photoreactive group, undergoes 
n-π* transition when irradiated with UV-A light (around 
355 nm) to generate carbene via denitrogenation (Figure 
2). Lifetime of singlet carbene is very short, in the 
subnanosecond range[8], and this electrophilic species 
inserts into a chemical bond existing in close proximity 
to form a stable covalent bond. Carbenes react with both 
polar groups such as O-H and N-H and nonpolar groups 
such as C-H and C=C[9]. Therefore, carbenes are thought 
to instantly form a covalent bond at the site where they 
are generated. Theoretically, diazirine-based PAL has 
the potential to capture transition states during dynamic 
structural changes in proteins, but such highly sensitive 
snapshot analysis of labeled sites has not been realized so 
far. In general, it is difficult to chase dynamic processes 
such as enzymes using PAL. When labeling enzymes or 
transporters, it is often necessary to prepare probes of 

Figure 1. Ideal properties of photoprobe for identification of 
target proteins and the binding sites.

Figure 2. Properties of commonly used photophores.
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their inhibitors to maintain its stable binding state for a 
certain period. Generally, after the probe reaches the 
target protein, it can be irradiated with light, an external 
stimulus, to initiate crosslinking reaction and capture 
the protein. Carbenes react with surrounding water and 
become deactivated. This property reduces the label 
yield, but gives the advantage of suppressing nonspecific 
labeling of other proteins with the free probes. In addition 
to these excellent reaction properties, the diazirine group 
is small in size, stable in the presence of nucleophiles or 
under acidic/basic conditions at room temperature and 
activated in a short irradiation time. It has become widely 
used since improved synthetic methods[10-12] have led to 
the development of many functionalized derivatives, 
including amino acid analogues. A serious problem is that 
diazirine photolysis also generates the diazo intermediate. 
The diazo intermediate is easily protonated to produce the 
diazonium ion which reacts with a nucleophilic group to 
form crosslink. Diazonium ions are positively charged 
and have a relatively long lifetime, so they are often 
reported to give products crosslinked with acidic groups in 
proteins[13]. In addition, aliphatic diazirines also undergo 
1,2-rearrangement reactions of carbene to generate olefins. 
These long-lived reactive species may generate non-
specific labels. Therefore, trifluoromethylphenyldiazirine, 
which suppresses the protonation of diazo intermediate 
and the rearrangement reactions of carbene species, 
appeared in the early stages of development of diazirine 
crosslinkers[14].

Identification of trace interacting proteins using 
PAL

In affinity labeling methods, not all proteins are 
cross-linked even if the probe binds correctly to 
the protein (even if it shows biological activity). 
Trifluoromethylphenyldiazirine, a common cross-linking 
agent, is usually introduced at positions that do not 
reduce the affinity of the ligand molecule because of its 
bulky size. Therefore, the diazirine group of the probe is 
often located outside of the binding pocket and competes 
with inactivation by water, resulting in labeling yields of 
only a few percent to 10 percent. After purification, the 
crosslinked proteins are usually digested and identified 
based on peptide mass fingerprinting (PMF) of the peptide 
fragments and their amino acid sequence by MS/MS. Since 

labeled proteins are generally in trace amounts, especially 
in cases of target proteins with low expression or weak 
interactions, their enrichment/purification is necessary. 
For this purpose, biotin-avidin purification system with 
an extremely small dissociation constant (Kd ~10-15 M) 
is often used. Nonspecific adsorbates on the purification 
support can be washed away under strong conditions, 
which is very effective, but some impurities still remain on 
the surface. They are eluted under denaturing conditions, 
and in many cases their amount is considerably greater 
than that of the labeled protein, often making identification 
very cumbersome.

Typically, PAL experiments are performed both in the 
presence and absence of inhibitors. In the presence of the 
inhibitor, the label amount of the interacting protein is 
reduced, so the protein with reduced elution is considered 
the target protein. Currently, PAL strategy combined with 
quantitative proteomics methods such as stable isotope 
labeling by amino acids in cell culture (SILAC) is being 
promoted as a promising method (Figure 3)[15]. In this 
method, cells are cultured in both normal medium (Light) 
and medium containing stable isotope-labeled amino 
acids such as deuterium (Heavy). Incubation of cells 
with both the probe and free ligand/inhibitor reduces the 
amount of labeled target protein compared to other cells 
incubated with only the probe. Subsequently, these cells 
are mixed, and the PAL products are enriched by using 
avidin-immobilized support, and then the protein digestion 
product is analyzed by LC-MS/MS. The resulting MS 
signal intensity ratio (L/H ratio) of the target protein-
derived peptide is greater. The advantage of this method is 
that the L/H ratio of nonspecific labels and adsorbates will 
be 1, thus eliminating all signals derived from them. This 
method has greatly improved the success rate of PAL target 
identification. A biotin tag is often introduced into cross-
linked proteins by post-labeling method because of its 
large size, low solubility and low membrane permeability. 
For this purpose, the Huisgen reaction (click reaction, 
bioorthogonal) between the azido and alkynyl groups, 
which is not present in natural products, is often used[16,17]. 
Both groups are widely used as chemical reporters 
because they are small, stable, and have low antigenicity. 
Interacting proteins are firstly crosslinked with the probe 
bearing an azido or an alkynyl group, and then biotin tag 
is then introduced after cell lysis [18-20]. As an alternative 

Figure 3. PAL-based target identification combined with quantitative proteomics.
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to the biotin-avidin system, a purification method based 
on differences in hydrophobicity has been developed. 
PAL using diazirine crosslinkers with a perfluoroalkyl 
group dramatically changes the physical properties of the 
crosslinked products, which can be highly purified using 
fluorous solid-phase extraction (FSPE)[21].

Photoreactive crosslinkers with integrated 
multiple functions

The MS-based protein identification has been generally 
accomplished by amino acid sequencing of peptides with 
high signal intensities. However, these are not labeled 
peptides. When these signal intensities are small, the 
difference between the L and H signals will be unclear, 
i.e., it will be unclear whether these signals are derived 
from the target protein or not. If labeled peptides can be 
identified along with unlabeled peptides, it will provide 
confidence that they are due to the target protein, and the 
determination of the labeled amino acid will also provide 
information on the ligand binding site. However, PAL 
using trifluoromethylphenyldiazirine gave a low label 
yield. Conversely, PAL using aliphatic diazirines, which 
have smaller and more flexible, gives higher yields but 
more complex labeling, making identification of the 
labeled amino acid more difficult.

On the other hand, repeated purification/concentration 
of trace labeled peptides will result in the loss of a 
significant amount of the peptide, depending on its 
physical properties, even with the use of highly sensitive 
detection using RI label[22]. An alternative approach is 
multifaceted identification through multifunctionalization 
of probes. However, attachment of multiple functions into 
probes generally leads enlargement of the structure, alter 
physical properties, and complicates probe synthesis and 

MS analysis. Therefore, multifunctional integration of 
crosslinker unit has been promoted, and small diazirines 
containing alkynyl groups/azide groups for post-labeling 
have been developed.

Identification of labeled peptides using 
cinnamate-type crosslinkers

By partially modifying the conventional phenyldiazirine 
structure, we developed a photocrosslinker that has 
cleavability, fluorogenicity, and isotopic functions in 
addition to photocrosslinking ability[23]. The multiple 
properties allow the target peptide to be identified among 
many contaminants through a step-by-step identification 
process: capture by light (photocrosslinking), purification 
of crosslinked proteins (cleavage) and labeled peptide 
fragments (LC, fluorescence), followed by their 
identification (MS, mass difference) as shown in Figure 
4[24]. Repeating the enrichment procedure using common 
biotin-avidin interaction is tedious and often leads to 
large losses, but this method does not need to repeat the 
procedure. As a result, it leads to clear and multifaceted 
identification of the labeled peptides, and we have 
succeeded in significantly reducing the amount and time 
required for analysis.

This photocrosslinker has a relatively simple structure, 
with a cinnamate backbone consisting of conventional 
phenyldiazirine crosslinker with one additional double 
bond (Figure 5). A hydroxyl group was introduced at 
the ortho position and an ethyl group at the α position of 
the carbonyl group. When this compound was irradiated 
with 355 nm light, two photoreactions occurred: diazirine 
photolysis and E-Z isomerization of the double bond. In 
the latter reaction, the carbonyl group is located close 
to the ortho hydroxyl group in the Z-form, inducing an 

Figure 4. Outline of PAL-based identification of labeled peptides with cinnamate-type photocrosslinker.



– 50 –

intramolecular nucleophilic substitution reaction to form 
a corresponding coumarin ring (coumarinization). In 
synthetic chemistry, the o-hydroxycinnamic acid has been 
used as a photoreactive protecting group for hydroxyl 
groups and used to regulate activity of serine protease[25]. 
Since a ligand molecule is introduced to a carboxy group, 
the latter photoreaction removes the ligand via cleavage, 
leaving only the fluorescent coumarin derivative on the 
protein. In general, a fluorescent group is either directly 
introduced into the probe molecule or post-labeled using 
a click reaction. In this system, the crosslinker itself can 
be converted into a fluorescent group, meaning that there 
is little effect on the physical properties of the probe 
and the affinity to the protein. This cleavage function is 
particularly important for purification of trace proteins[26]. 
To utilize the coumarinization reaction to selective elution 
from the purification support, it is necessary to regulate 
two photoreactions, diazirine photolysis (crosslinking) 
and E-Z isomerization. However, these two photoreactions 
proceeded simultaneously at 0 °C to produce coumarin 
derivatives. Therefore, the cinnamate ester was 
then changed to an amide bond. The intramolecular 
nucleophilic substitution hardly occurred at 0 °C but 
proceeded efficiently at room temperature or higher (37 
°C) to give the coumarin product[27].

To evaluate the analytical efficiency, a simple probe was 
prepared by coupling the crosslinker and biotin moiety via 
an amide bond. The probe was incubated with four proteins 
including avidin in a PBS solution. Then, the sample 
solution was irradiated with 365 nm light for 30 seconds at 
0 °C and was then irradiated for 15 minutes at 37 °C after 
removal of non-crosslinked probes by ultrafiltration. The 
tryptic digestion products were analyzed by LC-MS/MS. 
Although the HPLC profile of the digests showed many 
peptide peaks, only two major peaks corresponding to the 
coumarin-labeled products were selectively detected by 
fluorescence emission at 410 nm (λex 340 nm). However, 
those peaks still contained many contaminants, which was 
expected to make it difficult to distinguish the labeled 
peptides in analysis using proteome. Therefore, we 
decided to apply a quantitative proteomics method using 
stable isotopes. In fact, we prepared a probe in which the 
ethyl group of the cinnamic acid unit was deuterated. This 
enabled us to detect the labeled peptide as a doublet with 
Δm = 5 units. The coumarin tag has a relatively small 
molecular weight of approximately 260, so the mass range 
of the analytes does not become large. In addition, MS/MS 
data does not become complicated since the coumarin unit 

is hardly decomposed by collision-induced dissociation 
(CDI). Even in MS/MS signals, the fragments with this tag 
appear as doublets, so even tiny peaks at the noise level can 
be distinguished as a part of labeled fragment, facilitating 
identification of the amino acid sequence and the labeled 
amino acids. As a result, two labeled amino acids of avidin 
were determined and shown to be in reasonable sites on 
the biotin-binding pocket surface. Conventional methods 
were limited to the identification of the main labeled sites, 
but this multifaceted data evaluation made it possible 
to analyze minor labeled peptides as well. Based on the 
information on multiple labeled sites, not only detailed 
information on the ligand binding structure could be 
obtained[28,29], but also the reliability of the target protein 
identification was improved.

Identification of interacting proteins and the 
binding sites using cinnamate-type crosslinkers

This method was evaluated using cell extracts and the 
biotin probe was employed for targeting biotin-dependent 
carboxylases. Using approximately 1-2 mL of cell extract 
per run, some interacting proteins were able to be identified 
from the amino acid sequences of the labeled peptides in 
several weeks, including experiments for optimization of 
the PAL conditions. After photocrosslinking, crooslinked/
biotinylated proteins can be enriched on an avidin-
immobilized support. Elution of biotinylated proteins 
from an avidin support typically requires high temperature 
under denaturing conditions. In this system, after thorough 
washing of the avidin support, the coumarin-labeled 
proteins were selectively eluted under mild conditions of 
light irradiation at 37 °C. Moreover, this step did not elute 
biotinylated proteins present in the cells, allowing them 
to be excluded. Four proteins were identified including 
pyruvate carboxylase (PC) and acetyl-CoA carboxylase 
(ACC). Pyruvate carboxylase (PC), a protein with a 
molecular weight of 200 kDa, is an enzyme that catalyzes 
the biotin-dependent formation of oxaloacetate, and its 
X-ray crystal structure has been reported[30]. The labeled 
peptide identified as DT*QAMK (Thr1092 indicated 
by an asterisk was the labeled site), a part of C-terminal 
biotin carboxyl carrier protein (BCCP) domain. Thr1092 
is located in the central area of the tetrameric structure, 
away from the enzyme active center to where biotin binds. 
The carbene, a product of diazirine photolysis, instantly 
crosslinks to a chemical bond of protein that is in direct 
contact with the diazirine group, including surrounding 
water molecule before diffusion. Therefore, this result 

Figure 5. Structure and two photoreactions of o-hydroxycinnamate-type crosslinker.



Photomedicine and Photobiology, Vol.46, 2025

– 51 –

clearly demonstrated the dynamic conformational 
change of BCCP domain, an allosteric migration to the 
enzyme active center during the enzymatic reaction[31]. 
Another fluorescent peak has been identified as IT*IGNK 
fragment peptide of ACCs, and the labeled amino acid 
residue is located in the similar position to that of PC. The 
diazirine-based crosslinking makes it possible to prove 
the positional relationship with interacting molecules and 
dynamic changes in protein substructures based on the 
protein crystal structure.

This method was applied for identification of chloride 
ion channel. Chloride ion channels are known as volume-
regulated anion channels (VRACs) and are necessary to 
maintain a constant cell volume in response to changes in 
extracellular or intracellular osmotic pressure. LRRC8A, 
leucine-rich repeat containing 8A, was first reported 
as an essential component of VRAC[32]. In vivo activity 
requires at least one other family member. We attempted 
identification by PAL using DCPIB (4-[(2-butyl-6,7-
dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-1-oxo-1H-inden-5-
yl)oxy]butanoic acid), a VRAC-selective inhibitor. The 
affinity of the probe was confirmed by membrane potential 
analysis using patch clamp. After incubation with KB 
cells, the cells were exposed to light, and the concentrated 
and purified proteins was digested followed by analysis 
by LC-MS/MS. LRRC8B was identified from the labeled 
peptide sequence (SKL*VKNAQDK). Based on the 
LRRC8A crystal structure[33] and labeled amino acid 
(Leu414), it was clearly shown that DCPIB binds to the 
hinge region at around the terminal of leucine-rich repeats.

Conclusion
Here, a PAL-based target-protein identification was 

introduced, especially using a small, multifunctional 
diazirine crosslinker based on hydroxycinnamic acid. 
Recently, we have developed new alkyldiazirines bearing 
cinnamate groups that have improved fluorescence 
properties and enable close-proximity labeling at the 
ligand-binding site[34] and a coumarin-type crosslinker 
utilizing photoinduced electron transfer (PeT) to 
regulate two photoreactions[35]. Our methodology using 
multifunctional crosslinker enabled target protein 
identification in a short time with a small sample amount 
without the need for repeated enrichment of labeled 
proteins, and also successfully identifies ligand-binding 
sites efficiently even in membrane proteins. The success 
rate of target protein identification has improved due to the 
development of combined use with quantitative proteomics 
methods, multifunctionalization of photoreactive groups, 
and improved instrument performance. Easy identification 
of multiple interacting proteins, including off-targets, 
will accelerate the optimization of effective bioactive 
compounds and contribute to the creation of innovative 
medicines such as the antibiotic teixobactin that exhibits a 
dual targeting mechanism.
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