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【Abstract】The green fluorescent protein (GFP) from the jellyfish Aequorea victoria and its 

variants play indispensable role in biological imaging and analysis. Many GFP-like proteins 

display green-to-red photoconvertibility. Rb-Akane, one of GFP-like proteins, is known to 

have the green fluorescent chromophore and the cis- or trans-form red chromophore in nature. 

In the present study, to observe the change in structures of these chromophores, we synthesize 

the chromophore (compd. 1) and its similar compounds (compd. 2, 3) of the fluorescent 

protein rb-Akane and measure various spectra under many conditions. From UV-VIS spectra 

measured in MeOH solvent and simulated by the TD-DFT calculation, compd. 1-3 have π-

π* transition character in HOMO-LUMO transition. We observed the change from Z- to 

E-form chromophores in DMSO-d6 solvent exposed 365 nm UV light in 3 hours by 1H NMR. 

Especially, compd. 1 has several structural isomers. On the other hand, crystalline compd. 1-3 

exposed UV light has not changed in Raman spectrum. 

 

【序】 1960 年代に緑色蛍光タンパク質 (GFP : Green Fluorescent Protein) がオワンク

ラゲから単離されて以来, 緑色と赤色の両方の蛍光を発するGFP-likeタンパク質と呼

ばれるKaedeやDsRedなども単離されており, 生体分子をラベルして可視化する技術

は日々発展している. GFP-likeタンパク質である rb-Akaneは紫外光を当てることでFig. 

1. に示すような光化学転換によって, 緑色蛍光発色団から cis体と trans体の二種類の

赤色蛍光発色団が生成すると考えられ, さらに圧力によって cis-trans の存在比率やタ

ンパク質の体積が変化することが分かっている[1]. そこで、この赤色蛍光タンパク質

中の発光の要因である compd. 1 に着目した. この化合物は, フェノールのベンゼン

環から末端のイミダゾール環ま

で一つの共役系で繋がっている

ことや, OHやNHなどの水素結合

サイトが存在することが特徴的

である. 本研究では, rb-Akane が

蛍光を発する要因である compd. 1

を合成し, その化学的性質を調べ

るとともに類似化合物 compd. 2, 3

との比較による検討を行った. 
Fig. 1. Hypothesis for the green-to-red conversion 

of GFP-like proteins 



【方法 (実験・理論)】 

Scheme 1 . [2-4] に示

す よ う な 経 路 で

compd. 1-3 の合成を

行 い , NMR, IR, 

Raman, 吸収 , 蛍光 , 

励起スペクトル測定

及び単結晶 X 線構造

解析を行った. また, 

各化合物について
RB3LYP/6-31G(d,p)

レベルの DFT 及び

TD-DFT 計算を行った. 

【結果・考察】 compd. 1-3 についてメタノール溶液中で吸収スペクトルを測定し、

計算結果と共に Fig. 2. に示す. 計算によって得られた MO 図から全ての化合物の

HOMO-LUMO 遷移はπ-π*遷移であることが分かった. また, compd. 2 と compd. 3 を

比較するとスペクトルや MO 図に大きな違いはなく、メチルエステル導入は分子の電

子状態にはさほど影響を与えていないと考えられる. 一方で二重結合を介してイミダ

ゾール環を導入した compd. 1 は, 他の二つの化合物と比べて共役長が大きく伸び, ピ

ークが長波長シフトしていることが確認できる. また, DMSO-d6溶液中の compd. 1 に

365 nmのUVを 3時間照射した後, 1H NMRを測定し, 芳香族領域のスペクトルを Fig. 

3. に示し, すでに報告されている compd. 3 の結果[5]を参考にピークの帰属を行った. 

主なピークは compd. 1及びその

構造異性体 compd. 1*であると

帰属でき, compd. 2, 3 について

も同様に帰属を行うことが出来

た. しかし、青矢印で示したピ

ークについてはこの二つの異性

体のみでは帰属が出来なかった

ため、他の異性体を検討中であ

る. 溶液中で異性化が観測され

た一方, 結晶についても UV 照

射を行い照射前後のRamanスペ

クトルを比較したが異性化は観

測されなかった. 講演では, 異

性体の同定と共に, その吸収及

び蛍光スペクトルを元に構造変

化に伴う電子状態の変化などに

ついても発表する.  
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Scheme 1. Synthesis of GFP-like proteins chromophore and similar compounds 

Fig. 3. 1H NMR spectrum of compd. 1 in DMSO-d6 

Fig. 2. UV-VIS spectra of compd. 1-3 in MeOH 


