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研究成果の概要（和文）：本課題ではフタロシアニンの集積化による効果的に光音響信号を発する高性能光音響
造影剤の創製を目指した。特に、腫瘍特異的に構造変化し、光音響信号を発するような工夫を施すことで高コン
トラストに腫瘍を可視化できる造影剤開発を目指した。研究期間内を通して、腫瘍近傍で過剰発現しているプロ
テアーゼに応答し光音響信号強度を増大させる造影剤、腫瘍部位に蓄積した造影剤に外部から低侵襲な光照射を
行うことで信号強度を増大させる造影剤の開発に成功した。患者への負担が少なく、また高コントラストに腫瘍
部位を可視化できる手段を提唱することに成功した。化合物の毒性を精査することで人体への応用に展開できる
成果である。

研究成果の概要（英文）：At the beginning of the project, phthalocyanine aggregation-induced 
enhancement of photoacoustic signal for high-contrast tumor detection was proposed. During the 
study, we discovered two contrast agents whose photoacoustic signal can be activated by either 
protease overexpressed in tumor tissues or less-invasive near-infrared photoirradiation. In the 
former case, protease leads to the removal of axial ligand of phthalocyanine dye whish induces 
aggregation of dyes, thereby increasing photoacoustic signal. This indicates that we successfully 
developed the target molecule.  We also prepared photo-responsive phthalocyanine-based turn-on 
photoacoustic probe.  In near future, we will check the biocompatibility of probes for further 
application.

研究分野：分子イメージング

キーワード： 光音響　フタロシアニン　刺激応答性　造影剤　腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、腫瘍近傍で過剰発現する酵素や外部からの光照射など刺激に応答し光音響信号を増大させる造影剤
の開発に取り組んだ。これまでに報告されている造影剤は常に光音響信号を発するものが多く、体内を循環して
いる間に血管や正常組織に滞留する造影剤から発せられる信号が問題となっていたが、開発した刺激応答性造影
剤は次世代機能性造影剤として機能することが確信される。人体に適応できるかどうか確認し早急に実用化する
ことが次の課題であるが、副作用を大きく軽減できる造影剤開発の一歩となる成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 光音響撮像法は、低侵襲な光照射を利用する生体イメージング法として注目されているが、こ
の撮像法に有効な造影剤の開発が遅れている。光を吸収し熱を発する光増感分子、材料が適して
いるが、その多くは投与後正常組織に滞留している間も信号を出すことのできる状態である。そ
のため、血管や細網内皮系組織に蓄積した造影剤からの信号が強く検出され、擬陽性やコントラ
ストの悪化が問題視されていた。目的とする疾病部位で光増感能を示すようになるアクティベ
ータブル造影剤はこれらの問題点を解決できると考えられる。これらの着眼点から、シアニン系
色素、BODIPY 系色素などを母体とするアクティベータブル型造影剤の開発が進んでいる。研究
代表者は、モル吸光係数が高く光熱変換効率が高いフタロシアニン系色素に注目し、この色素を
集積化することで光音響信号強度を増大させる戦略に基づき刺激応答性光音響造影剤の開発を
目指した。 

 

２．研究の目的 

 光音響造影剤としての機能に直結する光増感分子の物性として以下の点が挙げられる。 

・生体透過性が高い近赤外領域において光吸収する。 

・モル吸光係数が大きい。 

・光励起エネルギーを熱として放出しやすい。 

・光照射により分解（退色）しにくい。 

 これらの物性を満たす材料としてフタロシアニン系色素に注目した。ケイ素やアルミニウム
を含む対称性の高い構造を元素ブロックとみなし、これを有機高分子材料と複合化することで
有機－無機ハイブリッド光音響造影剤の開発を目指した。特に、背景で示したように疾病部位で
信号強度を増大させる機能を持たせることに注力した。 

 アクティベータブル機能として、腫瘍部位で過剰発現することが知られるプロテアーゼ マト
リックスプロテアーゼ 2 (MMP-2)を活用することとした。MMP-2 は乳がん、膀胱がん、大腸が
ん、前立腺がん、胃がんなど多くのがん細胞において過剰発現しているMMP ファミリーの
中で最も活性の高いプロテアーゼの 1つとされる。６つのアミノ酸を脱水縮合した PLGLAG 

（P: proline, L: leucine, G: glycine, A: alanine）は、MMP-2により選択的に切断されるペプチ
ド配列として知られる。この配列を MMP-2により切断させた際に光音響信号強度が増大す
る機能の開発を目指した。 

 光照射は低侵襲に外部エネルギーを注入する手法である。本課題では当初提案していな
かったが、光照射により造影剤の構造が変化し光音響信号強度が増大するアクティベータ
ブル機能を持たせることも目指し、該当する機能を持つ造影剤の開発にも成功した。 

 

３．研究の方法 

 本課題では以下の二種類のアクティベータブル型光音響造影剤を開発する。 

・腫瘍組織で過剰発現するプロテアーゼ MMP-2 に応答し、光音響信号強度を増大させる光音響
造影剤 

・低侵襲な外部エネルギーである近赤外光照射に応答し、光音響信号強度を増大させる光音響造
影剤 

 合成した造影剤は各種光物性を調査するとともに、対応する刺激に応答し光音響信号強度が
増大することを確認する。 

 

４．研究成果 

４－１．MMP-2 応答性光音響造影剤の開発 

 光増感分子として近赤外領域において光吸収特性を示すアルミニウムナフタロシアニン
（AlNc）を選択した。既報を参考にアルミニウムを中心金属にもち、そのアルミニウム上に軸配
位子として水酸基を 1 つもつ AlNc AlNc-OH を合成した（図 1 ） 1 。水酸基に
EtOSi(CH3)2CH2CH2CH2NH2を作用させ、軸配位子の末端にアミノ基をもつ AlNc-NH2を得た。こ
こにカルボキシ基を片側の末端に持つポリエチレングリコール（PEG） 1を脱水縮合させ、水溶
性高分子を軸配位子に複合化した AlNc-PEGを合成した。なお、AlNc と PEG の間に酵素により
切断されるペプチド配列 PLGLAG を挿入した AlNc-pep-PEGも同様の手順で合成した。 

 AlNc-pep-PEGをジメチルホルムアミド（DMF）に溶解させ紫外－可視吸収スペクトルを測定
したところ 778 nm（ε = 1.0  105 M–1 cm–1）に Nc 由来の強い吸収が観測された（図 2a）。分子が
溶液中に分散し、単量体の状態の AlNc に相当する吸収シグナル（Q 帯）である。一方、AlNc-

pep-PEG を MilliQ 水に溶解させた水溶液のスペクトルを測定したところ、単量体に由来するシ
グナルは弱くなり、726 nm にブロード化したシグナルが観測された。AlNc-pep-PEGの軸配位子
を持たないパイ共役面同士が相互作用し、H 会合体を形成したためであると考えられる。なお、
AlNc-pep-PEG が水中で形成する自己集合体の粒径は動的光散乱法により 121 nm と見積もられ
た（図 2b）。腫瘍組織近傍の血管内皮細胞は腫瘍の急激な増殖の影響により脆弱であると言われ



ており、ナノメートルサイズの粒子が蓄積しやすいことが確認されている（ the enhanced 

permeability and retention effect: EPR効果）2。AlNc-pep-PEGが水中で形成する自己集合体は、こ
の脆弱な血管壁を透過し腫瘍部位選択的に蓄積しやすいと考えられる。 

 次に、造影剤が発する光音響信号強度（以下、PA 信号強度と略する）を評価した。波長 680 

nm（H 会合体の吸収帯近傍）および 760 nm（単量体の吸収帯近傍）を選択し、パルスレーザー
光を AlNc-pep-PEGの水溶液に照射したところ、どちらの波長においても強い光音響波が検出さ
れた（図 2c）。 

 

図１. 水溶性ポリエチレングリコールを複合化した AlNc-PEGおよび AlNc-pep-PEGの合成． 

 

 

図２. (a) DMF（赤）および水（青）に溶解させた AlNc-pep-PEG（10 μM）の紫外－可視吸収ス
ペクトル．(b) 動的光散乱法で見積もった AlNc-pep-PEGが水中で形成する自己集合体の粒径分
布．(c) AlNc-pep-PEGの水溶液に波長 760 nm のパルスレーザー光を照射し観測される光音響波
（22 μs周辺）． 

 

 AlNc-pep-PEGのリン酸緩衝液（5 μM、pH = 7.2）に MMP-2（5 nM）を 37 °Cで作用させたと
ころ、AlNc に由来する吸収シグナルが徐々に低減することを確認した（図 3a）。水溶性軸配位子
が MMP-2 の作用により切り出され、水溶性を示さない AlNc が生じるとともに AlNc 同士が凝
集したためであると考えられる。一方、AlNc-pep-PEG に MMP-2 を作用させたところ光吸収ス
ペクトルに変化はなかった（図 3b）。AlNc-pep-PEGのリン酸緩衝液（30 μM、pH = 7.2）に MMP-

2（5 nM）を 37 °Cで作用させ、2 時間後の PA 信号強度を測定した。波長 680 nm のパルスレー
ザーを用いた場合、MMP-2 に作用させる前の PA 信号強度（PA680,0h）と 2 時間後の PA 信号強度
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（PA680,2h）を比較した PA 信号強度比 PA680（PA680,2h / PA680,0h）は 2 倍程度増大したことがわか
った（図 3c）。一方、波長 760 nm のパルスレーザー光を照射したところ、PA 信号強度比 PA760

（PA760,2h / PA760,0h）は約 0.7倍に減弱した（図 3c）。フタロシアニン類が凝集することで PA 信号
強度が増大することが報告されていることを踏まえると、AlNc-pep-PEGの水溶性軸配位子が切
り出されることで非水溶性の AlNc の凝集が誘起され、H 会合体や凝集体の吸収帯に近い 680 nm

の照射光により信号強度が増大したものと考えられる。一方、波長 760 nm のパルスレーザー光
照射により PA 信号強度が減弱した理由は、水溶性軸配位子の切り出しにより単量体に近い状態
を取る AlNc が減少したためであると推測される。PA680に注目すると、AlNc-pep-PEGはアクテ
ィベータブル型の光音響造影剤として機能することになる。ただ、PA760 が減弱することにも注
目すると、二種類の PA 信号強度比（PA = PA680 / PA760）を算出すれば、3.1 倍増大している
こととなり、よりシグナル－ノイズ比の高い造影剤として機能する可能性が高い。 

 PLGLAG 配列は MMP-2 が特異的に切断するペプチドであるが、生体内に存在する他のプロテ
アーゼにより切断されないことを確認するため、AlNc-pep-PEGに MMP ファミリーに含まれる
他のプロテアーゼ MMP-7、MMP-9 を作用させた。760 nm のパルスレーザー光で検出される PA

信号強度がやや低下するものの、MMP-2 を作用させたときのような顕著な信号強度の変化は観
測されなかった。エステラーゼなどにも応答しないことから酵素選択性が高いことが示された。
また、MMP-2 の阻害剤である GM6001 を作用させたところ、信号強度の変化が抑制されたこと
から、AlNc-pep-PEGが MMP-2 に応答していることが確認された。 

 

 

図３. (a) AlNc-pep-PEGおよび(b) AlNc-PEG（5.0 μM, pH = 7.2）に MMP-2（5 nM）を 37 °Cで作
用させた際の紫外－可視吸収スペクトルの経時変化．直後（紫）、15 分後（青）、30 分後（緑）、
60 分後（赤）、120 分後（ピンク）．(c) AlNc-pep-PEG（30 μM, pH = 7.2）に酵素（0.32 μg/mL）を
2 時間作用させた後の光音響信号強度の変化率（PA）．数値は 2 度の実験の平均値．PLE: porcine 

liver esterase, lipase: lipase AK Amano. 

 

 MMP-2 が過剰発現していることが知られるヒト線維肉腫 HT-1080 細胞を移植したマウスに
AlNc-pep-PEG および AlNc-PEG を尾静脈から投与し、PA イメージング装置を用いて像を得た
（図 4a）。投与前の像において観測されるシグナルは、血中のヘモグロビンに由来するものであ
る。AlNc-pep-PEG では顕著に信号強度が増大したが、波長 760 nm のパルスレーザー光を照射
した場合に比べ、波長 680 nm のパルスレーザー光を照射した場合により強い信号が観測された。
一方、AlNc-PEG では、大幅な信号強度の増大は観測されなかった。どちらも EPR 効果により
腫瘍に集積するものの、MMP-2 に応答する AlNc-pep-PEG が水溶性官能基の切断に伴う PA 信
号の増大により強い信号を発したものと考えられる。二種類の PA 信号強度の比（PA680,vivo / 

PA760,vivo）を比較したところ、AlNc-pep-PEGの方が効果的に信号強度を増大させることが確認さ
れた（図 4b）。 

 このように、本課題では腫瘍において過剰発現する MMP-2 に応答し光音響信号強度を増大さ
せるアクティベータブル型造影剤の開発に成功した。 
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図４. (a) HT-1080 腫瘍細胞を移植したマウスに AlNc-pep-PEG もしくは AlPc-PEG（100 μM in 

saline, 200 μL）を尾静脈より投与した際の PA イメージング像．パルスレーザー照射波長：680 nm

および 760 nm．(b) AlNc-pep-PEG（青）もしくは AlNc-PEG（オレンジ）を投与した際の 1 時間
後および 6 時間後の PA 信号強度比（PA680,vivo/PA760,vivo）．平均値と標準偏差（n = 3）．T 検定：
*p<0.1, **p<0.05. 

 

４－２．光応答性光音響造影剤の開発 

 アルミニウムフタロシアニン（AlPc）の軸配位子の水酸基に図 1 と同様に化学修飾することで
PEG を複合化した光音響造影剤 AlPc-PEGを合成した（図 5）。 

 AlPc-PEG を MilliQ 水に溶解させ水溶液を調製したところ、700 nm より長波長側に J 会合体
に由来するブロードなシグナルが観測された（図 5b）。この手法で得た自己集合体を以下 A-AlPc

と呼ぶ。一方、AlPc-PEG の薄膜を MilliQ 水に溶解させたところ、H 会合体に由来する 700 nm

以下のシグナルが観測された（図 5c）。透過型電子顕微鏡（TEM）像からベシクルが形成されて
おり（図 5c）、この手法で作成した自己集合体を以下 B-AlPcと呼ぶ。 

 A-AlPcおよび B-AlPcの水溶液に近赤外光（730 nm, 25 mW）を照射し、PA 信号強度の光照射

時間依存性を評価した（図 5d）。A-AlPcでは PA 信号強度に変化がなかったが、B-AlPcでは徐々

に PA 信号強度が増大することが確認された。軸配位子が切断され、AlPc が凝集することで信号

強度が増大したと考えられる。このように本課題では、光照射に応答し光音響信号強度が増大さ

せるアクティベータブル型光音響造影剤を開発した。生体内で活用できるかどうか確認するこ

とが今後の課題である。 

 
図５. (a) 光照射により軸配位子が切断される光音響造影剤 AlPc-PEGの合成．(b) AlPc-PEGが

形成する自己集合体 A-AlPc（青）および B-AlPc（赤）の紫外－可視吸収スペクトル．(c) B-AlPc

の TEM 画像．(d) A-AlPc（青）および B-AlPc（赤）の PA 信号強度の光照射時間依存性．PA 信

号強度は 680 nm のパルスレーザー光を用いて測定．*p ≤ 0.05. 
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