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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体二光子励起蛍光イメージング（2PM）における観察深度と観察速度
の向上に向け、ピレン誘導体をナノエマルジョンに高密度集積させた新規超高輝度蛍光ナノプローブを開発し
た。高輝度な赤色発光性ピレン誘導体LipoPYF5を集積したナノプローブを用いてマウス脳血管の2PMを実施した
ところ、脳表面から1.5 mmの血管が観察され、汎用のローダミン誘導体を用いた場合（0.7 mm）と比べて飛躍的
に観察深度を向上できた。また、第二近赤外光（1100 nm）で励起可能な新規ピレン誘導体NIR-LipoPYF5を用い
たところ、最大で1.8 mm、すなわち海馬歯状回域の血管を観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed novel ultrabright fluorescent nanoprobes 
containing large numbers of pyrene-based fluorescent molecules to improve the observable depth and 
imaging speed in in vivo two-photon microscopy imaging (2PM). Nanoprobes encapsulating thousands of 
red-emissive pyrene derivative (LipoPYF5) could visualize the blood vasculature in hippocampus (at a
 depth of 1.5 mm from the brain surface) of mice, whereas a commonly used rhodamine dye could 
visualize brain vasculature only at a depth of 0.7 mm. Moreover, when a new pyrene dye 
(NIR-LipoPYF5) that can be excited by a laser oscillating second near-infrared light (1100 nm) was 
employed instead of LipoPYF5, brain blood vasculature at 1.5 mm depth was observed even under high 
speed condition (30 frames/s). Furthermore, by averaging 8 images, we succeeded in visualizing the 
brain blood vasculature at up to 1.8 mm, corresponding to the hippocampal dentate gyrus.

研究分野： 光機能性物質

キーワード： 二光子励起蛍光イメージング　ナノエマルジョン　ピレン　第二近赤外光
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、蛍光プローブの高輝度化が生体2PMにおける観察深度・観察速度の向上に重要であることを明らか
にした。本研究中に開発したLipoPYF5集積型蛍光ナノプローブは、市販の二光子顕微鏡に備わっているレーザ
ー・ディテクターにマッチしており、一般的なユーザーなら誰でも使用可能である。NIR-LipoPYF5集積型蛍光ナ
ノプローブについては第二近赤外光を発振する高価なレーザーを必要とするものの、マウス脳海馬CA1領域全層
の毛細血管を可視化する極めて高性能なものである。以上の点から、これら新規超高輝度蛍光ナノプローブは生
物医学的研究、特に脳血管疾患の病態解明に有用なツールになると期待される。

※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 
神経疾患・血管障害を始めとする種々の難治性疾患の機構解明や治療法開発に取り組むため

には、生きている動物の細胞・組織・器官を高い時空間分解能で観察する技術が不可欠である。
この点において、二光子蛍光イメージング（2PM）は低侵襲的かつ空間分解能に優れるといった
特徴をもち、既にマウスやコモンマーモセットといったモデル動物の脳神経・脳血管の観察など
に広く利用されている。一方、2PM には、例えばマウスの脳の表面から 1 mm 程度しか観察でき
ないこと、また生体深部を撮影する際には１画像の取得に時間がかかってしまうなど、観察深度
や観察速度（時間分解能）に問題があった。 
 
２．研究の目的 
上記の背景の下、本研究では、2PM と併用する蛍光プローブに着眼し、その高性能化によっ

て 2PM の観察深度・時間分解能の飛躍的な向上を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 

2PM における観察深度や時間分解能を向上させるためには、蛍光プローブの高輝度化が重要
だと予想される。輝度とは、蛍光プローブの二光子吸収断面積（二光子吸収効率を表す）と蛍光
量子収率の積であり、二光子励起発光性とも呼ぶ。蛍光プローブの輝度が高い場合、励起レーザ
ー光の照射時間が短くとも十分な蛍光シグナルが得られるため、１枚の画像を取得するための
時間が短縮される（＝時間分解能の向上）。同様に、生体深部のような励起レーザー光強度が著
しく減衰してしまう箇所においても蛍光プローブを励起することができ、それは観察深度の向
上に繋がる。 
筆者はこれまでに、多環式芳香族であるピレンを基盤とした様々な蛍光発色団を開発してお

り、その中には優れた二光子励起発光性を示すものも見られてきた[1,2]。そこで本研究では、そ
れらピレン誘導体をナノエマルジョンに高密度集積させた『超高輝度蛍光ナノプローブ』を開発
し、それらを用いたマウスの脳血管 2PM を行った。ナノエマルジョンは生体適合性に優れた有
機ナノ粒子であり、脂溶性分子を多量に包摂できる特徴がある。この材料を用いることで、高輝
度なピレン誘導体を安全かつ大量にマウスへと投与できる。 
 
４．研究成果 
A. 超高輝度赤色発光性蛍光ナノプローブの開発とマウス脳血管イメージングへの応用 
筆者はこれまで、ピレンを基盤としたスチリル系色素 PY を合成し、それらが大きな二光子励

起発光性と赤色発光性を示すことを報告している[1]。また、本研究開始以前より、この PY を基
にした脂溶性誘導体である LipoPYF5 はナノエマルジョンへの高密度集積が可能であり、超高輝
度な蛍光ナノプローブが得られることを報告している（図１）。本研究ではまず、この LipoPYF5
集積型ナノプローブ NE1 と、2PM で汎用される蛍光プローブであるテトラメチルローダミン B
－デキストラン複合体（TMR-dextran）を用いて、それらのマウスの脳血管観察における深部観
察性を比較した。なお、NE1 中の LipoPYF5 は、テトラメチルローダミン B よりも数十倍もの二
光子励起発光性を示すことが明らかになっている。また、動的光散乱法で求めた NE1 の流体力
学直径は約 63 nm であり、一粒子当たりに含まれる LipoPYF5 の平均数はおよそ 2000 個である。 

図１．脂溶性高輝度ピレン誘導体 LipoPYF5 および LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブ 
 
実験方法としてはまず、開頭したマウスに 65 nmol の TMR-dextran を静脈投与し、960 nm の

励起レーザー光照射のもと 2PM を実施した。その後、同一のマウスに LipoPYF5 集積型ナノプ
ローブ NE1 を投与し、2PM を実施した。この際、LipoPYF5 の物質量も 65 nmol となるよう調整
している。その結果、図２左に示すように、TMR-dextran では脳表面から 0.7 mm 程度（大脳皮
質第 V 層程度）の血管しか観察出来ないのに対し、LipoPYF5 集積型ナノプローブを用いること
で最大 1.5 mm 程度（海馬 CA1 領域）の血管が観察できた。蛍光プローブの血中濃度が２倍程度
になっても観察深度は大きく変化しないこと、同一マウスを用いていること、同じパワーの励起
レーザーを用いていること、LipoPYF5 と TMR-dextran の蛍光波長はいずれも検出器の高感度帯
に当たることなどを考慮すると、上記の観察深度の差は TMR-dextran と LipoPYF5 の輝度の差に
由来していると考える。 



次に、NE1 よりも少量の LipoPYF5 を集積したナノエマルジョン NE2 を作成した。NE2 の流
体力学直径は約 65 nm であり、一粒子当たりに含まれる LipoPYF5 の平均分子数はおよそ 20 個
である。NE2 を用いて、上と同様の 2PM を実施した。この際、投与する“ナノエマルジョン濃
度”が 30 pmol になるように調整している。図２右に示す通り、NE2 を用いた場合、マウスの脳
表面から 0.7 mm 程度しか観察できなかった。他方、NE2 の 100 倍もの LipoPYF5 を含有する NE1
を追加投与すると、最大 1.5~1.6 mm 深度の脳血管が観察された。この結果は、図２左に示した
実験と同様、高輝度な蛍光プローブを用いることで観察可能深度が飛躍的に向上することを表
している。 

図２．マウス脳血管 2PM における観察深度に対する蛍光プローブの輝度の影響：（左）TMR-
dextran vs LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブ NE1（右）NE2 vs NE1 

 
また、NE1 投与後のマウスにおいて、レゾナン

トスキャナーを用いた高速イメージングを実施し
た。フレームレート（１秒間に取得する画像数： 
frames/sec (fps)）を 120 fps に設定し、2PM を実施
したところ、マウスの脳表面から 1.1 mm、すなわ
ち海馬 CA1 領域の血管を観察することができた
（図３）。この際、血管中を走る血球細胞が黒抜き
の状態で見えたため、結果として海馬 CA1 領域の
血流を動画として観察することに成功した。 
 
 
 
以上、本研究では、超高輝度な蛍光プローブを使用することで 2PM における観察深度や時間

分解能が飛躍的に向上することを明らかにし、同時に、蛍光プローブ開発の重要性を明らかにす
ることができた。一見当然のことのように見えるが、図１，２で示したような比較実験が行われ
た例は殆どない。また、本実験で用いたチタンサファイアレーザーおよび蛍光ディテクター
（GaAsP）は市販の二光子励起顕微鏡において標準的なものであり、特別な光学機器を用いるこ
となく 1.5~1.6 mm という深度の血管の観察に成功したのは本研究が初めてである。同様に、標
準的な光学機器でもってマウスの脳海馬領域血管の血流観察に成功したのも本研究が初である。
したがって、LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブは血管動態観察などを必要とする様々な生物医
学的研究に役立つツールとなることが期待される[3]。 
 
B. 第二近赤外光照射のもと効率的な二光子励起発光性を示す新規蛍光ナノプローブの開発とマ
ウス脳血管イメージングへの応用 
上記 A における成果より、超高輝度な蛍光ナノプローブは脳深部血管の観察に有効な材料で

あることが判明した。他方、観察深度をさらに向上させるためには、より生体組織透過性の高い
第二近赤外光（NIR-II: 1100~1350 nm）を発振する励起レーザーの利用が不可欠である。そこで
筆者らは、LipoPYF5 のπ電子共役系を拡張することで、NIR-II 領域で効率的な二光子励起発光
性を示す蛍光発色団の開発に取り組んだ。 

LipoPYF5 のπ電子共役系拡張体である NIR-LipoPYF5 を設計・合成したところ、同分子は 1100 
nm において 225 GM という二光子吸収断面積を示した（図４）。蛍光量子収率は 0.30（30%）で
あり、したがって NIR-LipoPYF5 の二光子励起発光性は約 68 GM ということになる。この値は
一般の 2PM 用蛍光プローブとしては決して大きくないものの、NIR-II 領域駆動する蛍光プロー
ブの多くは 10 GM 未満であるため[4]、NIR-II を利用するという点において NIR-LipoPYF5 は十分
高輝度であると言える。NIR-LipoPYF5 は LipoPYF5 と同様、ナノエマルジョン内部のオイル部

図３．マウス脳血管の高速イメージング 



分への溶解性が高く、１粒子当たり 1000 個以上の NIR-LipoPYF5 を集積することが可能であっ
た。 

図４．脂溶性高輝度ピレン誘導体 NIR-LipoPYF5 とその光物理的性質 
 

NIR-LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブを用いてマウスの脳血管 2PM を実施したところ、フ
レームレートが 30 fps（レゾナントスキャナー）と
いう比較的高速条件であるにも関わらず、脳表面か
ら最大 1.5 mm 程度の深さの血管を観察することに
成功した（図５）。このイメージング速度は先の
LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブを用いたとき
（1.5 mm）と比べて数百倍の速度である。また、8
つ画像を用いたアベレージングをかける（実質：
3.75 fps）ことで、最大約 1.8 mm、すなわちマウス
の脳海馬歯状回領域の血管まで観察することが可
能となった。このイメージング速度でこれほどの深
部を観察した例は他の 2PM あるいは三光子励起蛍
光イメージングにおいても例はない。また、海馬
CA1 領域全層の毛細血管まで明瞭に描出できた点
にも大きな特徴がある。以上の結果から、NIR-
LipoPYF5 は NIR-II で発振する高価な励起レーザー
が必要となるものの、LipoPYF5 と同様、脳血管動
態観察に有用なツールとなることが期待される。
なお、本成果は現在国際学術誌へと投稿中である。 
 
５．まとめ 
本研究において、蛍光プローブの高輝度化は 2PM の観察深度・観察速度の向上に有効である

ことが判明した。これは一見当然のことのように思えるが、比較実験等を通じてしっかりと確認
された例は殆どなく、今後の高輝度蛍光プローブ開発を正当化する重要な事実である。蛍光プロ
ーブを設計する際には使用可能なレーザーやディテクターを考慮する必要があり、例えば
LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブは一般の 2PM ユーザーなら誰でも使用できるものとなって
いる。NIR-LipoPYF5 集積型蛍光ナノプローブに関しては、先述の通り比較的高価なレーザーを
必要としてしまう一方、今回筆者らが用いたものよりも高感度なディテクターを用いることが
できれば観察深度・観察速度のさらなる向上が期待される潜在性もある。 
今後は、NIR-LipoPYF5 を遥かに凌駕する輝度をもつ NIR-II 駆動型蛍光発色団の開発に取り組

む他、生体深部血管のみならず、狙った組織・器官、果ては細胞外小胞までをも可視化できる革
新的な蛍光プローブ群を開発していく予定である。 
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