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研究成果の概要（和文）： 
ABPX をフォトダイナミック治療の光感受性薬剤として応用する上で，化学種の構造同定と光

物性との関連性を，詳細に精査した結果，キサンテン環がプロトン化されたジカチオン型構造

が高い光感受性と赤色の蛍光発光することを明らかにした．加えて，ジカチオン型構造は，ア

ニオン種とイオン性の会合体を形成することで，凝集状態で高い光機能性を維持することを明

らかにした．また，70%以上の高い発光効率を有する誘導体の創出に成功し，いずれの誘導体

も高い光感受性を有し，高い水溶性と光安定性を示した．上記より，ABPX は有用な光感受性

薬剤として有用な候補化合物であることが明らかとなった． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have designed and synthesized a new class of rhodamine dyes with an extended -conjugated system, 
named 3’,3’’-bis(oxospiroisobenzofuran)-3,7-bis(diethylamino)benzopyrano-xanthene (ABPX01) dye. 
In this study, the investigations were carried out to reveal the relationships among the chemical species 
of ABPX01, the color, and the fluorescence emission in various solutions. ABPX01 had various forms:  
the spirolactone form (ABPX010), which is colorless; and the monocationic form (ABPX01H+) and the 
dicationic form (ABPX01H2

2+), which are colored. ABPX01H2
2+ was identified to be a red fluorescent 

species. Detailed spectroscopic and electron microscopic investigations led to the assumption that the 
ABPX01H2

2+ formed ion associates with Cl- as counter anions in HCl aqueous solution, and the nano- 
and submicrometer-sized colloidal aggregates of ABPX01 hydrochloride exhibit fluorescence emission. 
Good performance in fluorescent imaging demands large fluorescence quantum yields, and solubility in 
hydrosoluble media of the markers. We design and synthesize new ABPX derivatives in which the 
amino groups are incorporated into rigid six-membered rings. The relative fluorescence quantum yields 
of ABPX101H2

2+, ABPX102H2
2+, and ABPX103H2

2+were drastically increased relative to that of 
ABPX01H2

2+. All ABPX derivatives commonly exhibited the well-developed bimodal fluorescence 
emission spectra over a wide range including red and NIR region. The intrinsic solubility of the ABPX 
dyes is favorable for the photosensitizers of fluorescent imaging and photodynamic therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんのフォトダイナミック治療法(PDT)は，
光感受性薬剤(Photosensitizer; PS)とレーザー
光によって引き起こされる光化学反応を利
用し，がん組織中に活性酸素を発生させ，そ
の力によってがん組織を死滅させるもので，
患者の QOL を配慮した治療法として近年注
目されている．PDT は外科的治療や化学的治
療に比べ低侵襲性で，PS はがん病巣に集積す
るため正常組織への障害を最小限に抑え，選
択的に治療することができる．しかしながら
臨床現場で用いられる PS は，フォトフィリ
ンなどのポルフィリン誘導体のみで，これら
PS は，(1) がんに集積すると，PS 同士が凝集
することで光感受性が急激に低下し，治療に
必要な活性酸素を発生しにくくなるため，が
んの大きさや進行状態に応じて送達薬物濃
度を制御できない (2) がんに発現する標的
分子への選択性が小さい (3) 光線過敏症や
アレルギーなどの毒性を有する などの問題
点を有しているため，PDT の実用化の事例は
極端に少ない．一方，PDT 時のがん部位の特
定や治療効果を解析する試みは全くなされ
ていない．このように PDT の治療効果は PS
の光物性や送達濃度に依存しているため，こ
れら問題点を打破しかつ，診断や治療効果を
評価できる新たな PS の開発が切望されてい
る．  
 
２．研究の目的 
 本研究は，報告者が発見，創製した凝集誘
起発光増強性色素であるアミノベンゾピラ
ノキサンテン系色素(ABPX)をがんの蛍光イ
メージングとフォトダイナミック治療が同
時に可能な次世代型光感受性薬剤の開発に
向け，[1] ABPX の化学構造と光物性の解明，
[2] 凝集誘起発光増強特性の機構解明，[3] 新
ABPX 誘導体の合成と光物性の解明，に関す
る基礎研究を行うことを目的とする． 
 
３．研究の方法 
吸収スペクトルの測定：有機溶媒中での測定
は、単独の有機溶媒に溶解させた 50 μM  
ABPX01 溶液を，0-15% TFA/有機溶媒混合で
それぞれ 10 倍に希釈し 5 μM としたものを用
いた．また対照として，単独の有機溶媒を
0-15% TFA/有機溶媒混合溶液で 10 倍に希釈
したものをブランクとして用いた． 
蛍光量子収率測定：標準物質を RB としエタ
ノール中での φfl = 0.73 を基準として相対法 
にて測定した。サンプルは 2.5％TFA を含む
クロロホルム混合溶媒溶解し、適当に希釈し
て 1 μ M としたものを用いた。 

 
４．研究成果 
[1] ABPX の化学構造と光物性の解明 
 ABPX の発光分子種の同定にあたり，まず
発色分子種の吸収スペクトルの帰属を行っ
た．スピロラクトン型分子種の ABPX010を溶
解した各種有機溶媒にトリフルオロ酢酸
(TFA)を濃度依存的に加え，吸収スペクトル
を測定・解析することで，ABPX の分子種と
それに相当する吸収スペクトル帰属を行っ
た．まず TFA/テトラヒドロフラン(THF)混合
溶液中でのABPX01の吸収スペクトルを測定
したところ，THF のみに溶解した場合は 316 
nm 付近に 1 つの吸収帯(λmax)を示して無色透
明の溶液を示したが，0.5%の TFA を加える
と新たに可視域に光吸収を持つ双峰性の吸
収帯(λmax = 498 nm, 532 nm)があらわれ桃色の
溶液を示した．続いて TFA 濃度を増加すると
TFA 濃度依存的に λmax = 498 nm, 532 nm の吸
収帯の吸光度が増加し，328 nm に 1 つの等吸
収点を示した．次に TFA/アセトン混合溶液中
での実験では，ABPX01 を溶解した 0.1％TFA/
アセトン混合溶液が λmax = 497 nm, 531 nm に
双峰性の吸収帯を示して桃色の溶液を示し，
TFA 濃度が増加すると λmax = 547 nm, 593 nm
の双峰性の吸収帯が現れて紫色の溶液を呈
した．このとき 445 nm に 1 つの等吸収点を
示した．上記の実験結果から吸収スペクトル
と分子種の帰属を以下のとおり考察した．ま
ず TFA/THF 混合溶液中での実験結果から，
THF 単独のとき示された 316 nm の吸収帯は
無色透明の溶液であることから非共役型の
スピロラクトン型分子種の ABPX010 と帰属
した．従って続いて現れた λmax = 498 nm, 532 
nm の双峰性の吸収帯はスピロラクトン型分
子種の吸収帯(316 nm)と 328 nm に等吸収点
を示して平衡状態であったことからモノカ
チオン種 ABPX01H＋であると帰属した．即ち
0.1%TFA/アセトン混合溶液中で示された
λmax = 497 nm, 531 nm の双峰性吸収帯は
ABPX01H＋であることから，高濃度 TFA/アセ
トン混合溶液中で現れた λmax = 547 nm, 593 
nm の双峰性の吸収帯はジカチオン種
ABPX01H2

2+であると帰属した．一方，スペク
トルの形状に着目すると ABPX01H＋および
ABPX01H2

2+はいずれも双峰性の吸収スペク
トルを示したが，これは分子が基底一重項状
態(S0)から最低振動準位(S1)に遷移する 0-0 遷
移のときの光吸収と，更に高い振動準位(S2)
に遷移する 0-1 遷移のときの光吸収に由来す
る振電スペクトルと考察した．これらの吸収
スペクトルは密度汎関数(DFT)法による計算
値と一致していた(Fig.1). 



Fig. 1 Absorption spectra of 5 M ABPX01 in various 
combinations of trifluoroacetic acid (TFA) and (a) THF, (b) 
acetone, (c) methanol, or (d) chloroform. Top panels: 
trans-ABPX01 and bottom panels: cis-ABPX01. 

 続いて，ABPX01 の発光分子種を明らかに
するために蛍光スペクトル測定を行った．
ABPX01 が発光性を示す条件として 1% TFA/
クロロホルム混合溶液中の 5 μM ABPX01 溶
液を調製し吸収スペクトル並びに蛍光スペ
クトル測定を行った．その結果，ABPX01H2

2+

を示す吸収スペクトルと蛍光スペクトルの
形状が鏡像関係にあったことから，発光分子
種は ABPX01 H2

2+であることが分かった 
(Fig.2)． 

 
Fig. 2 Proposed protolytic reactions of ABPX01. ABPX01 is 
expected to exist in solution in an ionic form: (a) the 
dicationic form ABPX01H2

2+; (b) the 
semispirolactone-opening monocationic form 
semi-ABPX01H+; (c) the zwitterionic form ABPX01±; (d) the 
spirolactone form ABPX010; (e) the zwitterionic form 
ABPX012±; and (f) the spirolactone-opening monocationic 
form ABPX01H+. Photographs of the respective chemical 
species under (left) room light and (right) 365 nm irradiation 
in (Ⅰ) 1% TFA/ chloroform mixture (ABPX01H2

2+), (Ⅱ) 1% 
TFA/THF mixture (semi-ABPX01H+), and (Ⅲ) THF solution 
(ABPX010). 

[2] 凝集誘起発光増強特性の機構解明 
 ABPX010を THF 中へ溶解させた後，1M の
塩酸水溶液を加えたところ，ABPX01H2

2+のピ
ークに帰属される発光凝集体の生成を確認
した．その形態を走査型電子顕微鏡(SEM)で
観察したところ，500 nm 以上の粒径を有する
ナノ粒子が観察された。またエネルギー分散
型 X 線分光法(EDS)で組成分析を行なったと
ころ，C，N，O，Cl のピークがみられ，
ABPX01H2

2+は水中で共存する塩化物イオン

(Cl-)とイオン対を形成することで，蛍光を有
することが推定された．これらの結果を踏ま
え，有機溶媒中で ABPX01 塩酸塩を合成し，
その蛍光を測定したところ，同様の波長を有
する固体蛍光が確認され，得られた発光粉末
を粉末 X 線回折法により結晶性を有するこ
とを確認した．また ABPX01 塩酸塩を水溶液
中へ溶解させ，濃度を変化させた際の蛍光並
びに吸収スペクトルを測定したところ，
ABPX01H2

2+は従来のローダミン系蛍光色素
と比べて高濃度域でも消光しにくいことが
分かった．色素濃度を上昇させた場合でも吸
収波長は同一であり，色素間会合体に由来す
るピークは確認できなかったことから，
ABPX01H2

2+は，ジベンゼンカルボン酸を有す
ることで，蛍光団同士が会合しにくい構造で
あることが示唆された (Fig. 3)． 
Fig. 3 (a) Photographs of aggregates of trans-ABPX01 

hydrochloride in 1 M HCl in diethyl ether/dichloromethane 
under 365 nm irradiation. (b) Confocal laser scanning 
microscopic images of the aggregates in powder form, (c) 
Solid-fluorescence emission spectra of the aggregates in 
powder form, obtained by excitation at 365 nm, and (d) SEM 
images of the aggregates in powder form.  

 
[3] 新 ABPX 誘導体の合成と光物性の検討 
 新規 ABPX 誘導体の合成にあたって，まず
ABPX01 の低い蛍光量子収率(φfl)の原因が確
かに分子内運動などの無放射失活に起因す
るかを確かめるために，分子内運動を抑制し
た溶媒(低温溶媒および粘性溶媒)における蛍
光強度の測定を行った．低温溶媒として凝固
点の低い(-98℃)メタノールを用い，1% TFA/
メタノール混合溶液中で室温から-78℃にわ
たる蛍光スペクトルを測定したところ，
ABPX01 は溶媒温度が低下するに従って蛍光
強度が増大した．更に粘性溶媒としてグリセ
ロールを濃度依存的に加えた 1% TFA/メタノ
ール混合溶液中での蛍光スペクトルを測定
したところ，溶媒の粘度の増加に従って蛍光
強度が増大した．これらの結果から ABPX01
は，確かに分子内運動が発光効率の低下に影
響していることが明らかとなり，ABPX の高
発光効率化において分子構造の剛直化が有
効であることが確認された．従って ABPX01



の低いfl は、キサンテン環窒素部位のアルキ
ル鎖構造の分子内回転運動により、熱放射な
どの無放射失活が蛍光放射に比べ優位にな
っていることに起因していると予想した。そ
こで窒素部位の構造的な剛直性を高めるこ
とで発光効率が向上できると考え、本作業仮
説に基づいて、窒素部位を環状化した新規誘
導体の ABPX101, 102 および 103 を合成した
(Chart 1)。 

Chart 1. Chemical structures of (a) ABPX01, (b) ABPX101, 

(c) ABPX102 and (d) ABPX103. 

 
 続いて，新規 ABPX 誘導体の光物性を 2.5%
の TFA を混合したクロロホルム中で評価し

たところ，いずれの誘導体においても

ABPX01 に比べ，fl が飛躍的に増大する結果

となった(Table 1). 続いて各新規誘導体の蛍

光寿命(�f)を測定することで, 放射速度定数

(kf)並びに無放射失活速度定数(knr)をそれぞ

れ算出し，ABPX01 と比較することで，作業

仮説の検証を行った．その結果まず kf が

cis-ABPX01 と cis-ABPX101, 102, 103 と比較

していずれも 0.23 - 0.29 s-1でほとんど違いが

ないが，一方 knrは cis-ABPX01 の 1.17 s-1対し

cis-ABPX101が0.23、cis-ABPX101が0.12 s-1，

cis-ABPX103が0.21 s-1を示し大幅に減少した

ことが明らかとなった．これらの結果は

trans-ABPX01, 101, 102, 103 においても同様

であった，従って ABPX101, 102, 103 の φflの

増大は knrの減少によることが明らかとなり、

作業仮説「無放射失活が抑制されて蛍光量子

収率(φfl)が増大する」が立証された． またい

ずれの誘導体も高い光感受性と水溶性，光安

定性を示した．上記より，ABPX は有用な光

感受性薬剤として有用な候補化合物である

ことが明らかとなった． 

Table 1. Photophysical properties of ABPX derivatives in 

2.5% TFA/chloroform mixtures solution. 
*1fl are determined by using the reference standard dye of 

rhodamine B (�fl = 0.73 in ethanol). 
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