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研究成果の概要（和文）：pH変化に応答し、発光性を変化させる近赤外シアニン系色素を開発した。緩衝溶液中
で吸光度、発光強度を測定したところ、分子内求核性官能基の違いにより、pH応答領域が異なることを明らかに
した。また、吸光度、発光強度ともpH変化に鋭敏に応答し、その応答は可逆であった。腫瘍細胞共存下において
も、その応答性は損なわれず、色素はエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、エンドソーム中の低pHに
応答して発光することがわかった。ポリエチレングリコールを複合化させたハイブリッド材料は光腫瘍イメージ
ングに適用でき、腫瘍の可視化が可能であった。

研究成果の概要（英文）：pH-Responsive near-infrared fluorescent cyanine dyes have been developed.  
From UV-vis absorption and fluorescence measurements, dyes showed pH-dependent equilibrium between a
 fluorescent open-ring structure and a non-fluorescent closed-ring structure in the various pH 
ranges.  These behaviors depend on their nucleophilicity of substituents.  The pH responsiveness is 
reversible in all cases.  From in vitro cell culture experiments, dyes were found to show the 
pH-dependent enhancement of fluorescence intensively through endocytosis.  PEG-grafted pH-responsive
 dyes accumulated in tumor sites and visualized them in in vivo optical imaging.

研究分野： 有機合成化学

キーワード： pH応答性　近赤外色素　シアニン　蛍光　腫瘍

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腫瘍の可視化は、がんの完治、寛解の可能

性を高めるため、重要な課題として今日多く
の研究者が取り組んでいる。光音響腫瘍イメ
ージング（下記参照）は、低侵襲かつ高感度
な撮像法としてごく最近注目されているが、
有効な造影剤の開発が遅れている。血管造影
剤として古くより臨床利用されているイン
ドシアニングリーン（ICG と略す）は、効果
的に光音響信号を発する近赤外色素として
知られるが、腫瘍集積性を持たない。研究代
表者は、ICG と多糖類縁高分子や天然多糖（例
えばヒアルロン酸など）の複合体が、高分子
型光音響造影剤として腫瘍の可視化に有効
であることを示した（図１）。しかし、造影
剤の血中滞留性が高く、正常部位からのシグ
ナルも観測されるため、シグナル–ノイズ比
（SN 比）の向上が課題であった。 
 生体内外の分子や組織の挙動を可視化す
るための造影剤として利用される蛍光色素
において、SN 比の向上を目的に、目的部位
でのみ蛍光を発する on 型色素の開発が盛ん
である（図２）。分子内求核部位を持つキサ
ンテン型蛍光色素は、pH 変化に応答し、パ
イ共役系のつながった発光性開環体とパイ
共役系が切断された消光状態の閉環体を行
き来でき、超解像度顕微鏡用色素への応用な
ど多岐にわたる利用が報告されている
（Urano, Y. et al. Nature Chem. 2014, 6, 681）。
しかし、この機構を光音響信号の on-off に活
用した例はない。 

 

 腫瘍組織は、正常組織に比べ、弱酸性環境
（pH ～6）であるといわれる。この pH 変化
に鋭敏に応答する近赤外色素が開発できれ
ば腫瘍組織のみの可視化につながると考え
られる。しかし、pH 応答性を示す近赤外色
素はほとんど知られていない。 
 
◆光音響イメージング（図３）：パルス励起
光を照射された分子が熱膨張し、その際に瞬
間的に発生する超音波を検出することで像
を得る手法。吸収した光エネルギーを蛍光で
はなく、熱として放出できる分子が造影剤と
して有望である。光イメージングより検出感
度の高い撮像法である。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者は前述の研究背景を考慮し、パ
イ共役長を変化させる分子内求核部位を ICG
に導入できれば、腫瘍部位でのみ光音響信号
を発する色素が開発できると考えた（図４）。
得られる pH 応答性色素の求核性官能基の種
類が pH 応答性に与える影響を明らかにする。
また、得られる pH 応答性色素を高分子に複
合化させ、腫瘍集積性を示す腫瘍造影剤の開
発を目指す。腫瘍造影剤は、光イメージング
装置を用いて、その体内動態、造影能を評価
する。 

 
３．研究の方法 
 本研究課題は、以下の 4 項目から成る。(1) 
pH 応答性近赤外シアニン系色素の開発とそ
の pH 応答性挙動の評価、(2) pH 応答性近赤
外シアニン系色素の細胞共存下での pH 応答
性評価、(3) pH 応答性近赤外シアニン系色素
を用いる光腫瘍イメージングである。各々に
ついてその方法を以下に示す。 

 

図３．光音響腫瘍イメージングの概要． 
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図２. (a) 常時信号を発する色素による可視
化と (b) 刺激応答性色素による可視化． 

 
図４. 分子内求核攻撃に起因する光音響信号
on-off 機構． 

 
図１. 研究代表者が開発した光音響腫瘍造影
剤． 



(1) pH 応答性近赤外シアニン系色素の開発と
その pH 応答性挙動の評価 
 トリメチルベンゾインドールに求核性官
能基を持つアルキル化剤を反応させ、その後
パイ共役系を伸長することで近赤外シアニ
ン系色素を合成する。求核性官能基の保護基
を脱保護し、pH 応答性色素を得る。得られ
る色素 1 は、蛍光発光を示さない閉環構造を
持つ色素 1-C と、環状構造がプロトン化によ
り開環し蛍光発光を示す色素 1-Oとの平衡に
ある（図５）。得られる色素の pH 応答性を紫
外－可視吸収スペクトル、蛍光スペクトルを
用いて評価する。 

(2) pH 応答性近赤外シアニン系色素の細胞共
存下での pH 応答性評価 
 pH 応答性近赤外色素 1 の細胞共存下での
pH 応答性を調査する。特に、エンドサイト
ーシスにより細胞内に取り込まれた色素の
pH 応答性が維持されるかどうかエンドソー
ムの弱酸性環境の認識を調査することで明
らかにする。 

(3) pH 応答性近赤外シアニン系色素を用いる
光腫瘍イメージング 
 pH 応答性色素 1 にポリエチレングリコー
ル（PEG）を結合させ、両親媒性分子 2 を合
成する。この分子を水に溶解させ、自己集合
体を形成させる。この自己集合体の pH 応答
性を調査する。担がんマウスに投与し、光イ
メージング装置を用いて腫瘍集積性を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
(1) pH 応答性近赤外シアニン系色素の開発と
その pH 応答性挙動の評価 
 pH 応答性色素 1 は図６に示す手順に従っ
て合成した。まず、市販のベンゾインドール
類縁体に、3-aminopropyl 基、3-hydroxypropyl
基、3-mercaptopropyl 基を結合させ、その後シ
アニン色素骨格を構築した。それぞれの官能

基の保護基を適切な条件下、脱保護し目的と
する pH 応答性シアニン色素 1 を得た。色素
1 は塩基性条件下で分液精製することで、閉
環体 1-C が主に得られた。 
 得られた色素 1 の緩衝液の紫外－可視吸収
スペクトルおよび蛍光発光スペクトルを測
定した（図７a, b）。色素 1a-c はおのおの pH 
8–12、6–8、4–6 の間で平衡がシフトすること
がわかった。この pH 応答領域の違いは、そ
れぞれ二級アミン、エーテル、スルフィドの
塩基性度の違いで説明できる。なお、pH 応
答性は可逆であり、1c の吸光度、発光強度は、
pH の変化に鋭敏に応答することがわかった
（図７c, d）。 
 求核性官能基として 2-カルボキシエチル
基を用いた場合、求核性に乏しいため、閉環
体は得られなかった。また、分子内求核攻撃
を行うとエネルギー的に不利な中員環を形
成する 6-アミノへキシル基を持つ色素は、pH
応答性をほとんど示さなかった（強塩基性で
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図５. 分子内求核攻撃に起因する光音響信
号 on-off 機構． 

 
図６. pH 応答性近赤外シアニン色素 1 の合
成．Ns = 2-nitorobenzennsulfonyl． 
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図７. pH応答性近赤外シアニン色素1の緩衝
液中での (a) 紫外可視吸収スペクトルおよ
び (b) 蛍光発光スペクトル．(c) 吸光度およ
び(d) 蛍光発光量の pH 応答の可逆性（色素
1c）． 



は、分子間求核攻撃による退色が認められ
た）。 

(2) pH 応答性近赤外シアニン系色素の細胞共
存下での pH 応答性評価 
 合成した pH 応答性近赤外色素が細胞共存
下で応答するかどうか確認するため、HeLa
細胞に播種し、その応答性を確認した（図８）。
細胞を 0 °C および 37 °C でインキュベートす
る二群に分け、おのおのに色素 1b, 1c および
ICG を作用させた。0 °C では、ATP 依存のエ
ンドサイトーシスが抑制されるため、色素は
細胞内には取り込まれず、発光量も大きく変
化しなかった（図８a）。一方、37 °C でイン
キュベートした場合、pH 応答性色素はエン
ドサイトーシスにより細胞内に取りこまれ、
エンドソームの弱酸性環境に応答すること
で、発光量が増大した（図８b）。これらの結
果は、pH 応答性色素 1 が細胞共存下でもそ
の機能を損なわないことを示している。4 時
間インキュベート後色素を含む培地を洗浄
除去した場合、37 °C でインキュベートした
細胞において顕著な発光量の増大が確認さ
れた（図８c および d）。このことも、エンド
サイトーシスにより色素が細胞内へ取り込
まれたことを示す。なお、色素 1c では、0 °C
でインキュベートした際にほとんど細胞か
らの発光が検出されないのに対し、37 °C で
インキュベートした際には発光が観測され
た。一方、1b や ICG では、0 °C でインキュ
ベートした場合にも発光が観測された。この
違いは、1b や ICG が中性環境でもイミニウ
ムカチオン部位を持つ開環体を含むため、こ
れが細胞膜のアニオン性リン脂質と相互作
用し、細胞表面に吸着されたものと推測して
いる。 

(3) pH 応答性近赤外シアニン系色素を用いる
光腫瘍イメージング 
 担がんマウスに投与し、光腫瘍イメージン
グを行うため、生体内の滞留性を高める PEG
と色素を結合させ、PEG 化 pH 応答性色素 1d
および 1e を得た（図９）。得られた色素も pH
に応答して吸光度および発光強度を変化さ
せることを明らかにした（図１０）。 
 得られた色素 1d および 1e を担がんマウス
に投与し、光腫瘍イメージングを行ったとこ
ろ、両者とも腫瘍に集積することがわかった。
ただし、他の臓器への集積も確認されたため、
体内動態を精査する必要があるといえる。 

(4) 研究成果のまとめと展望 
 本課題では、pH 応答性近赤外シアニン色
素を開発した。また、開発した色素が pH に
応答して鋭敏に吸光度、発光強度を変化させ
ることを明らかにした。HeLa 細胞共存下で
もその挙動は失われず、エンドサイトーシス
の過程で起こる pH の低下に応答し、発光量
を増大させることを見出した。PEG 化色素を
開発し、in vivo における腫瘍集積性を確認し
たが、正常組織への蓄積も認められ、体内動
態の改善が今後の課題であるといえる。他の
生体高分子への複合化により、高コントラス
トな腫瘍の可視化が達成されると期待され
る。 
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図８. HeLa 細胞に色素 1b, 1c および ICG を
作用させた際の蛍光発光量変化．(a) 0 °C お
よび(b) 37 °C でインキュベート．(c) 蛍光イ
メージおよび(d) 4 時間後の HeLa 細胞（培地
を洗浄後）の蛍光発光量． 

 
図９. PEG 化 pH 応答性近赤外シアニン色素
1d および 1e． 
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図１０. 色素 1e の紫外可視吸収スペクトル．
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Acid Derivative and Contrast Agent for Optical 
Imaging Including Them 
発明者：Miki, K.; Yamauchi, F.; Yano, T.; 
Minami, M.; Inoue, T.; Kobayashi, Y.; Nakano, 
K.; Ohe, K. 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：EP14709763.8 
申請年月日：25/Aug/2015 
国内外の別： 国外 
 
○取得状況（計 2 件） 
 
名称：pH 応答性シアニン系近赤外色素の開
発 
発明者：三木康嗣，小島健太郎，折出一明、
原田 浩、大江浩一 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特開 2016-160194 
取得年月日：2016 年 9 月 5 日 
国内外の別： 国内 
 
名称：Near-Infrared Dye-Conjugated Hyaluronic 
Acid Derivative and Contrast Agent for Optical 
Imaging Including Them 
発明者：Miki, K.; Yamauchi, F.; Yano, T.; 
Minami, M.; Inoue, T.; Kobayashi, Y.; Nakano, 
K.; Ohe, K. 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：US14/767362 
取得年月日：取得内諾（2017 年 6 月 12 日）． 
国内外の別： 国外 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.ehcc.kyoto-u.ac.jp/eh31/home/index-j
.html 
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