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研究成果の概要（和文）：医療に応用できる革新的プローブの長残光蛍光体ナノ粒子の開発に取り組み、このナノ粒子
を用いて癌細胞の無励起光型バイオイメージングを目指した。ヒト骨肉腫細胞（HOS）をスキッドマウスの背部皮下に
注入移植し、抗体修飾した蛍光体ナノ粒子を蓄光させたものを尾静注し、IVIS Imaging Systemを用いてin vivoイメー
ジングを行うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：For developing the innovative probe of persistent luminescence nanoparticles 
applicable to medicine, we aimed at bioimaging without irradiation to visualize tumor cells in living 
animals. After transplanting human osteosarcoma (HOS) into subcutaneous of SCID mouse, antibody agaisnt 
HOS labeled with photactivated persistent luminescence nanoparticles was intravenously injected to this 
SCID mouse. We successfully peformed in vivo imaging of HOS by using photocouting system, IVIS Imaging 
System.

研究分野： 神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
ライフサイエンス分野における光を用いた

イメージング技術の発達は著しい。それは、

カメラやレーザーに代表される光学系技術

と GFP に代表される機能分子に特異的なプロ

ーブの作製技術が両輪となって発達してき

たことによる。このように著しい発展を遂げ

てきた光イメージング技術は、現在医療に応

用されつつあるが、臨床に使えるプローブが

少ないこと、組織深部の観察が難しいことな

どの理由により、その技術を十分に活用でき

ていない。	 しかしながら、医療の現場にお

いては、生理学的・生化学的機能とその病態

の検出のため、分子レベルから個体レベルま

での機能を非侵襲的にリアルタイムで計測

する方法の確立が渇望されている。そこで応

募者らは、医療に応用できる革新的プローブ

の開発に取り組んだ。近紫外〜可視光を数分

間照射すると数時間以上緑色などの可視光

を発し続ける特異な光物性を示す物質であ

り、夜間安全表示や時計の文字盤などに広く

使われている長残光蛍光体ナノ粒子を用い

た無励起光型バイオイメージングを開発す

る着想に至った（図 1,2）。	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
医療に応用できる革新的プローブの長残光

蛍光体ナノ粒子の開発に取り組み、このナノ

粒子を用いて癌細胞の無励起光型バイオイ

メージングを目指す。研究の手順としては、

まず遊星ボールミルで緑色長残光蛍光体を

ナノ粒子化し、シランカップリング試薬によ

り表面を修飾した後、ナノ粒子表面のアミノ

基を、癌細胞に特異的に結合する抗体で修飾

する。さらに、臨床応用に不可欠な深部イメ

ージングを目指し、より長波長の赤色〜近赤

外光発光体を開発する。そして癌特異抗体で

標識した長残光蛍光体ナノ粒子を数分励起

した後、担癌マウスに尾静注し、癌細胞の無

侵襲かつ超低攪乱 in	 vivoイメージングを行

うことを目的とする。また、近赤外励起発熱

性を有する長残光蛍光体ナノ粒子の開発にも

取り組み、蛍光体の発熱機能を高め、癌治療も

目指す。 

３．研究の方法 
<1>長残光蛍光体のナノ粒子化	 

遊星ボールミルを用いて独自に作製した緑

色、赤色および近赤外発光を示す各長残光

蛍光体をナノ粒子化し、シランカップリン

グ剤でナノ粒子表面を化学修飾した。 
<2>長残光蛍光体ナノ粒子の物性評価:上記

<1>で得られる長残光蛍光体ナノ粒子の毒性

について、in vitroおよび in vivoの両側面から
比較検討した。まず、MTTアッセイを用いた
in vitro毒性試験を行った。次に、マウスに長
残光蛍光体あるいは量子ドット単体を尾静

注により投与する。種々の投与量を用い、投

与後の体重減少を経時的に観察し、投与後、

１週間、１ヶ月、６ヶ月において肝臓等種々

の臓器を摘出し、パラフィン切片を作製して

HE 染色を行い、各臓器の組織を顕微鏡観察
し、投与した分子による臓器の障害等を比較

検討した。	 

<3>蛍光体ナノ粒子による担癌マウスイメ

ージング：ヒト骨肉腫細胞（ Human	 

Osteosarcoma;HOS）の細胞を用いて担癌マ

ウスの作製を行った。 
i)HOS の細胞培養および細胞シートの作

製：	 

ヒト骨肉腫細胞（HOS）で、アルカリフォス

ファターゼ（alkaline	 phosphatase;ALP）

の発現が異なる 2 種類（ALP	 high/ALP	 low）

の細胞株を、T75 フラスコを使用して初期

培養を行った。本実験における細胞培養は、

Earle’s	 minimal	 essential	 medium（MEM）

に、15%牛胎児血清と抗生剤を加えたものを

標準培養液として行った。2 週間後、0.25％

トリプシン/EDTA で処理後、HOS を細胞浮遊

液として採取し、1×104	 cell/cm2 の細胞

密度で 10cm 径培養皿に播種し、標準培養液

に 10nM デキサメタゾン、82μg/ml アスコ

ルビン酸を添加し 2 次培養を行った。2 週

間後コンフルエントに達したことを確認し、

細胞シートとして採取した。長残光蛍光体

ナノ粒子に修飾する骨型 ALP 抗体は、作製

した 2 種類の細胞シートにおける ALP の免

疫染色の染色性に差がある（ALPhigh で濃

く染色された）ことをあらかじめ確認し、

蛍光体の抗体修飾に用いた。	 

ii)	 担癌マウスの	 in	 vivo	 イメージング：	 

採取した 2種類の HOS 細胞シート（ALP	 high	 

一枚および ALP	 low	 一枚/一匹）を、16G 注

射 針 を 使 用 し て 、 ス キ ッ ド マ ウ ス	 

(C.B-17/lcr-scid/scidJcl)の背部皮下に注

入移植した。HOS 細胞シート移植から 4 週後



 

 

に抗体修飾した蛍光体ナノ粒子を 405nm のレ

ーザー光で照射して蓄光させた後、尾静注し、

京都大学 RI センターに設置の IVIS	 Imaging	 

System を用いて in	 vivo イメージングによる

評価を行った。	 
	 
４．研究成果	 

<1>長残光蛍光体のナノ粒子化	 

遠心沈降法により粒子径が約 50nm〜300 nm
のものを一旦粗分別した後、回転数の違いに

よりナノ粒子サイズ毎に分画した。また、液

層合成法によるナノ粒子の直接合成プロセ

スを新たに構築することができた。	 

<2>長残光蛍光体ナノ粒子の物性評価	 

＊MTTアッセイを用いた in vitro毒性試験を
行ったところ、対照群に比べ有意な毒性は認

めなかった。 
＊In vivoの毒性に関して、肝臓において対照
群に比して若干マクロファージの増加が認

められたが、有意な組織構築の損傷は認めな

かった（図 3）。
また、体重減

少についても

有意差を認め

ず、６ヶ月ま

でにおける生

存率にも有意

差はなかった。 
以上より、長残光蛍光体ナノ粒子に有意な毒

性はないと判断された。 
<3>蛍光体ナノ粒子による担癌マウスイメ

ージング IVIS	 Imaging	 System を用いて in	 

vivo イメージングにより、経時的に腫瘍のサ

イズを評価した結果、HOS 移植の骨肉腫にお

いて	 ALPhigh 群で有意に高い長残光蛍光体

ナノ粒子の集積を認めた（図 4）。	 
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