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研究成果の概要（和文）：発光プローブの短所は組織透過性が低いことである。本研究では、最

大発光波長を近赤外領域の 710 nm にした BTPHSA を作成し、皮膚表面から約 1.5 cm 下にある腫

瘍の可視化に成功した。更に、BTP の組織集積性を高めるため、Dimethyl 基導入 BTP-DM を作成

し、BTP の 1/10 量で鮮明な腫瘍可視化像を得た。これらの改良 BTP は内視鏡で腫瘍イメージン

グ像を得るに十分な感度のプローブと考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：The drawback of luminescent probes is low tissue penetration of 
its excitation/emission light. To overcome this limitation, we created a new BTO 
derivative BTPHSA, which gives 710 nm emission light in the near infrared region. This 
probe enables tumors visible, which are transplanted 1.5 cm deep intraperitoneally from 
the skin surface in mice. To further increase tissue-accumulating capability of BTP 
analogues, we created dimethyl moiety-added BTP, BTO-DM, which enables tumors visible 
by a tenth of regular dosage of BTP in mice. We believe these innovative BTP derivatives 
will open up their new application to endoscopic imaging.   
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１．研究開始当初の背景 
（１）イリジウム錯体（分子量 600～800）は、
有機 EL 用発光素材として注目され、電気を
通すと高効率でリン光を発する。液晶ディス
プレイと違い、バックライトが不要なのでパ
ネルを 3 mm 程度まで薄くでき、画像も優れ

ている。そのため有機 EL 素材は次世代薄型
テレビパネルや携帯電話パネルとしてソニ
ー、東芝、サムスンなどが開発に力を入れて
いた。イリジウム錯体はリン光を発するが、
大気の常酸素圧では酸素と衝突して光が消
滅、つまり酸素消光（O2 quenching）を受け
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るので、酸素分子密度が減少した低酸素状態
になって始めて発光する。しかし、生体でこ
の原理を利用した低酸素領域の検出法の報
告はない。 
 
（２）生体内の低酸素状態は、癌、脳・心筋
梗塞等の病態組織で観察され、我が国の３大
死因：癌、脳卒中、心筋梗塞の基本病態とな
っている。この低酸素状態を検出する分子プ
ローブとしては、ニトロイミダゾール、
Cu-ATSM、18F-fluorodeoxyglucose（FDG）等
が知られ、放射性アイソト−プ (RI) 標識し
た プ ロ ー ブ を 病 巣 に 集 積 さ せ て PET 
(Positoron Emission Tomography) で検出す
る。プローブが病巣に集積する機序は、NO2、
Cu2+が低酸素による還元環境に依存して 
-NHOH、Cu1+など反応性に富む基に変化し、病
巣のマクロ分子に結合することにより、病巣
がマークされてイメージング像を得る。しか
しその集積には時間がかかり、更にプローブ
の代謝、排出経路も描写されて病巣診断の障
害となる。また、FDG は低酸素で誘導される
Glucose transporter (Glut1)に依存して細
胞内に取り込まれるが、それを排出する酵素
Glusose 6-phosphatase の高い肝、前立腺な
どの癌は描写されにくい。また PET 診断には
放射線管理区域に設置する高額の装置や検
査核種を合成するサイクロトロンが必要で、
検査は大掛かりになる。 
 
 
２．研究の目的 
（１）イリジウム錯体のリン光は酸素消光
（O2 quenching）を示し、通常の 20%酸素濃
度大気中では発光せず、低酸素状態になると
発光する。イリジウム錯体には赤、緑、青の
発光を呈する化合物があり、生体のイメージ
ングには組織の透過性が高い近赤外で発光
する化合物を用いる。イリジウム錯体 
(btp)2Ir(acac) (BTP、分子量 712) の発光
をまず培養細胞で観察する。次に in vivo で
低酸素部位を検出できるか調べるために、ヌ
ードマウス移植腫瘍（胃がん、大腸がん、肺
扁平上皮がん、脳グリオーマ、リンフォーマ）
を作成し、in vivo イメージングシステムマ
エストロで腫瘍の可視化像を得る。 
 
（２）BTPは616 nmに発光ピークを有するが、
組織の透過性をさらに向上させるにはより
長波長の発光が望ましい。そこで，配位子・
電子系を拡張し，近赤外領域で発光するイリ
ジウム錯体 BTPHSA を開発し、深部腫瘍を可
視化する。 
 
（３）BTP のアセチルアセトン(acac)部位に
緑色蛍光を出すクマリンを結合させ，酸素濃
度に依存して発光色が変化するプローブを

開発する。この複合発光プローブによって組
織のおおよその酸素濃度を予測する。 
 
（４）BTP 誘導体の発光量子収率は 0.2~0.3
で 比 較 的 よ い 方 だ が fluorescein や
indocyanin green に比べると小さい。そこで
発光強度を増すために２つの方法を試みる。
これらの強化 BTPを投与したラットの大腸を
ラット用内視鏡（OLYMPUS から借与）で観察
する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）４種類の培養細胞、ヒト子宮がん由来
HeLa、チャイニーズハムスター胎芽由来 CHO、
マウス口腔腫瘍由来 SCC-7、ヒトグリオーマ
由来 U251 を低酸素下に置いてイリジウム錯
体 BTP の発光を観察する。まず、培養液の
BTP 濃度を 50 ・M に調節し、インキュベー
ター２台の酸素濃度をそれぞれ通常の 20%と
5%にして細胞の発光を比較する。次に、酸素
濃度を 20%⇨10%⇨5%⇨2.5%と順次下げて BTP 
の発光強度を観察し、同時に低酸素誘導因子
HIF-1・の蛍光免疫染色像とその immunoblot 
band を得る。発光強度は培養シャーレを in 
vivo イメージングシステムマエストロのプ
ラットフォームに置いて480nmの励起光を細
胞に当て、580 nm の検出波長で観察する。 
  In vivo で低酸素部位を検出できるか調
べるために、ヌードマウスに移植腫瘍（胃が
ん、大腸がん、肺扁平上皮がん、脳グリオー
マ、リンフォーマ）を作成する。ヌードマウ
スを麻酔し、尾静脈から BTP を静注し、マエ
ストロのプラットフォームにマウスを置い
て 480nm 励起光/580 nm 検出波長で腫瘍イメ
ージング像を観察する。 
 
（２）近赤外領域で発光するイリジウム錯体
を開発するために BTP の配位子電子系を拡
張（配位子のフェノール基に数個のフェニル
基を付加）する。作成した誘導体の発光スペ
クトラムを得る。最も長い近赤外領域波長を
示すBTP誘導体で深部BTPサンプルの可視化
像を観察する。深部到達度は、ゲル化した BTP
の上に 1.2 mm の厚さのポークハムを重ねて
行き、マエストロで可視化できる限界到達度
を決める。 
  In vivo 実験は、腫瘍を肝臓の裏側に移
植して腹壁から腫瘍発光を観察する。 
 
（３）酸素濃度に依存して発光色が変化する
プローブを作成するためにBTPのアセチルア
セトン(acac)部位に４つのプロリンからな
るリンカーを介して緑色蛍光のクマリンを
結合させる。この複合体プローブは、低酸素
状態では蛍光（緑色）とリン光（赤色）を同
時に発するため黄色〜赤紫の発光を示すが，



  
 

常酸素状態では，リン光が消光するため緑色
のみの発光となる。この複合発光プローブに
よって組織のおおよその酸素濃度を予測す
る。 
 
（４）BTP を投与したラットの大腸を一部結
紮し、ラット用内視鏡（OLYMPUS から借与）
で観察しても赤色発光を検出できなかった。
そこで発光強度を増すために２つの方法を
試みる。１）光吸収のアダプターとなる分子、
例えばクマリンやローダミンを結合させ、
FRETによってBTPに強いエネルギーを与えて
発光強度を増す。２）BTP 誘導体に低酸素病
態集積性をもたせるために低酸素の還元環
境で荷電して細胞膜非透過性になるように
Dimethyl 基を付加する。ラットには
Azoxymethane (AOM)による大腸癌、あるいは
大腸結紮によって低酸素病態を作成し、BTP
誘導体を投与して内視鏡による低酸素部位
観察を行なう。 
 
４．研究成果 
（１）イリジウム錯体 BTP（図１）はリン光
（励起三重項状態からの発光）を発し，リン
光は，通常の蛍光寿命（nanosec オーダー）
に比べて寿命が長い（microsec オーダー）の
で，常圧酸素中では酸素と衝突して発光エネ
ルギーを奪われて、いわゆる酸素消光（O2 
quenching）を受けるが、酸素濃度が低下す
ると酸素との衝突頻度が減少するため発光
を呈するようになる。我々はこの性質を利用
して細胞や組織内部の酸素濃度を発光イメ
ージングする方法を考案した（特許第
4930943 号）。まず、５％酸素濃度下に置いた
培養細胞実験では、４種類の細胞株いずれも
が常酸素分圧２０％下に比べて強い赤色発
光を呈した（図２）。次に、酸素濃度を 20%⇨
10%⇨5%⇨2.5%と順次下げると細胞の BTP 発光
はそれと共に増加した。低酸素誘導因子
HIF-1・も蛍光免疫染色の色調が強まると共
に下線色像の核内移行が観察できた。つまり、
低酸素が進むと HIF-1・は核内で転写因子と
して働く機能を推測させる像を得た。また約
125 kDa の immunoblot band も低酸素と共に
太さを増した。 
 
図１  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 癌は血管新生が細胞増殖に追いつかな

いためにその組織が低酸素になる。我々は、
ヌードマウスにヒト脳グリオーマ U251，マウ
ス肺腺癌，ヒト大腸癌 HT-29，ヒトリンフォ
ーマ RAMOS、マウス口腔扁平上皮癌を移植し
て腫瘤を作成した。ヌードマウスを麻酔し，
尾静脈から DMSO/Saline（1:9 v/v）溶液に溶
かした BTP 250 nmol を静注し，in vivo 発
光イメージングシステム マエストロ（励起
波長 445-490nm，検出波長>580nm）で観察し
た。どのタイプの腫瘍でも静注後約５分から
発光が現れ，１時間後にははっきりした赤色
イメージングを得ることができた（図３）。
次に，BTP が体内から排泄されるタイムコー
スを測定した。BTP の発光強度は１〜２時間
で最大となり、１２時間以内に胆汁中から糞
便に排出されていた。 
    BTP 注入前  注入１時間後 
図３  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）生体組織透過性を高めるには，赤血球
ヘムの 410 nm ソーレー帯と 500-600 nm Q 
band を避けて 600 nm 以上の長波長域に強い
吸収帯を有し，発光波長が近赤外領域（波長
700nm 以上）にあるプローブが望ましい。そ
こで，BTP の電子系を拡張したイリジウム
錯体 BTQ，BTIQ，BTPH（図-４）を合成し，吸
収波長，発光波長の長波長化を試みた。BTP
に比べて BTQ，BTIQ，BTPH の吸収スペクトル
は大きく長波長化し，特に BTIQ，BTPH では
極大波長がそれぞれ 710nm，719nm となり，
近赤外域まで長波長化することができた（図
４）。しかも，BTPH ではリン光波長が近赤外
域にあるにもかかわらず大きな量子収率(f 
= 0.29)とリン光寿命(p = 2.1s)を得た。
通常の化合物では，近赤外域の発光は基底状
態とのエネルギー差が小さいため Energy 
Gap law により，発光収率が大きく低下して
しまうが，BTIQ，BTPH では配位子が剛直な構
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造をもつため，励起三重項状態からの無放射
遷移が抑制されると考えられる。 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に in vivo 実験用に BTPH の水溶性を増し
た BTPHSA を用いて生体深部の癌イメージン
グを試みた。まず，SCC-7 細胞を移植した担
癌マウスから癌腫瘍を切り出し，約 1 mm3の
大きさにカットした。この腫瘍を別のマウス
の肝臓の裏側に約4 mm間隔で4個移植した。
１週間後にマウスの尾静脈から BTPHSA とコ
ントロールのBTPを静注してマエストロでイ
メージングを観測した。BTP 観測に用いた励
起波長 445-490 nm，検出波長 >580nm では，
BTPHSA，BTP ともに発光を観察できなかった。
しかし，BTPH 観測に適した 575-605 nm 励
起，>645nm の検出波長では，BTPHSA の発光
を明確に捉えることができた（図５）。つま
り，吸収・発光波長を長波長化した BTPHSA
を用いると，表皮から 6-7 mm 深部の癌腫瘍
をイメージングできた。 
図５ 
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（３）BTP のリン光は常酸素圧では酸素消光
を受けるが、低酸素状態になると発光が見え
るようになる。一方、蛍光は酸素濃度に関係
なく発光する。そこでリン光/蛍光発光比率
を利用した低酸素測定プローブを開発した。
４つのプロリン鎖で BTPと緑色蛍光クマリン
343（C343）の複合体を合成し、発光色変化

から局所酸素分圧を推測するアイデアであ
る（図６）。C343-Pro4-BTP を培養細胞 HeLa
に取り込ませ、405 nm で励起すると常酸素状
態では緑色に発光し、酸素濃度を下げると紫
がかった赤色を呈するようになる。しかし、
複合体のサイズが大きいためか、細胞内の取
り込み効率が弱く、実用化には（４）で述べ
るような工夫をする必要がある。 
 図６ 
 酸素分圧 150     15     0   mmHg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）内視鏡観察ではフルオレスチンや ICG
のように発光輝度の強いプローブが必要な
ので、BTP の組織集積性を高める工夫をした。。
BTPにNH2 やDimethyl（DM）基を導入すると、
低酸素組織は還元環境なので NH2 や DM はプ
ラスに荷電し、そのため BTP 誘導体は細胞膜
を通過できないで細胞内に留まるようにな
る。特に BTP-DM は細胞集積性が強く、HeLa
細胞培養液を 5 ・M になるように添加し，2
時間培養後にリン光顕微画像を測定した。図
７に示すように，BTP-DM 細胞像は，BTP や
BTP-NH2に比べてはるかに輝度が高かった。 
図７ 
  BTP        BTP-NH2     BTP-DM 
 
 
 
 
 
 
 
次に，BTP-DM による担がんマウスの腫瘍イメ
ージング実験を行った。BTP を用いた腫瘍イ
メ ー ジ ン グ で は 投 与 量 250 nmol
（DMSO/Saline 1:9 溶液）が必要なのに対し，
BTPDM ではプローブの投与量 25 nmol でも腫
瘍部を識別できた（図８）。すなわち，BTP
に比べて約 1/10 の投与量で同等の画像が得
られた。以上の実験から補助配位子 acac に
DM 基を導入することにより，プローブの細胞
集積性を大きく向上させることができ，イメ
ージング実験の測定感度を高めることがで
きた。 
 
 
 
図８  
 BTP-DM 



  
 

最後に内視鏡実験であるが、平成２１年度の
研究開始時にオリンパスからマウス・ラット
用の特別仕様内視鏡を借用した。その時は、
大腸を一部結紮して低酸素にしたヌードマ
ウスの尾静脈から BTPを静注して大腸を内視
鏡観察したが、BTP 発光を観察できず、この
内視鏡をオリンパスに返却した。今回、発光
強度を増した BTP-DM で同じ実験を行なうべ
くオリンパスに内視鏡借用を願いでている
が、他の大学からも使用希望があり、ウエイ
ティングリストから我々の使用は今夏頃に
なるとのことで、残念ながら本研究の終了ま
でに BTP発光の内視鏡観察を確認できなかっ
た。 
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