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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体蛍光イメージングのために牛アルブミンで保護された近赤外蛍光金
ナノクラスターを合成した。リン酸緩衝液中での、金ナノクラスターの蛍光ピークは700 nmにあり、蛍光の量子
収率は1.7％であった。乳がん腫瘍の蛍光イメージングのために抗HER2抗体(ハーセプチン)をカルボジイミドカ
ップリングによって金ナノクラスターに結合させた。ハーセプチン結合金ナノクラスター(HER2-AuNCs)のヒト乳
がん細胞表面への特異的結合は、共焦点蛍光顕微鏡およびFACSにより確認した。ヒト乳がん細胞を移植したヌー
ドマウスに対して、HER2-AuNCsを用いて乳がん腫瘍の近赤外蛍光イメージングを達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we prepared near-infrared (NIR) emitting gold nanocluster 
(AuNCs) protected by bovine serum albumin (BSA) for in vivo fluorescence imaging. The emission 
maximum of the NIR-emitting AuNCs was 700 nm, and its fluorescence quantum yield was 1.7 % in 
phosphate buffered saline. For breast tumor imaging, anti-HER2 antibody (Herceptin) was conjugated 
to the AuNCs by using carbodiimide coupling. NIR fluorescence imaging of the breast tumors was 
achieved for human breast cancer cell implanted nude mice using HER2-AuNCs

研究分野： ナノーバイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
  MRI、PET は癌の早期発見や病変部位の非

侵襲イメージング法として、医療診断分野

で広く普及している。しかし、現在のとこ

ろ光（蛍光）イメージング技術は臨床レベ

ルでの実用化に至っていない。非侵襲な生

体蛍光イメージングの実用化には、生体毒

性のない高輝度発光近赤外蛍光プローブ

と生体組織で多重散乱される光の画像再

構成技術の開発が必須である。生体では、

様々な内在性色素が存在するため可視部

の光に対してはほとんど透過性を示さな

い。唯一透過性に優れているのは、波長領

域 700-900 nm（生体の光学窓）の近赤外

光である。そのため生体組織を蛍光イメー

ジングするには、高輝度発光する近赤外蛍

光プローブが必要である。しかし、従来知

られている近赤外蛍光プローブのほとん

どがシアニン系の有機色素で発光輝度が

低く水中で不安定である。たとえば、現在、

臨床レベルで認可されている近赤外蛍光

試薬にシアニン系色素であるインドシア

ニングリーン(肝機能検査試薬や眼底血管

造影剤)は、発光の量子収率は血液中でわ

ずか 1 %であり、乳癌蛍光イメージング用

の高感度近赤外蛍光プローブとしては適

していない。一般的にシアニン系などの有

機色素による近赤外蛍光プローブでは、発

光の量子収率および水中での分散安定性

が低いという大きな欠点がある。また高輝

度近赤外蛍光プローブとして半導体量子

ドットや蛍光タンパク等の利用が考えら

れるが、生体（免疫）毒性の観点からヒト

への臨床応用は困難である 

 ヒトを対象とした光イメージングにお

いて必要とされる蛍光プローブの条件は、

まず第１に生体毒性がなく、体内で分解さ

れ一定時間後には体外に排出されること、

第２に近赤外領域で高輝度発光すること、

第３に抗体やリガンドなどの標識により

分子プローブの作製が可能なこと、第４に

安価で大量合成できることである。我々は、

これまでに貴金属ナノクラスターを利用

することにより、細胞毒性がなく近赤外領

域で高輝度発光する蛍光プローブの合成

法を見いだしている（図２、Angew. Chem. 
Int. Ed., 50, 431-435, 2011）。本研究では、

これら貴金属ナノクラスターをもとにヒ

ト乳癌腫瘍の生体イメージング技術の開

発をおこなう。 
 蛍光性貴金属ナノクラスターを用いた

生体蛍光イメージング用プローブの開発

は、国内外とも研究が緒についたばかり

である。これまでに蛍光性貴金属ナノク

ラスターを癌や疾患の生体イメージング

用分子プローブとして応用した例はない。

近赤外発光の貴金属ナノクラスターは、

毒性の観点から生体イメージング用プロ

ーブとしてのポテンチャルが高く、ここ

数年の間にプローブ開発が急速に進むも

のと考えられる。本研究により、近赤外

発光貴金属ナノクラスターを生体蛍光イ

メージング用プローブとして実用化でき

れば、臨床医学分野での乳癌光診断に多

大な貢献をもたらすものと期待できる。 
 

２．研究の目的 

 「生体の光学窓」と呼ばれる波長

700-900nm における近赤外蛍光イメージン

グは、比較的表層にある乳癌などの早期発

見・診断に有効であると期待されている。

現在、医療現場で認可されている近赤外蛍

光試薬はインドシアニングリーン（シアニ

ン系有機色素）のみであるが、発光の量子

収率が低いため（血中で 1%程度）、生体蛍

光イメージング用分子プローブとしては

適していない。生体蛍光イメージングを医

療診断で実用化するためには、高輝度な近

赤外蛍光プローブが必要である。 

 本研究では、「生体の光学窓」と呼ばれ

る波長700-900nmにおける早期乳癌非侵襲

イメージング用近赤外蛍光プローブを開

発する。そのための近赤外蛍光材料として、

量子ドット、有機系色素（シアニン系、ポ

ルプィリン系などの長い共役結合を有す

る有機化合物）、カーボンナノチューブ、

グラフェンなど考えられるが、ヒトを対象

とした生体イメージングにおいては、生体

毒性（免疫毒性）、発光輝度、生体中での

蛍光の持続性（安定性）の問題などからこ

れら蛍光材料はプローブとしてヒトに応

用することは難しい。本研究では、蛍光造影

剤として近赤外発光貴金属ナノクラスターを

合成し、乳がん腫瘍、センティネルリンパ節

等の生体イメージング法を開発する。 

 



３．研究の方法 

１）近赤外貴金属ナノクラスターの合成 

 従来、可視部で発光する蛍光性貴金属（金、

銀）ナノクラスターの合成には、デンドリマー

などの人工ポリマーが用いられてきたが、2009

年に Ying らによって牛アルブミンを用いた新

規 合 成 法 が 報 告 さ れ た (JACS, 

131,888-889,2009)。我々は、これまでにこの

方法をさらに改良発展させ、ヒトアルブミンを

用いて近赤外領域(750 nm)で発光する新規蛍光

性金ナノクラスターの合成法を見いだしてい

る。また、同様な方法で蛍光性白金ナノクラス

ターの合成にも成功している (論文投稿準備

中)。これらの反応では、金や白金の化合物を

ヒトアルブミン中で還元して、原子数が数十個

程度のナノクラスターが合成される。反応に用

いる貴金属化合物とヒトアルブミンのモル比、

反応温度、反応時間によってはさらに大きなサ

イズのナノクラスターの合成が可能である。本

研究では、これまでの合成技術をもとに生体イ

メージングに必要な近赤外発光貴金属ナノク

ラスター（発光波長は700-900nm）を開発する。 

 

２）乳癌イメージング分子プローブの開発 

 生体光イメージングにおいて最も期待され

ているのが、比較的表層にあるサイズ5mm 以下

の乳癌の蛍光検出である。本研究では、近赤外

発光貴金属ナノクラスターを用いて生体蛍光

イメージング用乳癌分子プローブを開発する。

分子プローブとして機能させるためには、貴金

属ナノクラスター表面に乳癌細胞を特異的に

認識するマーカーで修飾する必要である。ヒト

乳癌細胞では、その20-30％にHER2（ヒト上皮

成長因受容体）が過剰発現していることが知ら

れており、臨床レベルでは HER2 がマーカーと

して用いられている。本研究では、HER2修飾に

よる乳癌腫瘍イメージング用近赤外蛍光プロ

ーブを開発する。 

 新規蛍光性金ナノクラスターの有効性

確認試験としてヒト乳がん腫瘍を播種し

た実験マウスを用い、その蛍光検出を行う。

そのための光造影剤として、金クラスター

表面に乳がん細胞を特異的に認識する抗

体、生体毒性の少ない表面化合物等を修飾

する。 

 

3）近赤外貴金属ナノクラスターの毒性 

  ヒトを対象とした生体イメージングのプロ

ーブの特性として、生体毒性がなく一定時間経

過後体内で分解されるか腎クリアランスによ

り体外に排出される必要がある。これまでの予

備実験で金ナノクラスター濃度が100 nM 以下

では細胞毒性がないことは確認済みである。ヒ

トでの臨床応用を目指すためには広い濃度領

域での細胞毒性の試験、マウス等の小動物を使

った個体レベルでの毒性試験（体内動態、臓器

への集積）をおこなう。 
 
４．研究成果 

１）近赤外蛍光貴金属ナノクラスターの合成 

 生体での非侵襲蛍光イメージングをおこ

なうため、近赤外で蛍光発光する金ナノク

ラスターの精密合成法の開発をおこなった。

従来の発光性金ナノクラスターでは、700nm

以上の近赤外領域で蛍光発光する例はなか

ったが、反応に用いる鋳型タンパク質、pH,

反応時間などを精密に制御することにより、

再現性のある近赤外蛍光性金ナノクラスタ

ーの合成法が確立できた。水中での蛍光の

量子収率は 2-5％であった。 

 

２）乳癌イメージング分子プローブの開発 

 近赤外蛍光性金ナノクラスターを用いた

乳がん蛍光イメージング用の分子プローブ

を開発した。分子プローブとして機能させ

るために、金ナノクラスター表面に乳癌細胞

の 20-30％に発現している HER2（ヒト上皮成長

因受容体）抗体を結合させた分子プローブの開

発に成功した。蛍光プローブの活性は、HER2 過

剰発現乳がん細胞の蛍光イメージングにより確

認した。また蛍光プローブをヒト乳がん移植ヌ

ードマウスに尾静脈より注入し、48d時間後に乳

がん腫瘍へのプローブの集積が確認できた。 

 
３）近赤外貴金属ナノクラスターの毒性 

  QMTT法を用いて、近赤外蛍光性金ナノクラス

ターおよび近赤外半導体量子ドット

(CdSeTe/CdS)の細胞毒性を比較した。近赤外蛍

光性金ナノクラスターの場合、10-100nM の濃度

領域で24時間インキュベーション後のCos-7細

胞に対する毒性はほとんど見られなかった。一

方、CdSeTe/CdS 半導体量子ドットの場合では、

24 時間インキュベーション後、Cos-7 細胞の生

存率は、10nMで約60%, 10nMで約40%であった。

近赤外蛍光性金ナノクラスターは半導体量子ド

ットに比べ極めて細胞毒性の低い蛍光プローブ

であることが明らかとなった。 
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〔産業財産権〕 
 
○ 出願状況（計 1件） 

 
名称：カリックスアレーン誘導体 
発明者：神 隆 
権利者：理化学研究所 
種類：特許 
番号：特願 2015-063326 
出願年月日：平成 27 年度 3 月 25 日 
国内外の別： 国内 
 
○取得状況（計 0 件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.qbic.riken.jp/japanese/resea
rch/outline/lab-04.html 
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