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緒緒  言言  

 
生体を個体レベルで非侵襲的にイメージングする方法として、MRI（核磁気共鳴画像法）、X 線CT、PET 等は、悪

性腫瘍の検出や血管造影など臨床画像診断法としてすでに実用化されているが、これらの非侵襲イメージング法では、

動的な生命現象を細胞レベルで解析するには空間分解能および時間分解能の低さに問題がある。たとえば、MRI は比

較的高い空間分解能（最高で約50μm）を有するが、時間分解能（秒から分のオーダー）が低いため細胞レベルのダイ

ナミックな生命現象をとらえるのは困難である。また、X線CT、PETでは放射性同位体を含む造影剤による被爆の問

題が避けられず、長時間にわたる生体現象の研究には適用できない。 
現在考えられる生体イメージング技術の中で、生きた個体中で細胞レベルでの生命現象を研究する方法として最も有

力なのが蛍光による非侵襲イメージングである。生体深部での蛍光イメージングとして、多光子励起レーザー顕微鏡や

ライトシート顕微鏡が市販されているが、観察深度は最大でも1 mm程度である。ライトシート顕微鏡は比較的透明な

ゼブラフィッシュやメダカであれば個体全体を非侵襲イメージングできるが、生きたマウスの脳などの生体深部イメー

ジングには使えない。一般に、可視光（波長0.4～0.7μm）を使うイメージング法では、組織による吸収、散乱が強い

ため生体深部での非侵襲イメージングには限界がある。 
一方、近赤外光（波長0.7～0.9μm）は、可視光に比べ組織透過性に優れており、インドシアニングリーンをはじめ

とする近赤外蛍光プローブを用いた小動物用生体深部イメージング装置はすでに実用化されている。しかし、現在ある

近赤外蛍光イメージング装置では、励起光によって生ずる組織からの自家蛍光やプローブ蛍光の多重散乱があるため、

高い空間分解能での生体深部イメージングは困難である。近赤外領域における自家蛍光や多重散乱の問題を解決するに

は、用いる励起／蛍光波長の長波長化が必要である［1］。近赤外よりさらに波長の長い短波赤外（波長1.0～1.4μm：

生体の第2光学窓）領域では、近赤外領域に比べ生体組織からの自家蛍光、散乱が格段に小さくなり、高い空間分解能

での生体深部蛍光イメージングが可能になる［1］。また、この波長の光は、従来の可視や近赤外の光にくらべ高い組織

透過性と大幅な光毒性の低減が期待できる［2］。 
本研究では、生体イメージングのモダリティーとしていまだ実用化されていない短波赤外蛍光イメージングのヒトへ

の応用を目指した技術開発を行う。そのため1．生体親和性の高い短波赤外蛍光有機色素の合成、2．乳がん検出用短波

赤外蛍光分子イメージング用プローブの合成、3．ヒト乳がんモデルマウスにおける短波赤外蛍光分子イメージングの

研究を行う。短波赤外蛍光イメージングのヒトへの応用のための要素技術として最も重要なのは、生体で安全に使える

短波赤外蛍光色素の開発である。世界的にも、生体毒性のない短波赤外蛍光色素の開発研究が盛んになっているが、ヒ

トでの応用が可能なプローブ開発は進んでいない。私たちは、2021年、「生体の第2光学窓」における生体蛍光イメー

ジングのための新規有機色素として、インドシアニン（ICG）系の生体親和性の高い短波赤外蛍光色素の合成に成功し

た［3］。また、この蛍光色素を用いた短波赤外蛍光分子イメージングプローブの開発にも成功した。本報告書では、世

界に先駆けて合成に成功した短波赤外蛍光色素およびこれらを用いた短波赤外蛍光分子イメージングプローブによる

ヒト早期乳がんの高感度蛍光検出について報告する。 
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方方  法法  

  

11．． 合合成成試試薬薬とと実実験験動動物物  
インドシアニングリーン（ICG）と IR-1061 は Sigma-Aldrich から購入した。IR-26 は Exciton から購入した。抗

HER2モノクローナル抗体（ハーセプチン）および抗腫瘍剤（カドサイラ）は、中外製薬株式会社（東京、日本）から

購入した。正常ヒト IgG は富士フィルム和光純薬から購入した。合成に使用した溶媒と化学薬品は、Sigma-Aldrich、
東京化成工業、および富士フィルム和光純薬から購入した。すべての反応は、シリカゲルプレート（0.2 mm、Merck 
60 F-254）での薄層クロマトグラフィー（TLC）によってモニターした。SiO２ゲルカラムクロマトグラフィーはシリ

カゲル（Wakogel®N60、球状、38～100μm）を使用して実施した。ヒト乳がん腫瘍細胞KPL-4 は、川崎医科大学か

ら提供された［4］。ヌードマウス（4週齢のメスのBALB/c nu/nuマウス）とヘアレスマウス（4週齢のオスのHos：   
HR-1）は、日本 SLC Inc（日本）から購入した。マウスによる動物実験は、理研の実験動物の管理および使用に関す

るガイドラインに従って実施され、理研の動物倫理委員会によって承認された（QA2015-01-7）。 
22．． 短短波波赤赤外外有有機機蛍蛍光光色色素素のの合合成成  
新規短波赤外有機蛍光色素である ICG-C11および ICG-C11-NHSの合成経路は、図1に示した。ベンゾインドール

誘導体1は、2および5の合成の出発物質として使用した。130℃で1と1,4-ブタンスルトンを反応させて化合物2を

合成し、アセトニトリル中で1を6-ブロモヘキサン酸と2日間還流することにより、化合物5を合成した。2,4-ヘキサ

ジエンから開始して 3 段階で合成されたジアニリン中間体 3 を化合物 2 とカップリングさせ 4 を得た。さらに化合物

2 とカップリングさせて目的の短波赤外有機色素 ICG-C11 を得た。他方、化合物5 とジアニリン中間体3 をカップリ

ングさせて6を得た。これをさらに2とカップリングさせ、遊離カルボン酸基を有する7を得た。このカルボン酸は、

N-ヒドロキシスクシンイミドでエステル化され、目的の短波赤外蛍光標識剤である ICG-C11-NHS を得た。すべての

化合物は、１H-NMR、１３C-NMR、および高分解能質量分析により同定された。 

図1．短波赤外有機蛍光色素 ICG-C11（a）および ICG-C11-NHS（b）の合成経路 
 

33．．短短波波赤赤外外蛍蛍光光イイメメーージジンンググ  
非侵襲的脳血管イメージングは、ヘアレスマウスで行った。200μLの ICG-C11または ICG（0.1 mg/mL、1％BSA）

を、イソフルラン麻酔下でマウスの尾静脈に注射した。静注した ICG-C11または ICG溶液（1％BSA）は、100μLの

ICG-C11または ICG DMSO溶液（1 mg/mL）を0.9 mLの BSA水溶液（10 mg/mL）と混合して調製した。短波赤

外蛍光画像は、励起波長を 785 nm、905 nm、あるいは 975 nm とし、バンドパスフィルター（900 nm および    

1,100 nm）を介して取得した。レーザー出力は20 mW/cm２で、露光時間は1～30秒であった。乳がん腫瘍のイメージ

ングでは、ICG-C11-抗体または ICG-抗体（抗体：2 mg/mL）の100μL水溶液を、尾静脈を介して担癌ヌードマウス

に注射した。乳がん腫瘍の短波赤外蛍光画像は、プローブの注入後0、1、および3日後に取得した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． 短短波波赤赤外外蛍蛍光光色色素素のの光光学学特特性性  
短波赤外蛍光色素 ICG-C11 の蛍光特性を、ICG および市販の短波蛍光色素である IR-1061 とともに図 2 に示した。

ジメチルスルホキシド（DMSO）中での ICG、ICG-C11、および IR-1061 の最大吸収波長は、それぞれ 797 nm、  

1,021 nm、および1,072 nmであった（図2a）。ICG-C11と IR-1061のブロードな吸収スペクトルは、ポリエンの電

子状態（非対称の電子状態）に起因しており、短波赤外領域での蛍光発光は、共役長鎖二重結合に依っている。ICG-C11
の最大吸収波長は、ポリメチン鎖（7から11個の炭素原子）の延長によって ICGより200 nm長波長にシフトしてい

る。また、ICG-C11の最大蛍光波長も ICG と比較して約200 nm 長波長にシフトしている。ICGと ICG-C11 の最大

蛍光波長は、DMSO 中でそれぞれ 830 nm および 1,058 nm であった。ICG、ICG-C11、および IR-1061 の 3 つの

DMSO 溶液を785 nm で励起した場合、ICG でのみ900 nm での蛍光発光が観察された（図2b）。785 nm で励起し

た場合、ICG と ICG-C11 の 1,100 nm における短波赤外蛍光強度は同程度であった。対照的に、905 nm および   

975 nm で励起した場合は、短波赤外蛍光発光は ICG-C11 および IR-1061 のみで観測された。ICG-C11 の1,100 nm
での蛍光強度は IR-1061よりも2倍高かった。IR-1061（量子収率＝0.5％、ジクロロメタン中）を基準として、蛍光発

光の量子収率を測定した結果、DMSO中の ICG-C11の量子収率は2.1％であった（表1）。 

  
図2．ICGおよび短波赤外蛍光色素 ICG-C11および IR-1061の光学特性 

a）吸収スペクトルおよび蛍光スペクトル（DMSO 溶液）と溶液の明視野写真。 
b）ICG および短波赤外蛍光色素 ICG-C11 および IR-1061 の DMSO 溶液の 

蛍光画像。励起波長は、785 nm、905 nmおよび975 nm、蛍光の観測波長

は、900 nmおよび1,100 nmである。 
  
                表1．ICGおよび短波赤外蛍光色素 ICG-C11、IR-1061の吸収および蛍光特性  

Fluorophore         abs (nm)         (cm-1M-1)      em (nm)     SS (nm)a      QY(%)   Brightness (x QY)     

ICG (Water)           780        17×104       805            25         2.4              4,080 
ICG-C11 (DMSO)     1,021        7.9×104     1,058          37         2.1           1,659 
ICG-C11 (Water)b      1,010          4.3×104      1,030           20       >0.04            >17 
ICG-C11 (Water)c           990          3.2×104         1,010           20          0.13            42 
IR-1061 (DCM)d       1,061          14×104      1,093           32            0.5               700  
注:  ａ）SS：ストークスシフト ｂ） 1％ DMSO、 ｃ）1% BSA、ｄ） DCM：ジクロロメタン  

  
22.. 短短波波赤赤外外蛍蛍光光修修飾飾分分子子イイメメーージジンンググ用用ププロローーブブのの作作製製  

ICG-C11-NHSエステル（1 mg）を1 mLの無水ジメチルスルホキシドに溶解し、その溶液の50μLをモノクロー

ナル抗体の1 mL水溶液（10 mM Na２CO３中の2 mgの抗体、抗体：ハーセプチン［5］、カドサイラ［6］、正常ヒ

ト IgG）と30分間室温で反応させることによって ICG-C11‐抗体複合体は得られた（図3）。ICG-C11‐抗体複合体
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の精製は、透析（透析膜MWCO：50,000、SPECTRUM）あるいはゲル濾過（PD-10カラム、GE Healthcare）によ

って行った。 

  
図3．短波赤外蛍光修飾分子イメージング用プローブの作製法 

 
33.. ヒヒトト乳乳ががんん担担持持ママウウススににおおけけるる短短波波赤赤外外蛍蛍光光イイメメーージジンンググ  
ICG-C11 結合抗体の乳がん腫瘍イメージング能を確認するために、HER2 陽性乳がん腫瘍の短波赤外蛍光イメージン

グを行った。まず初めに、ICG-C11‐ハーセプチンおよび ICG-C11‐カドサイラの HER2 陽性ヒト乳がん腫瘍細胞

（KPL-4 細胞株）に対する特異的結合活性を確認した。図 4a には、KPL-４およびHeLa 細胞ペレットの短波赤外蛍

光画像を示している。ICG-C11‐ハーセプチンおよび ICG-C11‐カドサイラとインキュベートしたKPL-4細胞ペレッ

トの短波赤外蛍光発光は、ICG-C11-IgG を使用したネガティブコントロール画像と比較して約 2 倍高かった。また、

HeLa細胞（HER2陰性）については、ICG-C11‐ハーセプチン添加により短波赤外蛍光は観測されなかった。これら

の結果は、ICG-C11‐ハーセプチンおよび ICG-C11‐カドサイラの KPL-4 細胞への特異的結合を示している。次に、

HER2 陽性乳がん腫瘍を有するマウスの短波赤外蛍光イメージングを行った。ここでは、100μL の ICG-C11 結合抗

体を乳がん担持マウスに注入した。マウスの短波赤外蛍光画像は、プローブの注射後0、1、および3日目に取得した。

ICG-C11‐ハーセプチンと ICG-C11‐カドサイラ注射1日後には、乳がん腫瘍が明瞭にイメージングできた（図4b）。
安楽死させた後の乳がん腫瘍の短波赤外蛍光画像は、HER2 陽性乳がん腫瘍での ICG-C11‐ハーセプチンおよび  
ICG-C11‐カドサイラの特異的蓄積を示している（図4c）。ICG-C11-IgG注入マウス腫瘍からの弱い短波赤外蛍光発光

は、KPL-4 細胞へのヒト IgG の非特異的結合に起因していると考えられる。これらの短波赤外蛍光イメージング結果

は、乳がん腫瘍の短波赤外蛍光分子イメージングにおける ICG-C11‐抗体複合体の分子イメージング用プローブとし

ての有効性を示している。 

図4．乳がん腫瘍の短波赤外蛍光分子イメージング 
a） ヒト乳がん細胞ペレット画像。 

1．ICG-C11‐ハーセプチン（KPL-4）、2．ICG-C11‐カドサイラ（KPL-4）、
3．ICG-C11-IgG（KPL-4）、4．ICG-C11‐ハーセプチン（HeLa）。Scale bar：
1 mm。 

b） 乳がん担持ヌードマウスの短波赤外蛍光分子イメージング。Scale bar：5 mm。 
c） 乳がん腫瘍の短波赤外蛍光分子イメージング。 
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短波赤外蛍光色素 ICG-C11は、生体での短波赤外蛍光イメージングを行うのに十分な蛍光輝度を有している。また、

短波赤外蛍光ラベル化剤 ICG-C11-NHS は、抗体ベースの短波赤外蛍光分子イメージングプローブの作製に非常に有

用であり、ICG-C11 結合ハーセプチンおよびカドサイラは、HER2 陽性乳がん腫瘍の短波蛍光分子イメージングプロ

ーブとして機能することをマウス実験で実証した。本研究結果は、π共役拡張型 ICG を短波赤外蛍光プローブとした

短波赤外蛍光イメージングシステムが、ヒト乳がんの光診断などに医療応用可能であることを示している。 
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