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研究要旨 
 PHPMA-ZnPP は、EPR 効果により腫瘍組織に集積し、可視光を照射することで、蛍光お

よび活性酸素（一重項酸素）を発生する。蛍光は腫瘍の検出に、一重項酸素の生成は抗腫

瘍効果に寄与する性質であるため、PHPMA-ZnPP の蛍光性ならびに一重項酸素生成効率を調

節することは、腫瘍の検出ならびに抗腫瘍効果において重要である。 

しかし、ZnPP の蛍光性および一重項酸素の生成効率は ZnPP の状態（凝集体または非凝集

体）に大きく依存する。ZnPP の状態は PHPMA への ZnPP の付加率によって大きく変化する

と考えられるため、本研究期間では PHPMA への ZnPP の付加率を変化させ、物理化学的な特

性（ミセルサイズや安定性など）を測定した。蛍光および一重項酸素の発生能を総合的に

判断し、蛍光ナノプローブとしての HPMA-ZnPP の最適化を目指した。 

 

 
Ⅰ. 研究成果 
① ZnPP 含有率の異なる HPMA-ZnPP の

作成 

 
A. 研究目的 
ZnPP含有率の異なる HPMA-ZnPPを作成

し、以下の研究に用いる。 

 
B. 方法 
HPMA-ZnPP は、HPMA ポリマーの 2 級ヒドロ

キシル基と、ZnPP のカルボキシル基の脱水

縮合反応により合成した。反応終了後、ゲ

ル浸透クロマトグラフィー（Bio-Beads 

S-X1）および限外ろ過装置（100 kDa cutoff）

を用いて、低分子未反応物および触媒を除

去し、凍結乾燥により HPMA-ZnPP の粉末を

得た。 

 
 
 

C. 結果 

HPMA ﾎﾟﾘﾏｰ-ZnPP 結合体 

各種 

ZnPP 含有量 

（% w/w） 

HPMA-ZnPP (3.8) 3.8 %  

HPMA-ZnPP (7.0) 7.0 % 

HPMA-ZnPP (16.7) 16.7 % 

HPMA-ZnPP (24.1) 24.1 % 

 
D. 考察 
ZnPP 含量として 3.8 % (wt/wt)、7.0 % 

(wt/wt)、16.7 % (wt/wt)、24.1 % (wt/wt)

の 4 種類を作成した。合成時の HPMA ポリマ

ーと ZnPP の仕込み比率によって、定量的に

ZnPP含有率のコントロールが可能であった。 
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② PHPMA-
の変化 

 
A.  研究目的

①で作成した

ズ、HPMA
生成能に関して検討を行う。

 
B. 方法 
(1) Sephacryl HR
ロマトカラム（

の HPMA
イ、PBS で溶出し、各フラクションごとに

420nm(ZnPP

 
(2) PBS 中または界面活性剤存在下（

20）における

定した（

HPMA-ZnPP
120 ug/ml

 
(3) PBS 中または界面活性剤存在下（

20）における

（一重項酸素発生能）の検討を行った。

HPMA-ZnPP
るように溶液を調整し、キセノン光源を用

いて、400mW/cm
sec 間光照射を行った。発生した一重項酸素

は TEMP
ン共鳴装置）を用いて測定した。

 
C. 結果 
(1) HPMA-

の変化 

 

-ZnPPの ZnPP

 

研究目的 
①で作成した ZnPP

HPMA-ZnPP の蛍光特性、一重項酸素

生成能に関して検討を行う。

 
Sephacryl HR-400

ロマトカラム（Φ1.5cm 
HPMA-ZnPP 溶液（

で溶出し、各フラクションごとに

420nm(ZnPP の吸収

中または界面活性剤存在下（

）における HPMA
定した（ Ex. 420nm, Em. 590nm

ZnPP の濃度は

120 ug/ml となるように調整した。

中または界面活性剤存在下（

）における HPMA
（一重項酸素発生能）の検討を行った。

ZnPPはZnPP
るように溶液を調整し、キセノン光源を用

400mW/cm2の強度で、

間光照射を行った。発生した一重項酸素

TEMP を用いて補足し、

ン共鳴装置）を用いて測定した。

 
-ZnPP の ZnPP

 

ZnPP導入率と分子サイズ

ZnPP 含量の異なる分子サイ

の蛍光特性、一重項酸素

生成能に関して検討を行う。 

400 をパッキングしたク

1.5cm × 59cm
溶液（5mg/ml

で溶出し、各フラクションごとに

の吸収)を測定した。

中または界面活性剤存在下（

HPMA-ZnPP の蛍光強度を測

Ex. 420nm, Em. 590nm
の濃度は ZnPP

となるように調整した。

中または界面活性剤存在下（

HPMA-ZnPP の光増感作用

（一重項酸素発生能）の検討を行った。

ZnPP当量で

るように溶液を調整し、キセノン光源を用

の強度で、

間光照射を行った。発生した一重項酸素

を用いて補足し、ESR
ン共鳴装置）を用いて測定した。

ZnPP 導入率と分子サイズ

 

導入率と分子サイズ

含量の異なる分子サイ

の蛍光特性、一重項酸素

 

をパッキングしたク

59cm）に、1ml
5mg/ml）をアプ

で溶出し、各フラクションごとに

を測定した。 

中または界面活性剤存在下（Tween 
の蛍光強度を測

Ex. 420nm, Em. 590nm ）。

ZnPP 当量で 0 ~ 
となるように調整した。 

中または界面活性剤存在下（Tween 
の光増感作用

（一重項酸素発生能）の検討を行った。

当量で 40ug/mlとな

るように溶液を調整し、キセノン光源を用

の強度で、30sec ~ 300 
間光照射を行った。発生した一重項酸素

ESR（電子スピ

ン共鳴装置）を用いて測定した。 

導入率と分子サイズ
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導入率と分子サイズ

含量の異なる分子サイ

の蛍光特性、一重項酸素

をパッキングしたク

1ml
）をアプラ

で溶出し、各フラクションごとに

Tween 
の蛍光強度を測

）。

0 ~ 

Tween 
の光増感作用

（一重項酸素発生能）の検討を行った。

とな

るように溶液を調整し、キセノン光源を用

30sec ~ 300 
間光照射を行った。発生した一重項酸素

（電子スピ

導入率と分子サイズ

PHPMA

の流体力学的サイズに影響し、

多いほど、

くなる。

 
(2)
PBS

界面活性剤中における

 
ZnPP

光を発する

蛍光を発し、

(24.1)

強度を示した。

で

ての

められたが、依然として

のにおいて高い蛍光が観察された

 
 

  

PHPMA-ZnPP 中の

の流体力学的サイズに影響し、

多いほど、HPMA

くなる。 

(2) HPMA-ZnPP
PBS 中における

界面活性剤中における

ZnPP 含量の少ない

光を発する。特に

蛍光を発し、

(24.1)と比べると、

強度を示した。

で HPMA-ZnPP

ての HPMA-ZnPP

められたが、依然として

のにおいて高い蛍光が観察された

 

中の ZnPP

の流体力学的サイズに影響し、

HPMA-ZnPP の分子サイズが大き

ZnPP の蛍光強度の変化

ける HPMA-ZnPP

界面活性剤中における

含量の少ない HPMA

。特に HPMA

蛍光を発し、HPMA-ZnPP (16.7)

と比べると、50～

強度を示した。Tween 20

ZnPP のミセル構造を壊すと、すべ

ZnPP において、蛍光の回復が認

められたが、依然として

のにおいて高い蛍光が観察された

 

ZnPP 含量は、PHPMA

の流体力学的サイズに影響し、ZnPP

の分子サイズが大き

の蛍光強度の変化 
ZnPP の蛍光

界面活性剤中における HPMA-ZnPP

HPMA-ZnPP ほど、強い蛍

HPMA-ZnPP (3.8)

ZnPP (16.7)や

～100 倍程度の蛍光

Tween 20 などの界面活性剤

のミセル構造を壊すと、すべ

において、蛍光の回復が認

められたが、依然として ZnPP 含量の低いも

のにおいて高い蛍光が観察された

  

 
PHPMA-ZnPP

ZnPP 含量が

の分子サイズが大き

 
の蛍光 

 

ZnPP の蛍光 

 

ほど、強い蛍

ZnPP (3.8)は強い

や HPMA-ZnPP 

倍程度の蛍光

などの界面活性剤

のミセル構造を壊すと、すべ

において、蛍光の回復が認

含量の低いも

のにおいて高い蛍光が観察された。 

 
ZnPP

含量が

の分子サイズが大き

ほど、強い蛍

は強い

ZnPP 

倍程度の蛍光

などの界面活性剤

のミセル構造を壊すと、すべ

において、蛍光の回復が認

含量の低いも



 

(3) PHPMA-

 
 
D.  考察 
サイズ排除クロマトグラフィを用いて、

各 HPMA-ZnPP

たところ、

HPMA-ZnPP

た（②-C-

に関して検討を行った。ＰＢＳ中において

は、PHPMA-

ること、ZnPP

の消光が観察された（②

PHPMA 鎖に結合した

ZnPP同士の凝集が起こりやすくなるために、

消光が起こったと考えられる。

で見られる消光は界面活性剤（

添加によって解消された（②

酸素の発生能に関しては、

による差異は認められなかった。つまり、

ＰＢＳ中において、

照射しても、顕著な一重項酸素の発生は認

められなかったが、界面活性剤の添加によ

り一重項酸素の発生が認められた（②

上記の結果をまとめると、

量を変化させることで、粒子サイズを調整

することが可能である。粒子サイズは腫瘍

集積性などの薬物動態に大きな影響を及ぼ

すため、今回作製した、各

薬物動態にも違いが見られる可能性が高く、

今後検討したい課題である。

蛍光強度の測定に関しては、少なくとも、

 

-ZnPP の一重項酸素生成能

 
サイズ排除クロマトグラフィを用いて、

ZnPP の流体力学的サイズを検討し

たところ、ZnPP 含量の増加に伴い、

ZnPP ミセルサイズの増大が観察され

-1）。次に

に関して検討を行った。ＰＢＳ中において

-ZnPP(3.8)

ZnPP 含量が多くなるに伴い、蛍光

の消光が観察された（②

鎖に結合した

同士の凝集が起こりやすくなるために、

消光が起こったと考えられる。

で見られる消光は界面活性剤（

添加によって解消された（②

酸素の発生能に関しては、

による差異は認められなかった。つまり、

ＰＢＳ中において、

照射しても、顕著な一重項酸素の発生は認

められなかったが、界面活性剤の添加によ

り一重項酸素の発生が認められた（②

上記の結果をまとめると、

量を変化させることで、粒子サイズを調整

することが可能である。粒子サイズは腫瘍

集積性などの薬物動態に大きな影響を及ぼ

すため、今回作製した、各

薬物動態にも違いが見られる可能性が高く、

今後検討したい課題である。

蛍光強度の測定に関しては、少なくとも、

 

の一重項酸素生成能

サイズ排除クロマトグラフィを用いて、

の流体力学的サイズを検討し

含量の増加に伴い、

ミセルサイズの増大が観察され

）。次に PHPMA-ZnPP

に関して検討を行った。ＰＢＳ中において

ZnPP(3.8)が最も高い蛍光を発す

含量が多くなるに伴い、蛍光

の消光が観察された（②-C-2

鎖に結合した ZnPP が多くなると、

同士の凝集が起こりやすくなるために、

消光が起こったと考えられる。

で見られる消光は界面活性剤（

添加によって解消された（②-

酸素の発生能に関しては、ZnPP

による差異は認められなかった。つまり、

ＰＢＳ中において、HPMA-ZnPP

照射しても、顕著な一重項酸素の発生は認

められなかったが、界面活性剤の添加によ

り一重項酸素の発生が認められた（②

上記の結果をまとめると、HPMA

量を変化させることで、粒子サイズを調整

することが可能である。粒子サイズは腫瘍

集積性などの薬物動態に大きな影響を及ぼ

すため、今回作製した、各 HPMA

薬物動態にも違いが見られる可能性が高く、

今後検討したい課題である。 

蛍光強度の測定に関しては、少なくとも、

 

の一重項酸素生成能 

サイズ排除クロマトグラフィを用いて、

の流体力学的サイズを検討し

含量の増加に伴い、

ミセルサイズの増大が観察され

ZnPP の蛍光特性

に関して検討を行った。ＰＢＳ中において

が最も高い蛍光を発す

含量が多くなるに伴い、蛍光

2）。これは

が多くなると、

同士の凝集が起こりやすくなるために、

消光が起こったと考えられる。HPMA-ZnPP

で見られる消光は界面活性剤（Tween20）の

-C-2）。一重項

ZnPP 含量の違い

による差異は認められなかった。つまり、

ZnPP に可視光を

照射しても、顕著な一重項酸素の発生は認

められなかったが、界面活性剤の添加によ

り一重項酸素の発生が認められた（②-C

HPMA-ZnPP の含

量を変化させることで、粒子サイズを調整

することが可能である。粒子サイズは腫瘍

集積性などの薬物動態に大きな影響を及ぼ

HPMA-ZnPP 群の

薬物動態にも違いが見られる可能性が高く、

 

蛍光強度の測定に関しては、少なくとも、
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サイズ排除クロマトグラフィを用いて、

の流体力学的サイズを検討し

含量の増加に伴い、

ミセルサイズの増大が観察され

の蛍光特性

に関して検討を行った。ＰＢＳ中において

が最も高い蛍光を発す

含量が多くなるに伴い、蛍光

）。これは、

が多くなると、

同士の凝集が起こりやすくなるために、

ZnPP

）の

）。一重項

含量の違い

による差異は認められなかった。つまり、

に可視光を

照射しても、顕著な一重項酸素の発生は認

められなかったが、界面活性剤の添加によ

C-3）。

の含

量を変化させることで、粒子サイズを調整

することが可能である。粒子サイズは腫瘍

集積性などの薬物動態に大きな影響を及ぼ

群の

薬物動態にも違いが見られる可能性が高く、

蛍光強度の測定に関しては、少なくとも、

in vitro

ほど、高い蛍光性を示すことから、腫瘍集

積性が同じであれば、

HPMA

来ると思われる。しかし、これまでの研究

結果より、生体内では細胞膜成

HPMA

強度が増強することも報告している。その

ため、各

蛍光イメージングを行う必要がある。蛍光

強度ならびに一重項酸素の発生に関して

ミセル構造の破壊により、その発生効率は

格段に増強される（②

ZnPP

多少ゆるいミセル構造を持つ

方が、腫瘍検出および治療において優れて

いると考えられる。この点に関しては今後

の検討課題としたい。

 
③腫瘍の蛍光イメージング

 
A.  
In vivo
ングに最適な励起光および蛍光フィルタを

選択する。

 
B. 
マウス肉腫（

部皮下に移植し、その直径が

ったときに、

投与量となるように、尾静脈より投与した。

投与

in vivo 

 
 

  

in vitro においては、

ほど、高い蛍光性を示すことから、腫瘍集

積性が同じであれば、

HPMA-ZnPP ほど高い感度で腫瘍の検出が出

来ると思われる。しかし、これまでの研究

結果より、生体内では細胞膜成

HPMA-ZnPP のミセル構造が破壊され

強度が増強することも報告している。その

ため、各 HPMA

蛍光イメージングを行う必要がある。蛍光

強度ならびに一重項酸素の発生に関して

ミセル構造の破壊により、その発生効率は

格段に増強される（②

ZnPP 含量の高い安定なミセル構造よりも、

多少ゆるいミセル構造を持つ

方が、腫瘍検出および治療において優れて

いると考えられる。この点に関しては今後

の検討課題としたい。

③腫瘍の蛍光イメージング

A.  研究目的

n vivo における

ングに最適な励起光および蛍光フィルタを

選択する。 

. 方法 
マウス肉腫（

部皮下に移植し、その直径が

ったときに、

投与量となるように、尾静脈より投与した。

投与 5 時間後に

in vivo 蛍光イメージングを行った。

 

においては、ZnPP

ほど、高い蛍光性を示すことから、腫瘍集

積性が同じであれば、

ほど高い感度で腫瘍の検出が出

来ると思われる。しかし、これまでの研究

結果より、生体内では細胞膜成

のミセル構造が破壊され

強度が増強することも報告している。その

HPMA-ZnPP を担癌マウスに投与し、

蛍光イメージングを行う必要がある。蛍光

強度ならびに一重項酸素の発生に関して

ミセル構造の破壊により、その発生効率は

格段に増強される（②-

含量の高い安定なミセル構造よりも、

多少ゆるいミセル構造を持つ

方が、腫瘍検出および治療において優れて

いると考えられる。この点に関しては今後

の検討課題としたい。 

③腫瘍の蛍光イメージング

研究目的 
における HPMA

ングに最適な励起光および蛍光フィルタを

 

マウス肉腫（S-180 細胞）を

部皮下に移植し、その直径が

ったときに、HPMA-ZnPP
投与量となるように、尾静脈より投与した。

時間後に IVIX Lumina
蛍光イメージングを行った。

 

ZnPP 含量の低いもの

ほど、高い蛍光性を示すことから、腫瘍集

積性が同じであれば、ZnPP 含量の低い

ほど高い感度で腫瘍の検出が出

来ると思われる。しかし、これまでの研究

結果より、生体内では細胞膜成分により、

のミセル構造が破壊され

強度が増強することも報告している。その

を担癌マウスに投与し、

蛍光イメージングを行う必要がある。蛍光

強度ならびに一重項酸素の発生に関して
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