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1. 序論
今世界は、地球温暖化の時代から地球灼熱化の時代
へと向かっている。各地で最高気温が更新され、猛暑
日の日数が増加し、熱中症で倒れる人が続出している。
この地球灼熱化を迎えた現状で、我々人類は灼熱化を
くい止める取り組みを余儀なくされている。その一方
で、地上に降り注ぐ太陽光から身を守っていくために、
従来の方法以上の対策を真剣に考える必要性が出てき
た。
地上に届く太陽放射エネルギーの約 42%が赤外

線（infrared radiation: IR）である。可視光線（visible 
radiation: VIS）が約 52%、紫外線（ultraviolet radiation: 
UV）が約 6 %1）2）。なお、地上に届く赤外線の殆どは波
長780nm～2,600nmの近赤外線（near-infrared radiation: 
NIR）といえる。
近赤外線は、熱線ともいわれるように体温上昇効果
を持つ。近赤外線の温熱作用は、冬の日向ぼっこのよう
に体を温めてくれるメリットとして知られていた。し
かし、近年、近赤外線が肌の光老化に影響することが
明らかとなってきた 3）4）。
近赤外線は、紫外線が肌の表皮までにしか届かない
のに対し、皮膚の深部にまで到達する透過性を持つ。こ
のため、日常的に近赤外線に暴露されることで皮膚が
菲薄化し、しわやたるみの原因ともなる。最近は脱毛や
ピーリングが普及し、本来太陽光から肌を守る体毛に
含まれるタンパク質（ケラチン）を欠如させ、光線過敏
症の増悪化にも影響を与えている。この現状を踏まえ、
近赤外線防御の必要性が報告され始めている 3）4）5）6）。
以上に述べたように、肌の光老化を防ぐためには、紫

外線（UV）と共に近赤外線（NIR）の防御が必要とい
える 3）4）5）6）。夏場の近赤外線防御は、熱中症予防も加
味すると日常生活での喫緊課題と考えられる。本研究
の目的は、近赤外線防御機能を持つ生地の開発である。

2. 試料と実験法
2－1　近赤外線（NIR）防御機能を持つ生地の開発
　1） 生地規格

a. 生地組織：ベア天竺　目付：150g/m2　カラー：
ホワイト

b. 近赤外線を効率よく吸収するレアメタル由来
のセラミック微粒子（セシウムタングステン酸化
物ナノ粒子）7）を練り込んだポリエステル繊維

c. 紫外線吸収剤酸化チタン微粒子を練り込んだ
ポリエステル繊維

d. bと cの繊維を併用して、aの生地を作成
2－2　 開発生地の近赤外線防御機能（遮蔽率）の検証

試験
　1） 測定試料

a. 開発生地を使用したアームカバー
b. 市販の酸化チタン入り繊維のみを使用した
ブラックのアームカバー

　2） 光吸収発熱の検証試験
 可視光線吸収による温度上昇差（光吸収発熱）
の測定を目的とする。

 光吸収発熱試験は、繊維製品の光吸収発熱性評
価（JIS L 1926：2019）に準拠した。人工太陽
照明灯（セリック㈱製 XC-500EFSS）を試料に
照射し、光照射後の温度上昇を計測する。光吸
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収発熱試験装置の概略を図 1に示す。
a. 生地の裏面に受熱体を接触させて配置し，生地
が光を吸収して発生する熱を受熱体に吸収（伝
導）させる。

b. 光を照射して 30分後に、生地を装着した受熱
体と、生地を装着させていない受熱体（ブラン
ク）について、サーモカメラ（日本アビオニク
ス㈱製 R550）で、上昇温度を測定する。

c. 光吸収発熱温度差は次式で求める。
 光吸収発熱温度差（℃）＝試料の平均上昇温度
（℃）－ブランクの平均上昇温度（℃）

 温度差が大きいほど光吸収発熱性が高いと評
価する。

　3） 近赤外線に対する遮蔽率の測定
近赤外線遮蔽率の算出は、紫外線遮蔽率の試験方
法：JIS L 1925：2019に準拠し、分光光度計（日
本分光㈱製 V-670）を使用し、波長領域 800～
2600nmの遮蔽率を測定し、下式で算出した。
近赤外線遮蔽率（％）=100－近赤外線領域に対す
る全波長平均透過率（％）

サーモカメラ

生地

人工太陽照明灯

受熱体ブランク

図 1　光吸収発熱性試験装置略図

2－3   開発生地の紫外線（UVA、UVB、UPF 値）防御
機能（遮蔽率）の測定

 紫外線遮蔽率は試験方法：JIS L 1925：2019に
準拠し、分光光度計（日本分光㈱製 V-670）を
使用し、波長領域 UV-A:360nm、UV-B:305nm
の遮蔽率を測定した。

３． 開発した生地のアームカバーによる近赤
外線遮蔽効果の検証結果

検証結果を表 1に示す。市販の紫外線遮蔽に有利と
されているブラックのアームカバーに比べて、開発し
た生地を使用したアームカバーは、ホワイトであるに
も関わらず、紫外線の遮蔽率をほぼ変えること無く、近
赤外線遮蔽率が 10.9％高く、表面温度上昇が 9.0℃抑え
られるという結果となった。
従って、従来の紫外線防御対策で使用されてきた、酸
化チタン練り込み繊維を使用した生地では近赤外線は
充分に防御出来ず、開発した生地を使用すると、近赤
外線遮蔽効果と紫外線遮蔽効果を共に高めることが出
来ることが検証された。開発した生地の呼称は、英語
のTrueとフランス語のBeauteを組合せて「Trubeaute ™
（トゥルーボーテ）」とした。これは、「真実の美」を意
味する。
なお、開発生地は、近赤外線吸収剤セシウムタングス
テン酸化物ナノ粒子を繊維に練り込んでいることで、
洗濯を繰り返すことによる機能性低下や、化粧品使用
の際に衣服等で擦れて効果が低下するという懸念も解
消出来る。
さらに、紫外線防御で普及しているブラック等の濃
色にするのではなく、ホワイトを含めた淡色に仕上が
るため、温度上昇が抑えられ熱中症対策に有効といえ
る。淡色の利点は、ファッション性も豊に創出するこ
とを可能とする点である。

４． アームカバー用以外の開発生地の作成と
その光老化防御効果

上述した検証結果を基に、開発生地の製造法を用い
て、アームカバー用に作成したベア天竺生地以外の 4種
の生地を作成した。これらに対してアームカバー用生
地と同様に、近赤外線に対する遮蔽率と紫外線に対す
る遮蔽率を測定した。また開発生地の組織による密度
の違い、目付の違いによる遮蔽率の比較も行った。
近赤外線遮蔽率の数値に多少の違いはあるが、4種の
生地は、全て近赤外線及び紫外線防御生地として有効
であると判定された。検証結果を表 2に示す。
また、4種の開発生地の近赤外線遮蔽率を比較する
と、作成した組織により密度が詰まり、且つ目付が 2
番目に重い開発生地（Trubeaute ™ A）の遮蔽効率が最
も高い結果となった。一方、紫外線遮蔽率は可視光領
域の影響を受ける開発生地（Trubeaute ™ D）を除き、 

表１　開発生地を使用したアームカバーの肌の光老化防御効果の検証結果

⁺ ⁺

紫外線遮蔽率
紫外線遮蔽率 UV-A(360nm)
紫外線遮蔽率 UV-B(305nm)

近赤外線遮蔽率 近赤外線遮蔽率
測定波長

800nm～2600nm

JIS L 1925：2019準用

アームカバー/開発生地 #ホワイト 目付150g/㎡ アームカバー/市販品 #ブラック 目付150g/㎡
紫外線遮蔽率

紫外線遮蔽率 UV-A(360nm)
紫外線遮蔽率 UV-B(305nm)

JIS L 1925：2019準用

測定波長
800nm～2600nm

光吸収発熱温度差
6.3℃

光吸収発熱性 JIS L 1926：2019 光吸収発熱温度差
15.3℃

光吸収発熱性 JIS L 1926：2019
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近赤外線遮蔽率（％）=100－近赤外線領域に対す
る全波長平均透過率（％）

サーモカメラ

生地

人工太陽照明灯

受熱体ブランク

図 1　光吸収発熱性試験装置略図

2－3   開発生地の紫外線（UVA、UVB、UPF 値）防御
機能（遮蔽率）の測定

 紫外線遮蔽率は試験方法：JIS L 1925：2019に
準拠し、分光光度計（日本分光㈱製 V-670）を
使用し、波長領域 UV-A:360nm、UV-B:305nm
の遮蔽率を測定した。

３． 開発した生地のアームカバーによる近赤
外線遮蔽効果の検証結果

検証結果を表 1に示す。市販の紫外線遮蔽に有利と
されているブラックのアームカバーに比べて、開発し
た生地を使用したアームカバーは、ホワイトであるに
も関わらず、紫外線の遮蔽率をほぼ変えること無く、近
赤外線遮蔽率が 10.9％高く、表面温度上昇が 9.0℃抑え
られるという結果となった。
従って、従来の紫外線防御対策で使用されてきた、酸
化チタン練り込み繊維を使用した生地では近赤外線は
充分に防御出来ず、開発した生地を使用すると、近赤
外線遮蔽効果と紫外線遮蔽効果を共に高めることが出
来ることが検証された。開発した生地の呼称は、英語
のTrueとフランス語のBeauteを組合せて「Trubeaute ™
（トゥルーボーテ）」とした。これは、「真実の美」を意
味する。
なお、開発生地は、近赤外線吸収剤セシウムタングス
テン酸化物ナノ粒子を繊維に練り込んでいることで、
洗濯を繰り返すことによる機能性低下や、化粧品使用
の際に衣服等で擦れて効果が低下するという懸念も解
消出来る。
さらに、紫外線防御で普及しているブラック等の濃
色にするのではなく、ホワイトを含めた淡色に仕上が
るため、温度上昇が抑えられ熱中症対策に有効といえ
る。淡色の利点は、ファッション性も豊に創出するこ
とを可能とする点である。

４． アームカバー用以外の開発生地の作成と
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上述した検証結果を基に、開発生地の製造法を用い
て、アームカバー用に作成したベア天竺生地以外の 4種
の生地を作成した。これらに対してアームカバー用生
地と同様に、近赤外線に対する遮蔽率と紫外線に対す
る遮蔽率を測定した。また開発生地の組織による密度
の違い、目付の違いによる遮蔽率の比較も行った。
近赤外線遮蔽率の数値に多少の違いはあるが、4種の
生地は、全て近赤外線及び紫外線防御生地として有効
であると判定された。検証結果を表 2に示す。
また、4種の開発生地の近赤外線遮蔽率を比較する
と、作成した組織により密度が詰まり、且つ目付が 2
番目に重い開発生地（Trubeaute ™ A）の遮蔽効率が最
も高い結果となった。一方、紫外線遮蔽率は可視光領
域の影響を受ける開発生地（Trubeaute ™ D）を除き、 

表１　開発生地を使用したアームカバーの肌の光老化防御効果の検証結果

⁺ ⁺

紫外線遮蔽率
紫外線遮蔽率 UV-A(360nm)
紫外線遮蔽率 UV-B(305nm)

近赤外線遮蔽率 近赤外線遮蔽率
測定波長

800nm～2600nm

JIS L 1925：2019準用

アームカバー/開発生地 #ホワイト 目付150g/㎡ アームカバー/市販品 #ブラック 目付150g/㎡
紫外線遮蔽率

紫外線遮蔽率 UV-A(360nm)
紫外線遮蔽率 UV-B(305nm)

JIS L 1925：2019準用

測定波長
800nm～2600nm

光吸収発熱温度差
6.3℃

光吸収発熱性 JIS L 1926：2019 光吸収発熱温度差
15.3℃

光吸収発熱性 JIS L 1926：2019
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生地のカラー、密度、目付に関わらず、大きな差が見
られないという結果となった。
従って、波長の長い近赤外線防御の効果を高めるに
は、生地の密度と目付のバランス調整が重要であるこ
とが明らかとなった。

５．結論
ポリエステル繊維にセシウムタングステン酸化物ナ
ノ粒子を練り込んだ繊維と紫外線吸収剤酸化チタン微
粒子を練り込んだポリエステル繊維を併用して近赤外
線遮蔽効果を持つ生地を開発した。この開発生地は、ホ
ワイトおよび淡色なので、従来のUVカット濃色生地の
持つ欠点である可視光線吸収による温度上昇を防ぐと
いう特徴を持つ。開発した生地（Trubeaute ™）は、肌
の光老化を促進させる近赤外線だけでなく、紫外線も
同時に防ぐことができるので、肌の健康を効果的に守
れる光老化防御生地と結論される。

６．展望
2006年に気象庁が紫外線対策を効果的に行えるよう

に UVインデックスを用いた紫外線情報を提供し始め
てから、はや 17年が経過した。
現在、紫外線防御は当たり前の時代になり、日焼け
止め化粧品、繊維製品等、あらゆるものに「UVカット」
の表示がある。甲子園で活躍した高校球児達が日々日
焼け対策をして練習に励んでいたことも報道されてい
る。しかし、近赤外線が肌の光老化の原因の一つとい
う事は、未だに一般に周知されてはいない。
地球灼熱化時代の新たな肌の光老化・熱中症対策と
して、「紫外線防御と共に、近赤外線も防御する」こと
が、今後は日常的に定着していくと考えられる。
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表 2　各種の開発生地の光老化防御効果の検証結果
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目付 190g/㎡ 198g/㎡ 164g/㎡

Trubeaute™　A Trubeaute™　B
プレーティング天竺 ダブル鹿の子

Trubeaute™　C

サックスブルー
生地組織

99.9%以上
⁺⁺⁺

近赤外線遮蔽率

99.9%以上
⁺

紫外線遮蔽率
紫外線遮蔽率 UV-A(360nm)
紫外線遮蔽率 UV-B(305nm)

175g/㎡

ピケ

生地の表面画像

カラー ホワイト ホワイト ホワイト
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Introduction
Skin, the outer most layer of the body is constantly 

exposed to hazards like solar radiation, chemical 
challenges, and oxidative stress. Among these, solar 
ultraviolet radiation (UV) is the most important and 
common cause of skin injury. UV is sub-divided into 
three types based on the wavelengths: long-wave UVA 
(320 - 400 nm), mid-wave UVB (280 - 320 nm), and 
short-wave UVC (200- 280 nm). Most UVC is absorbed 
by the ozone layer, while UVA and UVB radiations reach 
the earth’s surface and cause different skin disorders [1]. 
Recent depletion in the stratospheric ozone resulted in 
an increased risk of skin damage due to enhanced UVA 
irradiation and penetration of UVB [2]. Since the skin is 
in direct contact with the environment, exposure to UV 
irradiation causes various adverse effects, including 
edema, sunburn cells, hyperplasia, immunosuppression, 
photoaging and the development of skin cancers [3, 4].

Generally, the aging process of the skin is divided into 
intrinsic and extrinsic aging (photoaging). Extrinsic aging, 
which occurs mainly due to repeated UV exposure from the 
sun, is considered to be a different entity from the damage 
that occurs over the passage of time (chronologic aging), as 
it occurs in other organs of the body. Chronologically aged 

skin is characterized as smooth, pale, and finely wrinkled. 
In contrast, photoaged skin is characterized by coarse 
wrinkles, laxity, dyspigmentation, a leathery appearance, 
roughness and telangiectasia. Photoaging affects various 
skin layers but the major histological differences and 
damage occur within the dermis [5, 6, 7]. In addition, UVB 
irradiation of the skin, in particular, can cause DNA damage 
directly or indirectly. UVB directly damages the DNA and 
leads to the formation of cyclobutane pyrimidine dimers 
(CPDs) and pyrimidine 6-4 pyrimidone photoproducts 
(6-4 PPs), as the main photo-lesions in genomic DNA [8]. 
Whereas UVB-induced reactive oxygen species (ROS) 
production causes indirect damage to DNA and facilitates 
DNA oxidation [9, 10]. Most of damaging UVB radiation is 
absorbed in the epidermis, and leads to massive apoptosis 
of keratinocytes, suppression of the immune system, 
and compromise of the natural barrier functions of the 
skin [11]. Furthermore, UV radiation may also trigger a 
cutaneous inflammatory response and stimulates the 
release of cytokines, which are known to play a crucial 
role in photoaging. Among these, one important cytokine 
is macrophage migration inhibitory factor (MIF). 
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ABSTRACT
The skin is continuously challenged by different adverse influences, including solar radiation, chemicals and oxidative 

stress. The most common cause of physical injury to the skin is solar ultraviolet (UV) radiation, with long-term detrimental 
effects like cutaneous photoaging. Photoaged skin is clinically characterized by wrinkles, laxity, coarseness, loss of skin 
tone, and biochemically characterized by a predominance of abnormal elastic fibers in the dermis and a dramatic decrease 
in certain collagen types. Various types of UV-induced matrix degenerating metalloproteinases (MMPs), which are present 
in keratinocytes and dermal fibroblasts, have been reported to contribute to the breakdown of dermal interstitial collagen. 
Chronic skin exposure to UV radiation stimulates the production of proinflammatory cytokines, which are known to play 
a key role in the process of photoaging. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a cytokine that plays a critical 
role in several inflammatory conditions. UV-induced MIF strongly mediates the enhancement of collagen degradation and 
basement membrane damage, which occurs primarily through the activation of MMPs in the skin. 
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UV-induced inflammatory cytokines in the skin 
UVB radiation, which is biologically very active, 

mostly penetrates the epidermis and to a lesser extent 
the upper part of dermis. Therefore, epidermal cells are 
considered a main target for UVB radiation. UV radiation 
stimulates and activates almost all nucleated cells like 
keratinocytes, melanocytes, Langerhans cells in the 
epidermis, and cells in the dermis, such as fibroblasts, 
endothelial cells, mast cells, and others to induce the 
production of various cytokines [12]. It is known that UV 
radiation triggers a cutaneous inflammatory response by 
stimulating epidermal keratinocytes with the concurrent 
release of potent cytokines such as interleukin (IL)-1 [13, 

14], IL-6 [15], and tumor necrosis factor (TNF)-α [16]. When 
activated, TNF-α, which is an important component of 
the inflammatory cascade in the skin, can affect various 
cell types [17]. It increases the MHC class I expression 
on endothelial cells and dermal fibroblasts; induces 
the production of IL-1α [18]; increases the expression of 
adhesion molecules, including ICAM-1, VCAM-1 and 
E-selectin; and promotes the formation of sunburn cells [19].

It is known that evidence of the dermal alterations of 
photoaging induced by UV radiation can mainly be seen 
in the dermis, with the massive accumulation of elastotic 
material in the upper and mid dermis, which is known 
as solar elastosis. UV-induced dermal alterations, which 
includes elastosis changes in collagens that are thought 
to be dependent on the growth and differentiation of 
dermal fibroblasts, and which are regulated by different 
factors including cytokines released from epidermal 
and infiltrating cells as well as from fibroblasts in an 
autocrine and paracrine manner. There is emerging 
evidence to support that growth regulated cytokines from 
fibroblasts like TGF-α, TGF-β, PDGF, FGF, IL-1, IL-6, 
and TNF-α play roles in the control of connective tissue 
formation and the remodeling phases of dermal fibrotic 
repair [12, 20]. Therefore, these cytokines are of great 
importance in the course of photoaging and are not only 
involved in the mediation of local inflammatory reactions 
within the skin, but can also exert systemic effects through 
their entrance into the circulation.

UV-induced reactive oxygen species in the skin 
There is growing evidence to support that UV radiation 

significantly increases the generation of ROS in the skin, 
including singlet oxygen, superoxide radicals, hydroxyl 
radicals, and hydrogen peroxide [21], and this intracellular 
increase in ROS is responsible for the initiation of several 
inflammatory responses in the skin. The skin is equipped 
with a complex defense system of enzymatic and non-
enzymatic components to counter the adverse biological 
effects of ROS. As the first line of defense, ROS are 
reduced by antioxidant enzymes like superoxide dismutase 
(SOD), catalase, and glutathione peroxidase, as well as 
endogenous and exogenous small molecules, including 
glutathione, vitamin C and E. When biomolecules are 

oxidized, they are repaired or replaced by biological 
protective systems. ROS are also generated as a part of 
the normal regulatory circuits; however, under normal 
conditions the cellular redox state is tightly regulated by 
the antioxidant defense system of the skin. In contrast, in 
situations like UV exposure, increased ROS generation can 
overwhelm the antioxidant defense mechanism, resulting 
in oxidative stress and oxidative damage to lipids, proteins 
and DNA, eventually leading to age-related diseases and 
photoaging of the skin [22, 23, 24]. 

UV-induced ROS generation can promote photoaging 
and carcinogenesis via regulation of different molecular 
and signaling pathways, which has been reported in 
previous studies [25, 26]. In particular, UV-induced ROS 
generation has also been known to stimulate the synthesis 
of matrix degenerating MMPs [27]. MMPs play an 
important role in the aging process of the skin by targeting 
connective tissue molecules and basement membrane 
proteins. Interestingly, ROS are also able to inactivate 
a special class of tissue inhibitors of metalloproteases 
(TIMPS) via a direct oxidative attack, and thus contribute 
to the progression of photoaging and tumors [28]. 
Accordingly, intense research has been focused on the 
use of antioxidants for the prevention of ROS-mediated 
photoaging and photocarcinogenesis [29,30]. 

Function of MIF 
In the year 1966, approximately half a century ago, 

MIF was originally identified as a lymphokine that 
concentrates macrophages at inflammatory loci. It is a 
known potent activator of macrophages in vivo and is 
considered to play key role in cell-mediated immunity 

[31, 32]. In 1989, with molecular cloning of MIF cDNA 

[33], the concept of MIF has been re-evaluated as a pro-
inflammatory cytokine and pituitary-derived hormone that 
potentiates endotoxemia [34]. With progressive research 
MIF was found to be multifunctional, subsequent work 
has shown that T cells and macrophages secrete MIF in 
response to glucocorticoids as well as upon activation by 
various pro-inflammatory stimuli [35]. MIF plays its role as 
a pleiotropic cytokine by participating in inflammation and 
immune responses [36]. The expression of MIF is increased 
in many solid tumors [37, 38], and in several cases the degree 
of MIF overexpression is strongly correlated with tumor 
progression and metastatic potential. MIF plays a key 
role in cell proliferation and invasion [39, 40]. Furthermore, 
MIF has broader effects on glucocorticoid-induced 
immunomodulator [41], D-dopachrome tautomerase 
activity [42], innate immunity relevant to Toll-like receptor 
4 [43], and it is a crucial effector of hypoxia-inducible factor 
1α that delays senescence [44]. It has been reported that 
MIF is primarily expressed in T-cells and macrophages; 
however, more recent studies showed that this protein is 
ubiquitously expressed by a variety of cells, indicating 
more far-reaching non-immunological involvement in a 
variety of pathologic states [37, 45]. In addition, a potentially 
broader role for MIF is reported in growth regulation 
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involved in the mediation of local inflammatory reactions 
within the skin, but can also exert systemic effects through 
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UV-induced reactive oxygen species in the skin 
There is growing evidence to support that UV radiation 

significantly increases the generation of ROS in the skin, 
including singlet oxygen, superoxide radicals, hydroxyl 
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increase in ROS is responsible for the initiation of several 
inflammatory responses in the skin. The skin is equipped 
with a complex defense system of enzymatic and non-
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effects of ROS. As the first line of defense, ROS are 
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(SOD), catalase, and glutathione peroxidase, as well as 
endogenous and exogenous small molecules, including 
glutathione, vitamin C and E. When biomolecules are 

oxidized, they are repaired or replaced by biological 
protective systems. ROS are also generated as a part of 
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situations like UV exposure, increased ROS generation can 
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in oxidative stress and oxidative damage to lipids, proteins 
and DNA, eventually leading to age-related diseases and 
photoaging of the skin [22, 23, 24]. 

UV-induced ROS generation can promote photoaging 
and carcinogenesis via regulation of different molecular 
and signaling pathways, which has been reported in 
previous studies [25, 26]. In particular, UV-induced ROS 
generation has also been known to stimulate the synthesis 
of matrix degenerating MMPs [27]. MMPs play an 
important role in the aging process of the skin by targeting 
connective tissue molecules and basement membrane 
proteins. Interestingly, ROS are also able to inactivate 
a special class of tissue inhibitors of metalloproteases 
(TIMPS) via a direct oxidative attack, and thus contribute 
to the progression of photoaging and tumors [28]. 
Accordingly, intense research has been focused on the 
use of antioxidants for the prevention of ROS-mediated 
photoaging and photocarcinogenesis [29,30]. 

Function of MIF 
In the year 1966, approximately half a century ago, 

MIF was originally identified as a lymphokine that 
concentrates macrophages at inflammatory loci. It is a 
known potent activator of macrophages in vivo and is 
considered to play key role in cell-mediated immunity 

[31, 32]. In 1989, with molecular cloning of MIF cDNA 

[33], the concept of MIF has been re-evaluated as a pro-
inflammatory cytokine and pituitary-derived hormone that 
potentiates endotoxemia [34]. With progressive research 
MIF was found to be multifunctional, subsequent work 
has shown that T cells and macrophages secrete MIF in 
response to glucocorticoids as well as upon activation by 
various pro-inflammatory stimuli [35]. MIF plays its role as 
a pleiotropic cytokine by participating in inflammation and 
immune responses [36]. The expression of MIF is increased 
in many solid tumors [37, 38], and in several cases the degree 
of MIF overexpression is strongly correlated with tumor 
progression and metastatic potential. MIF plays a key 
role in cell proliferation and invasion [39, 40]. Furthermore, 
MIF has broader effects on glucocorticoid-induced 
immunomodulator [41], D-dopachrome tautomerase 
activity [42], innate immunity relevant to Toll-like receptor 
4 [43], and it is a crucial effector of hypoxia-inducible factor 
1α that delays senescence [44]. It has been reported that 
MIF is primarily expressed in T-cells and macrophages; 
however, more recent studies showed that this protein is 
ubiquitously expressed by a variety of cells, indicating 
more far-reaching non-immunological involvement in a 
variety of pathologic states [37, 45]. In addition, a potentially 
broader role for MIF is reported in growth regulation 
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because of its ability to antagonize p53-mediated gene 
activation and apoptosis [46]. 

In the skin, MIF is expressed in the epidermis, 
particularly in the basal layer [47]. MIF has important 
implications in the skin with regard to inflammation, the 
immune response, and cutaneous wound healing, and also 
plays a crucial role in skin diseases like atopic dermatitis 
and systemic lupus erythematosus [48] (Figure 1). 

Role of MIF in UV-induced photoaging in the skin 
Acute UV exposure has various deleterious cutaneous 

effects in the skin, including edema, sunburn cells, 
hyperplasia, production of inflammatory mediators, and 
immunosuppression. The long-term detrimental effects 
of repeated UV exposure lead to cutaneous photoaging 
or skin cancer. Skin cancer, which is one of the most 
prevalent forms of cancer in humans, most commonly 
occurs in photoaged skin. Photoaged skin is clinically 
characterized by wrinkles, laxity, coarseness, loss of skin 
tone, and biochemically characterized by a predominance 
of abnormal elastic fibers in the dermis and a dramatic 
decrease in certain collagen types. Interstitial collagens, 
the major structural components of the dermis, are 
particularly reduced in UV-irradiated actinically damaged 
skin [49]. The MMP family is still growing and plays a 
crucial role in tissue destruction during pathological 
conditions, such as arthritis, skin aging, tumor invasion, 
and metastasis [50]. Growing evidence clearly indicates the 
occurrence of morphological and biochemical changes, 
wherein the amount and normal structure of collagen 
type I is reduced in UV actinically damaged skin [51]. 
Some MMPs, such as MMP-1 play, a main role in the 
photoaging process, while others, like MMP-2 and MMP-
9, potently promote the degradation of collagen type IV 
and VII, a major component of the basement membrane. 
The reduction of collagen type IV and VII at the dermal-
epidermal junction has been associated with skin 

wrinkling [52].
It is known that UV-induced matrix-degenerating 

metalloproteinases present in keratinocytes and dermal 
fibroblasts contribute to the breakdown of dermal interstitial 
collagen and other connective tissue components. This 
skin damage mechanism, involves a number of secreted 
cytokines, including interleukin (IL)-1, IL-6 and TNF-α 

[13, 14, 15, 16]. Along with these cytokines, previous studies 
conducted in our lab demonstrated that UV also enhanced 
the production of MIF in the skin. UVA and UVB were 
found to increase the expression of MIF in human dermal 
fibroblasts and epidermal keratinocytes, respectively [53, 54]. 
Recently, MIF was also found to be involved in basement 
membrane damage in chronically UVB-exposed skin in 
mice. MIF mRNA and protein levels were significantly 
increased in UVB-irradiated skin in MIF Tg mice. This 
increase in MIF production was also concurrent with the 
UVB-induced upregulation of MMP-2 and MMP-9, and 
with the diminished level of type IV and VII collagen. In 
addition, when the effects of MIF were inhibited using a 
specific MIF inhibitor, ISO-1, the UVB-induced mRNA 
levels and the production of MMP-9 in keratinocytes and 
MMP-2 in fibroblasts were also suppressed [55]. Therefore, 
it is quite evident that MIF plays its role in collagen 
degradation and basement membrane damage, which 
occurs primarily through the activation of the MMP-9 and 
MMP-2. 

MIF upregulates the activity of MMP-1 and is also 
involved in the activation of UVA-induced MMP-1 in 
dermal fibroblasts. This MIF mediated MMP-1 activation 
in dermal fibroblasts is dependent on the MIF-induced 
stimulation of PKC-, PKA-, src-family tyrosine kinase, 
MAPK-, c-jun- and AP-1 [54]. Moreover, it was previously 
shown that IL-1β is also involved in the upregulation of 
UVA-induced MMP-1 in dermal fibroblasts through p38-, 
JNK- and PKC-dependent pathways [56]. Considering 
this fact, it is clear that the signal-transduction pathways 

Figure 1. Schematic diagram showing the multiple functions of macrophage migration inhibitory factor (MIF).
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involved in IL-1β- or MIF- induced MMP-1 in dermal 
fibroblasts are different. Interestingly, IL-1β stimulation 
itself caused a significant increase in specific MIF mRNA 
and protein levels in human dermal fibroblasts, while 
MIF is unable to stimulate the expression and production 
of IL-1β in dermal fibroblasts. Further, neutralizing 
the effects of MIF with anti-MIF antibodies suppresses 
the expression of MMP-1 induced by IL-1β. Therefore, 
UVA radiation possibly leads to the IL-1β-induced 
expression of expression MMP-1 and IL-1β-mediated 
MIF stimulation also enhances the MMP-1 expression 
in dermal fibroblasts. Consistently, dermal fibroblasts 
from MIF-deficient mice showed much less sensitivity 
to IL-1β-induced MMP-13 production. Although MMP-
13 is not very prominent role in human tissues and plays 
a restricted role, it is the predominant tissue collagenase 
in rodents [56]. Therefore, there is a great possibility that 
IL-1β may stimulates the production of MMP-13 via 
MIF in dermal fibroblasts. All of these findings strongly 
suggest that in fibroblasts UVA irradiation may stimulate 
IL-1β production by an autocrine loop of both IL-1β and 
MIF. Thus, both IL-1β and MIF play their roles in the 
synthesis of MMP-1 (MMP-13). Furthermore, MIF has 
been involved in the induction of granzyme B (GrB) after 
UVA-radiation. UVA induces the redox-dependent release 
of MIF, which, in turn, activates the production of active 
GrB through the p38 MAPK pathway [57]. The induction 
of GrB by UVA was able to degrade fibronectin. Taken 
together, the findings strongly suggest that MIF become a 
key modulator for matrix-degenerating proteases, MMPs 

like MMP-1, MMP-2, and MMP-9, and granzyme B after 
UV radiation (Figure 2).

Conclusion
It has now become evident that UV radiation 

significantly stimulates the production of MIF in the skin. 
UV-induced MIF strongly mediates the enhancement of 
collagen degradation and basement membrane damage, 
which occurs primarily through the activation of MMP-9 
and MMP-2 in the skin. Further, UV-induced IL-1β and 
MIF interrelated loops also induce MMP-1 and thus may 
contribute to the loss of interstitial collagen. Therefore, 
the identification of these new mechanisms helps us 
to understand the role of MIF in UV-induced dermal 
connective tissue damage, which ultimately leads to 
photoaging.
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序論
がんの早期発見は、がん治療において非常に重要な
試みと言える。特に、転移などの進行が見られない状
態での外科的処置の有効性は非常に高い（1）。そのため、
がんのリスク診断を通常の医療機関で実現可能となれ
ば、がんの死亡リスクの減少に貢献可能となる。実際
に、現在では様々な方法論が報告されている。例えば、
乳がんにおけるマンモグラフィー、大腸がんにおける
内視鏡検査、子宮頸がんにおけるパップテスト、肺がん
に CT検査など、様々な手法が開発されている（2-7）。し
かしながら、これらの診断手法は、多くの患者に幅広
く適用することは難しい。
より簡便な解析に向け、体液サンプルを用いた診断
に向けた取り組みも多数行われている。現在、PSA検
査などが、血液バイオマーカーを用いた診断も行われ
ており、前立腺がんにおける死亡率の低下にも貢献し
ている（8）。他にも血液やその他の体液サンプル中に含
まれる内在性生体分子を活用する試みも多数行われて
いる（9-17）。しかしながら、がんの早期検出にはまだ課
題があり、特に症状が現れる前の段階では、高感度検
出を可能とする装置の使用が必要となる。また、患者
間における標的とするマーカーの放出量は変動しやす
く、がんの不均一性、併発する疾病、通常細胞などの
放出などがその評価を難しくする。
そのような背景から、近年、外因性分子を用いた新た
ながん診断手法にも注目が集まっている。がんの特徴
的な性質を活用することで、早期にがん検出を行う方
法論となる。例えば、がんの特有の代謝機構の一つであ
る解糖系の亢進に着目したものが、フルオロデオキシ
グルコースを用いた陽電子放射断層撮影（FDG-PET）
となる。本方法論では、グルコースの類縁体である 18F
で標識された FDGを用い、がんの検出を行う。18Fか
ら放出されるガンマ線を検出することによりがん検出
が実現する（18,19）。がん部位を特定可能にする非常に優
れた方法論であるものの、イメージングに基づく診断

は、多くの患者に幅広く適用することは難しい。
以上を踏まえ、血液や尿など比較的サンプリングが
容易なサンプルを用い、生体内でバイオマーカーを人
工的に合成する方法論である『合成バイオマーカー』が
新たに注目を集めている。本総説では合成バイオマー
カーについてその開発の経緯を簡単に概説する。小
分子ベースの合成バイオマーカー開発に焦点を当て、
我々の研究例を中心に報告する。以上を通じ、合成バ
イオーマーカー研究の課題、今後の展望について記載
する。

合成バイオマーカーを用いたがんの早期診断
先述した通り、内因性分子をバイオマーカーとする
場合、通常細胞由来の生体分子がバッググラウンドノ
イズになるため、診断の可否はマーカー分子の放出量
に依存する。加えて、その放出量は腫瘍サイズにもよる
ため、早期検出には困難を伴う。以上の問題を解決する
ために、外因性分子を用い、がん関連分子との反応の
結果生じる生成物をバイオマーカーとして活用するア
プローチが近年、提案されている（図 1）。本方法論で

図 1. 従来のバイオマーカーと合成バイオマーカーの比較 
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は、がんと関連する生体分子との間で特異的に反応す
る外因性分子（分子プローブ）を用いる。以上により、
時間の経過とともに生成物（合成バイオマーカー）量
を増幅することが可能となる。また、外因性分子を用い
ているため、内因性分子によるバックグラウンドノイ
ズの課題を回避可能となる。そのため、内在性分子を
バイオマーカーとして活用する場合と比較し、より早
期にがんを発見する上で、非常に有用な方法論となる。
こうした合成バイオマーカー開発は、このようにがん
関連分子との間の化学反応を利用する方法論と、遺伝
子操作技術を活用した方法論に大別される。本総説で
は、前者の方法論に焦点を当てる。

プロテアーゼ酵素活性評価に基づくがんの早期
発見
合成バイオマーカーは、2013年にこれらプロテアー
ゼの活性評価を指向した研究報告に端を発する（図 2）
（20）。マサチューセッツ工科大学の Bhatia教授らは、ナ
ノ粒子からなるキャリア表面に対して、プロテアーゼ
の基質となるペプチドを修飾し、がん組織におけるプ
ロテアーゼ活性評価を試みた。まず初めに、本分子セ
ンサーを生体内に投与し、がん組織へ集積させる。そ
の後、がん組織内に含まれるプロテアーゼにより反応
が進行するため、そのペプチド断片を合成バイオマー
カーとして用いる。ナノ粒子と比較し、ペプチド断片は
分子サイズが小さいため、プロテアーゼとの反応の進
行に伴い得られるペプチド断片は血液へ遊離し、最終
的に尿排泄される。そのため、尿中に含まれるペプチド
断片を検出することでがん検出を行う。この際、生成物
として得られたペプチドに対して安定同位体標識を施
すことで、質量分析計を用い合成バイオマーカーを選
択的に検出することに成功した。安定同位体標識は被
曝のリスクを伴わないことに加え、内在性分子とは異
なる分子量を与えるため、選択的な検出に有利となる。
さらに同位体標識パターンを変えた質量分析バーコー
ドを付与することで、多重解析にも成功している。
これまでに様々な合成バイオマーカーを用いた分子
システムが開発され、質量分析計のようなハイエンド
な分析機器を用いた解析だけでなく（20-25）、蛍光観察（20, 

22, 26-29）、ELISAやペーパーラテラルフローアッセイな
ど（31–33）、ポイントオブケアに適した手法に至るまで、
様々な方法論が報告されている。

多成分のプロテアーゼ活性の検出
プロテアーゼは多様な種類が存在するため、複数の
ペプチド断片を同時に検出することが可能となれば、
基質カクテルを用いることで、プロテアーゼ活性の多
重解析が実現する。先述した通り、安定同位体標識を
行うことで得られるマスバーコードを用いることによ
り、14成分（22, 24）もしくは、19成分（25）の多重解析が
これまでに実現している。その他にも、DNAやリガン
ドを標識したペプチド断片、及び抗体を組み合わせる
ことで多重解析を実現した報告もある（31-33）。キャリア
に標識する基質構造を様々設計できるため、がんの種
類に対応するプロテアーゼのセットのスクリーニング
が可能となる。
プロテアーゼの活性異常はがんと強く相関すること
が知られている（34）。例えば、マトリックスメタロプロ
テアーゼは、様々な種類が存在し、多くのがん細胞で
過剰発現している。実際に、合成バイオマーカーの方
法論を用いることで、がんの悪性度予測などに適用で
きる可能性が示唆されている（25, 29）。そのため、プロテ
アーゼ活性評価は、がんの識別診断に非常に有用であ
ると言える。

アセトアミノフェンを用いた小分子ベースの合成バ
イオマーカー開発
プロテアーゼが合成バイオマーカー研究の主な標的
として開発が進展してきた。一方で、がんと関連する
生体分子はプロテアーゼ以外にも様々存在する。他の
分子種への展開を指向し、小分子ベースのプローブ開
発も行われている。
以下では我々の研究内容を中心に説明する。小分子
ベースの研究を展開するにあたり、生じた生成物を安
定に、血液中、もしくは尿中で検出する必要性が生じ
る。ただし、生体内では代謝、排泄機構が働くため、想
定した分子構造のまま検出されるとは限らない。そこ
でまず初めに汎用的に適用可能な生成物構造の探索を
進めた。その結果、生成物の候補として、解熱鎮痛剤
の一つであるアセトアミノフェンを使用可能であるこ
とを明らかにした。アセトアミノフェンは、非常に安
全性の高い薬剤として知られており、合成バイオマー
カーとして使用しやすい。また、生体内における代謝
経路も明らかになっており、低用量ではグルクロン酸、
および硫酸抱合を受けることが知られている。そのた
め、アセトアミノフェン、および各種抱合体を検出す

図 2. プロテアーゼ活性を検出可能にする合成バイオマーカー。プロテアーゼ
との反応の結果生じるペプチド断片を種々の方法で検出する。
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ることにより、標的分子との反応の結果、生じる生成
物を検出可能となる。

過酸化水素を検出可能にする合成バイオマー
カーの開発（35）

がんにおいて、過酸化水素の存在量が増えることが
知られている。また、様々な炎症性疾患との関連も示
唆されており、疾病診断において、非常に重要な分子
種の一つであると言える。そこで、過酸化水素との反
応に伴いアセトアミノフェンを生成物として与える分
子プローブ設計を行った（図 3）。具体的には、アセト
アミノフェンのフェノール部位をフェニルボロン酸に
置き換えたプローブ（HR-APAP）を設計した。フェニ
ルボロン酸は、過酸化水素との反応に伴い、フェノー
ル構造へ変換されることが知られている。実際に、本
プローブ分子の物性評価を進めた結果、想定通りアセ
トアミノフェンを生成物として与え、過酸化水素に対
する選択性も認められた。さらに、RAW264.7細胞を
用いて、LPS刺激に伴う内在性の過酸化水素の増加を
モニター可能であることも確かめられた。そこで、実
際にマウス腹腔内で目的の反応を進行させた際に、ア
セトアミノフェン、及びその抱合体量が増加するか検
証した。その結果、過酸化水素、及び分子プローブを
腹腔内に投与したマウスにおいて、血漿中に含まれる
アセトアミノフェン、及びその抱合体量が過酸化水素
濃度依存的に増加することが確かめられた。以上より、
合成バイオマーカー開発においてアセトアミノフェン
は、非常に有用な分子であることが明らかとなった。

がん膜表層抗原の情報をコードした合成バイオ
マーカーの開発（36）

従来の合成バイオマーカー開発は、プロテアーゼに
代表されるように反応性を有している分子に解析対象
が限定されていた。そこで、合成バイオマーカーの解析
対象を、反応性を示さない分子種へ拡張する方法論の
構築に取り組んだ。具体的には、レポーター酵素とし
て汎用されている β-ガラクトシダーゼ（β-gal）、及び、
β-gal応答性アセトアミノフェン誘導体（β-GR-APAP）
の利用を検討した。この際、アビジンと β-galの複合体
を用いた。アビジンは、正電荷を帯びたタンパク質であ
り、糖タンパク質であるレクチンと相互作用を起こす
ことが知られている。そこで、大腸がん由来の細胞下部
である LoVo細胞を用い腹膜播種モデルを作成し、本方
法論の実現可能性を検証した。まず初めに、アビジン
と β-galの複合体を投与し、細胞膜表層抗原に β-galを
結合させる。一定時間経過後、結合しなかった複合体
がクリアランスされたのち、β-GR-APAPを加え、がん
表層で、アセトアミノフェンへの変換反応を惹起した。
その後、血漿中に含まれるアセトアミノフェン、及び
その抱合体を検出した。その結果、投与後 60分の血漿
サンプルを用いた際、腹膜播種モデルにおいて有意に
合成バイオマーカー量が増加することを確かめた。以
上より、がん細胞の膜抗原という反応性を有さない分
子種の情報をコードした合成バイオマーカーの開発が
可能であることを初めて明らかにした。抗原認識部位
を標的に応じて変更することにより、多様ながん組織
へ利用することができるため、その応用範囲は非常に
広いと言える。

図 3. アセトアミノフェンを用いた分子プローブ設計指針、及び過酸化水素応
答性アセトアミノフェン（HR-APAP）を用いた過酸化水素検出メカニズム
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イメージングバイオマーカーとの併用
合成バイオマーカーは、従来の内因性分子をバイオ
マーカーとして活用する試みと比較して、感度面で非
常に優れ、早期発見に適した方法論であると言える。ま
た、合成バイオマーカーは、多成分の分子を同時解析可
能であるという特徴を有している。そのため、がん検
出のみならず、多重解析結果に基づくことにより、よ
り正確な疾病診断、薬効予測などの応用可能性を秘め
ている。実際に、臨床前研究において、肺線維症の進
行の程度（20）、肺がんと良性肺炎の違い（24）、チェック
ポイント阻害免疫療法の効果判定（22）などへの利用可
能性などが示されつつある。ただし、がんの形成箇所、
及びサイズ判定には困難を伴うのが現状である。
そのため、がん診断における一つの方向性として、合
成バイオマーカーとイメージングバイオマーカーとの
併用が考えられる。近年、分子イメージング技術の進
展に伴い、蛍光、発光などを用いる光計測手法、広く
画像診断として臨床で使用されている CT、MRIなどの
形態画像診断、及び、先述した FDGに代表される放射
性薬剤（18, 19）を用いた PETなどの核医学検査法といっ
たように様々な方法論が構築されてきた。
実際に、PET-CTは、PETと CTを連続して撮影し、
機能画像と形態画像を重ね合わせて表示する手法とな
り、がん部位やがんサイズの評価が可能である。また、
肝機能や循環機能検査薬として臨床利用されていたイ
ンドシアニングリーン（ICG）を用いた術中がん診断
も行われている（37, 38）。ICGは胆汁排泄性の色素である
が、肝細胞癌や転移性肝がんにおいて主要部位で明瞭
な ICG蛍光発色が認められることが知られている。そ
のため、特に、腹腔鏡下手術において非常に有用な方法
論となる。このように、がん部位の判定において、イ
メージングバイオマーカーは、合成バイオマーカーに
は見られない特性を有していると言える。一方で、が
ん患者のスクリーニングや、治療効果判定や再発評価
など経過観察を行う場合は、血液や尿サンプルを用い
て簡便に行うことが可能な合成バイオマーカーに優位
性がある。そのため、利用用途に応じて使い分けるこ

とで、両者の利点を最大限活用可能となる。

結論
2013年の最初の報告以降（20）、およそ 10年で、合成
バイオマーカー研究は非常に進展を遂げた。まだ萌芽
期の研究であるため、ヒトへの応用はまだなされてい
ないものの、様々多様な分子解析へ適用可能にする本
方法論の潜在性は非常に高い。本総説においては、が
ん関連分子との間の化学反応を利用する方法論に焦点
を当て概説したが、現在、遺伝子操作技術を活用した
方法論も飛躍的な進展を遂げている（39）。今後、合成バ
イオマーカーを用いた診断手法が、内因性バイオマー
カーによる疾病診断の代替、もしくは補完する方法論
として、さらに進展していくことを期待したい。
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ABSTRACT
The details of the fluorescence lifetime measurement using the single-photon counting method are described, including 

light sources, photodetectors, electronic devices, apparatus placement, and measurement conditions. The validity of 
the assembled equipment was examined by measuring the lifetime of cryptocyanine as the reference compound. To 
demonstrate the potential for improved time resolution, hot-band fluorescence measurements of free-base porphyrins 
were performed, showing that phenomena with relaxation times of a few picoseconds could be observed.
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INTRODUCTION
Fluorescence lifetime measurement is a powerful tool 

for investigating the kinetics of phenomena in the excited 
singlet state. In kinetic analysis, the relevant rate constants 
are often estimated using lifetime analysis. However, 
the uptake of dye molecules by proteins has a non-
uniform distribution, making kinetic analysis difficult, 
as in homogeneous solution systems. When only a single 
fluorescent species is present, an identical fluorescence 
decay curve is obtained at any wavelength at which 
the fluorescence is observed. However, when multiple 
fluorescence signals are present, the fluorescence decay 
curves differ depending on the observed wavelength [1–9]. 
Even when only one type of fluorescent molecule is 
present, the interaction of a specific site of a protein with 
the molecule in a solution containing the protein causes 
differences in the fluorescence state of the molecule, 
resulting in changes in the fluorescence wavelength and the 
deactivation time constant. By contrast, in homogeneous 
solutions, when one type of molecule is present, a 
fluorescence decay curve that can be expressed as an 
exponential function of one component is observed under 
dilute conditions. However, in heterogeneous solutions, 
the fluorescence decay curve varies depending on the 
observed wavelength; in many cases, the fluorescence 
decay curve is analyzed using a multicomponent 
exponential function, such as global analysis [10–12]. This 
method analyzes a series of fluorescence decay curves 
measured in a wavelength region where multiple emission 
species overlap, simultaneously rather than individually. 
It also provides the fluorescence spectra for each emission 
species with different lifetimes. Fluorescence lifetime 

imaging is a useful technique in such cases [13–18]. This 
technique is useful for visualizing the lifetime components 
at each observation position in biological samples, where 
the fluorescence lifetime varies depending on the location. 
However, it is difficult to assign meaning to individual 
time constants when analyzing with a multi-component 
exponential function. This is because it is not possible 
to assume a simple reaction scheme such as that of a 
homogeneous dispersion system.

It is noteworthy that the time-correlated single photon 
counting (TCSPC) method has an advantage over other 
methods in determining time constants with a high degree 
of accuracy. Another method that does not discuss the 
kinetic aspect is the qualitative use of time-resolved 
fluorescence spectra. For the time-resolved fluorescence 
spectra, when using TCSPC, the fluorescence decay 
curve is first measured at the same integration time 
while scanning the range of the fluorescence spectra at 
equally spaced wavelengths. The fluorescence curves 
are then arranged by the observed wavelength, and the 
curve connected in the time direction is the decay curve, 
whereas the curve connected in the wavelength direction 
can be regarded as the fluorescence spectrum at an elapsed 
time after excitation. This fluorescence spectrum is known 
as time-resolved fluorescence spectrum. The time interval 
of the fluorescence spectrum depends on the time interval 
of each point that constitutes the fluorescence decay 
curve. The time-resolved fluorescence spectrum can 
often be separated into its constituent fluorescent species, 
making it possible to identify the fluorescence spectrum 
of the emitting species involved in the fluorescent species 
that is not identified in the fluorescence decay curve. 
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curve is first measured at the same integration time 
while scanning the range of the fluorescence spectra at 
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are then arranged by the observed wavelength, and the 
curve connected in the time direction is the decay curve, 
whereas the curve connected in the wavelength direction 
can be regarded as the fluorescence spectrum at an elapsed 
time after excitation. This fluorescence spectrum is known 
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Fig. 1. Dependence of pulse 
height distribution on the voltage 
applied to the MCP-PMT.

Consequently, time-resolved fluorescence spectra of 
benzene solutions of free-base porphyrins were measured 
to see how much time-resolved fluorescence spectra 
could be measured. Successful observation of hot-band 
fluorescence emitted from a higher vibrational level rather 
than the lowest vibration level of the excited state was 
achieved using an assembled TCSPC system.

EXPERIMENTAL
A detailed description of the equipment was provided 

since the TCSPC apparatus used in the previous studies 
was reassembled [19–28]. The description was divided 
according to the devices constituting the equipment.

Apparatus
 Light sources
In recent years, mode-locked Ti:Sa laser systems 

equipped with pulse selectors have become popular light 
sources for fluorescence measurement. However, flash 
lamps are also currently available for generating light 
pulses in the 560-700 nm range, where the Ti:Sa laser 
may not provide sufficient power and stability. A typical 
Ti:Sa laser offers a wide excitation wavelength range of 
700–1000 nm, producing < 100 fs pulse widths. It serves 
as a stable oscillator, which is essential for successful 
TCSPC measurements, in comparison with a typical dye-
laser system.

Without pulse picking, the average output power can 
reach 1 W if a 10 W class laser is used to pump the Ti:Sa 
laser. After pulse picking, the repetition rate decreases 
to a few MHz, and the average power reduces to 20-
30 mW, which is sufficient for TCSPC measurements. 
This implies that additional amplifier systems are not 
necessary. However, it is important to note that the time 
resolution in TCSPC can be affected by laser fluctuations 
such as the line noise generated from the power supply 
and surrounding electronics. Therefore, the use of a 
simple configuration for the light source is significant. The 
repetition rate of the pulse train depends on the lifetime of 
the target sample and processing electronics.

The available wavelength region depends on the 
lasing region of the Ti:Sa laser. In some cases, second-
harmonic generation (SHG) is used to extend the available 
wavelength region by producing half the fundamental 
wavelength. The conversion efficiency of SHG mainly 
relies on the type of crystal used and the peak power of the 
fundamental laser. If the Ti:Sa laser provides a 1 W output, 
third harmonic generation (THG) can also be utilized as 
an excitation source. However, the conversion efficiency 
of THG is approximately 10% of the fundamental value, 
which is lower than that of the SHG. Consequently, 
the output power after pulse picking is less than 1 mW. 
Nevertheless, this power level is sufficient for conducting 
TCSPC measurements, provided that long-term laser 
stability can be achieved during decay measurements. This 
stability can be attained in a well-air conditioned room.

If a wavelength range from 500 to 700 nm is needed to 
excite a sample, an alternative to a flash lamp could be an 

optical parametric oscillator (OPO). OPO, in combination 
with a Ti:Sa laser, can generate infrared femtosecond 
pulses ranging from 1.1 to 2.0 μm. By utilizing nonlinear 
crystals, the OPO enables second harmonic generation 
(SHG) and third harmonic generation (THG) to provide 
excitation wavelengths that cannot be generated by the 
Ti:Sa laser alone. However, a drawback of the OPO is 
that laser alignment becomes more challenging compared 
to that of the Ti:Sa laser, as the fundamental pulse of the 
OPO is in the infrared region. This means that an infrared 
viewer is essential for aligning the mirrors.

Recently, laser diodes (LD) have gained popularity as 
excitation sources due to their ease of handling. Moreover, 
for TCSPC measurements, it is sufficient to use LD to 
excite the samples and generate single-photon events. 
While LD can produce excitation pulses ranging from 375 
to 1550 nm, the available wavelengths are discrete, and 
there is a lack of options in the 500 nm region. Despite 
the inconvenience of the limited wavelengths for sample 
excitation, LD remain an attractive choice as an excitation 
source.

 Photodetectors
Photomultiplier tubes (PMT) play a crucial role in 

determining the time resolution in TCSPC, in addition to 
the pulse width of the excitation source and time jitter in 
electronics. The statistical dispersion of the transit time 
spread (TTS) of photoelectrons can affect the width of 
the instrument response function (IRF) in single-photon 
counting measurements. Conventional PMT often 
exhibits low time resolution due to multiple amplification 
stages in the electron 
dynodes, which are 
necessary to amplify the 
photoelectrons generated 
at the photocathode by 
incident photons. The 
fastest time resolution 
achieved with a 
conventional PMT, 
such as R928, was 
reported to be less than 
300 ps under specific 
conditions [29]. However, 
the use of conventional 
PMT for TCSPC is not 
recommended, despite 
their ease of handling 
and cost-effectiveness. 
Specific PMT designed 
for TCSPC applications, 
including a microchannel 
plate photomultiplier 
(MCP-PMT) with 
a time resolution of 
approximately 20 ps, are 
commercially available 

[30,31].
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Fig. 2. Block diagram of TCSPC measurements: PMT 
(photomultiplier tube), PINPD (PIN photodiode), AMP 
(preamplifier), CFD (constant fraction discriminator), TAC (time-
to-amplitude converter), ADC (analog-to-digital converter), and 
MCA (multichannel analyzer).

The spectral sensitivity of a PMT depends on the 
photocathode material, which generates photoelectrons 
upon irradiation, based on the photoelectric effect. 
Typically, alkali metals with low work functions are used 
as the photocathodes. The PMT performance depends on 
the radiant sensitivities of multialkali (MA), infrared-
enhanced multialkali (EMA), and Ag-O-Cs (S-1) as 
a function of the irradiation wavelength. The radiant 
sensitivity is calculated by dividing the photocurrent from 
the photocathode by the incident photon energy. MA has 
a sensitivity range of 200–800 nm and is widely used as 
a photocathode material in PMT for spectrofluorometers. 
Through specific activation, MA can be transformed into 
EMA, which extends the spectral sensitivity to 930 nm. 
The S-1 photocathode is frequently employed for detecting 
photons beyond 800 nm despite its low sensitivity and 
considerable dark current. Cooling the photocathode using 
a Peltier device allows for effective reduction of the dark 
current, enabling the detection of a substantial number 
of photons emitted from a sample even if it exhibits very 
weak emission. This is because the red-sensitive PMT 
emits thermionic electrons from the photocathode.

The spectral sensitivity of PMT is also influenced by 
the window material used. PMT with MgF2 windows can 
operate down to 110 nm, although the use of MgF2 is 
challenging because of its deliquescent properties. Quartz 
is a commonly used window material with a spectral 
sensitivity that extends to approximately 160 nm. Notably, 
molecular oxygen is absorbed in the UV region, leading to 
ozone formation. UV and borosilicate glasses are the most 
popular window materials, and they do not encounter any 
issues when detecting emissions in the visible region.

To achieve a single-photon operation, it is necessary 
to adjust the voltage applied to PMT. When the applied 
voltage is low, no peak is observed in the pulse height 
distribution, as shown in Fig. 1a. As the applied voltage 
increases, the pulse-height distribution begins to exhibit 
a peak, as shown in Fig. 1b, and eventually reaches 
a distinct peak at the optimal voltage, as shown in Fig. 
1c. Optimizing the instrument response function (IRF) 
allows us to determine the optimal voltage for driving 
MCP-PMT. It is important to note that a high emission 
intensity can damage the photocathode of MCP-PMT, 
leading to a decrease in sensitivity and unusual IRF. It 
is generally advisable to set the voltage below 3 kV to 
achieve the optimal output, although the exact value may 
vary depending on the individual cases.

 Electronic devices
TCSPC measurements involve the use of multiple 

electronic devices to process signals from PMT, which 
detects emissions from fluorescent molecules. Fig. 2 
depicts a block diagram of a TCSPC apparatus, consisting 
of a photomultiplier (PMT), PIN photodiode (PINPD), 
preamplifier (AMP), constant fraction discriminator 
(CFD), time-to-amplitude converter (TAC), analog-
to-digital converter (ADC), and multichannel analyzer 
(MCA). The arrows indicate the direction of flow of the 

electrical signals. AMP is necessary to amplify the output 
of PMT because its amplitude may be insufficient to drive 
the CFD.

Because there are various combinations of PMT and 
AMP, it is important to place an appropriate attenuator 
(up to several GHz) between them to avoid saturating the 
output of AMP. To determine a suitable attenuator, it is 
convenient to have attenuators with 6 dB, 14 dB, and 20 
dB settings, which correspond to multiplier factors of 1/2, 
1/5, and 1/10, respectively. Trying different attenuators 
allows us to determine the appropriate attenuator by 
examining the instrument response function (IRF), which 
is explained later. If the shape of the IRF is distorted, 
another attenuator is recommended.

The output of the AMP primarily consists of the emission 
signals and dark noise. Since the emission signals also 
exhibit a broad distribution of pulse heights, it is necessary 
to distinguish the desired signals from the AMP output. To 
achieve this, the discriminator level should be sufficiently 
high such that the counting rate of single photons 
decreases to 2/3 of the maximum count rate obtained at 
the minimum discriminator level. The excitation intensity 
should be adjusted such that the maximum count rate is 
less than 1/100 of the repetition rate of the pulsed laser 
to avoid distortions caused by pulse pile-up. If the dark 
count rate resulting from the dark current of the PMT is 
not negligible (e.g., several hundred counts per second), 
the maximum count rate needs to consider the dark count 
rate by subtracting it from the measured maximum count 
rate.

To optimize the IRF and minimize its full width at half 
maximum (FWHM), there are several tuning points within 
each apparatus. One such point is the zero-cross setting of 
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vary depending on the individual cases.

 Electronic devices
TCSPC measurements involve the use of multiple 

electronic devices to process signals from PMT, which 
detects emissions from fluorescent molecules. Fig. 2 
depicts a block diagram of a TCSPC apparatus, consisting 
of a photomultiplier (PMT), PIN photodiode (PINPD), 
preamplifier (AMP), constant fraction discriminator 
(CFD), time-to-amplitude converter (TAC), analog-
to-digital converter (ADC), and multichannel analyzer 
(MCA). The arrows indicate the direction of flow of the 

electrical signals. AMP is necessary to amplify the output 
of PMT because its amplitude may be insufficient to drive 
the CFD.

Because there are various combinations of PMT and 
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count rate resulting from the dark current of the PMT is 
not negligible (e.g., several hundred counts per second), 
the maximum count rate needs to consider the dark count 
rate by subtracting it from the measured maximum count 
rate.

To optimize the IRF and minimize its full width at half 
maximum (FWHM), there are several tuning points within 
each apparatus. One such point is the zero-cross setting of 
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the CFD. In general, the zero-cross level is highly sensitive 
to the FWHM of the IRF because it determines the timing 
of the output pulse from CFD. A delay line is utilized to 
introduce a signal delay between the CFD output and TAC 
input. It is commercially available as a pre-calibrated NIM 
module. The delay accuracy is calibrated within a range 
of ±100 ps, making it suitable for calibrating the time 
resolution of the MCA when combined with the TAC in a 
manufactured system.

TAC plays a crucial role in TCSPC, as it determines the 
time difference between the start and stop signals from the 
CFD output by utilizing capacitor charging. TAC features 
input connectors that accept start and stop signals along 
with some control lines. When the START pulse is received 
from the corresponding CFD output, the capacitor begins 
to charge and stops charging upon receiving the STOP 
pulse. The time difference between the START and STOP 
signals is directly proportional to the voltage across the 
charged capacitor. However, in some cases, the linearity of 
this relationship is not guaranteed, and should be checked 
before measuring the FWHM of the IRF. This helps 
identify the available channels in the MCA. To prepare for 
a subsequent START signal, the capacitor must discharge, 
resulting in a ‘dead time’ of approximately 100 ns.

In general, START and STOP signals are typically 
associated with the outputs of PINPD and AMP, 
respectively, which is referred to as the ‘Normal setting’. 
The probability of detecting a PINPD signal resulting from 
the repetition of a laser pulse is lower than that of an AMP 
signal. In the ‘Normal setting’, AMP serves as the START 
signal and PINPD as the STOP signal, which allows 
TAC to start charging. However, there is an alternative 
configuration known as the ‘Reverse setting’, where AMP 
becomes the STOP signal and PINPD becomes the START 
signal. This setting is useful to avoid time loss caused by 
the ‘dead time’ of the system.

It is important to note that the ‘Reverse setting’ may not 
be applicable if the time constant of the emission decay is 
greater than the laser repetition rate. This is due to the non-
negligible overlap of the prolonged decay components 
from the excitation caused by the previous laser pulse. 
Therefore, accurately determining the repetition rate of 
the laser pulse using a pulse picker is crucial for achieving 
efficient measurement of fluorescence decay. In certain 
applications, TAC can be controlled using an additional 
INHIBIT signal. This feature allows the measurement 
of differential decay in the presence and absence of an 
applied electric field [32].

Until high-performance personal computers (PC) 
became popular, a multichannel analyzer (MCA) was 
commonly used as a stand-alone device. However, in recent 
years, MCA have been implemented using PC extension 
boards or external boxes that are controlled by a real-time 
program. This advancement allows for advantageous 
control of the MCA, along with other peripheral devices, 
such as motor driver, photon counter, and sample changer 
units. Integration of these components into a PC-based 

system provides flexibility and ease of operation.
 Apparatus Placement
Fig. 3 depicts the present setup for fluorescence 

lifetime measurements using the time-correlated single-
photon counting method. A polarizer is employed to set 
the polarization angle of the excitation beam to 35.25° to 
avoid emission photoselection. The beam is then focused 
onto the sample cuvette using a convex lens. The light 
emitted from the sample is monitored at a right angle to 
the excitation beam to prevent detection of the excitation 
source. A pair of convex lenses is utilized to collect the 
emission and match the F value of the monochromator. 
A depolarizer is necessary to eliminate the polarization 
property of the monochromator. The desired monitor 
wavelength is selected using a monochromator and 
detected using a PMT. The output signal from the PMT is 
amplified by AMP and processed by CFD to discriminate 
the emission signals from dark noise. The START signal 
generated by CFD is fed into the TAC input. If a laser 
diode (LD) is employed as the laser source, the STOP 
signal in the "Reverse setting" is generated by the LD 
driver. In the case of a conventional pulse laser, such as a 
Ti:Sa laser, the STOP signal is generated by monitoring a 
portion of the pulse split from the excitation pulse using 
a low-reflection mirror. If second harmonic generation 
(SHG) or third harmonic generation (THG) is used to 
excite the sample, the fundamental pulse is suitable as the 
STOP signal, which should be processed by CFD.

Fig. 3. The present setup for measuring fluorescence decay, 
including a laser diode and optics for collecting emission from 
a sample.
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 Measurement Conditions
When starting fluorescence decay measurements, 

please take note of the following points,

1.  It was ensured that the laser pulse remained stable 
throughout the decay measurement. In some cases, 
it may be necessary to wait a few hours to achieve a 
stable laser pulse.

2.  Check if the absorbance at the excitation wavelength 
is less than 0.3. This is important to ensure 
homogeneous excitation of the sample in a 1 cm × 
1 cm cuvette.

3.  The polarization of the excitation pulse is verified. If 
you plan to measure anisotropic decay, make sure to 
use a polarizer on both the excitation and emission 
sides.

4.  Check whether the photon counting rate from the 
sample, relative to the repetition rate of the excitation 
pulse, is less than 0.01. If it exceeds 0.01, the obtained 
decay curve may be distorted due to pulse pile-up 
effects caused by multiphoton events.

Materials and Instrumentation
Cryptocyanine and H2P were purchased from Tokyo 

Chemical Industry Co., Ltd., and purified three times with 
ethanol. Fluorescence decay measurement was performed 
using an LDH-P-C-405 diode laser (PicoQuant) with a 
PDL 800-B power control unit (PicoQuant) at a repetition 
rate of 2.5 MHz. The temporal profiles of the fluorescence 
decays were detected via an R3809U microchannel plate 
photomultiplier (Hamamatsu) equipped with a TCSPC 
computer board module (SPC630, Becker and Hickl 
GmbH).

RESULTS AND DISCUSSION
Measurement of IRF
Rayleigh scattering at the excitation wavelength was 

measured using a sonicated vesicle solution, instead of the 
sample solution (Fig. 4). This scattering decay can serve as 
IRF, which can be used to analyze the fluorescence decay 
curve through deconvolution. A Delay Generator was used 
to adjust the position of the decay signal on the MCA.

If the peak channel of the IRF fluctuates on MCA, it is 
important to check the stability of the laser. In some cases, 
the fluctuation may have been caused by airflow from an 
air conditioner. To mitigate this, consider covering both 
the laser and detection instruments to block the airflow. 
Finally, the fluorescence decay curves were processed 
using a computer. To measure time-resolved spectra, the 
monochromator was controlled using a stepping motor 
driven by a personal computer. Accumulate photon signals 
at specific wavelengths for a defined period of time and 
then reconstruct the time-resolved spectra on the computer.

Measurement of Fluorescence Decay
Once the components of the measurement system have 

been assembled, it is important to verify the accuracy of 
the measured fluorescence decay. A common approach 

is to compare the obtained lifetime with previously 
reported values to ensure consistency. Fig. 4 depicts the 
fluorescence decay of cryptocyanine in ethanol. The 
resulting lifetime was determined to be 75 ps, which 
agreed with the reported value of 75 ps [33]. Furthermore, 
this observation highlights that a minimum of 2000 peak 
counts is necessary for a reliable lifetime analysis. If the 
peak counts are insufficient due to a very low quantum 
yield, caution must be exercised when interpreting the 
calculated lifetimes. Several studies using the current 
apparatus have been published [34–47].

Fluorescence decay measurement of H2P
The excited state generated by photoexcitation is not 

the lowest vibrational state, but a higher vibrational state, 
followed by vibrational relaxation to the most stable 
excited state. Photochemical reactions usually occur in 
the lowest excited state. This is because higher vibrational 
states relax within a few picoseconds (ps), which is too 
fast for normal photochemical reactions to proceed [48–54]. 
Relaxation from higher vibrational states results in hot-
band emission during the excitation relaxation process of 
H2P. The absorption spectrum showed a Soret band with 
a large molar absorption coefficient of approximately 400 
nm and a Q band from 480 to 650 nm. Furthermore, the 
Q band is split into the Qx and Qy bands, with Qy having 
a higher energy. When the Soret band is excited, internal 

Fig. 4. The fluorescence decay of cryptocyanine in ethanol was 
monitored at 728 nm with excitation at 410 nm. In the plot, 
small dots represent the instrument response function (IRF), 
while large dots represent the fluorescence decay. The solid line 
represents the simulated curve obtained through a least-squares 
fit, which yields a lifetime of 75 ps. The upper plot shows the 
weighted residuals calculated from the fitting data.
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When starting fluorescence decay measurements, 

please take note of the following points,

1.  It was ensured that the laser pulse remained stable 
throughout the decay measurement. In some cases, 
it may be necessary to wait a few hours to achieve a 
stable laser pulse.

2.  Check if the absorbance at the excitation wavelength 
is less than 0.3. This is important to ensure 
homogeneous excitation of the sample in a 1 cm × 
1 cm cuvette.

3.  The polarization of the excitation pulse is verified. If 
you plan to measure anisotropic decay, make sure to 
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sides.

4.  Check whether the photon counting rate from the 
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pulse, is less than 0.01. If it exceeds 0.01, the obtained 
decay curve may be distorted due to pulse pile-up 
effects caused by multiphoton events.
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Chemical Industry Co., Ltd., and purified three times with 
ethanol. Fluorescence decay measurement was performed 
using an LDH-P-C-405 diode laser (PicoQuant) with a 
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decays were detected via an R3809U microchannel plate 
photomultiplier (Hamamatsu) equipped with a TCSPC 
computer board module (SPC630, Becker and Hickl 
GmbH).

RESULTS AND DISCUSSION
Measurement of IRF
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measured using a sonicated vesicle solution, instead of the 
sample solution (Fig. 4). This scattering decay can serve as 
IRF, which can be used to analyze the fluorescence decay 
curve through deconvolution. A Delay Generator was used 
to adjust the position of the decay signal on the MCA.

If the peak channel of the IRF fluctuates on MCA, it is 
important to check the stability of the laser. In some cases, 
the fluctuation may have been caused by airflow from an 
air conditioner. To mitigate this, consider covering both 
the laser and detection instruments to block the airflow. 
Finally, the fluorescence decay curves were processed 
using a computer. To measure time-resolved spectra, the 
monochromator was controlled using a stepping motor 
driven by a personal computer. Accumulate photon signals 
at specific wavelengths for a defined period of time and 
then reconstruct the time-resolved spectra on the computer.

Measurement of Fluorescence Decay
Once the components of the measurement system have 

been assembled, it is important to verify the accuracy of 
the measured fluorescence decay. A common approach 

is to compare the obtained lifetime with previously 
reported values to ensure consistency. Fig. 4 depicts the 
fluorescence decay of cryptocyanine in ethanol. The 
resulting lifetime was determined to be 75 ps, which 
agreed with the reported value of 75 ps [33]. Furthermore, 
this observation highlights that a minimum of 2000 peak 
counts is necessary for a reliable lifetime analysis. If the 
peak counts are insufficient due to a very low quantum 
yield, caution must be exercised when interpreting the 
calculated lifetimes. Several studies using the current 
apparatus have been published [34–47].

Fluorescence decay measurement of H2P
The excited state generated by photoexcitation is not 

the lowest vibrational state, but a higher vibrational state, 
followed by vibrational relaxation to the most stable 
excited state. Photochemical reactions usually occur in 
the lowest excited state. This is because higher vibrational 
states relax within a few picoseconds (ps), which is too 
fast for normal photochemical reactions to proceed [48–54]. 
Relaxation from higher vibrational states results in hot-
band emission during the excitation relaxation process of 
H2P. The absorption spectrum showed a Soret band with 
a large molar absorption coefficient of approximately 400 
nm and a Q band from 480 to 650 nm. Furthermore, the 
Q band is split into the Qx and Qy bands, with Qy having 
a higher energy. When the Soret band is excited, internal 

Fig. 4. The fluorescence decay of cryptocyanine in ethanol was 
monitored at 728 nm with excitation at 410 nm. In the plot, 
small dots represent the instrument response function (IRF), 
while large dots represent the fluorescence decay. The solid line 
represents the simulated curve obtained through a least-squares 
fit, which yields a lifetime of 75 ps. The upper plot shows the 
weighted residuals calculated from the fitting data.
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conversion to the Qy band occurs within 100 fs, followed 
by a high vibrational state in the Qx band. The vibrational 
relaxation time of this high vibrational state has been 
reported to be 1.5 ps [55].

When measured with an instrument with femtosecond 
(fs) -time resolution, such as the fluorescence up-
conversion method, these processes can be observed 
and the time constant can be determined. However, up-
conversion is a technically challenging method that 
measures the sum frequency of the emitted fluorescence 
and the probe laser. Due to the use of optical delay, it 
can be used to determine the fluorescence lifetime in the 
femtosecond region. Meanwhile, the TCSPC method does 
not have fs-time resolution, but ps-time resolution, making 
it difficult to determine the time constant [30,31,56]. However, 
because the time resolution of TCSPC is limited to a 
few picoseconds, fluorescence from a higher vibrational 
state, or hot-band fluorescence, may be observed in the 
time-resolved fluorescence spectrum immediately after 
excitation. In addition, this fluorescence relaxation is 
expected to be strongly influenced by interaction with the 
medium.

Time-resolved spectra
The time-resolved fluorescence spectrum of a benzene 

solution of H2P was measured at an excitation wavelength 
of 410 nm using the assembled TCSPC. This was prepared 
by reconstructing the fluorescence decay curves measured 
every 2 nm from 550 to 770 nm. The time-resolved 
fluorescence spectra are shown in Fig. 5 shows the time-
resolved fluorescence spectrum of H2P. The number on 
the far right represents the time elapsed after excitation. 
The reason for some negative times is that the peak of 
IRF is time zero. Because the IRF has a time width, the 
time before the peak was represented as a negative time. 
The negative time is the time region where fluorescence 
emission occurs along with photoexcitation.

A weak fluorescence signal was observed in the 
spectra from 590 to 630 nm immediately after excitation 
within 35 ps. Judging from the observed fluorescence 
wavelength and time region based on previously published 
literature, this fluorescence can be attributed to hot-band 
fluorescence. In other words, although the signal was very 
weak, the present TCSPC apparatus could observe the 
fluorescence emission process with a time constant of a few 
picoseconds. However, this was not sufficient to determine 
the time constant. This indicates that the time-resolved 
fluorescence spectrum, which can be measured using 
TCSPC, has potential as a measurement technique. Thus, 
TCSPC has the advantage of being a compact instrument; 
however, it also has the aspect of a spectrometer with high 
temporal resolution. For example, it is possible to explore 
the morphology of porphyrin derivatives in proteins in 
which emissive species are distributed inhomogeneously.
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光老化　-メカニズム、治療、予防-
川田　暁

近畿大学名誉教授
要約
皮膚の老化は内因性老化と外因性老化に分けられる。外因性老化のうち慢性の紫外線曝露によって生じるものを

「光老化」という。光老化ではシミ・シワが増え、皮膚がたるむ。真皮では日光弾性線維症が特徴的である。これは
エラスチンの合成が亢進し、そこにエラフィンの結合、糖化、ラセミ化が起こり、好中球エラスターゼに対して抵
抗性となる。また膠原線維と細胞外基質の破壊が慢性に繰り返され変性する。
光老化の諸症状を改善する治療方法は多岐にわたる。これらの治療方法は「皮膚の若返り」（rejuvenation）治療と
もいえる。抗シワ化粧品などの外用剤、光治療、注射療法、外科的治療、ケミカルピーリングなどが用いられる。
光治療には可視光レーザー、広域赤外線、フラクショナルレーザー、IPL（intense pulsed light）などがある。患者
の病態を正確に診断し、それに合った適切な治療方法を選択する。
光老化の予防としては、サンスクリーン剤を含む日常的な光防御を若年から継続することが重要である。光防御
としては衣服などの物理的防御に加えて、サンスクリーン剤を使用する。

Key Words: 光老化、日光弾性線維症、抗シワ化粧品、光治療、サンスクリーン剤

1. はじめに
筆者は1979年に東京医科歯科大の皮膚科に入局しそ
の後防衛医大、帝京大市原病院を経て、近畿大で定年を
迎えた。東京医科歯科大、防衛医大、帝京大市原病院
では光老化の基礎と予防を中心に研究をしてきた。近
畿大では光老化の治療の臨床研究に従事した。すなわ
ち 4つの大学を通じて、光老化の基礎、治療、予防を
トータルで研究することが出来たと言える。このよう
な時に日本光医学・光生物学会の機関誌である本誌に
光老化の総説を執筆する機会を賜り、きわめて感慨深
く光栄に思う。
本稿では、光老化についてメカニズム・治療・予防
を歴史的側面も含めて解説したい。

2. 光老化とは
老化（aging）は、内因性老化（intrinsic aging）と外
因性老化（extrinsic aging）に分けられる。通常の老化
は内因性老化に相当し、光老化は外因性老化の代表的
なものである。
内因性老化は chronological agingともいい、遺伝
的にプログラムされた老化である1）。一方外因性老化
は内因性老化に、紫外線（UV）による障害（光老化
photoaging）、環境汚染、気候、喫煙などの外的要因が

加わったものである1）。「光老化」は 19世紀に premature 
agingと言われたのに始まる。1983年にFitzpatrickが皮
膚（derma）と太陽の神（Helios）から dermatoheliosis
という言葉を造った。1986年には Kligman & Kligman
が photoagingと定義し、以後は photoaging（光老化）
という言葉が一般的になった。

3. 光老化の臨床症状2）と病理組織学的所見
1）臨床症状（表 1）
臨床的には色が黄色調および褐色調（sallowness）
となり、種々の色素斑（mottled pigmentation & solar 
lentigines）が増加する。さらに表面が粗糙（dry and 
rough skin）で、血管拡張（telangiectasia）を伴い、
光沢を失い（loss of skin tone）、厚く硬い皮膚となり
（leathery texture）、弾力性を失いたるみ（laxity）、シワ
が増加しかつ深くなる（coarse and fine wrinkles）（図
1）。脂漏性角化症などの種々の良性腫瘍、日光角化症
などの前癌病変、有棘細胞癌や基底細胞癌などの皮膚
癌を合併する。

2）光老化の病理組織学的所見（表 1）
病理組織学的には真皮内に変性した弾性線維が増
加し均一な染色性を示す（図 2）。これを日光弾性線

表 1　光老化皮膚の臨床症状と病理組織学的所見

臨床症状 病理組織学的所見
黄色調～褐色調となる 表皮
種々の色素斑が増える 　表皮肥厚
表面が粗糙となる 　メラノサイトの数や異型性の増加
血管拡張がみられる 　表皮メラニン量の増加
光沢を失う 真皮
厚く硬い皮膚となる 　日光弾性線維症
弾力性を失いたるむ 　エラスチンの増加
シワが増え深くなる 　フィブリリン増加
脂漏性角化症が増える 　バーシカンの増加
日光角化症が増える 　コラーゲンの変性と減少
有棘細胞癌や基底細胞癌が増える 　細胞外基質の変性と減少
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維症（solar elastosis）といい、この変化は光老化に特
徴的とされている。日光弾性線維症では、エラスチ
ン（elastin）、フィブリリン（fibrillin）、バーシカン
（versican）などからなる異常な弾性線維の組織が蓄積
している。その他日光弾性線維症では、弾性線維の中
心のエラスチンの coreを構成しているトロポエラスチ
ン（tropoelastin）、弾性線維に強く結合している 2つの
complement inhibitorである decay-accelerating factorや
serum amyloid Pが増加する。

真皮の膠原線維や細胞外基質（extracellular matrix、
ECM）の変性や減少が認められる。またプロコラーゲ
ンⅠ、Ⅲの変性と減少も認められる。真皮間質成分であ
る proteoglycansや glycosaminoglycans（GAG）は増加
する。ヒアルロン酸やデルマタン硫酸は減少している。
表皮では、表皮肥厚がみられる。メラノサイトの数
や異型性の増加、表皮メラニン量の増加がみられる。

4. 光老化のメカニズム
1）日光弾性線維症
日光弾性線維症ではエラスチンとフィブリリンの

mRNAの強い増加がみられる。したがってエラスチ

ン蛋白の合成が促進している。これは、human elastin 
promoter の 下 流 に chloramphenicol acetyl transferase 
receptor geneをつないで transgenic mouseを作製した研
究によって裏付けられている3）。すなわち UVBによっ
て in vivoと in vitroで、UVAによって in vivoでそれぞ
れ elastinの promoter活性が上昇することによって確認
された。

2）好中球エラスターゼとエラフィン4, 5）

好中球エラスターゼはコラーゲン（collagen）、エ
ラスチン、ECM の分解作用があり、かつ matrix 
metalloproteinase（MMP）の活性を上昇させる。
エラフィンは好中球エラスターゼの阻害剤で
ある。好中球のみならず角化細胞でも産生され
transglutaminase（TGase）の基質ともなる。日光弾性線
維症ではエラスチン+エラフィンが陽性となる。TGase
下ではエラスチン +エラフィン反応物ができ、これは
エラスターゼ消化に抵抗性である。また線維芽細胞に
IL-1β存在下で UVA照射するとエラフィンを発現す
る。したがって日光弾性線維症に対しては好中球エラ
スターゼが正常のエラスチンに対してよりも作用しに
くいため、分解しにくいと考えられる（図 3）。

3）糖化
糖化（glycation）とは蛋白・脂質・核酸に糖（グル
コース）が非酵素的に付加する反応で、メイラード
（Maillard）反応ともいう。糖化によって生じたもの
を advanced glycosylation endproduct（AGE）という。
AGEの1つにカルボキシメチルリジン（CML）がある。
Mizutariら6）は日光弾力線維症のエラスチンに CMLが
沈着していたことを報告した。Yoshinagaら7）はエラス
チンのCML化について詳細に検討した。まずα -elastin
は riboseで CML化され UV照射で CML化が亢進し、
その結果エラスターゼによる消化に抵抗性となった。
次に α-elastinは CML化されると、より低温で自己集
合が始まり、液滴が巨大化した。最後に CML化した
α-elastinからシートを作成すると , 太く異常な線維が形
成された。シート作成後にCML化すると線維が歪曲し
た。これらに張力を付加すると、いずれも CML化した
方がより弱い力で、かつ短い状態で線維が断裂した。す
なわちエラスチンの CML化によって、消化抵抗性とな

図 1　光老化の臨床像（87歳女性の顔面）（文献 1）より引用）

図 2　 光老化の病理組織像（75歳男性の頬部、H・E染色 
X100）

図 3　 光老化における膠原線維の変化と日光弾性線維症の   
メカニズム
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り、自己集合が亢進し、形態異常を生じたことを明ら
かにした。

4）ラセミ化5）

種々の組織（眼、皮膚、脳、歯、骨、動脈壁）では加
齢に伴ってラセミ化したD-アスパラギン酸（D-β-Asp）
が増加する。高齢者の顔面皮膚（光老化）の真皮で
D-β-Aspが増加している。またヒト真皮の D-β-Aspは
エラスチンに含まれる。ヒトに UVBまたは UVAを 1
回照射すると真皮に D-β-Aspが増加する。高齢者の顔
面皮膚（光老化）の真皮に D-β-Aspと CMLがエラス
チンに一致して増加している。以上からラセミ化が日
光弾性線維症の構造変化や分解の低下につながると考
えられている（図 3）。

5）膠原線維の変化
膠原線維の変化については、UVの反復照射によって
その変性が繰り返され、修復が不完全なため膠原線維
の変性や減少がみられる。このメカニズムとして（図
3）8）、まず UV照射によって、角化細胞や線維芽細胞の
細胞質内で活性酸素が発生し、核内でMAP kinaseの
シグナル伝達が活性化する。転写因子の AP-1の活性
化、転写因子の c-Junの活性化、レチノイン酸受容体の
抑制が起こる。さらに DNAの障害、NF-κBの活性化、
TGF-βの抑制が起こる。その結果、MMPsの活性化、
膠原線維（Ⅰ型コラーゲン）と ECMの破壊、炎症性
サイトカインの産生が起こると考えられている9）。また
MMP-1産生においては活性酸素以外にも IL-6、IL-1β、
macrophage migration factor（MIF）が関与している10）。
さらに好中球エラスターゼが活性化し、コラーゲンを
分解しシワの形成に働く。

5. 光老化の治療
前述した光老化の症状を改善する治療方法として
は、抗シワ化粧品などの外用剤、レーザーを含む光治
療、ボトックスやフィラーの注射、外科的治療、ケミ
カルピーリング、など多岐にわたる11）。特に光治療によ
るものを「光による皮膚の若返り」（photorejuvenation）
という。
本稿では抗シワ化粧品とレーザーを含む光治療を中
心に解説する。
1）抗シワ化粧品
眼周囲の浅いシワには化粧品の外用で十分効果があ
る。抗シワ化粧品の有効成分としては、トレチノイン
やレチノールなどの細胞調節物質と、ナイアシナマイ
ドやビタミン Cなどの抗酸化剤に大別される11）。2016
年に医薬部外品の新規効能として「シワを改善する」が
承認された12）。それを受け 2017年以降に好中球エラス
ターゼの阻害剤（NEI-L1Ⓡ）、レチノール、ナイアシナ
マイドを配合した製品が上梓された。
A. トレチノイン（all-trans-retinoic acid）
トレチノインはビタミン A誘導体の 1つで、アメ

リカでは尋常性痤瘡の治療薬として使用されていた。
Kligmanらは 1986年に高齢者の光老化皮膚にトレチノ
インを外用し、組織学的に萎縮表皮の肥厚、異型細胞の
消失、メラニンの分散の均一化、膠原線維や血管の新生
などを認めた。その後組織学的所見のみならず、光老化

皮膚の臨床症状に対する効果も明らかにされた。その
作用機序として、 トレチノインが c-jun蛋白を破壊し、
その結果MMPの活性を抑制し、膠原線維の変性を抑制
すると考えられている。本邦ではトレチノインクリー
ムを使用した患者の 90%以上に、紅斑、局所の腫脹、
皮膚の乾燥、軽度の落屑などの皮膚症状がみられた。本
剤は本邦では認可されていないため、使用できない。
B. レチノール
レチノールは多くの抗シワ化粧品や抗光老化化粧品
に配合されている。化粧品中にはパルミチン酸レチ
ノールなどのレチノールの誘導体が使用されている。
作用機序はトレチノインとほぼ同様であり、表皮の
ターンオーバーを促進して正常化する。その結果角質
が剥離しやすくなる。したがって角質の異常による浅
いシワや角質に沈着したメラニンによるくすみなどに
有効である。
また線維芽細胞のエラスチン蛋白合成促進やエラス
チン線維の合成促進、ヒト皮膚でのトロポエラスチン
の mRNA発現の促進がみられたという13）。
我々はレチノール含有化粧品の目尻のシワに対する
有効性をハーフサイド試験で検討した14）。医師の判定で
は 33%に中等度改善以上の効果がみられた。副作用と
して 23%に灼熱感と発赤が一時的にみられたが、全例
が 8週間の試験を終了できた。
C. ナイアシナマイド
ビタミン B3とも呼ばれ、抗酸化作用に加えて、線維
芽細胞のコラーゲン増生を刺激し、グルコサミノグリ
カンの産生を正常化する。皮表脂質の改善による保湿
作用や、メラノソームの伝達阻害による色素減少作用
もある。ビタミン Cと異なり刺激性が少なく、多くの
化粧品に配合されている。
我々はナイアシナマイド含有化粧品の目尻のシワに
対する有効性を、基剤を対照とした二重盲検試験で検
討した15）。医師の判定では 60%に中等度改善以上の効
果がみられた。副作用として 1例のみに灼熱感と発赤
が一時的にみられたが、全例が 8週間の試験を終了で
きた。

2）光治療
可視光レーザー（ロングパルス 532 nmレーザー、色
素レーザー、1064 nm Nd:YAGレーザー）、広域赤外線、
フラクショナルレーザー、IPL（intense pulsed light）な
どが有効である。本稿ではフラクショナルレーザーと
IPLについて解説する。
A. フラクショナルレーザー（fractional laser）（以下 FL）
16, 17）

a. FL のメカニズム
FLはレーザー光をきわめて小さいスポットサイズに
分割して、多数の光を一度に照射する。FL照射後には
皮膚表面に点状のスポットがみられる。組織学的には
スポットの部分が柱状に、表皮・真皮が壊死している。
レーザー光のスポットサイズは通常 5-20 mm程度であ
るが、FLでは 100-1000μmに分割されている。
壊死と壊死の間は正常のままである。壊死部分のみ
で組織の再生がおこり、治癒が早い。治療後に通常の日
常生活に復帰するまでの時間をダウンタイムという。
従来のレーザー治療と比べてダウンタイムがないか少
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り、自己集合が亢進し、形態異常を生じたことを明ら
かにした。

4）ラセミ化5）

種々の組織（眼、皮膚、脳、歯、骨、動脈壁）では加
齢に伴ってラセミ化したD-アスパラギン酸（D-β-Asp）
が増加する。高齢者の顔面皮膚（光老化）の真皮で
D-β-Aspが増加している。またヒト真皮の D-β-Aspは
エラスチンに含まれる。ヒトに UVBまたは UVAを 1
回照射すると真皮に D-β-Aspが増加する。高齢者の顔
面皮膚（光老化）の真皮に D-β-Aspと CMLがエラス
チンに一致して増加している。以上からラセミ化が日
光弾性線維症の構造変化や分解の低下につながると考
えられている（図 3）。

5）膠原線維の変化
膠原線維の変化については、UVの反復照射によって
その変性が繰り返され、修復が不完全なため膠原線維
の変性や減少がみられる。このメカニズムとして（図
3）8）、まず UV照射によって、角化細胞や線維芽細胞の
細胞質内で活性酸素が発生し、核内でMAP kinaseの
シグナル伝達が活性化する。転写因子の AP-1の活性
化、転写因子の c-Junの活性化、レチノイン酸受容体の
抑制が起こる。さらに DNAの障害、NF-κBの活性化、
TGF-βの抑制が起こる。その結果、MMPsの活性化、
膠原線維（Ⅰ型コラーゲン）と ECMの破壊、炎症性
サイトカインの産生が起こると考えられている9）。また
MMP-1産生においては活性酸素以外にも IL-6、IL-1β、
macrophage migration factor（MIF）が関与している10）。
さらに好中球エラスターゼが活性化し、コラーゲンを
分解しシワの形成に働く。

5. 光老化の治療
前述した光老化の症状を改善する治療方法として
は、抗シワ化粧品などの外用剤、レーザーを含む光治
療、ボトックスやフィラーの注射、外科的治療、ケミ
カルピーリング、など多岐にわたる11）。特に光治療によ
るものを「光による皮膚の若返り」（photorejuvenation）
という。
本稿では抗シワ化粧品とレーザーを含む光治療を中
心に解説する。
1）抗シワ化粧品
眼周囲の浅いシワには化粧品の外用で十分効果があ
る。抗シワ化粧品の有効成分としては、トレチノイン
やレチノールなどの細胞調節物質と、ナイアシナマイ
ドやビタミン Cなどの抗酸化剤に大別される11）。2016
年に医薬部外品の新規効能として「シワを改善する」が
承認された12）。それを受け 2017年以降に好中球エラス
ターゼの阻害剤（NEI-L1Ⓡ）、レチノール、ナイアシナ
マイドを配合した製品が上梓された。
A. トレチノイン（all-trans-retinoic acid）
トレチノインはビタミン A誘導体の 1つで、アメ

リカでは尋常性痤瘡の治療薬として使用されていた。
Kligmanらは 1986年に高齢者の光老化皮膚にトレチノ
インを外用し、組織学的に萎縮表皮の肥厚、異型細胞の
消失、メラニンの分散の均一化、膠原線維や血管の新生
などを認めた。その後組織学的所見のみならず、光老化

皮膚の臨床症状に対する効果も明らかにされた。その
作用機序として、 トレチノインが c-jun蛋白を破壊し、
その結果MMPの活性を抑制し、膠原線維の変性を抑制
すると考えられている。本邦ではトレチノインクリー
ムを使用した患者の 90%以上に、紅斑、局所の腫脹、
皮膚の乾燥、軽度の落屑などの皮膚症状がみられた。本
剤は本邦では認可されていないため、使用できない。
B. レチノール
レチノールは多くの抗シワ化粧品や抗光老化化粧品
に配合されている。化粧品中にはパルミチン酸レチ
ノールなどのレチノールの誘導体が使用されている。
作用機序はトレチノインとほぼ同様であり、表皮の
ターンオーバーを促進して正常化する。その結果角質
が剥離しやすくなる。したがって角質の異常による浅
いシワや角質に沈着したメラニンによるくすみなどに
有効である。
また線維芽細胞のエラスチン蛋白合成促進やエラス
チン線維の合成促進、ヒト皮膚でのトロポエラスチン
の mRNA発現の促進がみられたという13）。
我々はレチノール含有化粧品の目尻のシワに対する
有効性をハーフサイド試験で検討した14）。医師の判定で
は 33%に中等度改善以上の効果がみられた。副作用と
して 23%に灼熱感と発赤が一時的にみられたが、全例
が 8週間の試験を終了できた。
C. ナイアシナマイド
ビタミン B3とも呼ばれ、抗酸化作用に加えて、線維
芽細胞のコラーゲン増生を刺激し、グルコサミノグリ
カンの産生を正常化する。皮表脂質の改善による保湿
作用や、メラノソームの伝達阻害による色素減少作用
もある。ビタミン Cと異なり刺激性が少なく、多くの
化粧品に配合されている。
我々はナイアシナマイド含有化粧品の目尻のシワに
対する有効性を、基剤を対照とした二重盲検試験で検
討した15）。医師の判定では 60%に中等度改善以上の効
果がみられた。副作用として 1例のみに灼熱感と発赤
が一時的にみられたが、全例が 8週間の試験を終了で
きた。

2）光治療
可視光レーザー（ロングパルス 532 nmレーザー、色
素レーザー、1064 nm Nd:YAGレーザー）、広域赤外線、
フラクショナルレーザー、IPL（intense pulsed light）な
どが有効である。本稿ではフラクショナルレーザーと
IPLについて解説する。
A. フラクショナルレーザー（fractional laser）（以下 FL）
16, 17）

a. FL のメカニズム
FLはレーザー光をきわめて小さいスポットサイズに
分割して、多数の光を一度に照射する。FL照射後には
皮膚表面に点状のスポットがみられる。組織学的には
スポットの部分が柱状に、表皮・真皮が壊死している。
レーザー光のスポットサイズは通常 5-20 mm程度であ
るが、FLでは 100-1000μmに分割されている。
壊死と壊死の間は正常のままである。壊死部分のみ
で組織の再生がおこり、治癒が早い。治療後に通常の日
常生活に復帰するまでの時間をダウンタイムという。
従来のレーザー治療と比べてダウンタイムがないか少
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ない。また副作用が少ない、患者の QOLが高い、など
の利点がある。
b. FL 治療の適応

FLの波長は 1440 nm以上のものが多い。FLは組織
内の水に吸収され、タンパク質特異性がない。すなわ
ち表皮・真皮の全ての組織が熱エネルギーによって変
性し、再上皮化や真皮のリモデリングが生じる。その
結果、特に光老化皮膚の日光黒子・シワ・質感が同時
に改善する。
副作用としては、紅斑の遷延化・びらん・紫斑・炎
症後色素沈着・瘢痕・単純ヘルペス感染症などがある。

B. IPL（intense pulsed light）18, 19）

a. IPL とは
IPLはフラッシュランプを光源とし、非干渉性、非

レーザー性の広域可視光である18）。単色光でエネルギー
がきわめて強いレーザーと異なり、IPLは広域可視光
で出力が比較的弱い。したがって 1）多くの疾患や病態
に対応できる、2）非侵襲的である、3）痛みが少ない、
4）水疱や痂皮形成が少なく照射直後から通常の生活が
可能である（ダウンタイムがない）、という長所がある。
一方、1）臨床効果はレーザーより劣る、2）複数回数
の照射が必要である、という短所ももっている。
b. IPL のメカニズム

IPLはメラニン、ヘモグロビン、コラーゲン（水）の
吸収波長をカバーしている。したがって IPLはこれら
の蛋白質（chromophore）に吸収され、そこで生じた光
エネルギーによって様々な熱反応を引き起こす。IPLは
光温熱効果によってメラニンやメラニンを含む細胞を
破壊し、その結果マイクロクラストを形成し、それが脱
落して皮疹の改善を示す20）。動物やヒト皮膚に IPLを照
射するとコラーゲンⅠ、Ⅲの組織学的な増加、プロコ
ラーゲンⅠ、Ⅲ の mRNAの増加がみられる。したがっ
て IPLがコラーゲンに吸収され、コラーゲンのリモデ
リングが起こると考えられている。
c. IPL の適応
メラニンを標的とした疾患では、日光黒子・雀卵斑 21）

に、ヘモグロビンでは毛細血管拡張・ポートワイン母
斑・酒さに、コラーゲンでは肥厚性瘢痕・ケロイド・開
大毛孔などに有効である。さらにクスミ・質感・浅い
シワなど光老化の種々の症状にも有効である。副作用
はレーザーよりも比較的軽度であるが、発赤や炎症後
色素沈着が時にみられる。

6. 光老化の予防 
1）光老化皮膚の作用波長

Bissettら22）は、UVB（290-300 nm）照射によって
マウスのシワが深くかつ多くなり、膠原線維の変化や
GAGの増加、日光弾性線維症が引き起こされると報告
している。Wulfら23）は 292、300、307、317、336 nm
の 5つの波長の反復照射によって、マウスに日光弾性
線維症が出現することから、UVBと UVAの両者が作
用波長であるとしている。Kligman & Sayre 24）はマウス
の日光弾性線維症の作用波長は UVAと UVBの両者で
あるが、より UVBのほうが有効であり、紅斑の作用波
長に類似するとしている。これらの報告から、真皮の
弾性線維や膠原線維の変化及び表皮変化などの作用波

長は、UVBと UVAの両者ということになる。

2）サンスクリーン剤は光老化皮膚の予防に有効か？
Kligmanら25）によれば Skhマウスに UVBを 6 MED
量、1週間に 3回、30週間照射し、その後 15週間経過
観察したところ、日光弾性線維症、中性及び酸性ムコ
多糖、メラニン沈着などの真皮変化が改善した。また
SPF 15のサンスクリーン剤を使用することによってこ
れらの組織学的変化を防ぐことができたという。その
後広域サンスクリーン剤（UVBにもUVAにも有効）が
マウスの真皮の変化を予防することができたという報
告が多数された。人の皮膚については、Phillipsら26）が
UVA+Bの 2 MED量を 4日間連続照射する際に、SPF15
のサンスクリーン剤を外用すると、サンバーン細胞・炎
症の程度・lysozymeの染色程度の増加と、Langerhans
細胞の数の減少を防ぐことができたという。

3）光老化の予防とサンスクリーン剤
これらの事から光老化の予防に対してサンスクリー
ン剤を含めた遮光が提唱されている27-29）。米国では
「SPF15以上の広域サンスクリーン剤の使用は、適切な
他の防御方法を併用すれば皮膚癌や光老化のリスクを
減らせる」という効能表現が可能である。2006年日本
香粧品学会の化粧品機能評価法検討委員会は「サンス
クリーン製品の新規効能表現に関するガイドライン」
を作成した30）。その中で SPFが 15以上で PAが +以上
のサンスクリーン剤に、「日常的に使用することで、長
期間の紫外線曝露によって生じるシワやしみ（光老化）
を抑える」という新規の効能表現を表記できると提唱
した 30）。表 2に筆者が考える光老化皮膚の予防に適す
るサンスクリーン剤の条件を示した。

表 2　光老化予防のためのサンスクリーン剤の条件 （私見）

UVBと UVA有効な広域サンスクリーン剤である
SPFが 15以上，PAが +以上
吸収剤が少ないか含有しない
感作能が低い
塗り心地が良い
白うきしない

4）「光老化」啓発プロジェクト
2016年に光老化とサンスクリーン剤の認知度の向上

を目的として、「光老化」啓発プロジェクト委員会が設
立され、「光老化」啓発プロジェクトがスタートした。
学会発表、市民公開講座、マスメディアへの紹介など、
多彩な活動をしている31）。このプロジェクトの一環とし
て、2017年に日本香粧品学会みらい検討委員会（宮地
良樹委員長）は研究者や臨床医向けに、「皮膚の光老化
とその予防に関するコンセンサスステートメント」を発
行した32）。同委員会は同時に一般の人々に向けて「紫外
線によるシミ・シワ（光老化 :ひかりろうか）を防ぐた
めに知っておくべきこと」というコンセンサスステー
トメントも発行した。本プロジェクトの継続によって
光老化が一般の人々に啓発されていくと思われる。

7. おわりに
以上に述べたように光老化においては、そのメカニ
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ズムと予防に対する研究が 1980年代頃から先行した。
治療においては光治療が 1990～2000年代頃からめざ
ましい進歩を遂げてきた。いずれの分野でもさらなる
発展を期待したい。
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Photochemical protein damaging activity of tetrakis(p-allyloxyphenyl)
porphyrin P(V) complexes

テトラキス（p-アリルオキシフェニル）ポルフィリンP（V）錯体が示す
光化学的タンパク質損傷作用
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Abstract
Porphyrins are macrocyclic pigment molecules that are abundant in nature and play many important roles, including 

photosynthesis and photomedicine. It is an aromatic compound with 18 pi-electrons, consisting of four pyrrole rings 
bonded together. Porphyrin has been used as the agent of photodynamic therapy (PDT), which is a less invasive cancer 
treatment. The important mechanism of PDT is an oxidation of biomacromolecules through singlet oxygen production. 
P(V)porphyrin has another effective damaging mechanism, which is the direct electron transfer from biomacromolecules 
to the photoexcited P(V)porphyrin. In this study, to evaluate the effect of the ligands on the photosensitizer activity, P(V)
porphyrins with different alkoxy ligands (EGP and PGP) were synthesized. The optical and electrochemical properties of 
EGP were almost the same as those of PGP. However, the protein photodamaging activity of PGP was larger than that of 
EGP. The difference in photodamaging activity may be attributed to differences in association with protein, because the 
binding constant between protein and PGP was larger than that of EGP. This result could be explained by the assumption 
that the relatively long carbon chain of the axical ligand of PGP increases the hydrophobicity and enhances the interaction 
between PGP and protein.

Keywords: P(V)porphyrin; Axical ligand; Photodynamic therapy; Electron transfer; Protein photodamage

１．緒言
光増感剤とは、光を吸収して他の物質に対してエネ
ルギー移動や電子移動を引き起こし、その物質への直
接的な光照射なしに化学反応を誘発する物質である（1）。
ポルフィリンは、光増感剤としてがん治療、人工光合
成など多岐にわたる分野で応用されている（2）。光線力学
的療法（Photodynamic Therapy、PDT）は、一般に光増
感剤を静脈注射によって投与し、光の照射により細胞
障害性をもつ一重項酸素（1O2）を生成させてがん細胞
をアポトーシスやネクローシスへと誘導する治療法で
ある。PDTにおける照射光は可視光を用いており、内
視鏡による光照射を用いるため切開の必要が無く、低
侵襲性かつ腫瘍組織に選択的な治療法である（3, 4）。光増
感剤の腫瘍組織損傷機構は、主に酸化力の高い活性酸

素の一種である 1O2を生成させることによる 1O2生成損
傷機構が知られている（3）。しかし、腫瘍組織は、急速な
細胞増殖に血管新生が追いつかず血管形成が不完全な
場合等、正常組織と比べて低酸素状態となる（5–7）。ポル
フィリン環の中心にリン原子を導入した P(V)ポルフィ
リンは、比較的長波長の可視光を利用した光誘起電子
移動により酸素を介さない生体分子の酸化損傷が可能
であることが報告されている（8, 9）。
本研究では、P(V)ポルフィリン光増感剤の軸配位子

が PDTに関わる光化学的物性におよぼす効果を検討
した。Figure 1に示すように、P(V)ポルフィリンの軸
配位子として 2個の炭素をもつ bis(2-hydroxyethoxo)
P ( V ) t e t rakis(4-allyloxyphenyl)porphyrin （EGP）と3個
の炭素をもつbis(3-hydroxypropoxo) P(V)tetrakis(4-
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allyloxyphenyl)porphyrin （PGP）を合成した。これらポ
ルフィリンの光化学的および電気化学的物性および光
増感反応によるタンパク質損傷作用を評価した。

Figure 1 Structures of EGP (left) and PGP (right).

２．実験方法
2.1. 試薬
エタノールおよびアセトニトリル、ヘキサフルオロ
リン酸テトラブチルアンモニウムは、富士フィルム和
光純薬株式会社から、0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.6）
は、ナカライテスク株式会社からそれぞれ購入した。ヒ
ト血清アルブミン（HSA）は Sigma-Aldrich株式会社か
ら購入した。

2.2. 測定
NMR は AvanceIII HD400（Bruker）、質量分析は

microTOF（Bruker）、吸収スペクトルは UV-1900i紫外
可視分光光度計（株式会社島津製作所）、蛍光スペクト
ルは F-4500 蛍光分光光度計（株式会社日立製作所）を
用いてそれぞれ測定した。光増感剤の酸化還元電位は、
Potentiostat/Galvanostat（HA-301、北斗電工株式会社）、
Function generator（DF1906、NF株式会社）、Midi Loger 
（GL900-4、GRAPHTEC株式会社）を用いて測定した。
溶媒には、アセトニトリル、電解質にはヘキサフルオ
ロリン酸テトラブチルアンモニウムを用いた。参照電
極として飽和カロメル電極（SCE）、作用極および対極
には白金電極を用いた。

2.3. 合成
定 法（10） に 基 づ き Bis(chloro)P(V)tetrakis(4-

allyloxyphenyl)porphyrin (Cl P(V)TAllyPP)を合成した。
Cl P(V)TAllyPP 100 mgを脱水ピリジンと脱水エチレン
グリコール（いずれも富士フィルム和光純薬株式会社
製）の混合溶媒に溶かし、15時間加熱還流した。生成
物はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（メタノー
ル : クロロホルム = 1 : 4）で精製した。最終的に EGP
を収率 84%で得た。また Cl P(V)TAllyPP 133 mgと脱
水ピリジンと脱水 1,3-プロパンジオール（富士フィル
ム和光純薬株式会社）の混合溶媒に溶かし、20時間加
熱還流した。なお生成物はシリカゲルカラムクロマト
グラフィー（メタノール : クロロホルム = 1 : 5）で精
製した。最終的に PGPを収率 99%で得た。NMRおよ
び質量分析の結果を以下に示す。
EGP: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 8.99 (d, JP-H = 3.3 
Hz, 8H, βH), 7.91 (d, JH-H = 8.0 Hz, 8H, o-phenyl-H), 
7.27 (d, JH-H = 8.0 Hz, 8H, m-phenyl-H), 6.23 ~ 6.12 
(m, 4H, CH2=CHCH2O-), 5.55 (d, JH-H = 17.4 Hz 4H, 
CH2=CHCH2O-), 5.40 (d, JH-H = 10.8 Hz 4H, CH2 = 
CHCH2O-), 4.75 (d, JH-H = 5.6 Hz, 8H, CH2 = CHCH2O-), 
0.74 (t, JH-H = 5.6 Hz, 4H, P-OCH2CH2OH), −2.19 ~ −2.25 

(m, 4H, P-OCH2CH2OH), 31P NMR (CDCl3, 161 MHz): δ 
−180.8; ESI-HR TOF-MS calcd. for C60H54N4O8P+ [M+]: 
989.3674, found: 989.3875.
PGP: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 9.01 (d, JP-H = 3.2 
Hz, 8H, βH), 7.88 (d, JH-H = 8.7 Hz, 8H, o-phenyl-H), 
7.28 (d, JH-H = 8.7 Hz, 8H, m-phenyl-H), 6.21 ~ 6.12 
(m, 4H, CH2 = CHCH2O-), 5.55 (d, JH-H = 16.8 Hz 4H, 
CH2 = CHCH2O-), 5.39 (d, JH-H = 10.4 Hz 4H, CH2 = 
CHCH2O-), 4.75 (d, JH-H = 5.2 Hz, 8H, CH2 = CHCH2O-), 
1.45 (t, JH-H = 4.0 Hz, 4H, P-OCH2CH2CH2OH), −1.25 ~ 
1.31 (m, 4 H, P-OCH2CH2CH2OH), −2.27 ~ −2.33 (m, 
4H, P-OCH2CH2CH2OH), 31P NMR (CDCl3, 161 MHz): 
δ-180.6; ESI-HR TOF-MS calcd. for C62H58N4O8P+ [M+]: 
1017.3987, found: 1017.4080.

３．結果および考察
3.1. P(V) ポルフィリンの光化学的物性
各化合物の吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを
エタノールまたはリン酸緩衝液（pH 7.6, 10 mM, 1% 
エタノール）中で測定した。ポルフィリンには、波長
400–450 nm 付近に第二励起一重項（S2）状態への電子
遷移に帰属される Soret帯と波長 500–700 nm付近に第
一励起一重項（S1）状態への電子遷移に帰属されるQ帯
と呼ばれる特徴的な吸収波長域が知られている（11）。吸
収スペクトル測定の結果、Soret帯（EGP: 445 nm, PGP: 
447 nm、エタノール中）および Q帯（EGP: 568, 614 
nm, PGP: 568, 614 nm、エタノール中）における各ピー
ク波長の違いは、どちらの化合物においても、ほとんど
見られなかった。モル吸光係数は、エタノール溶液中
では、両化合物に大きな差が見られなかったが、リン
酸緩衝液中（pH 7.6, 10 mM, 1% エタノール）では PGP
が EGPの 2倍に近い値を示した。さらに、リン酸緩衝
液中において、EGPの Soret帯に顕著なブロード化が観
察された。これらの結果は、EGPの会合体形成を示唆
している。軸配位子の炭素数が少ない EGPの方が、分
子間でスタックしやすいためと考えられる。
蛍光スペクトル測定ではエタノールおよびリン酸緩
衝液（pH 7.6, 1% エタノール）中において、最大蛍光波
長における違いはあまり観測されなかった。エタノー
ル溶液における蛍光量子収率は、EGPでは 0.059、PGP
では 0.064であり、PGPの方が EGPよりもわずかに大
きかった。一方、エタノール溶液での蛍光寿命は、PGP
（1.82 ns）の方が EGP（2.13 ns）よりもわずかに短かっ
た。

3.2 P(V) ポルフィリンの酸化還元電位
アセトニトリル中における EGPおよび PGPの還元

電位（Ered）は、それぞれ −0.61 V、−0.59 V （vs. SCE）
であった。化合物の酸化電位（Eox）は、以下の式 [1]お
よび [2]により計算した。トリプトファン（Trp）の酸
化電位 E’ox = 0.65 V（アセトニトリル中）（8）を用い、タ
ンパク質のトリプトファンからポルフィリンへの光誘
起電子移動におけるギブスエネルギー変化（ΔG）を次
の式 [3]で算出した。生体内の環境とアセトニトリル中
では、ポルフィリンおよびタンパク質の状態は異なる
が、タンパク質との結合でポルフィリンの凝集が解か
れ、アセトニトリルのような有機溶媒中に近い状態に
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allyloxyphenyl)porphyrin （PGP）を合成した。これらポ
ルフィリンの光化学的および電気化学的物性および光
増感反応によるタンパク質損傷作用を評価した。

Figure 1 Structures of EGP (left) and PGP (right).

２．実験方法
2.1. 試薬
エタノールおよびアセトニトリル、ヘキサフルオロ
リン酸テトラブチルアンモニウムは、富士フィルム和
光純薬株式会社から、0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.6）
は、ナカライテスク株式会社からそれぞれ購入した。ヒ
ト血清アルブミン（HSA）は Sigma-Aldrich株式会社か
ら購入した。

2.2. 測定
NMR は AvanceIII HD400（Bruker）、質量分析は

microTOF（Bruker）、吸収スペクトルは UV-1900i紫外
可視分光光度計（株式会社島津製作所）、蛍光スペクト
ルは F-4500 蛍光分光光度計（株式会社日立製作所）を
用いてそれぞれ測定した。光増感剤の酸化還元電位は、
Potentiostat/Galvanostat（HA-301、北斗電工株式会社）、
Function generator（DF1906、NF株式会社）、Midi Loger 
（GL900-4、GRAPHTEC株式会社）を用いて測定した。
溶媒には、アセトニトリル、電解質にはヘキサフルオ
ロリン酸テトラブチルアンモニウムを用いた。参照電
極として飽和カロメル電極（SCE）、作用極および対極
には白金電極を用いた。

2.3. 合成
定 法（10） に 基 づ き Bis(chloro)P(V)tetrakis(4-

allyloxyphenyl)porphyrin (Cl P(V)TAllyPP)を合成した。
Cl P(V)TAllyPP 100 mgを脱水ピリジンと脱水エチレン
グリコール（いずれも富士フィルム和光純薬株式会社
製）の混合溶媒に溶かし、15時間加熱還流した。生成
物はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（メタノー
ル : クロロホルム = 1 : 4）で精製した。最終的に EGP
を収率 84%で得た。また Cl P(V)TAllyPP 133 mgと脱
水ピリジンと脱水 1,3-プロパンジオール（富士フィル
ム和光純薬株式会社）の混合溶媒に溶かし、20時間加
熱還流した。なお生成物はシリカゲルカラムクロマト
グラフィー（メタノール : クロロホルム = 1 : 5）で精
製した。最終的に PGPを収率 99%で得た。NMRおよ
び質量分析の結果を以下に示す。
EGP: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 8.99 (d, JP-H = 3.3 
Hz, 8H, βH), 7.91 (d, JH-H = 8.0 Hz, 8H, o-phenyl-H), 
7.27 (d, JH-H = 8.0 Hz, 8H, m-phenyl-H), 6.23 ~ 6.12 
(m, 4H, CH2=CHCH2O-), 5.55 (d, JH-H = 17.4 Hz 4H, 
CH2=CHCH2O-), 5.40 (d, JH-H = 10.8 Hz 4H, CH2 = 
CHCH2O-), 4.75 (d, JH-H = 5.6 Hz, 8H, CH2 = CHCH2O-), 
0.74 (t, JH-H = 5.6 Hz, 4H, P-OCH2CH2OH), −2.19 ~ −2.25 

(m, 4H, P-OCH2CH2OH), 31P NMR (CDCl3, 161 MHz): δ 
−180.8; ESI-HR TOF-MS calcd. for C60H54N4O8P+ [M+]: 
989.3674, found: 989.3875.
PGP: 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 9.01 (d, JP-H = 3.2 
Hz, 8H, βH), 7.88 (d, JH-H = 8.7 Hz, 8H, o-phenyl-H), 
7.28 (d, JH-H = 8.7 Hz, 8H, m-phenyl-H), 6.21 ~ 6.12 
(m, 4H, CH2 = CHCH2O-), 5.55 (d, JH-H = 16.8 Hz 4H, 
CH2 = CHCH2O-), 5.39 (d, JH-H = 10.4 Hz 4H, CH2 = 
CHCH2O-), 4.75 (d, JH-H = 5.2 Hz, 8H, CH2 = CHCH2O-), 
1.45 (t, JH-H = 4.0 Hz, 4H, P-OCH2CH2CH2OH), −1.25 ~ 
1.31 (m, 4 H, P-OCH2CH2CH2OH), −2.27 ~ −2.33 (m, 
4H, P-OCH2CH2CH2OH), 31P NMR (CDCl3, 161 MHz): 
δ-180.6; ESI-HR TOF-MS calcd. for C62H58N4O8P+ [M+]: 
1017.3987, found: 1017.4080.

３．結果および考察
3.1. P(V) ポルフィリンの光化学的物性
各化合物の吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを
エタノールまたはリン酸緩衝液（pH 7.6, 10 mM, 1% 
エタノール）中で測定した。ポルフィリンには、波長
400–450 nm 付近に第二励起一重項（S2）状態への電子
遷移に帰属される Soret帯と波長 500–700 nm付近に第
一励起一重項（S1）状態への電子遷移に帰属されるQ帯
と呼ばれる特徴的な吸収波長域が知られている（11）。吸
収スペクトル測定の結果、Soret帯（EGP: 445 nm, PGP: 
447 nm、エタノール中）および Q帯（EGP: 568, 614 
nm, PGP: 568, 614 nm、エタノール中）における各ピー
ク波長の違いは、どちらの化合物においても、ほとんど
見られなかった。モル吸光係数は、エタノール溶液中
では、両化合物に大きな差が見られなかったが、リン
酸緩衝液中（pH 7.6, 10 mM, 1% エタノール）では PGP
が EGPの 2倍に近い値を示した。さらに、リン酸緩衝
液中において、EGPの Soret帯に顕著なブロード化が観
察された。これらの結果は、EGPの会合体形成を示唆
している。軸配位子の炭素数が少ない EGPの方が、分
子間でスタックしやすいためと考えられる。
蛍光スペクトル測定ではエタノールおよびリン酸緩
衝液（pH 7.6, 1% エタノール）中において、最大蛍光波
長における違いはあまり観測されなかった。エタノー
ル溶液における蛍光量子収率は、EGPでは 0.059、PGP
では 0.064であり、PGPの方が EGPよりもわずかに大
きかった。一方、エタノール溶液での蛍光寿命は、PGP
（1.82 ns）の方が EGP（2.13 ns）よりもわずかに短かっ
た。

3.2 P(V) ポルフィリンの酸化還元電位
アセトニトリル中における EGPおよび PGPの還元

電位（Ered）は、それぞれ −0.61 V、−0.59 V （vs. SCE）
であった。化合物の酸化電位（Eox）は、以下の式 [1]お
よび [2]により計算した。トリプトファン（Trp）の酸
化電位 E’ox = 0.65 V（アセトニトリル中）（8）を用い、タ
ンパク質のトリプトファンからポルフィリンへの光誘
起電子移動におけるギブスエネルギー変化（ΔG）を次
の式 [3]で算出した。生体内の環境とアセトニトリル中
では、ポルフィリンおよびタンパク質の状態は異なる
が、タンパク質との結合でポルフィリンの凝集が解か
れ、アセトニトリルのような有機溶媒中に近い状態に
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なることが考えられる。

 𝐸𝐸𝐸𝐸0−0 =  ℎ𝑐𝑐𝑐𝑐
𝜆𝜆𝜆𝜆 [1] [1]

ここで、h [J∙s] は プランク定数、c [m/s] は光速、λ 
[nm] はポルフィリンのQ帯における長波長側の極大波
長と極大蛍光波長の平均値である。

 𝐸𝐸𝐸𝐸ox =  𝐸𝐸𝐸𝐸red + 𝐸𝐸𝐸𝐸0−0 [2] [2]

 ∆𝐺𝐺𝐺𝐺 = (𝐸𝐸𝐸𝐸′ox − 𝐸𝐸𝐸𝐸red) − 𝐸𝐸𝐸𝐸0−0 [3] [3]

それぞれの測定と計算の結果をエネルギー準位図と
して Figure 2に示す。

 

Figure 2 Energy level diagram of EGP, PGP and tryptophan vs. 
SCE.

両化合物の酸化還元電位には大きな違いは観測され
なかったが、いずれの化合物も酸素を介さない酸化損
傷機構であるタンパクからの光誘起電子移動が可能で
あることが ΔGの計算結果から、熱力学的に示された
（EGP: –0.73 eV、PGP: –0.76 eV）。両化合物は、低酸
素環境下でも PDT活性を維持できる可能性が示唆され
た。

3.3 P(V) ポルフィリンとタンパク質との相互作用
タンパク質との相互作用を評価するために、水溶性
タンパク質である HSA（12）をモデルに用いた。本研究
では、がん細胞内でターゲットになるタンパク質がポ
ルフィリンの光増感反応で損傷を受ける程度をHSAの
トリプトファン残基の光酸化を指標に解析した。ポル
フィリンがHSAと結合することによって吸収スペクト
ルが変化することが先行研究（13）から分かっており、そ
の吸収スペクトルの変化から結合定数の算出が可能で
ある。ポルフィリンとHSAが 1 : 1の結合を形成したと
仮定したときのポルフィリンと HSAの結合定数（Kb、
M–1）を式 [4]で算出した。サンプル溶液は、濃度 0, 0.2, 
0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20 µMの HSAと 5 µM P(V)ポル
フィリンを 10 mMリン酸緩衝液（pH 7.6、1% エタノー
ル）に溶解させて調製した。結合定数は、下記の式 [4]
で表される。HSAとの相互作用による P(V)ポルフィリ
ンの吸収スペクトル変化を Figure 3に示す。

 𝐾𝐾𝐾𝐾b =  
[Por − HSA]
[Por][HSA] [4] [4]

ここで、[Por-HSA]は、ポルフィリン – HSA複合体の
濃度、[Por]は、未結合状態のポルフィリン濃度、[HSA]
は、ポルフィリンを結合していないHSAの濃度である。

  
Figure 3 Absorption spectra of EGP (top) and PGP (bottom) with 
or without 10 µM HSA in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 
7.6, 1% ethanol).

両化合物ともに吸収スペクトルは、HSA添加により、
わずかな長波長シフトと濃色効果が観測された。これ
は、HSAとの相互作用により P(V)ポルフィリンの会
合が解かれたことで説明できる。結合定数は、EGPで
1.9 × 106 M–1、PGPで 2.7 × 106 M–1と解析された。こ
の違いは、軸配位子の炭素数増加に伴う疎水性の上昇
によって、HSAの疎水ポケット（14）に PGPが結合しや
すいことが考えられる。また、円偏光二色性スペクト
ル測定では、HSA存在下において P(V)ポルフィリンの
Soret帯の波長域にわずかな負のコットン効果を観測し
た。このことは、P(V)ポルフィリンが HSAの表面付
近に結合したとき、キラリティーを有する場合があり、
部分的に規則性をもって結合していることを示唆して
いる。

EGPおよび PGPの蛍光強度（励起波長 : 550 nm）は、
HSAとの相互作用により、いずれも約 2倍に上昇した。
この結果は、HSAとの相互作用により、P(V)ポルフィ
リンの会合が解かれ、濃度消光が解消されたことで説
明できる。HSA（10 µM）と相互作用した P(V)ポル
フィリンの蛍光寿命は 3成分で解析され、HSA非存在
下に比べて長寿命成分が増加した。多成分化は P(V)ポ
ルフィリンの会合状態、HSAへの結合の様式による多
成分化を示しており、長寿命化は HSAとの結合によっ
て脱会合した P(V)ポルフィリンの割合の増加が原因だ
と考えられる。また、短寿命成分は、HSAからの電子
移動による消光の寄与を示唆している。
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P(V)ポルフィリンとタンパク質との結合様式を推定
するために蛍光共鳴エネルギー移動法によってHSAの
トリプトファンからの距離を算出した。蛍光分子（エ
ネルギードナー）がその蛍光と同じ波長域に吸収帯を
有する分子（エネルギーアクセプター）に近接すると
分子間で Förster機構（15, 16）によるエネルギー移動が起
こり、その励起状態の寿命が短縮する。エネルギード
ナーの蛍光寿命をエネルギーアクセプター存在下と非
存在下で測定し、その比から中心間距離を次の式 [5]に
よって算出できる。蛍光寿命は HSA濃度 10 µM、ポル 
フィリン濃度 5 µM、）リン酸緩衝液（pH 7.6）で測定
した。

 
𝜏𝜏𝜏𝜏0
𝜏𝜏𝜏𝜏 = (𝑅𝑅𝑅𝑅0𝑅𝑅𝑅𝑅 )

6
+ 1 [5] 

  

 [5]

ここで、τ0 は、ポルフィリン非存在下におけるトリ
プトファンの蛍光寿命、 τは、ポルフィリン存在下にお
けるトリプトファンの蛍光寿命、R0は、エネルギー移
動の臨界距離、R [Å] は、トリプトファン -ポルフィリ
ンの中心間距離である。R0は、Förster機構の理論式（15）

に基づき、トリプトファンの蛍光スペクトルと蛍光量
子収率、P(V)ポルフィリンの吸収スペクトルから計算
した。各 P(V)ポルフィリンにおける R0は、EGPでは
27.7 Å、PGPでは 28.8 Åであった。P(V)ポルフィリン
の存在下と非存在下におけるトリプトファンの蛍光寿
命を測定したところ、トリプトファンの蛍光寿命は、そ
れぞれ 3成分で解析された（EGP: τ1 = 0.11 ns, 5%, τ2 = 
1.01 ns, 40%, τ3 = 3.23 ns, 55%, PGP: τ1 = 0.12 ns, 7%, τ2 
= 0.99 ns, 43%, τ3 = 3.13 ns, 50%）。そこで、それぞれの
蛍光寿命を用いて、式 [5]から P(V)ポルフィリンとト
リプトファンの中心間距離を算出したところ、EGPで
は 27.2–57.6 Å、PGPでは 28.1–69.8 Åと見積もられた。
HSAの直径が 80–110 Å（17）であるため、両化合物とも
に大部分は、HSAの表面付近に結合していることが示
唆された。

3.4. タンパク質の光損傷作用
HSA中のトリプトファンをターゲットにして、P(V)
ポルフィリンへの光照射による光損傷を評価した。
HSAの光酸化損傷の程度は、トリプトファンの自家蛍
光強度の減少から評価した。また、1O2消去剤のアジ化
ナトリウムの添加効果の解析から、光誘起電子移動に
よる損傷量を式 [6]のように算出した (13)。

 [Damaged HSA] =  𝐹𝐹𝐹𝐹0 − 𝐹𝐹𝐹𝐹
𝐹𝐹𝐹𝐹0

[HSA]0 [6] [6]

ここで、[Damaged HSA]は、HSA損傷量（酸化され
たトリプトファン数）、F0は、初期蛍光強度、Fは、光
照射後の蛍光強度である。式 [6]によって求めた損傷量
から算出した初期の光酸化損傷速度とポルフィリンの
吸収光子数、照射面積から式 [7]を用いて全タンパク質
損傷量子収率（Φd）を算出した。

 Φd =  𝜈𝜈𝜈𝜈
𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁 [7] [7]

ここで、νは、初期の酸化損傷速度 [nM min–1]、Nは、
ポルフィリンに吸収された光子数 [nM cm–2 min–1)]、A
は、サンプルの光照射断面積 [cm2]である。式 [7]によ
り算出した Φd、1O2生成による損傷量子収率（ΦdΔ）、光
誘起電子移動による損傷量子収率（Φd(ET)）の関係は
次の式 [8]で表される。

 Φ' =	Φ'(∆) +	Φ'(ET) [8] 
 

 [8]

なお、Φd(ET) は、アジ化ナトリウムの添加により 1O2

を消去したときに観測された損傷量子収率である(13)。
Table 1に各機構におけるタンパク質損傷量子収率を示
す。

Table 1 Protein photodamaging quantum yields by EGP and PGP

Compound Φd Φd(ET) ΦdΔ
EGP 8.4×10−4 2.1×10−4 6.3×10−4

PGP 1.1×10−3 3.1×10−4 7.9×10−4

PGPは EGPと比べ、全タンパク質損傷量子収率お
よび 1O2生成による損傷量子収率、光誘起電子移動に
よる損傷量子収率の全てにおいて大きな値が観測され
た。主な要因として、PGPの HSAとの大きな結合定数
が考えられる。1O2生成量子収率は、HSA存在下で僅
かに PGPの方が大きな値（EGP : 0.08, PGP : 0.10）を
示した。酸化還元電位においても、EGPと PGPで大き
な差はなかった。従って、タンパク質損傷能の違いは
軸配位子の炭素数の増加に伴ったタンパク質との結合
促進によることが示唆された。
タンパク質との相互作用において、両化合物ともに
タンパク質との結合を確認した。HSAとの結合につい
て、両化合物ともに HSAの表面付近に結合し、わずか
な規則性をもった結合が示唆された。HSAとの結合定
数では、炭素数の大きい PGPで EGPの約 1.4倍の結果
を観測した。これは炭素数増加に伴う疎水性の増大に
よって、HSAの疎水ポケットへの結合が促進されたこ
とに起因すると考えられる。タンパク質光損傷作用に
ついては、PGPが全ての機構でタンパク質損傷量子収
率において大きな数値を示した。これは各機構の損傷
の割合には大きな違いが無く、主に結合定数の大きさ
に起因していると推測した。軸配位子の炭素鎖のわず
かな違いでタンパク質との相互作用と光損傷作用に大
きな差が生じるころが確認された。

総括
本研究では、光線力学的療法において酸素を介さな
い生体組織損傷機構で高い効率を有すると期待される
P(V)ポルフィリンを用い、軸配位子の炭素鎖の違いに
よるタンパク質損傷活性を評価した。Cl P(V)TAllyPP
を原料に P(V)ポルフィリンの軸配位子として 2個の炭
素をもつ EGPと 3個の炭素をもつ PGPを合成した。両
化合物における光化学的および電気化学的物性には、
大きな違いは観測されなかった。酸化還元電位の値か
ら、両化合物ともに生体分子への酸化損傷が可能であ
ることを確認した。タンパク質損傷活性において、PGP
が高い結合能によって EGPに比べて高い光損傷能を示
した。本研究において、P(V)ポルフィリン軸配位子の
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P(V)ポルフィリンとタンパク質との結合様式を推定
するために蛍光共鳴エネルギー移動法によってHSAの
トリプトファンからの距離を算出した。蛍光分子（エ
ネルギードナー）がその蛍光と同じ波長域に吸収帯を
有する分子（エネルギーアクセプター）に近接すると
分子間で Förster機構（15, 16）によるエネルギー移動が起
こり、その励起状態の寿命が短縮する。エネルギード
ナーの蛍光寿命をエネルギーアクセプター存在下と非
存在下で測定し、その比から中心間距離を次の式 [5]に
よって算出できる。蛍光寿命は HSA濃度 10 µM、ポル 
フィリン濃度 5 µM、）リン酸緩衝液（pH 7.6）で測定
した。

 
𝜏𝜏𝜏𝜏0
𝜏𝜏𝜏𝜏 = (𝑅𝑅𝑅𝑅0𝑅𝑅𝑅𝑅 )

6
+ 1 [5] 
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に大部分は、HSAの表面付近に結合していることが示
唆された。

3.4. タンパク質の光損傷作用
HSA中のトリプトファンをターゲットにして、P(V)
ポルフィリンへの光照射による光損傷を評価した。
HSAの光酸化損傷の程度は、トリプトファンの自家蛍
光強度の減少から評価した。また、1O2消去剤のアジ化
ナトリウムの添加効果の解析から、光誘起電子移動に
よる損傷量を式 [6]のように算出した (13)。

 [Damaged HSA] =  𝐹𝐹𝐹𝐹0 − 𝐹𝐹𝐹𝐹
𝐹𝐹𝐹𝐹0

[HSA]0 [6] [6]

ここで、[Damaged HSA]は、HSA損傷量（酸化され
たトリプトファン数）、F0は、初期蛍光強度、Fは、光
照射後の蛍光強度である。式 [6]によって求めた損傷量
から算出した初期の光酸化損傷速度とポルフィリンの
吸収光子数、照射面積から式 [7]を用いて全タンパク質
損傷量子収率（Φd）を算出した。

 Φd =  𝜈𝜈𝜈𝜈
𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁 [7] [7]

ここで、νは、初期の酸化損傷速度 [nM min–1]、Nは、
ポルフィリンに吸収された光子数 [nM cm–2 min–1)]、A
は、サンプルの光照射断面積 [cm2]である。式 [7]によ
り算出した Φd、1O2生成による損傷量子収率（ΦdΔ）、光
誘起電子移動による損傷量子収率（Φd(ET)）の関係は
次の式 [8]で表される。

 Φ' =	Φ'(∆) +	Φ'(ET) [8] 
 

 [8]

なお、Φd(ET) は、アジ化ナトリウムの添加により 1O2

を消去したときに観測された損傷量子収率である(13)。
Table 1に各機構におけるタンパク質損傷量子収率を示
す。

Table 1 Protein photodamaging quantum yields by EGP and PGP

Compound Φd Φd(ET) ΦdΔ
EGP 8.4×10−4 2.1×10−4 6.3×10−4

PGP 1.1×10−3 3.1×10−4 7.9×10−4

PGPは EGPと比べ、全タンパク質損傷量子収率お
よび 1O2生成による損傷量子収率、光誘起電子移動に
よる損傷量子収率の全てにおいて大きな値が観測され
た。主な要因として、PGPの HSAとの大きな結合定数
が考えられる。1O2生成量子収率は、HSA存在下で僅
かに PGPの方が大きな値（EGP : 0.08, PGP : 0.10）を
示した。酸化還元電位においても、EGPと PGPで大き
な差はなかった。従って、タンパク質損傷能の違いは
軸配位子の炭素数の増加に伴ったタンパク質との結合
促進によることが示唆された。
タンパク質との相互作用において、両化合物ともに
タンパク質との結合を確認した。HSAとの結合につい
て、両化合物ともに HSAの表面付近に結合し、わずか
な規則性をもった結合が示唆された。HSAとの結合定
数では、炭素数の大きい PGPで EGPの約 1.4倍の結果
を観測した。これは炭素数増加に伴う疎水性の増大に
よって、HSAの疎水ポケットへの結合が促進されたこ
とに起因すると考えられる。タンパク質光損傷作用に
ついては、PGPが全ての機構でタンパク質損傷量子収
率において大きな数値を示した。これは各機構の損傷
の割合には大きな違いが無く、主に結合定数の大きさ
に起因していると推測した。軸配位子の炭素鎖のわず
かな違いでタンパク質との相互作用と光損傷作用に大
きな差が生じるころが確認された。

総括
本研究では、光線力学的療法において酸素を介さな
い生体組織損傷機構で高い効率を有すると期待される
P(V)ポルフィリンを用い、軸配位子の炭素鎖の違いに
よるタンパク質損傷活性を評価した。Cl P(V)TAllyPP
を原料に P(V)ポルフィリンの軸配位子として 2個の炭
素をもつ EGPと 3個の炭素をもつ PGPを合成した。両
化合物における光化学的および電気化学的物性には、
大きな違いは観測されなかった。酸化還元電位の値か
ら、両化合物ともに生体分子への酸化損傷が可能であ
ることを確認した。タンパク質損傷活性において、PGP
が高い結合能によって EGPに比べて高い光損傷能を示
した。本研究において、P(V)ポルフィリン軸配位子の

Photomedicine and Photobiology, Vol.45, 2024

– 33 –

一炭素分の長さの違いが、タンパク質光損傷能に影響
をおよぼすことが観測された。今後、P(V)ポルフィリ
ンの軸配位子に着目した光増感剤の分子設計が期待で
きる。
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ヤンセンが目指すのは、
病が過去のものになる未来を作ることです。
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