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(57)【要約】
本発明は、式I及びIIで表されるものを含む金属酸化物
のスルホン酸エステル類を対象とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式I
【化１】

　　　　　　　　I
に記載の物質であって、
　式中Aはコロリル又は金属化コロリルであり；
　MはTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、
Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれる表面であり；及び
　nは0又は1である、
物質。
【請求項２】
　表面はナノ粒子表面である、請求項１に記載の物質。
【請求項３】
　コロールは

【化２】

であって；
　式中、
　Arはフェニル又はナフチルであり、フェニル又はナフチルはハロゲン及び-NR3R4からな
る群より無関係に選択される1以上の置換基で随意に置換され、R3及びR4はそれぞれ無関
係にH、C1-10アルキル、C1-10アルケニル、若しくは-アルカリール（-alkaryl）であり；
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又はR3及びR4は、それらが結合している窒素原子と共に、C1-6アルキルで随意に置換され
るヘテロシクロアルキル環を形成し；及び
　各R2は無関係にH、C1-6アルキル、ハロゲン、又はM-O-SO2-である、
請求項１又は請求項２に記載の物質。
【請求項４】
　コロールは
【化３】

である、請求項１～３のいずれか一項に記載の物質。
【請求項５】
　各Arはペンタフルオロフェニルである、請求項４に記載の物質。
【請求項６】
　金属化コロールは

【化４】

であり；
　式中、
　DはAl、Ga、Fe、Mn、Sb、Co、Cr、Rh、Ru、Ro、Ir、V、Re、Cu、Sn、Ge、Ti、又はMoで
あり、それぞれ随意に1以上の配位子が配位する、請求項１又は請求項２に記載の物質。
【請求項７】
　DはAl又はGaである、請求項６に記載の物質。
【請求項８】
　金属化コロールは



(4) JP 2016-509016 A 2016.3.24

10

20

【化５】

である、請求項６又は７に記載の物質。
【請求項９】
　各Arはペンタフルオロフェニルである、請求項８に記載の物質。
【請求項１０】
　DはAl(配位子)2又はGa(配位子)である、請求項６～８のいずれか一項に記載の物質。
【請求項１１】
　配位子はピリジンである、請求項１０に記載の物質。
【請求項１２】
　nは0である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の物質。
【請求項１３】
　nは1である、請求項１～１２のいずれか一項に記載の物質。
【請求項１４】
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【化６】

である、請求項１～１３のいずれか一項に記載の物質。
【請求項１５】
　各Arはペンタフルオロフェニルである、請求項１４に記載の物質。
【請求項１６】
　MはTiO2である、請求項１４又は請求項１５に記載の物質。
【請求項１７】
　式II
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【化７】

　　　　　　　　　　II
に記載の物質であって、
　式中Bは-NCO、C1-10アルキル、又は
【化８】

であり；R1は-COOH、-COO-C1-6アルキル、C1-6アルキル、又はハロゲン若しくはC1-6アル
キルで随意に置換されるアリールであり；
　MはTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、
Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、BaTiO3、又はZnOが含まれる表面であり；及び
　nは0又は1である、
物質。
【請求項１８】
　表面はナノ粒子表面である、請求項１７に記載の物質。
【請求項１９】
　Bは-NCOである、請求項１７又は請求項１８に記載の物質。
【請求項２０】
　Bは
【化９】

である、請求項１７又は請求項１８に記載の物質。
【請求項２１】
　Bは
【化１０】

である、請求項２０に記載の物質。
【請求項２２】
　nは0である、請求項１７～２１のいずれか一項に記載の物質。
【請求項２３】
　nは1である、請求項１７～２１のいずれか一項に記載の物質。
【請求項２４】
　請求項１に記載の物質の製造方法であって、
　TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2
O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれ、及び少なくとも1つの-OH基を有す
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る表面を、
　式III：
　(Cl-SO2)m-A  (III)
で表され、
　　式中Aはコロリル又は金属化コロリルであり；及び
　　式中mは1又は2である化合物と接触させること
を含む方法。
【請求項２５】
　表面はナノ粒子表面である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　コロールは
【化１１】

　　　
であり；
　式中
　Arはフェニル又はナフチルであり、フェニル又はナフチルはハロゲン及び-NR3R4からな
る群より無関係に選択される1以上の置換基で随意に置換され、R3及びR4はそれぞれ無関
係にH、C1-10アルキル、C1-10アルケニル、若しくは-アルカリールであり；又はR3及びR4

は、それらが結合している窒素原子と共にヘテロシクロアルキル環を形成し；及び
　各R2は無関係にH、C1-6アルキル、ハロゲン、又はM-O-SO2-である、請求項２４又は請
求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　金属化コロールは
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【化１２】

であり；
　式中、
　DはAl、Ga、Fe、Mn、Sb、Co、Cr、Rh、Ru、Ro、Ir、V、Re、Cu、Sn、Ge、Ti、又はMoで
あり、それぞれ随意に1以上の配位子が配位する、請求項２４又は請求項２５に記載の方
法。
【請求項２８】
　請求項１７に記載の物質の製造方法であって、
　TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2
O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれ、及び少なくとも1つの-OH基を有す
る表面を、
　式IV：
　Cl-SO2-R   (IV)
で表され、
　式中Rは-NCO、C1-6アルキル、又は
【化１３】

であり；R1は-C(O)OH、-C(O)O-C1-6アルキル、C1-6アルキル、又はハロゲン若しくはC1-6
アルキルで随意に置換されるアリールである化合物と接触させること
を含む方法。
【請求項２９】
　表面はナノ粒子表面である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　Bは-NCOである、請求項２８又は請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　Bは
【化１４】
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【請求項３２】
　Bは
【化１５】

である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　nは0である、請求項２８～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　Nは1である、請求項２８～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　ペイシェントにおけるがんのイメージング方法であって、
　ペイシェントに、Aが金属化コロリルである請求項１に記載の物質を施与することと；
　光学イメージングを用いてがん細胞をイメージングすること
を含む方法。
【請求項３６】
　光学イメージングは蛍光イメージングである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　がんは膠芽（細胞）腫、黒色腫、乳癌、肝臓癌、又は結腸癌である、請求項３５又は３
６に記載の方法。
【請求項３８】
　請求項１に記載の物質は
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【化１６】

である、請求項３５～３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　Arはペンタフルオロフェニルである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　MはTiO2である、請求項３７又は請求項３８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本願は、2013年2月13日に出願された米国仮出願第61/764,127号の優先権の利益を主張
し、その開示全体は参照によりここに組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、金属酸化物のスルホン酸エステル及びそれらの使用を対象とする。
【背景技術】
【０００３】
　コロールはテトラピロール大環状化合物である。
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【化１】

          　コロール
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Aviv, I.、Gross, Z.、Chem. Commun.、2007、1987-1999
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　コロールは、酸化、ヒドロキシル化、ヒドロペルオキシ化、エポキシ化、スルホキシド
化、還元、及び基転移反応などの化学合成の分野における触媒として、ますます有用とな
っている。Aviv（アビブ）, I.；Gross（グロス）, Z.著、Chem. Commun.（ケミカル・コ
ミュニケーションズ）、2007年、1987頁～1999頁を参照。それらの物理化学的特性に基づ
き、コロールはセンサー分野及び生物医学分野で有用である可能性があると想定される。
同文献。化学合成、センサー、生物医学、及びその他の分野で有用なコロール系物質が必
要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は式Iで表される物質を対象とし、
【化２】

                   I
　式中Aはコロリル（corrolyl）又は金属化コロリル（metallated corrolyl）であり；M
はTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2
O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれる表面であり；及びnは0又は1である
。
【０００７】
　本発明は式IIに記載の物質をも対象とし、
【化３】
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　式中Bは-NCO、C1-10アルキル、又は
【化４】

であり；R1は-COOH、-COO-C1-6アルキル、C1-6アルキル、又はハロゲン若しくはC1-6アル
キルで随意に置換されるアリールであり；MはTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4
、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、BaTiO3、
又はZnOが含まれる表面であり；及びnは0又は1である。
【０００８】
　式I及びIIで表される物質の製造方法がここに記載されている。光学イメージングなど
の用途に本発明の物質を使用する方法も記載されている。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】1-TiO2 [(a), (b), (c)]、1-Al-TiO2 [(d), (e), (f)]、及び1-Ga-TiO2 [(d), (
e), (f)]の共焦点蛍光顕微鏡画像を示す。
【図２】染料機能化前後の本発明のTiO2ナノ粒子の透過電子顕微鏡（TEM）画像を示す。
（a及びd）最初のTiO2ナノ粒子の画像。（b及びe）過酸化物エッチング後のナノ粒子の画
像。（c及びf）染料機能化後のナノ粒子の画像。スケールバーは、画像の上段では25 nm
、下段では100 nmである。
【図３】リン酸緩衝生理食塩水pH 7.4中での両親媒性コロール（H3tpfc(SO2OH)2）及び本
発明のコロール-TiO2ナノ複合体の電子吸収スペクトルを示す。
【図４】0.2 μg/mLの本発明の好適な実施態様（1-Al-TiO2）で処理してから（a）24時間
後、（b）48時間後、及び（c）72時間後の、U87-Luc細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像を示す
。
【図５】0.2 μg/mLの本発明の好適な実施態様（1-Al-TiO2）で処理してから（a）48時間
後及び（b）72時間後の、0.5- μmのスライス間隔で採取した個々のU87-Luc細胞のZスタ
ック共焦点蛍光顕微鏡画像を示す。
【図６】生物発光アッセイを用いた、様々な濃度（2 ng/mL～2 mg/mL）の本発明の好適な
実施態様（1-Al-TiO2）で処理したU87-Luc細胞の細胞生存率プロットを示す。
【図７】様々な濃度（0.3 ng/mL～0.3 mg/mL）の本発明の好適な実施態様（1-Al-TiO2）
で、24時間及び48時間処理したマウス初代肝細胞（MPH）の結果を示す。
【図８】TiO2ナノ粒子及び本発明の好適な物質のATR-IRスペクトルを示す。
【図９】TiO2ナノ粒子及び本発明の好適な物質の正規化ATR-IRスペクトルを示す。
【図１０】F(1s)バンドを呈する1-TiO2、1-Al-TiO2、及び1-Ga-TiO2のナノ複合体のX線光
電子スペクトルを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本発明は、-SO2-結合を介してコロール又は金属化コロールに共有結合している金属酸
化物を含む物質、好適にはナノ粒子物質に関する。本発明の物質の製造に用いる金属酸化
物は、少なくとも1つの-OH基を有するものを含む。そのような金属酸化物は当該分野で知
られており、以下でさらに詳細に記載されている。
【００１１】
　本発明の一実施態様は式Iに記載の物質に関し、
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【化５】

                     I
　式中Aはコロリル又は金属化コロリルであり；
　MはTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、
Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれる表面であり；及び
　nは0又は1である
【００１２】
　本発明の範囲内で、Mは、少なくとも1つの-OH基を有する金属酸化物などの金属酸化物
が含まれる表面である。-OH基は、表面に固有に存在していてもよい。あるいは、少なく
とも1つの-OH基が、過酸化水素などの試薬で表面を酸化することにより組み込まれてもよ
い。本発明で用いる好適な表面には、TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2
、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、及びZnOなどの金
属酸化物が含まれる。諸実施態様において、表面にはTiO2が含まれる。諸実施態様におい
て、表面にはBaTiO3が含まれる。諸実施態様において、表面にはSnO2が含まれる。諸実施
態様において、表面にはAl2O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはFe2O3が含まれ
る。諸実施態様において、表面にはFe3O4が含まれる。諸実施態様において、表面にはZrO

2が含まれる。諸実施態様において、表面にはCeO2が含まれる。諸実施態様において、表
面にはCdOが含まれる。諸実施態様において、表面にはCr2O3が含まれる。諸実施態様にお
いて、表面にはCuOが含まれる。諸実施態様において、表面にはMnOが含まれる。諸実施態
様において、表面にはMn2O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはMnO2が含まれる
。諸実施態様において、表面にはNiOが含まれる。諸実施態様において、表面にはSnOが含
まれる。諸実施態様において、表面にはSnO2が含まれる。諸実施態様において、表面には
SiO2が含まれる。諸実施態様において、表面にはZnOが含まれる。
【００１３】
　好適な実施態様において、表面はナノ粒子表面である。
【００１４】
　諸実施態様において、nは0である。他の実施態様において、nは1である。
【００１５】
　本発明で用いるコロールは当該分野で知られており、以下の一般的で表される。

【化６】

【００１６】
　ここに記載される本発明のコロールは、利用可能な炭素を介して、本発明のM-OSO2-部
分（複数含む）に結合することができる。
【００１７】
　本発明で用いる特に好適なコロールは、以下の一般的で表されるものを含む：



(14) JP 2016-509016 A 2016.3.24

10

20

30

40

【化７】

式中、Arはアリール基、例えばフェニル基又はナフチル基である。本発明の諸実施態様に
おいて、アリール基は置換されていない。他の実施態様において、アリール基は置換され
ている。例えば、アリール基がフェニルである場合、フェニルは随意にハロゲンで置換さ
れていてもよく、例えば、1～5のハロゲン、すなわち1以上のF、Cl、Br、又はIで置換さ
れていてもよく、Fは特に好適なハロゲンである。例示的な実施態様において、アリール
基はペンタフルオロフェニルである。他の実施態様において、アリール基がナフチルであ
る場合、ナフチルは1～7のハロゲンで随意に置換されていてもよく、Fは特に好適なハロ
ゲンである。
【００１８】
　本発明で用いる特に好適なコロールは、Arがペンタフルオロフェニルであって、
【化８】

を含む。
【００１９】
　1以上のハロゲンで置換されていることに加え、アリール基は更に-NR3R4で置換するこ
とができ、R3及びR4は無関係にH、C1-10（炭素数1～10の）アルキル、C1-10アルケニル、
若しくはアルカリールであり；又はR3及びR4は、それらが結合している窒素原子と共に、
メチル若しくはエチルなどのC1-6アルキルで随意に置換されるヘテロシクロアルキル環を
形成する。-NR3R4部分の例は、
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【化９】

を含む。
【００２０】
　-NR3R4置換アリール基を含有するコロールは、当技術分野で既知の方法を用いて、例え
ば求核置換反応を用いて得られる。例えば、Hori（ホリ）, T.；Osuka（オーツカ）, A.
著、Eur. J. Org. Chem.（ヨーロピアン・ジャーナル・オブ・オーガニック・ケミストリ
ー）、2010年、2379頁～2386頁を参照。例えば、-NR3R4置換アリール基を含有するコロー
ルは、以下の合成スキームを用いて得られる。
【化１０】

　求核置換反応で使用され得るアミンは、例えば、ベンジルアミン、オクチルアミン、se
c-ブチルアミン、アリルアミン、ジメチルアミン、モルフィリン、ピペリジン、及びN-メ
チルピペラジンを含む。
【００２１】
　本発明で用いる別の好適なコロールは、以下の一般的：
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【化１１】

で表され、式中各R2は無関係にH、C1-6アルキル、ハロゲン、又はM-O-SO2-であり、Mは、
上記の通りである。
【００２２】
　本発明で用いる更に別の好適なコロールは、以下の一般的：
【化１２】

で表され、式中Ar及びR2は前述の通りである。
【００２３】
　本発明で用いるコロールは、金属化されていてもよい。コロールの金属化において、コ
ロールの窒素は金属に配位している。本発明の金属化コロールで用いる金属は、コロール
に配位するのに有用であることが当技術分野で既知の金属を含む。コロールの機能及び使
用は、配位金属を変えることにより変更され得ることを当業者は理解する。
【００２４】
　例えば、本発明のコロールの金属化で用いる金属は、Al、Ga、Fe、Mn、Sb、Co、Cr、Rh
、Ru、Ro、Ir、V、Re、Cu、Sn、Ge、Ti、及びMoを含む。特に好適な金属はAl及びGaを含
む。別の好適な金属はFeである。更に別の好適な金属はMnである。本発明で用いる別の金
属はSbである。本発明で用いる別の金属はCoである。本発明で用いる別の金属はCrである
。本発明で用いる別の金属はRhである。本発明で用いる別の金属はRuである。本発明で用
いる別の金属はRoである。本発明で用いる別の金属はIrである。本発明で用いる別の金属
はVである。本発明で用いる別の金属はReである。本発明で用いる別の金属はCuである。
本発明で用いる別の金属はSnである。本発明で用いる別の金属はGeである。本発明で用い
る別の金属はTiである。本発明で用いる別の金属はMoである。
【００２５】
　本発明のコロールの金属化で用いる金属は、1以上の配位子に随意に配位していてもよ
い。そのような配位子は当技術分野で知られており、例えば、ピリジン、ニトロシル、イ
ミド、ニトリド、オキソ、エーテル、ヒドロキシル、クロリド、カルボニル、フルオロ、
ブロモ、フェニル、ヨード、ホスフィン、アルシンなどを含む。当業者なら、いかなる特
定の金属にも適当な配位子を容易に決定することができるであろう。本発明での使用に特
に好適な配位子は、ピリジンである。好適な金属-配位子部分はAl(配位子)2及びGa(配位
子)を含み、Al(ピリジン)2及びGa(ピリジン)は特に好適である。
【００２６】
　本発明による式Iで表される例示的な物質は、
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【化１３】

を含み、式中Arはペンタフルオロフェニルである。特に好適な実施態様において、Arはペ
ンタフルオロフェニルであり、MはTiO2である。
【００２７】
　2,17置換コロールをここに記載してきたが、これらの例は単なる例示であり、本発明を
限定するものではない。コロリル又は金属化コロリルのいかなる位置における置換も、本
発明の範囲内であると想定される。
【００２８】
　式Iで表される物質は、以下の方法により製造され得る：
　TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2
O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれ、及び少なくとも1つの-OH基を有す
る表面を、
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式III：
(Cl-SO2)m-A  (III)
で表され、
　式中Aはコロリル又は金属化コロリルであり；及び
　式中mは1又は2である
化合物と接触させること。
好適には、本発明の合成方法は、ピリジンなどの有機溶媒中で加熱して実施される。
【００２９】
　式IIIで表される化合物は、当技術分野で知られる方法により製造され得る。例えば、
（a）Mahammed（マハムド）, A.；Goldberg（ゴールドバーグ）, I.；Gross（グロス）, 
Z.著、Org. Lett.（オーガニック・レター）、2001年、3巻、3443頁、（b）Saltsman（ソ
ルツマン）, I.；Mahammed, （マハムド） A.；Goldberg（ゴールドバーグ）, I.；Tkach
ecko（トカチェコ）, E.；Botoshansky（ボトシャンスキー）, M.；Gross（グロス）, Z.
著、J. Am. Chem. Soc.（ジャーナル・オブ・アメリカン・ケミカル・ソサエティ）、200
2年、124巻、7411頁を参照。Blumenfeld（ブルーメンフェルド）, C. M.；Grubbs（グラ
ブス）, R. H.；Moats（モーツ）, R. A.；Gray（グレイ）, H. B.；Sorasaenee（ソラサ
エネ）, K.著、Inorg. Chem.（インオーガニック・ケミストリー）、2013年、52巻、4774
頁も参照。式IIIで表される化合物を製造する方法の一例は、スキーム1に示されている。
【化１４】

【００３０】
　式Iで表される物質のいずれかの製造方法に使用されるコロール又は金属化コロールは
、ここに記載されているいずれかのコロール又は金属化コロールであってもよい。
【００３１】
　好適な本発明の方法において、表面はナノ粒子表面である。他の好適な本発明の方法に
おいて、表面はTiO2を含む。
【００３２】
　本発明の金属酸化物表面へのコロールのカップリングは、ヒドロキシル化表面を有し、
好適にはナノ結晶の形態である本発明の金属を、コロール溶液と混合して加熱、好適には
加熱還流することにより実施可能である。大量の溶媒、例えばCH2Cl2、アセトン、及び水
などで繰り返し洗浄し、真空下で乾燥させた後、粉末が得られる。
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【００３３】
　式Iで表される物質の製造方法に使用される好適なコロールは、
【化１５】

　　　
を含み、式中Ar及びR2は上述の通りである。
【００３４】
　本発明の方法に使用される好適な金属化コロールは、
 

【化１６】

を含み；
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式中Ar及びR2は上述の通りであり、DはAl、Ga、Fe、Mn、Sb、Co、Cr、Rh、Ru、Ro、Ir、V
、Re、Cu、Sn、Ge、Ti、又はMoであり、それぞれ1以上の配位子が随意に配位する。好適
な実施態様において、DはAl(ピリジン)2又はGa(ピリジン)である。
【００３５】
　本発明の物質は合成用途、生物医学的用途、および光学イメージング用途に使用するこ
とができる。本発明の好適な実施態様において、式Iで表される物質は、ペイシェント（
患者を含む）おけるがん（癌を含む）のイメージングに使用される。例えば、式Iに記載
の、Aが金属化コロリルである物質がペイシェントに投与される。物質が全てのがん細胞
に取り込まれるのに十分な時間がたった後、光学イメージングを用いて、好適には蛍光イ
メージングを用いて、ペイシェントのがん細胞をイメージングする。本発明の方法を用い
てイメージングすることができるがんには、膠芽細胞腫、黒色腫、乳癌、肝臓癌、及び結
腸癌が含まれる。
【００３６】
　好適には、本発明のイメージング方法に用いられる物質は、

【化１７】

　　　
を含み、式中Arはペンタフルオロフェニルであり、Mは好適にはTiO2である。
【００３７】
　式Iで表される本発明の物質は、金属化コロールの配位金属を変えることで、力を入れ
ている他分野にも有用となり得る。例えば、本発明の物質は、アルカンのヒドロキシル化
及びヒドロペルオキシ化に有用であり得る。本発明の物質は、エポキシ化及びスルホキシ
ド化反応にも有用である。本発明の物質は、例えば還元及び基転移触媒反応などの触媒反
応にも有用である。 
【００３８】
　他の実施態様において、式Iで表される本発明の物質は、コロールベースのセンシング
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アプリケーションや色素増感太陽電池に有用である。他の実施態様において、式Iで表さ
れる本発明の物質は抗がん活性を有するか、又は細胞死を防ぐ。他の実施態様において、
本発明の物質は、一重項酸素増感に有用である。他の実施態様において、本発明の物質は
、リポタンパク質保護と神経保護に有用である。
【００３９】
　本発明は式IIに記載の物質をも対象とし、
【化１８】

　　　　　　　　　　　　　　　　II
　式中Bは-NCO、C1-10アルキル、又は
【化１９】

であり；R1は-COOH、-COO-C1-6アルキル、C1-6アルキル、又はハロゲン若しくはC1-6アル
キルで随意に置換されるアリールであり；
【００４０】
　MはTiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、
Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれる表面であり；及び
　nは0又は1である。
【００４１】
　本発明の範囲内で、Mは、少なくとも1つの-OH基を有する金属酸化物などの金属酸化物
が含まれる表面である。-OH基は、表面に固有に存在していてもよい。あるいは、少なく
とも1つの-OH基が、過酸化水素などの試薬で表面を酸化することにより組み込まれてもよ
い。本発明で用いる好適な表面には、TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2
、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2O3、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、及びZnOが含まれ
る。諸実施態様において、表面にはTiO2が含まれる。諸実施態様において、表面にはBaTi
O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはSnO2が含まれる。諸実施態様において、表
面にはAl2O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはFe2O3が含まれる。諸実施態様に
おいて、表面にはFe3O4が含まれる。諸実施態様において、表面にはZrO2が含まれる。諸
実施態様において、表面にはCeO2が含まれる。諸実施態様において、表面にはCdOが含ま
れる。諸実施態様において、表面にはCr2O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはC
uOが含まれる。諸実施態様において、表面にはMnOが含まれる。諸実施態様において、表
面にはMn2O3が含まれる。諸実施態様において、表面にはMnO2が含まれる。諸実施態様に
おいて、表面にはNiOが含まれる。諸実施態様において、表面にはSnOが含まれる。諸実施
態様において、表面にはSnO2が含まれる。諸実施態様において、表面にはSiO2が含まれる
。諸実施態様において、表面にはZnOが含まれる。
【００４２】
　好適な実施態様において、表面はナノ粒子表面である。
【００４３】
　諸実施態様において、nは0である。他の実施態様において、nは1である。
【００４４】
　特定の実施態様において、Bは-NCOである。
【００４５】
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　他の実施態様において、BはC1-10アルキルであり、例えばメチル、エチル、プロピル、
ブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチルなどである。 
【００４６】
　更に他の実施態様において、Bは
【化２０】

であり；R1は-COOH、-COO-C1-6アルキル、C1-6アルキル；又はハロゲン若しくはC1-6アル
キルで随意に置換されるアリールである。
【００４７】
　諸実施態様において、Bは
【化２１】

であり；R1は-COOHである。
【００４８】
　他の実施態様において、Bは
【化２２】

であり；R1は-COO- C1-6アルキルであり、例えば-COOMe、-COOEt、-COOPr、-COOBuなどで
ある。
【００４９】
　他の実施態様において、Bは
【化２３】

であり；R1はC1-6アルキルであり、例えばメチル、エチル、プロピル、ブチル、sec-ブチ
ル、tert-ブチル、ペンチルなどである。 
【００５０】
　更に他の実施態様において、Bは
【化２４】

であり；R1はアリールであり、例えばフェニル又はナフチルである。これらの実施態様に
おいて、アリールはハロゲン又はC1-6のアルキルからなる群より選択される1以上の置換
基で随意に置換される。
【００５１】
　Bが

【化２５】

であるこれらの実施態様において、Bは好適には
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【化２６】

である。
【００５２】
　式IIで表される物質の製造方法も本発明の範囲内である。本発明によれば、式IIで表さ
れる物質は、
TiO2、BaTiO3、SnO2、Al2O3、Fe2O3、Fe3O4、ZrO2、CeO2、CdO、Cr2O3、CuO、MnO、Mn2O3
、MnO2、NiO、SnO、SnO2、SiO2、又はZnOが含まれ、及び少なくとも1つの-OH基を有する
表面を、
　式IV：
　Cl-SO2-R   (IV)
で表され、
　式中Rは-NCO又は
【化２７】

であり；R1は-C(O)OH、-C(O)O-C1-6アルキル；C1-6アルキル；又はハロゲン若しくはC1-6
アルキルで随意に置換されるアリールである化合物
と接触させることにより製造され得る。
【００５３】
　式IVで表される化合物は、当技術分野で既知の方法を用いて製造することができる。
【００５４】
　式IIで表される物質は、化学合成の分野において、例えば触媒として有用である。式II
で表される物質は、物質化学の分野においも有用である。
【００５５】
　ここで用いられる場合、「ハロゲン」という用語はF、Cl、Br、又はIを意味する。
【００５６】
　ここで用いられる場合、「アルキル」は、特定数の炭素原子を有する分枝鎖又は直鎖脂
肪族飽和炭化水素基を意味する。例えば、C1-10アルキルは、1～10の炭素原子を有するア
ルキル基を意味する。好適なアルキル基は、メチル、エチル、プロピル、ブチル、sec-ブ
チル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシルなどを含む。
【００５７】
　ここで用いられる場合、「アルケニル」は1以上の二重結合を含む炭化水素鎖を意味す
る。
【００５８】
　ここで用いられる場合、「アリール」はフェニル又はナフチルを意味する。
【００５９】
　ここで用いられる場合、「アルカリール」は、アルキレン基を介して結合したアリール
部分、例えばベンジル（-CH2-フェニル）などを意味する。
【００６０】
　ここで用いられる場合、「ヘテロシクロアルキル」は、N、O、若しくはSであるヘテロ
原子を少なくとも1つ含む5～7員の単環式又は二環式飽和環を意味する。例としては、ピ
ペリジニル、ピペラジニル、モルホリニル、及びピロリジニルが含まれる。
【００６１】
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　ここで用いられる場合、「コロリル」はコロール部分を意味する。
【実施例】
【００６２】
　以下の例は、本発明の好適な実施態様をより詳細に説明するために提示されている。し
かし、これらは決して広範にわたる本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきで
はない。
　実験項
【化２８】

【００６３】
　原料：2 M AlMe3トルエン溶液〔Aldrich（アルドリッチ）〕、GaCl3〔Aldrich〕、HSO3
Cl〔Aldrich〕、21 nmナノパウダーTiO2〔Aldrich〕、30% H2O2（EMD）を商業的に入手し
、そのまま使用した。出発物質5,10,15-トリス（ペンタフルオロフェニル）コロール（H3
tpfc）は文献の方法に基づいて調製した。溶剤ピリジン及びトルエンを、カラム上で乾燥
させた。アセトン及びジクロロメタンは、用途に応じて試薬及び分光グレードの両方を使
用した。D-ルシフェリンカリウム塩〔Promega（プロメガ）〕、Hoechst（ヘキスト）3458
0〔InvitrogenTM（インビトロゲン）（トレードマーク）〕、Hoechst 33258〔Invitrogen
TM〕、Sytox Green（シトックス・グリーン）〔InvitrogenTM〕、及びFM（Ｒ）（商標）1
-43FX〔InvitrogenTM〕は、供給元の指示に従いそのまま使用した。
【００６４】
　化学的調製：特に断りのない限り、全ての調製をAr（g）雰囲気下で行った。
【００６５】
　１．コロールの製造：2,17-ビスクロロスルホネート-5,10,15-トリス（ペンタフルオロ
フェニル）コロール（H3tpfc(SO2Cl)2；1）の製造を、文献の手順に従い実施した。この
研究論文に記載の金属化コロールは以下の方法で製造した。
【００６６】
　１．１．1-Alの製造：丸底フラスコ内の0.32 gの1（0.32 mmol）のトルエン溶液20-mL
に、2 M AlMe3（1.6 mmol）のトルエン溶液0.8 mLを、氷浴温度で加えた。溶液を10分間
攪拌し、続いて無水ピリジン1mLを添加した。溶液を氷上で更に10分間撹拌した。氷片を
加えて反応をクエンチした。その後暗緑色溶液をCH2Cl2で抽出し、水で洗浄した。溶媒を
真空除去し、乾燥した濃緑色固体をCH2Cl2に再び溶解させ、続いて濾過を行なった。濾液
を乾燥させ、暗緑色固体を得た（0.098 g、収率26%）。
ESI-MS (CH2Cl2): m/z: 1014.87 [M-H]

- (C37H6N4F15Cl2S2O4Alの計算値: 1015.88); 
1H-NMR (400 MHz, アセトン-d6, ppm): δ = 9.76 (s, 1 H), 9.25 (s, 1 H), 8.97 (d, 
1 H), 8.85 (d, 1 H), 8.70 (d, 1 H), 8.58 (d, 1 H); 
19F-NMR (376 MHz, アセトン-d6, ppm): -138.7 (d, 4 F), -140.0 (d, 2 F), -156.9 (t
, 1 F), -157.5 (t, 1 F), -158.1 (t, 1 F), -164.9 (m, 2 F), -165.3 (m, 2 F), -167
.0 (m, 2 F); 
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UV-Vis (トルエン:ピリジン, 95:5): λmax (ε M-1 cm-1) = 436 (4.08 × 104), 625 (
7.66 × 103) nm.
【００６７】
　１．２．1-Gaの製造：厚肉シュレンクフラスコに、0.20 gの1（0.20 mmol）と0.57 gの
GaCl3（3.3 mmol）とをAr(g)下で加えた。フラスコをN2(l)で冷却し、排気した。15 mLの
脱気無水ピリジン（15mL）を、真空供給を介してフラスコに添加した。続いてフラスコを
密封し、室温まで温めた。反応容器を1時間かけて120℃に加熱した。ピリジン溶液をCH2C
l2で希釈し、水で3回洗浄した。その後溶液をグラスウールに通して濾過し、ヘキサンで
一晩再結晶化するためにある程度濃縮した。その後生成物を濾過して乾燥させ、アセトン
、CH2Cl2、及びトルエンの組み合わせで洗浄した。収集した濾液を真空乾燥させ、暗緑色
固体を得た（0.092 g、収率38%）。
ESI-MS (CH2Cl2:ピリジン): m/z: 1056.81 [M-H]- (C37H8N4F15Cl2S2O4Gaの計算値: 1057
.82);
1H-NMR (500 MHz, CD2Cl2, ppm): δ = 9.99 (s), 8.82 (m), 8.73 (m), 8.57 (m);
19F-NMR (376 MHz, アセトン-d6, ppm): -138.7 (d), -140.0 (d), -156.9 (t), -157.5 
(t), -158.1 (t), -164.9 (m), -165.3 (m), -167.0 (m);
UV-Vis (トルエン:ピリジン, 95:5): λmax (ε M-1 cm-1) = 429 (1.65 × 104), 611 (
5.61 × 103) nm.
【００６８】
　２．TiO2表面活性化：2.0-L丸底フラスコ中の固体TiO2ナノ粒子（10 g）に、30%H2O2溶
液1.2 Lを加えた。乳白色コロイド懸濁液を、還流しながら5時間撹拌した。冷却後、4℃
での超遠心分離によりオフホワイト固体をH2O2溶液から分離し、多量の水で洗浄した。収
集した活性化TiO2ナノ粒子（TiO2-OH）を12時間真空乾燥させ、使用前に乾燥させたバイ
アルに保管した。
【００６９】
　３．表面複合：コロール1、1-Al、及び1-Gaを活性化TiO2ナノ粒子表面と複合させるた
めに、以下の一般的手順を利用した：25-mL丸底フラスコ中の活性化TiO2とコロールを含
む混合固体に無水ピリジンを添加した。懸濁液は直ちに緑色に変わり、反応を停止する前
に、還流しながら攪拌した。得られた緑色固体を遠心分離により緑色溶液から分離し、ジ
クロロメタン、アセトン、及び脱イオン水で、遠心上清が無色になるまで複数回洗浄した
。固体は緑色のままであり、真空乾燥させ、さらに使用するときまで保管した。各コロー
ルナノ複合体の詳細な製造手順を以下に示す：
【００７０】
　３．１．1-TiO2の製造：25mL丸底フラスコに0.32 gのTiO2-OHと0.028 gの1（28.1 μmo
l）とを加え、その後アルゴン及び真空で循環させた。不活性雰囲気を形成した後、無水
ピリジン8mLをフラスコに添加し、反応物を2時間還流した。得られた緑色固体を、一般的
な遠心分離と上記の洗浄手順とに従った方法で収集した。
【００７１】
　３．２．1-Al-TiO2の製造：40mLのバイアルに1.18 gのTiO2-OHを加え、その後アルゴン
及び真空で循環させた。このフラスコに無水ピリジン5mLを添加し、均一に分散させるた
めに超音波処理をした。別のフラスコに、0.03 gの1-Al（25.5 μmol）と無水ピリジン7 
mLとをAr(g)下で加えた。この溶液を撹拌し、その後、シリンジを用いてTiO2-OH前駆体に
添加した。反応物を密封して2時間還流させ、その後、得られた緑色固体を、一般的な遠
心分離と上記の洗浄手順とに従った方法で収集した。
【００７２】
　３．３．1-Ga-TiO2の製造：40mLのバイアルに0.84 gのTiO2-OHと0.04 gの1-Ga（32.8 
μmol）とを加え、その後アルゴン及び真空で循環させた。不活性雰囲気を形成した後、
無水ピリジン8mLをフラスコに添加し、反応物を2時間還流した。得られた緑色固体を、一
般的な遠心分離と上記の洗浄手順とに従った方法で収集した。
【００７３】
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　分光法：UV-Vis（紫外可視）スペクトルは、室温で、種々の溶媒中のサンプルから、Ca
ry 50（キャリー50）分光光度計又はHewlett-Packard 8453（ヒューレット・パッカード8
453）ダイオードアレイ分光光度計のどちらかに記録した。IR（赤外）スペクトルは、Sen
sIR Durascope ATR（センスIRドュラスコープATR）アクセサリープレートを用い、Nicole
t Magna-IR（ニコレットマグナ-IR）分光計、非冷却焦電型重水素化硫酸トリグリシン（D
TGS）検出器、及びKBrビームスプリッターに記録した。1Hおよび19F NMRスペクトルは、V
arian Mercury 300（バリアンマーキュリー300）（1Hでは300 MHz、19Fでは288 MHz）分
光計に記録した。NMRスペクトルは、MestReNova（メストレノヴァ）（v. 6.1.1）を用い
て分析した。1H NMR測定は内部溶媒を参照した。蛍光スペクトルは、浜松R928 PMTを備え
るJobin-Yvonne/SPEX Fluorolog（ジョバン・イヴォンヌ／SPEXフルオロログ）分光計（
モデルFL3-11）を用いて測定した。サンプルはλex = 405～430 nm（ソーレー帯）、514 
nm、及び600～630 nm（Q帯）で励起され、2 nmの帯域通過があった。蛍光は、2 nm間隔、
0.5秒の積分時間、室温にて、励起波長に応じて、λem = 500～800 nmの間で観測された
。
【００７４】
　相対蛍光量子収率の測定：1、1-Al、1-Ga、及びテトラフェニルポルフィリン（標準と
して）の脱気トルエン溶液を用いて、Φem測定を行なった。サンプルはλex = 355 nmで
励起され、発光はλem = 500～800 nmで観測された。標準テトラフェニルポルフィリンは
λex = 514 nmで励起され、発光はλem = 500～800 nmで観測された。テトラフェニルポ
ルフィリンのΦemは0.11.3である。全ての相対蛍光量子収率は、対応するサンプル及び標
準の蛍光スペクトルに基づき、以下の式に従って計算した。

【数１】

【００７５】
　Φem(s)及びΦem(x)がそれぞれ標準及びサンプルの相対蛍光量子収率である場合；As及
びAxはそれぞれ標準及びサンプルの励起波長での吸光度であり；Fs及びFxはそれぞれ標準
及びサンプルの補正発光曲線下面積であり；並びにηs及びηxはそれぞれ標準及びサンプ
ルで使用される溶媒の屈折率である。
【００７６】
　質量分析：Wコンフィギュレーションで操作されるLCT Premier XE（LCTプレミアXE）〔
Waters〕ESI-TOF質量分析計を使用した負イオンモード直接導入ESIによりサンプルを分析
した。サンプル≒10 μMをCH2Cl2:イソプロパノール（9:1 v/v）中に調製し、外部シリン
ジポンプを用いて25 μL/minとなるように注入した。いくつかのサンプルはをCH2Cl2:イ
ソプロパノール混合液1 mL中にピリジン50 μLを含んでいた。
【００７７】
　表面特性評価：ESCA2005〔Service Physics（サービスフィジックス）〕ソフトウェア
を実行しているコンピュータにインタフェースされたM-Probe（M・プローブ）分光計でX
線光電子分光法を実施した。単色X線源は1486.6 eVのAl Kα線であり、サンプル表面に対
して35°で向けられていた。放出された光電子を、サンプル表面に対して35°の角度で設
置した半球型分析器により収集した。低解像度概略スペクトルを、1～1100 eVの結合エネ
ルギーの間に得た。0.8 eVの分解能の高解像度精密スキャンを、F(1s) XPS線で収集した
。全ての結合エネルギーは、電子ボルトで説明されている。
【００７８】
　粉末コロール-TiO2ナノ複合体サンプルの減衰全反射（ATR）赤外スペクトルを、SensIR
 Durascope ATRアクセサリープレートを用い、Nicolet Magna-IR分光計、KBr窓付き（400
～4000 cm?1）非冷却焦電型重水素化硫酸トリグリシン（DTGS）検出器、及びKBrビームス
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に収集した。KBrバックグラウンドスペクトルをナノ複合体の測定スペクトルから差し引
き、所望のFTIR特性データを得た。図８及び９を参照。
【００７９】
　共焦点顕微鏡検査：ファントムイメージング実験を、Zeiss LSM 710（ツァイスLSM 710
）共焦点顕微鏡（Carl Zeiss〔カールツァイス〕、ウェイクフォレスト、ノースカロライ
ナ州）を用いて行った。顕微鏡システムは、Zeiss 710共焦点スキャナ、63×/1.4プラン
アポクロマート油浸レンズ〔Zeiss〕、Axio Observer Z1（アクシオオブザーバーZ1）顕
微鏡及びダイオードポンプ固体レーザーからなる。2つの可視励起線（405及び561 nm）を
実験に使用した。顕微鏡は9.7 nmのスペクトル分解能を持つQUASAR 32チャンネルスペク
トル検出器（2つの標準PMTと32チャンネルPMTアレイ）を備える。ZEN2009ソフトウェアを
ハードウェア制御のために使用した。実験で使用されるレーザパワーは、総利用可能電力
（25 MW）の10%である。ImageJ（イメージJ）ソフトウェアを使用し、得られたデータを
処理した。
【００８０】
　透過電子顕微鏡法：表面機能化の前後のTiO2ナノ粒子の形態を、300 kVの加速電圧で操
作されるFEI Tecnai F30ST（FEIテクナイF30ST）透過電子顕微鏡（TEM）を用いてイメー
ジングした。画像はGatan CCD（ガタンCCD）カメラを用いて記録した。TEM分析のために
、超音波処理により、少量のTiO2粒子をIPA中に分散させた。Electron Microscopy Scien
ces（エレクトロンマイクロスコピーサイエンス）から購入した200メッシュCu TEMグリッ
ドのC-flat（Cフラット）TM多孔性カーボン膜上に分散液ドロップキャストした。
【００８１】
　TiO2表面への1-Alローディングの概算：TiO2表面へのコロール1-Alのローディングの計
算は、以下のように記載の積分球電子吸収測定から得られた吸光度に基づいていた。 
【００８２】
　吸光分光法：薄膜トランスフレクタンス測定を、TiO2ナノ粒子への染料のローディング
を計算するために使用した。過酸化物エッチングした及び染料機能化したナノ粒子の両方
を、ポリジメチルシロキサン（PDMS）ポリマーマトリクス中に分散させた。TiO2ナノ粒子
、PDMSベース（Sylgard（シルガード）（Ｒ）184シリコーンエラストマーベース、Dow Co
rning〔ダウコーニング〕）、及び硬化剤（Sylgard（Ｒ）184シリコーンエラストマー硬
化剤、Dow Corning）の重量を下記表１に示す。ナノ粒子を、超音波処理により最小量の
イソプロパノール（IPA）中に最初に分散させた。IPA中のTiO2ナノ粒子の分散液を、ボル
テックスミキサーを使用して、PDMSベース及び硬化剤と混合した。混合液を石英基板上の
フィルムに流し込み、空気中で12時間硬化させ、続いて60℃の乾燥オーブン中で2時間硬
化させた。
【００８３】
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【表１】

【００８４】
　エッチングした及び染料機能化したTiO2ナノ粒子フィルムのトランスフレクタンススペ
クトルを、積分球（外部DRA 1800）、PMT検出器、可視領域（350～800 nm）用石英-ヨウ
素ランプ、及び紫外領域（300～350 nm）用重水素ランプを備えるCary 5000 UV-Vis-NIR
（紫外可視近赤外）分光計〔Agilent Technologies（アジレント・テクノロジー）〕を用
いて測定した。TiO2ナノ粒子は、入射照明の散漫散乱を引き起こすため、透過光（T）、
及び反射光（R）（スペクトルで反射した光及び拡散散乱した光を含む）の両方がPMT検出
器により収集されるように、PDMSフィルムを積分球の中心に配置した。トランスフレクタ
ンス測定により、フィルムの吸光度（A）をA = -log( T + R )により決定することができ
る。そうして、PDMSフィルム内の染料の濃度（C）を、ランベルト・ベールの法則を用い
て計算した：A = εCl、ここで、εは染料の吸光係数であり、lは膜厚である（膜厚測定
により決定、以下参照）。染料機能化したTiO2ナノ粒子を含むPDMSフィルムの426及び595
 nm（それぞれ染料のソーレー帯およびQ帯に相当）での吸光度、これらの波長での染料の
推定吸光係数及びフィルムの厚さを下記表2に示す。これらの波長で機能化されていない
、過酸化物エッチングされたTiO2ナノ粒子を含むPDMSフィルムの吸光度も示し、これらを
染料機能化されたTiO2ナノ粒子の吸光度から差し引いた。染料ローディングを、TiO2のグ
ラム当たり2.3～3.5 μmoleの間とすると決定した（染料濃度を決定するためにソーレー
帯又はQ帯を使用したかどうかに基づく）。
【００８５】
【表２】
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【００８６】
　プロフィロメトリー（Profilometry、膜厚測定）：PDMSフィルムの厚さプロファイルを
、Bruker DektakXT（ブルーカーデクタックXT）スタイラス表面膜厚計を用いて測定した
。ダイヤモンドが先端に付いたスタイラスの直径は2μmであり、1mgの量をフィルムそれ
ぞれに塗布した。スタイラスを、2250 μm/sの速度でスキャンした。厚さプロファイルは
、トランスフレクタンス測定の間のPDMSフィルムの平均経路長を測定するために使用した
。
【００８７】
　細胞培養および細胞生存率アッセイ：無菌U87-LUC細胞株〔TSRI Small Animal Imaging
 and Research Laboratory（TSRI小動物イメージング研究所）〕を、75 mLフラスコ中の
ダルベッコ最小必須培地（DMEM）にて5% CO2、37℃で培養した。細胞培養培地に10%ウシ
胎仔血清（FBS）及び1%抗菌性プリモシン（primocin）を補充した。細胞培養培地を2日ご
とに補充し、80%コンフルエンスに達したら、細胞を継代した。初代マウス肝細胞（PMH）
を単離し、前述のように培養した。
【００８８】
　U87-Luc細胞培養実験：細胞を8チャンバースライド（培養スライド、BD）に播種し、2 
ng/mL～2 mg/mLにわたりPBSに懸濁した1-Al-TiO2で処理した。一次ストック溶液（PBS 1m
L中に1-Al-TiO2 6.3 mg）を調製した。一次ストック溶液を、第二及び第三ストック溶液
を調製するためにさらに希釈した。様々な量のストック溶液を、細胞播種した8ウェルス
ライドガラスに添加し、上記範囲の濃度を得た。各ウェルの最終用量は300 μLである。
処理後、処理済み細胞及び対照を、暗所で5% CO2下、37℃で24、48、及び72時間インキュ
ベートした。Microsoft（Ｒ）Windows（Ｒ）2000（マイクロソフト（Ｒ）ウインドウズ（

Ｒ）2000）の下で、IGOR〔Wavemetrics（ウェーブメトリックス）、シアトル、ワシント
ン州、米国〕と共にLiving ImageTM（リビングイメージTM）ソフトウェア〔Xenogen（ゼ
ノジェン）〕で実行するPCにリンクされている冷却IVIS（Ｒ）動物イメージングシステム
〔Xenogen、アラメダ、カリフォルニア州、米国〕を用いて、細胞をイメージングした。
このシステムでは、細胞から発生するルシフェラーゼシグナルの、高い信号対ノイズ比の
画像が得られる。イメージングの前に、ルシフェリン150 mg/mLの生理食塩水0.5 mLを各
ウェルに添加した。最初の5分での1分間の積分時間を、発光画像収集のために利用した。
Living Imageソフトウェアパッケージを使用し、シグナル強度を、各ウェル内の全ての検
出された光子数のフラックスとして定量化した。全ての実験を3回行った。
【００８９】
　PMH細胞培養実験のために、細胞を6チャンバースライド（培養スライド、BD）に播種し
た。3時間後、培地を交換し（DMEM-F12）、細胞を0.3 ng/mL～0.3 mg/mLにわたりPBSに懸
濁した1-Al-TiO2で処理した。一次ストック溶液（PBS 1mL中に1-Al-TiO2 6.3 mg）を調製
した。一次ストック溶液を、第二及び第三ストック溶液を調製するためにさらに希釈した
。様々な量のストック溶液を、細胞播種した8ウェルスライドガラスに添加し、上記範囲
の濃度を得た。各ウェルの最終用量は2000 μLである。処理してから24又は48時間後、細
胞をHoechst 33258（8 mg/mL）及びSytox Green（1 mmol/L）で二重染色した。全細胞及
び壊死細胞（Sytox Greenポジティブ）の定量化を、前述のようにImageJを使用し、少な
くとも5つの異なる領域の細胞を計数することにより行なった。全ての実験を3回行った。
【００９０】
　In vitro共焦点蛍光顕微鏡法：U87-Luc細胞を、ウェル当たり20,000個の細胞を8チャン
バースライドに播種し（培養スライド、BD）、一晩増殖した。細胞をPBSで洗浄し、1-Al-
TiO2と1:1で混合した無血清培地中で24、48、及び72時間、37℃で、U87-Lucの細胞生存率
アッセイと同様の濃度範囲（2 ng/mL～2 mg/mL）にわたりインキュベートした。その後、
細胞をPBSで3回洗浄し、Hoechst 33258とFM（Ｒ）1-43FX染料で染色した。細胞を氷上で
冷却し、固定することなく、Zeiss LSM 710倒立共焦点顕微鏡を用いてイメージングした
。
【００９１】
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　1、1-Al、及び1-Gaの電子吸収スペクトルを、脱気トルエン中で得た。ソリューション
は、これらテトラピロール大環状化合物に特徴的なソーレー帯及びQ帯を明らかにした（
図１）。クロロスルホン化コロールの電子吸収データも表3に示す。
【００９２】
【表３】

【００９３】
　PBS中、pH 7.4の、1-TiO2、1-Al-TiO2、及び1-Ga-TiO2ナノ複合体のコロイド懸濁液の
電子吸収スペクトルでは、ソーレー帯とQ帯の、それぞれ425～600 nmを中心とする最大吸
収が明らかになった（表４）。
【００９４】
【表４】

【００９５】
　これらのピークの最大値は、対応する分子コロールの分光学的特性と一致している（表
３）。1-TiO2でのソーレー帯の分裂は、生理的pHの水溶液中のその対応両親媒性分子であ
って、TiO2表面に固定されているコロールのスルホン結合を支えている2,17-ビススルホ
ナト-5,10,15-トリス(ペンタフルオロフェニル)コロールで観測された分裂と似ている。
しかしながら、金属複合体1-Al-TiO2及び1-Ga-TiO2では分裂パターンは観測されず、これ
は脱プロトン化窒素原子に結合した金属の存在のためである。
【００９６】
　FT-IR分光法による1-TiO2、1-Al-TiO2、及び1-Ga-TiO2の微細緑色粉末の特性評価によ
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り、SO2基の対称伸縮に帰属される1180～1250 cm-1あたりの振動吸収帯と、それと同時に
共有結合性スルホン酸のSO2基の非対称伸縮に帰属される1400～1450 cm-1あたりの振動吸
収帯とが明らかなった。これら振動特性の存在は、コロールがスルホン結合を介してTiO2
の表面に共有結合していることを示唆している。これらTiO2-コロールナノ複合体の振動
周波数は、表２に記載されている。X線光電子分光法を、ナノ粒子複合体表面の元素の存
在を調べるために行った（表４）。複合体スペクトルの高解像度スキャンは、F(1s)結合
エネルギーが688及び691 eVの間でピークを示し、TiO2表面に結合している対応するペン
タフルオロフェニルコロールの存在を示唆することを明らかにした。図１０を参照。
【００９７】
　固体状態のナノ複合体1-TiO2、1-Al-TiO2、及び1-Ga-TiO2の凝集体の共焦点蛍光顕微鏡
画像（図１）を、λex = 405 nmの光を照らしたサンプル及び508～722 nmから記録したλ
exの光を照らしたサンプルで撮影した。1-Al-TiO2及び1-Ga-TiO2の画像（図１e及び１h）
は、1-TiO2の比較的暗い画像と比較すると、ナノ粒子上で蛍光領域を示す。1-Al-TiO2及
び1-Ga-TiO2のTiO2サンプルにおいて様々な強度で観察された蛍光シグナルは、物質の凝
集のためにTiO2表面が均一に機能化されていないことも示唆する。3つ全ての画像で選択
された蛍光領域（白丸）、ナノ複合体1-TiO2、1-Al-TiO2、及び1-Ga-TiO2を表すスペクト
ルプロファイルを得た（図１c、１f、及び１i）。これらのスペクトルプロファイルと蛍
光シグナル強度は、分子コロール1、1-Al及び1-Gaから得られた蛍光スペクトル（図１a、
１d、及び１g）と一致している。
【００９８】
　ナノ複合体1-Al-TiO2を、細胞取り込み及び細胞毒性効果研究の候補として選択した。T
iO2のTEM画像（図２）は、平均粒径が29nmであり、コロール機能化後であるが、それらが
凝集しているように見られることを示す。表面機能化の前後両方、及びH2O2エッチングの
前後両方で画像を撮影した。透明なポリマーマトリクス中に埋め込まれた粒子の吸収測定
は、積分球の使用で容易となり、分子と複合種でほぼ同一の吸収特性を示す。これらの実
験により、約10～40 mg/gのTiO2という、表面への1-Alローディングの概算を得た。（図
２）
【００９９】
　ルシフェラーゼをトランスフェクトされた膠芽腫細胞U87-Lucの、広範な濃度範囲（2 n
g/mL～2 mg/mL）の1-Al-TiO2での処理は、共焦点蛍光顕微鏡（CFM）画像で示すように、
これらナノ複合体の24、48、及び72時間にわたる内部移行を明らかにする（図４）。
【０１００】
　CFM画像は、細胞を核及び細胞膜染料で染色し、培地溶液で数回洗浄して過剰の染料お
よび1-Al-TiO2ナノ複合体を除去した後に撮影した。Hoechst染料で標識した核は青紫色に
見える（λex = 405 nm、λem = 460 nm）。染料FM（Ｒ）1-43FXで標識した膜は緑色に見
える（λex = 488 nm、λem = 580 nm）。ナノ複合体1-Al-TiO2は赤色に見える（λex = 
405 nm、λem = 634 nm）。
【０１０１】
　同様の濃度の1-Al-TiO2（2 ng/mL～2 mg/mL）で48及び72時間処理されたU87-Luc細胞の
、異なる3つの角度からのZスタック共焦点蛍光顕微鏡（CFM）画像（図５）も示す（図５
）。個々の細胞のZスタックCFM画像を、上から下へ0.5μmのスライス間隔で撮影した。
【０１０２】
　1-Al-TiO2ナノ構造体はまた、エンドサイトーシスを介して内部移行する可能性もある
。共焦点蛍光画像に基づくと、ナノ物質1-Al修飾TiO2はサイトゾル中に懸濁し、HeLa細胞
において核周囲の局在化を示したアリザリンレッドSで標識された修飾TiO2とは対照的で
ある。これらの知見は、他の研究と同様の、細胞内のTiO2ナノ複合体の分布パターンであ
る、1-D TiO2ナノロッド及びフルオレセインイソチオシアネートで標識されたナノ粒子は
、一定時間後にHeLa細胞内に内部移行するということを示唆する。膠芽腫細胞への1-Al-T
iO2の内部移行もまた、非常に低い濃度範囲でも観測することができる（< μg/mL）。
【０１０３】
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　TiO2ナノ粒子は、活性酸素種の形成をもたらすUV-可視光による光活性化での様々な細
胞傷害活性を示す。TiO2の光触媒特性とは関連のない、1-Al-TiO2複合体の細胞毒性の細
胞死への効果を良く研究し理解するために、細胞内移行研究のように、膠芽腫細胞U87-Lu
cを、UV-可視光照射なしで、同じ濃度範囲の1-Al-TiO2（2 ng/mL～2 mg/mL）で処理した
。生物発光細胞生存率アッセイの前に、細胞を24、48、及び72時間かけて培養した。細胞
ATPのレベルに関連する、生きているU87-Luc細胞からのホタルルシフェリン生物発光シグ
ナルに基づき、細胞毒性アッセイでは、ナノ複合体1-Al-TiO2は、本質的に処理の24時間
後の膠芽腫細胞には細胞毒性効果がなく（図６）、そのため、生体適合性を有すると考え
られ得ることが示される。一方、細胞は長時間、高濃度（> 200 μg/mL）でコロール- Ti
O2ナノ粒子にさらされていたので、細胞毒性効果はより明らかとなる。例えば、生細胞か
らの生物発光シグナルの約65%及び約30%は、2 mg/mLで処理してからそれぞれ48時間後及
び72時間後に観測された。1-Al-TiO2処理したU87-Luc細胞のこの生存率研究は、マウス線
維芽細胞で実施した研究とも一致しており、MTTアッセイを用いて、種々の濃度（3～600 
μg/mL）のTiO2の細胞毒性効果は、処理の24時間後は無視できる程度であるが、これらの
細胞のナノ粒子での48時間の処理は、より高い濃度において、細胞生存率の減少を示した
ことを明らかにしている。非修飾1-D及び3-D TiO2のHeLa細胞への細胞毒性効果に関する
別の研究はまた、これらのナノ粒子が光のない状態で、最大125μg/mLまでの濃度で比較
的毒性がないことを示す。
【０１０４】
　さらに、1-Al-TiO2ナノ複合体のがん細胞と正常細胞への細胞毒性効果を比較するため
に、マウス初代肝細胞（MPH）を様々な濃度の1-Al-TiO2（0.3 ng/mL～0.3 mg/mL）で24及
び48時間処理した（図７）。1-Al-TiO2はまた、処理の24及び48時間後の両方で、3 μg/m
Lまでは基本的に毒性がないことが観測された。高濃度においてのみ、生細胞の比率が80
％未満に低下した。MPHは、様々な用量の1-Al-TiO2での処理の24時間後と48時間後に同様
に振るまい、低い1-Al-TiO2濃度はこれら正常細胞の生存率に対して最小限の細胞毒性効
果を有するということを示唆している。1-Al-TiO2で処理された膠芽腫細胞U870-Lucでは
高濃度における傾向は見られなかったが、正常細胞、特に初代細胞は、外因性の非ネイテ
ィブ因子に対してあまり寛容ではないことが予想される。それでもなお、1-Alが示す強い
蛍光は、ナノ複合体1-Al-TiO2を、本研究で観測されたがん細胞及び正常細胞の両方への
細胞毒性閾値より低い濃度（20～200 ng/mL）においても共焦点蛍光顕微鏡で観測可能な
光学イメージング剤として使用することを可能にするであろう。
【０１０５】
　4-(クロロスルホニル)安息香酸＋TiO2（アナターゼ）
【０１０６】
　シンチレーションバイアルにTiO2（0.1099 g）と4-(クロロスルホニル)安息香酸（0.01
71 g）とを加え、ドライボックスに投入した。無水ピリジン（3mL）を加え、不活性雰囲
気下で1時間かけて120℃にまで加熱した。室温まで冷却させ、その後H2O 2 mLを加え、次
いで遠心分離した。アセトン、アセトン、水、及びアセトンで洗浄及び遠心分離した。高
真空ラインでポンプダウンし、赤外分光用の生成物を得た。
【０１０７】
　塩化ビフェニル-4-スルホニル＋TiO2（アナターゼ）
【０１０８】
　シンチレーションバイアルにTiO2（0.1253 g）と塩化ビフェニル-4-スルホニル（0.020
8 g）とを加え、ドライボックスに投入した。無水ピリジン（3mL）を加え、不活性雰囲気
下で1時間かけて120℃にまで加熱した。室温まで冷却させ、その後H2O 2 mLを加え、次い
で遠心分離した。アセトン、アセトン、水、及びアセトンで洗浄及び遠心分離した。高真
空ラインでポンプダウンし、赤外分光用の生成物を得た。
【０１０９】
　塩化4’-クロロビフェニル-4-スルホニル＋TiO2（アナターゼ）
【０１１０】
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　シンチレーションバイアルにTiO2（0.1205 g）と塩化4’-クロロビフェニル-4-スルホ
ニル（0.0210g）とを加え、ドライボックスに投入した。無水ピリジン（3mL）を加え、不
活性雰囲気下で1時間かけて120℃にまで加熱した。室温まで冷却させ、その後H2O 2 mLを
加え、次いで遠心分離した。アセトン、アセトン、水、及びアセトンで洗浄及び遠心分離
した。高真空ラインでポンプダウンし、赤外分光用の生成物を得た。
【０１１１】
　イソシアン酸クロルスルホニル＋TiO2（アナターゼ）
【０１１２】
　シンチレーションバイアルにTiO2（0.1205 g）を加え、ドライボックスに投入した。イ
ソシアン酸クロルスルホニル100 μLを加えた。無水ピリジン（3mL）を加え、不活性雰囲
気下で1時間かけて120℃にまで加熱した。室温まで冷却させ、その後H2O 2 mLを加え、次
いで遠心分離した。アセトン、アセトン、水、及びアセトンで洗浄及び遠心分離した。高
真空ラインでポンプダウンし、赤外分光用の生成物を得た。
【０１１３】
　イソシアン酸クロルスルホニル＋TiO2（アナターゼ）
【０１１４】
　シンチレーションバイアルにTiO2（0.1269 g）を加え、ドライボックスに投入した。イ
ソシアン酸クロルスルホニル400 μLを加えた。不活性雰囲気下で1時間かけて120℃にま
で加熱した。室温まで冷却させ、その後H2O 4 mLを加え、次いで遠心分離した。アセトン
、アセトン、水、及びアセトンで洗浄及び遠心分離した。高真空ラインでポンプダウンし
、赤外分光用の生成物を得た。
【０１１５】
　ここに記載の方法によれば、他のCl-SO2含有物質、例えば、塩化スルホニル2-ペンチル
、塩化3,3,3-トリフルオロプロパン-1-スルホニル、酢酸メチル(クロロスルホニル)など
を使用することもできる。
【図２】

【図３】

【図４（ａ）】

【図４（ｂ）】
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【図５（ｂ）】 【図６】

【図７】
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【図８】

【図９】

【図１０】
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【図１】

【手続補正書】
【提出日】平成27年11月27日(2015.11.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】請求項３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項３５】
　ペイシェントにおけるがんのイメージング方法であって、
　ペイシェントに施与された請求項１に記載の物質に関して光学イメージングを用いてが
ん細胞をイメージングすること
を含み、Aは金属化コロリルである、方法。
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