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研究成果の概要（和文）：電場の印加によってナノ粒子が細胞膜を透過する現象に焦点を当てた。特に、人為的
に操作可能な制御因子であるナノ粒子の物性と電場の印加条件の影響を、分子動力学(MD)シミュレーションを用
いて解析した。その結果、微弱な電場の印加によってナノ粒子が細胞膜を直接透過する現象を初めて見出した。
この透過経路では、ナノ粒子侵入時に膜貫通孔が自発的に形成し、これを通じて粒子が細胞膜を直接透過した。
加えて、粒子の膜透過後に細胞膜は自己修復した。すなわち、細胞へのダメ―ジが小さくてかつ高い送達効率を
兼ね備えた、新奇で意義深い透過経路を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Nanoparticles (NPs) have been attracting much attention for biomedical and 
pharmaceutical applications. In most of the applications, NPs are required to translocate across the
 cell membrane and to reach the cell cytosol. Understanding of the mechanism underlying the direct 
permeation of NPs under an external electric field can greatly contribute to the realization of a 
technology for the direct delivery of NPs. Here we investigated the permeation of a cationic gold NP
 across a phospholipid bilayer under an external electric field using a coarse-grained molecular 
dynamics simulation. When a specific range of the electric field that is lower than the membrane 
breakdown intensity was applied, a unique permeation pathway was exhibited: the generated 
transmembrane pore immediately resealed after the direct permeation of NP. Our finding suggests that
 by applying an electric field in a suitable range NPs can be directly delivered into the cell with 
less cellular damage.

研究分野： 化学工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

現在、ナノ粒子を利用した治療技術の開発
が活発に行われている。治療効果を最大限に
引き出すためには、適切な量のナノ粒子を標
的とする細胞の内部に送り届ける必要があ
る。ナノ粒子が細胞内に送達されるためには、
粒子は細胞を覆う細胞膜を透過しなければ
ならない。従って、ナノ粒子が細胞膜を透過
する現象を精密に制御する技術の開発は、ナ
ノ粒子を利用した治療技術を実用化する際
の重要な課題となる。ナノ粒子を細胞の中に
送り届ける方法は、細胞自身の取り込み機能
を利用する方法と、外力を付与して細胞膜に
一時的な細孔を開け、粒子を細胞内に直接送
達する方法の 2 つに大別できる。この内、外
力を付与する方法は、細胞の種に固有の取り
込み機能に依存しない、積極的な粒子送達が
可能である。なかでも、電場を印加する手法
は、エンドサイトーシスを介さずに物質を細
胞内部に直接送達可能な手法であり、粒子を
高効率で細胞内に直接送達できることが報
告されている。一方で、過度な高電場の印加
は、細胞死を引き起こすことが欠点となる。
従って、電場印加環境におけるナノ粒子の細
胞膜透過を適切に制御し、高い送達効率と低
侵襲性を両立することが望まれる。しかしな
がら、電場印加時のナノ粒子の細胞膜透過メ
カニズムは不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、電場の印加によってナノ粒子
が細胞膜を透過する現象に焦点を当てた。特
に、人為的に操作可能な制御因子であるナノ
粒子の物性と電場の印加条件の影響を、分子
動力学(MD)シミュレーションを用いて解析
し、原子・分子レベルで起こる現象を解析し
た。加えて、平面脂質膜法を用いてナノ粒子
と人工細胞膜(平面脂質２重膜)との相互作用
を実験からも評価・解析した。 

 

３．研究の方法 

３．１. 計算方法 
粗視化分子動力学（CG-MD）法により、電

場印加時のナノ粒子の細胞膜透過現象を解
析した。Fig. 1 に、本研究で用いた計算系の
概要を示す。モデル細胞膜には、生細胞膜の
基本骨格である脂質二重膜を用いた。脂質分
子には、両性リン脂質 DPPC および負帯電性
リン脂質 DPPG をそれぞれ用いた。モデル細
胞膜が 2 つ配置された計算系とすることで、
互いに独立した 2つの溶媒区画を設けた。各
溶媒区画は生理食塩水と同等な濃度である
154 mM NaCl aq.とした。モデルナノ粒子に
は、8-アミノ-1-オクタンチオール表面修飾
正帯電性金ナノ粒子を用いた。本研究では、
ナノ粒子－細胞膜表面間の親和性が粒子の
細胞膜透過性に及ぼす影響を解析するため、
帯電性および構造が異なる 3種類の脂質二重
膜（Fig. 1の LB-1～3）を作成した。各細胞
膜の上部にナノ粒子を配置し、計算の初期状

態を得た。 
電場 E の印加を計算に考慮するため、電荷

qiを有する系内の全原子に外力 F = qiE を付
与した。なお、E は細胞膜法線方向下向きに
のみ印加した。電場の印加により発生する膜
電位の強度は、無次元膜電位 V*（=V/Vc）で表
した。ここで、V は印加膜電位、Vc は膜の穿
孔が起こり始める臨界電位（膜破壊電位）を
表す。印加膜電位は V = Edにより算出した。
d は細胞膜の膜厚であり、本研究では d = 4 nm
で一定とした。また、各系の Vcは粒子を含ま
ない条件で計算を行い、予め決定した 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．２. 実験方法 
 脂質分子には DPhPC、分散媒には 50 mM KCl
水溶液を用いた。ナノ粒子はクエン酸保護金
ナノ粒子を用いた。粒子径は 5 nm で、表面
は負に帯電している(ゼータ電位 = -35 mV)。 
 Fig. 2(a)に、用いた実験装置の概略図を
示す。ノイズの重畳を防ぐため実験装置全体
をファラデーゲージで囲い、その内部は除振
台、スターラ―、脂質膜を形成するチャンバ
ー、チャンバーを拡大観察するための顕微鏡
と光源から構成される。脂質を作成するチャ
ンバー(Fig. 2(b))は KCl 水溶液で満たされ
ており、これが、小孔(直径 200 µm)の開いた
隔壁により 2つの区画に分けられている。こ
の小孔に脂質二重膜をペインティング法で
形成した。両区間の KCl水溶液は塩橋を介し
て Ag/AgCl 電極と接続されている。電極はフ
ァンクションジェネレータおよびアンプと
接続されており、これにより、任意の電圧を
印加した際の脂質二重膜を介した荷電物質
の移動が微小電流値として測定される。 
 脂質二重膜表面は帯電性を示す一方、内部
は絶縁性を示す。これは、電気的にはコンデ
ンサと類似しており、本実験系は抵抗とコン
デンサとが並列に接続された RC 並列回路と
見なせる。これを利用して、作成した脂質二
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重膜を評価した。具体的には、任意の三角波
電圧を印可した際に測定される矩形波電流
から脂質膜の静電容量を算出した。その結果、
測定値 (0.377± 0.023 μ F/cm2)は文献値
(0.36±0.02 μF/cm2, Benz et al., Biochim. 
Biophys. Acta. 455, 721 (1976))と良好に
一致したことから、本研究で構築した実験系
において脂質２重膜の形成が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
４．１．ナノ粒子の細胞膜透過の MD解析 

通常の電気穿孔法では、膜破壊電位を大き
く上回る強度の電場を印加することで、膜を
予め穿孔し、物質を細胞内部に送達する。そ
こではじめに、膜破壊電位と等しい電位（V* = 
1.0）を印加した際のナノ粒子の挙動を解析
した。Fig. 3(a)に、V* = 1.0 における粒子
の細胞膜透過挙動を示す。計算系には Fig. 
1(a)の LB-3 を用いた。計算開始直後、粒子
は細胞膜表面に付着した。このとき、膜の構
造が変形し、膜を貫通する親水性の細孔が生
成した。その後、粒子は脂質分子に囲まれた
り、脂質分子を膜から引き抜いたりすること
なく、細孔を通じて膜を直接透過した。この
計算結果は、ナノ粒子が細胞膜を直接透過す
る一方で、透過後は膜が穿孔されたままであ
るという、既往の電気穿孔において観察され
る典型的な粒子透過経路と同様であった。一
方、膜破壊電位よりも低い電位条件では、粒
子の細胞膜透過現象は大きく変化した。Fig. 
3(b)に、V* = 0.8における粒子の細胞膜透過
挙動を示す。本条件でも、V* = 1.0の場合と
同様に、粒子は細胞膜を直接透過した。しか
しながら、粒子の侵入により膜に生成した細
孔は、粒子透過後に瞬時に縮小し、膜が自己
修復することが分かった。この 2つの透過現
象における細胞膜破壊の度合いを定量的に
評価するため、粒子の膜透過に伴う水分子の
膜透過を解析した。Fig. 4 に、V* = 1.0およ
び 0.8における水分子の個数密度コンター図
を示す。図は断面である。また、上図は初期
状態で外側溶媒区画に存在していた水分子、

下図は初期状態で内側溶媒区画に存在して
いた水分子のみをそれぞれ示している。V* = 
1.0 の場合、粒子の透過に伴って大量の水分
子が膜を透過していることが確認できる。こ
れは、粒子の透過後も膜に細孔が形成し続け
るため、この細孔を通じて水分子が移動した
ためであると考えられる。一方、V* = 0.8の
場合、粒子の透過後に細孔が閉じ、膜が自己
修復したため、水分子はほとんど膜を透過し
なかった。この結果より、V* = 0.8における
粒子の細胞膜透過は、膜破壊の度合いが非常
に小さいことが分かった。すなわち、この透
過経路は、高い送達効率と低侵襲性を両立し
た経路であることが示唆された。 
 粒子－細胞膜表面間の親和性が粒子の細
胞膜透過性に及ぼす影響に着目した。具体的
には、3 種類の細胞膜（LB-1～3）に対する粒
子の透過挙動を詳細に解析した。Fig. 5 に、
3 種類の細胞膜の外側親水性表面に粒子が接
近する過程の自由エネルギー変化を示す。こ
のとき、系に電場は印加しなかった。LB-1お
よび 2の場合、粒子が膜親水性表面に接近す
ると、自由エネルギーは増加した。すなわち、
粒子は LB-1 および 2 の膜親水性表面に自発
的に付着しないことが分かった。一方、LB-3
の場合、自由エネルギーはΔz ≒ 1.9 nm で
極小値を有した。この距離は粒子の半径（≒ 
1.95 nm）とほぼ一致していることから、粒
子は LB-3 の膜親水性表面には自発的に付着
することが示された。この違いは、粒子－膜
親水性表面間の静電相互作用に起因すると
考えられる。LB-1 および 2では、膜外側表面
には両性リン脂質 DPPC のみしか存在せず、
DPPC のコリン基由来の局所的な正電荷が正
帯電性ナノ粒子と静電反発を引き起こす。一
方、LB-3では、膜表面に存在する負帯電性リ
ン脂質 DPPG と正帯電性粒子との間に静電引
力が働くと考えられる。以上より、本研究で
用いたナノ粒子（正帯電性）は DPPC および
DPPG の両方が存在する膜表面と強い親和性
を示すことが分かった。 
次に、3種類の計算系それぞれに種々の強度

の電場を印加する計算を系統的に行い、粒子
挙動を解析した。その結果、粒子挙動は、①
膜に付着しない、②膜外側親水性表面に付着、
③粒子が直接透過後に膜が自己修復（膜修復
型の直接透過）、④粒子が直接透過後に細孔
が維持（細孔維持型の直接透過）、という 4
つのモードに分類された。Fig. 6 に、3 種類
の計算系に種々の電位を印加したときの各
モードの発生確率を示す。LB-1では、V*の増
加に伴って、粒子挙動が付着から細孔維持型
の直接透過に移行した。また、膜修復型の直
接透過はいずれの電位でも見られなかった。
LB-2 では、膜修復型の直接透過が V* = 0.9
においてのみ確認され、V* = 1.0 まで増加す
ると、細孔維持型の直接透過に移行した。
LB-3 でも同様に、膜修復型の直接透過が
V*<1.0 で見られた。しかしながら、付着から
膜修復型の直接透過への移行が確認され始

Fig. 2. Schematic diagram of planar lipid 

membrane system. (a) Over view of 

system and (b) Chamber. 



めた電位（V* = 0.8）は、LB-2に比べて低下
した。本計算結果より、ナノ粒子－細胞膜表
面間の親和性が高いほど、膜修復型の直接透
過が広い電場強度の範囲で起こることが分
かった。 

最後に、ナノ粒子－細胞膜表面間の親和性
の違いにより、膜修復の起こりやすさが変化
する要因を解析した。Fig. 7(a)に、V* = 0.9
において、粒子が各細胞膜の中心を通過する
瞬間に、細孔内部の空間に存在していた水分
子数を示す。LB-1における細孔内部の水分子
数は、LB-2および 3 に比べて多いことが分か
った。Fig. 7(b)に、各細胞膜の中心を粒子
が通過する瞬間のスナップショットを示す。
LB-1 では、粒子と細胞膜親水基間の間隙が
LB-2および 3に比べて明らかに大きい。この
結果からも、LB-1 では、粒子と細胞膜親水基
との間に水分子およびイオンが多数存在し
ていることが確認できた。LB-1のように、粒
子と膜親水基間の間隙に溶媒分子が多数存
在する場合、親水性の細孔が成長しやすくな
るため、粒子透過後も膜は自己修復しなかっ
たと考えられる。一方、LB-2 および 3のよう
に、粒子が膜親水基に付着し、細孔中の溶媒
分子が少なくなる場合、細孔の成長が抑制さ
れ、膜が自己修復したと考えられる。以上よ
り、ナノ粒子が細胞膜表面に付着しやすい
（すなわち粒子－膜表面間の親和性が高い）
条件であるほど、粒子透過後に膜が自己修復
しやすくなることを明らかにした。 

本研究で見出した「微弱な電場の印加によ
ってナノ粒子が細胞膜を直接透過する」現象
に、ナノ粒子の物性が及ぼす影響についても
解析した。具体的には、粒子の表面電荷密
度・親水疎水性・サイズが及ぼす影響を解析
した。その結果、ある物理化学的特性を有す
るナノ粒子において、細胞膜を直接透過でき
ることを明確にした。 
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Fig. 3. Snapshots of NP permeation under (a) V* = 1.0 

and (b) V* = 0.8. 
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４．２．平面脂質膜実験の結果 
 Fig. 8に種々のナノ粒子濃度における測定
電流値の経時変化を示す。具体的には、時刻
100 s 以降に+100 mV の一定電圧を印加した
際の測定電流を示している。ナノ粒子を加え
ない場合(Fig. 8(a))電流値はほぼゼロであ
ったが、粒子濃度の増加に伴い 0 pA を基準
とした瞬間的な電流値の増加が見られた
(Fig. 8(b))。さらに粒子濃度を増加させる
と、平均値が 0 pA 以上となり、電流が常時
流れるようになった(Fig. 8(c)(d))。しかし、
粒子を過剰に加えると、測定電流値が検出上
限値まで瞬間的に増加し、脂質膜が破壊され
た(Fig. 8(e))。本実験においてゼロ以上の
電流が測定されるということは、脂質膜を介
して電荷を持った物質(イオンもしくはナノ
粒子)が移動したことを意味する。すなわち、
粒子濃度の増加に伴い脂質膜に欠損が生じ
物質が透過する様子を、Fig. 8は示している。  

Fig. 2(b)右側の cis 区画に金ナノ粒子懸
濁液を入れ、反対側の trans 区画のナノ粒子
濃度を測定し、ナノ粒子透過率の定量化を試
みた。しかしながら、透過率測定値は実験毎
の変動が大きく、諸条件との相関関係を見出
すまでには至らなかった。 
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