
昭和大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

基盤研究(B)（一般）

2021～2018

ナノ粒子を用いた細胞内反応の詳細な解析と生命活動の制御原理の理解

Intercellar reaction analysis using nanoparticles

３０３３２９４３研究者番号：

加藤　大（Kato, Masaru）

研究期間：

１８Ｈ０２５６０

年 月 日現在  ５   ６ ２２

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：カートリッジや高速液体クロマトグラフ（HPLC）を用いた機能性物質内包ナノ粒子の
優れた精製法を開発した。HPLC用カラムを利用した手法では、ナノ粒子の表面電位に基づいて識別が行われ、ゼ
ータ電位の大きさに基づいて粒子が分離された。固相抽出カートリッジを利用した手法では、短時間での精製が
可能になった。本手法を用いることで、均一なナノ粒子の入手が可能になった。

研究成果の概要（英文）：We have developed an excellent purification method for functional 
nanoparticles using cartridges or HPLC. In the HPLC method, discrimination was based on the surface 
potential of the nanoparticles and particles were separated based on the magnitude of the zeta 
potential. A technique using a solid-phase extraction cartridge enabled purification in a short 
period of time. By using these methods, it became possible to obtain uniform nanoparticles.

研究分野： 分析化学

キーワード： ナノ粒子　タンパク質　精製　固相抽出　HPLC

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発したナノ粒子の分離精製法は、簡便に均一なナノ粒子の入手が可能になった。また分析法は、ナノ粒子の表
面電位に基づいて分離が行われるので、効率的な精製が可能になった。均一なナノ粒子は、内包物質の放出をよ
り正確に制御することが可能であり、安全なナノ粒子の利用に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 代表者は、機能性物質を内包したナノ粒子を開発した。本ナノ粒子は、光照射によって内包物
質を放出することから、機能性物質を放出するタイミングや量の制御が可能である。そこで、本
粒子を用いて、細胞内の機能を制御し、細胞内でのタンパク質等の機能の詳細な解析を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
優れた機能の有するナノ粒子が多数開発され、いろいろな分野で利用されるようになってい

る。我々は、ゲルが形成する網目構造によって物質を内包し、外部刺激によって、内包物質を放
出するナノ粒子を開発した。本ナノ粒子を用いて、目的の物質を標的部位に送達させ、外部刺激
で放出し機能させることで、細胞等の機能制御が実現すると期待された。そこで、本研究では機
能性物質内包ナノ粒子の精製と応用に関して研究を行った。特に本報告では、機能性ナノ粒子の
精製法に関しての検討結果を報告する。 
 

３．研究の方法 
 
(1) ナノ粒子 
代表的なナノ粒子として、Doxil と細胞外小胞を使用した。 Doxil と細胞外小胞はどちらもリ

ン脂質二重膜で構成されており、Doxil は表面にポリエチレングリコールが修飾され、細胞外小
胞は脂質二重層に膜タンパク質が存在している。ナノトラッキング解析 (NTA)で測定したゼー
タ電位は、Doxil は-22 mV で、細胞外小胞は-40 mV であった。 
 
(2) 固相抽出によるナノ粒子の精製とナノ粒子の検出 
コンディショニングとして、まず固相抽出カートリッジに 5 M NaCl 溶液、水、および 10 mM 

Tris 緩衝液を通し洗浄および活性化を行った。次に、試料のナノ粒子溶液 (200 μL) をカート
リッジにのせ、9,100 g で遠心した。溶離液を収集し、非保持画分とした。 次に、溶離液中の
Tris 濃度を段階的に (10 mM から 50、100、200、500、および 1000 mM) 増加させ、溶出した
画分をチューブで回収した。 最後に、5M NaCl を溶離液として使用し、モノリス体に保持され
ていた全ての物質の溶出を試みた。次に、各溶出画分の吸光度または蛍光をプレートリーダーで
測定した。Doxil 及びドキソルビシンは、ドキソルビシンの蛍光(λex = 480 nm、λem = 575 
nm)を利用して検出した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 固相抽出カートリッジによる精製 
①NH2 修飾カートリッジ 
図 1aに 2種のナノ粒子と 3種の夾雑物質の溶出挙動を示した。検討した pH 範囲で Doxil は、

強い蛍光が２つの領域(非保持画分と高濃度画分(500 ～ 5,000 mM))で観察された。 そこで、
各画分の粒子径分布と散乱強度を動的光散乱法で測定した。高濃度画分（500 mM Tris (pH 8)）
では、平均粒子径 86 nm のナノ粒子と共に強い散乱光が検出された。 一方、非保持画分では平
均粒子径が 86 nm と 1 nm の信号が検出されたが、散乱光が検出されなかった。 したがって、
ドキソルビシンが非保持画分に、Doxil が高濃度画分に溶出していると考えられる。pH6 と 7 で
は、Tris 濃度が 1,000 mM 未満の時、Doxil は溶出しなかった。 一方、pH 8 と 9 では Tris 濃度
が 500 mM 以上で溶出した。モノリス表面に存在する NH2 基の解離は、pH が高くなると抑制さ
れ、NH2 のイオン交換作用が弱まり、Doxil の溶出が起こりやすくなったと考えられる。細胞外
小胞は、pH6 では溶出せず、pH7 以上では 溶離液に 1,000 mM Tris および 5 M NaCl を用いると
溶出した。ドキソルビシンとアルブミンは、どの pH 条件下でもほとんど保持されず、非保持画
分に溶出した。 
 
②Poly-Lys 修飾カートリッジ 
5 種の物質(2種のナノ粒子、3種の夾雑物質) の溶出挙動を図 1b に示した。いずれの検討で

も Doxil は、2領域(低濃度と高濃度画分)で蛍光が観察され、これは NH2 修飾カートリッジで得
られた結果と一致していた。Doxil の溶出に必要な Tris 濃度は、NH2 修飾カートリッジよりも低
く、poly-Lys 修飾カートリッジによる Doxil の保持は弱いと考えられる。細胞外小胞は、1000 
mM Tris で溶出した。NH2 修飾カートリッジでは、pH6 で細胞外小胞が溶出しなかったが、poly-
Lys 修飾モノリスでは 1000 mM Tris で溶出した。ドキソルビシンとアルブミンは、検討した pH 
条件ではほとんど保持されず、非保持画分に溶出した。ドキソルビシンは、poly-Lys 修飾カー



トリッジでは、10および 50mM Tris 溶液でもわずかに溶出したため、NH2 修飾カートリッジより
も poly-Lys 修飾カートリッジに対して強い親和性を示した。 一方、オリゴヌクレオチドは、
pH6～8の 1000 mM Tris 緩衝液および pH9 の 5 M Tris 緩衝液で溶出した。NH2 修飾カートリッ
ジと比較すると、オリゴヌクレオチドの溶出に必要な塩濃度は低かった。このことから、pH6～
8 の溶離液を使用することで、Doxil は遊離薬物 (ドキソルビシン、オリゴヌクレオチド)および
血液タンパク質 (アルブミン)から分離および精製できると考えられ
る。 一方で、細胞外小胞とオリゴヌクレオチドは脱離に必要な溶離
液の Tris 濃度と pHに差異が見られなかったことから、２つの物質を
poly-Lys 修飾カートリッジで分離精製するのは困難であると予想さ
れた。 
 
上記の結果に基づいて、我々は、Doxil 溶液に含まれる漏出したド

キソルビシンの除去を試みた。Doxil とドキソルビシンの混合液を
poly-Lys 修飾カートリッジにのせ、分離精製を行った。 図 2 に、混
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図１a,b 固相カートリッジでのナノ粒子と夾雑成分の溶出挙動 
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図 2 各画分の HPLC による分離 



合試料溶液、非保持画分、および 200 mM Tris 緩衝液（pH 6）で溶出した画分を HPLC で分析し
た結果を示した。混合試料溶液では、0.7 分に Doxil が、3.6 分にドキソルビシンが検出された。
一方、非保持画分ではドキソルビシンのピークのみが、200mM Tris 画分では Doxil のみが検出
された。したがって、poly-Lys 修飾カートリッジを使用して Doxil の精製に成功した。 
 
(2) HPLC カラムによる分離精製 
上記の検討で、ナノ粒子と夾雑物質との分離精製に成功した。次に、類似のナノ粒子の分離が

可能な手法の開発を試みた。ナノ粒子の僅かな違いを分離するために、上記の検討で使用した
poly-Lys を HPLC 用モノリス型カラムに修飾し、検討に用いた。 
 
移動相のｐH とイオン強度を変化させた時の細胞外小胞の溶出挙動を調べた。移動相の pH を

6 から 8 の間で変化させたところ、いずれの pH でも Tris 濃度が 100mM の時は溶出せず、300～
400 mM 以上では 1.5 分に溶出した。溶出時間は、pH や Tris 濃度を変化させてもほとんど一定
であった。ピーク強度は、Tris 濃度が高くなるほど少しずつ大きくなり、700～800 mM 以上にな
ると、それ以上は変化しなかった。これは、細胞外小胞は、細胞内で産生されているため、表面
電荷は小胞ごとで均一でなくばらつきがあるので、溶出に必要な Tris 濃度は小胞ごとで異なる
ためと考えた。 
次に Doxil の溶出挙動を調べた。Doxil 溶液を分析すると 1.5 分の Doxil のピークに加えて、

3-4 分に Doxil から溶出した医薬品のドキソルビシンの小さなピークが検出された。Doxil の溶
出挙動も、pH の影響をほとんど受けなかった。固定相に修飾した poly-Lys のアミノ基の解離は
pH が上昇すると抑制されるため、イオン交換の作用が弱まり Doxil が溶出し易くなると考えら
れる。しかし、Doxil のピークが検出され始める Tris 濃度が、pH6、7 では 300mM であるのに対
して、pH8 では 400mM であった。これは、Tris 緩衝液は Tris と塩酸を混合して調製しているた
め、Tris 濃度が同じであっても溶液中の塩化物イオン濃度は、pH が低くなるほど高くなる。そ
のため、移動相のイオン強度による溶出力は pH が低くなるほど強くなるため、pH６、7 ではよ
り低濃度（300mM）で溶出したと考えられる。ピーク強度は、ピークが検出され始めたら、その
強度は急激に大きくなり、その後はほぼ一定になった。例えば、pH7 では 300mM でピークが検出
され、それ以上濃度を上昇させても、ピーク強度はほとんど変化しなかった。これは、Doxil は
工業的に調製されているため、均一性が高く、溶出に必要な Tris 濃度はほとんどの Doxil で同
じためと考えた。 
 
このようにナノ粒子が形状を維持した状態で固定相に保持され、移動相中の Tris 濃度で溶出

をコントロールできることが分かったので、グラジエント溶離を用いて Doxil と細胞外小胞の
分離を試みた。その結果、pH8 の移動相を用いて、Doxil と細胞外小胞を分離に成功した。3.5 分
付近に Doxil から溶出したドキソルビシンのピークが、6.5 分付近に Doxil が 9.5 分付近に細胞
外小胞のピークが溶出した。このように２つのナノ粒子が良好に分離された。２つのナノ粒子が
分離された原因としてゼータ電位を予想した。Doxil と細胞外小胞のゼータ電位は、それぞれ-
22 と-40 mＶであり、細胞外小胞の方がより負に帯電していた。つまり、固定相のアミノ基に対
して強い親和性を有すると考えられ、イオン交換作用によって固定相に強く保持された今回の
結果を説明することができる。 
 
本研究では、機能性ナノ粒子の分離精製法を開発した。開発したカートリッジやカラムを用い

ることで、短時間で夾雑物質とナノ粒子やナノ粒子同士の分離精製が可能になった。今後は、本
手法を用いて精製したナノ粒子を用いて、標的部位での機能発現し、細胞等の機能制御を行う。 
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