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研究成果の概要： 
本研究は、1)量子ドット標識法および2)DNA結合状態の可視化・定量化を目指したFRET観察
法の開拓を目標テーマに掲げている。1)に関しては、生体親和性のリン脂質モノマーの (MPC)
共重合体で量子ドット内包粒子を作製し、細胞内動態を観察することに成功した。2)に関して
は、pH応答性セグメントとMPC、FRETアクセプター固定部位を有する共重合体を合成し、量子
ドットを内包した。この粒子は、pHに応じて FRET効率が変化し、異なる蛍光スペクトルを示
した。 
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１．研究開始当初の背景 
近年､遺伝子治療としてウイルスベクター
を用いて細胞核内へDNAを導入するための
技術が研究されてきた。既存のウイルスベク
ターには様々な限界があることは明らかで
あり、より良い人工遺伝子ベクターの開発が
望まれている。しかしながら、人工ベクター
ではウイルスベクターに比べて核内での遺
伝子発現率が劣っている。人工ベクターの開
発において、ベクターの遺伝子発現率の向上
などを図る一方、最適な構造を構築するには
pH変化に代表される細胞内環境を評価する

ことも必要である。しかし、動的な細胞内環
境をセンシングするには、生体の免疫機構、
細胞内のエンドソーム膜に内包されリソソ
ームにより分解されるエンドサイトーシス
に代表される異物排除機能を回避できる制
限が設けられることになる。 
このような背景から、生体内の異物排除機
能を回避可能な細胞膜外から核内に至る細
胞内動態の可視化モニタリング材料の創製
を目指した。核となる可視化材料として着目
したのが数ナノメートルサイズで可視光領
域に蛍光を発する量子ドット(Q-dot)である。
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Q-dotは、従来の有機蛍光プローブに比べて、
蛍光寿命が長く、半値幅が狭く、直径の違い
により多色蛍光を有しているため、細胞内の
微小な領域におけるイメージングモニタリ
ング材料として最適である。しかし、Q-dot
は生体適合性、機能性を有していない。表面
を高機能化することにより、細胞内の微量な
pH変化をポリマーブラシ鎖の膨潤収縮、固定
化した蛍光物質への量子ドットからの蛍光
共鳴エネルギー転移(FRET)変化へと連動さ
せ蛍光シグナルの変化として検出するpHセ
ンシング材料へ展開する。 
 
２．研究の目的 
高性能で発現効率の高い人工遺伝子ベクタ
ーの開発には、細胞内動態の評価が必要とさ
れる。本研究では、表面を高機能化した量子
ドット(Q-dot)標識方法および DNA 結合状態
の可視化・定量化を目指した蛍光共鳴エネル
ギー転移(FRET)観察法の開拓を行う。この 2
つを柱として生体内の異物排除機能を回避
可能な細胞膜外から核内に至る細胞内動態
の可視化モニタリング材料の創製を目的と
する。        
 
３．研究の方法 
生体分子標識ユニット、細胞類似構造を有す
る 2-メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリン
(MPC)ポリマーの配列、構造を巧みに制御し、
量子ドットの水、培養液中への分散を可能とし、
細胞内への取り込みを制御する表面機能化を
行った。種々の機能化方法を検討した内ここで
は、両親媒性 MPC 共重合体による表面機能化
および可逆的付加開裂連鎖移動(RAFT)剤を用
いた量子ドットの可溶化について報告する。 
 
(1) 量子ドット標識法 
両親媒性MPC共重合体 
量子ドットを内包可能なポリマーの設計・合成
を行った。デザインした両親媒性MPC共重合体
(PMBN)を図1に示す。合成はラジカル重合によ
り行った。ここで、共重合体は疎水表面を有する
量子ドットと相互作用する疎水部、 n-butyl 
methacrylate(BMA)と MPC からなる生体適合性
を有する親水部、および活性エステルにより生
体 分 子 を 固 定 化 可 能 な
p-nitrophenyl-oxycarbonyl poly(ethylene glycol) 
methacrylate(MEONP)から形成されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、ジクロロメタンに分散している Q-dot
分散液を PMBN水溶液へ添加し、溶媒蒸発法
により Q-dot を内包したナノ粒子を作製した。
ここでは、粒子の安定性を向上させるため、
ポリ乳酸(PLA)をコアポリマーとして 0.1 mg
添加している。作製したナノ粒子の光学特性、
粒子径などを紫外可視吸収スペクトル測定、
蛍光スペクトル測定、透過型電子顕微鏡測定
等で評価した。 
イメージングプローブとしての特性を調べるた
め、速度論的な細胞取り込み定量解析を行った。
膜透過性ペプチドとして知られるオクタアルギニ
ン(R8)を粒子表面の活性エステルを介して固定
化した。この R8-PMBN/PLA/QD を HeLa 細胞
培地に加え（終濃度 100 nM）、各時間インキュ
ベートした。各時間の粒子濃度の定量を細胞粉
砕後の蛍光スペクトル測定、また、その際の細
胞取り込み機構に関して、共焦点レーザー顕微
鏡を用いて、粒子位置の時間推移を観察した。
比較として活性エステルを glycine でマスクし、
最表面がリン脂質のみで覆われている粒子を作
製した。粒子の模式図を図 2に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②可逆的付加開裂連鎖移動(RAFT)剤を用いた
量子ドットの可溶化 
量子ドットを可溶化する界面活性能とその後モ
ノマーを重合する機能の二つの機能を有する
RAFT 剤 と し て 2-dodecyl sulfanyl 
thiocarbonylsulfanyl-2-methyl propionate 
(DMP-Na)を合成した。構造を図 3 に示す。この
RAFT剤の臨界ミセル濃度(CMC)を表面張力測
定により評価した。CMC 以上の濃度の溶液に
Q-dot溶液を添加し、溶媒蒸発法により Q-dotの
水溶液中への可溶化を行った。 
 
 
 
 
 
 
そのQ-dotが分散している水溶液中へ任意量
のMPCモノマーおよび開始剤を添加し、70℃
で RAFT 重合を行い光学特性、粒子径等を
評価した。実験のスキームおよび MPC ポリマ
ーによりグラフトされた粒子の模式図を図 4へ
示す。 
 

図 2. 量子ドット内包ナノ粒子
模式図 
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図 3. RAFT剤の構造 

図 1.PMBNの構造 



 
 
(2) DNA結合状態の可視化・定量化を目指し
た FRET観察法の開拓 
鎖長および分子量が制御された pH 応答性
セグメントとして pKaが 7.3付近に存在する
2-diethylaminoethyl methacrylate(DEAEMA) 
からなる pH 応答性セグメントを用いて、
PMBNの 3元共重合体からなるリン脂質ポリ
マーセグメントとのマルチブロックポリマ
ーを RAFT重合により合成した。量子ドット
表面を溶媒蒸発法により被覆した。ポリカチ
オンである poly(DEAEMA) の pKaは 7.3であ
るため、エンドソーム中のような pH 5 付近
の環境では DEAEMA セグメントはプロトン
化されるため伸びきり構造をとり、粒径が大
きくなるので FRETは起こらない。一方で、
細胞質中のような pH 7.4 付近の環境では
DEAEMA セグメントは脱プロトン化される
ため凝集構造をとり、粒径が小さくなるため、
ドナー-アクセプター間の距離が 10 nm 以下
となり FRETが発生する。この際の検出光の
変化を測定することによりエンドソームに
よる取り込みに際する pH 変化を検出するこ
とが可能になると考えられる。(図 5) アクセ
プター蛍光色素として Alexa 594 cadaverine
を活性エステルを介して固定化後、蛍光スペ
クトル測定により pH変化に基づく FRET 効
率変化評価を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
(1) 量子ドット標識法 
①両親媒性MPC共重合体 
デザインした共重合体 PMBN451 を得た。
ここで記載した数字は MPC:BMA:MEONP = 
4:5:1の組成比を意味する。溶媒蒸発法により
量 子 ド ッ ト 内 包 し た ナ ノ 粒 子
(PMBN/PLA/QD)を作製した粒子の直径は、約
20 nmであり、粒子中に 6-8個の QDを内包
していた(図 6)。また、蛍光スペクトル測定よ
り、内包による蛍光波長に及ぼす影響はみら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R8を固定化したR8-PMBN/PLA/QDの細胞内
取り込み解析結果を図 7に示す。比較として
用いた活性エステルを glycineで保護し、表面
がリン脂質のみで覆われた粒子の場合、細胞
には全く取り込まれなかったのに対して、
R8-PMBN/PLA/QD では細胞内取り込みが数
分程度から起こっていることが確認された。 

 
図 8に共焦点レーザー顕微鏡によるタイムラ
プスイメージングを示す。ここで、R8はエン
ドサイトーシス経路による取り込みを行う
ことが知られている。5 分後には、まだ細胞
膜表層へ粒子は位置しているが、1 時間後に
は一部が内側へ取り込まれており、3 時間後
には、完全に細胞内へ取り込まれた。この結
果は、この粒子を用いることによりエンドサ
イトーシス経路の細胞内動態をイメージン
グすることが可能であることを意味してい
る。 

図 4. 量子ドット可溶化スキーム 

図 5. pH 変化に伴う FRET 効率変化の
概念図 

図 6. PMBN/PLA/QDの TEM像 

図 7. ○ Glycine-masked 及 び ● R8- 
PMBN/PLA/QD の HeLa 細胞取り込みの
速度論的解析 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②可逆的付加開裂連鎖移動(RAFT)剤を用い
た量子ドットの可溶化 
 DMP-NaのCMCは表面張力測定結果により
1.0 x 10-3 Mであった。また、CMC以上の濃
度において、DMP-Na により Q-dot を可溶化
できることが分かった。その溶液中で、MPC
を重合した後の蛍光スペクトルを図 9に示す。
また2時間後の粒子のTEM像を図10に示す。
グラフトによる表面修飾が、2－4時間後にも
蛍光ピークに影響を与えていないことが確
認され、また、粒子形状にも影響を与えてい
ないことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この粒子は、末端のカルボキシル基を利用し
て生体分子を固定化可能であり、イメージン
グプローブとして潜在性を有している。 
 

(2) DNA結合状態の可視化・定量化を目指し
た FRET観察法の開拓 
合成し精製した PMBN451 の数平均分子量
は、12,200 であった。続いて、pH 応答性セ
グメントである DEAEMA を重合し、
PDbMBNを合成した。数平均分子量は、23,700
であった。ドナーである量子ドットを共重合
体のコアとなるように内包し、粒子表面へ
FRETアクセプター分子 Alexa 594 cadaverine 
を固定化した。作製した粒子を異なる
pH(5.0-7.4)の緩衝溶液に添加すると、pHに応
じて pH 応答セグメントの鎖長が伸縮するた
め FRET効率が変化し、異なる蛍光スペクト
ルを示した。結果を図 11に示す。560 nm付
近のピークは FRET ドナーQ-dot に起因して
おり、610 nm付近のピークは FRETアクセプ
ターAlexa 594に起因するピークである。また、
pH とピーク強度の関係をプロットしたもの
を図 12 に示す。強度比を pH6.6 前後で変化
が起こっていることが分かる。 
これは、エンドサイトーシスで生じる微小
な pH 変化が検出可能性を有している。細胞
内での観察には至っていないが、量子ドット
ラベルした DNA を用いることによりそ
の詳細解析に適用できると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 タイムラプスイメージング 
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図 9. PMPC-grafted QDの蛍光スペクトル 

図 10. PMPC-grafted QDの TEM像 

図 11. 蛍光スペクトルの pH依存性 

図 12. ピーク強度比と pHの関係 
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