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研究成果の概要（和文）：光線力学療法は、光増感剤を光照射により励起し、細胞殺傷能の高い

一重項酸素を産生させることで、標的細胞を死滅させるガン治療法の 1 つである。本研究課題

では、薬剤の放出制御や安定化、病巣への選択的輸送などにより薬の副作用を押さえ薬効を高

めるドラックデリバリーシステムに、光線力学療法の原理を応用し、光増感剤が産生する一重

項酸素を薬剤キャリアに作用させ、その構造を変化させることで薬剤の放出制御するシステム

の構築を目指した。 

 
研究成果の概要（英文）：Photodynamic therapy is a next-generation cancer treatment based 

on cytotoxic singlet oxygen molecules producing photochemical reactions between 

photoexcited photosensitizers and molecular oxygen. In this study, photodynamic 

therapy-based drug delivery systems were developed to achieve the photo-inducible 

controlled release of pharmaceutical compounds from carriers. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、薬剤の放出制御、体内での安定化、
病巣への選択的輸送などにより薬の副作用
を押さえ薬効を高めるドラックデリバリー
システム（DDS）が注目を浴びている。一般
的に、抗癌剤の DDS キャリアには、正常組
織での副作用を抑えるために、血流中では内
包した薬剤の流出を防ぐために構造的な安
定性が求められるが、病巣では薬剤を放出す
るという二つの相反した性質が求められる。
この様な要求に対し、標的細胞に高発現して
いる酵素や受容体タンパク質を利用し、標的

細胞外付近で分解されることや、細胞内に取
り込まれ、細胞内環境（例えば低 pH）にさ
らされることで薬剤を放出する DDS キャリ
アが開発されている。しかし、癌細胞で高発
現している酵素や受容体タンパク質（例えば
マトリックスメタロプロテアーゼや葉酸受
容体など）は、他の正常な組織の細胞にも発
現していること、癌細胞により高発現してい
るタンパク質が一様でないことなどの問題
点があった。また、この他にも、光によりキ
ャリアからの薬剤放出制御を目指した研究
も行なわれているが、それらは光がキャリア
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に直接作用し構造変化を引き起こすため、強
い光エネルギーが必要であり、照射する光が、
組織透過性の低い、細胞にとって有害な紫外
線であるなど、実用化には大きな障害があっ
た。 

一方、これに対し、光増感剤に光を照射す
ることで一重項酸素などの活性酸素を産生
し、標的細胞を死滅させる光線力学治療法
（PDT）において用いられる光は、組織透過
性の高い長波長で、低出力のレーザー光であ
る。また、光増感剤より産生される一重項酸
素は、高い反応性を有しており、反応基質と
なる化学構造が明らかにされている。 

 

 

２．研究の目的 

以上の様な背景より、PDT の原理を基盤
とし、光をキャリアに作用させるのでは無く、
一重項酸素によりキャリアの構造を制御す
れば、光照射により薬剤の放出を制御可能な
DDS の確立が可能ではないかと考えた。そ
こで本研究課題では、フラーレンなどの光増
感剤が、光励起することで一重項酸素を発生
する性質を利用し、ドラッグデリバリーシス
テムに用いられている薬剤キャリアを一重
項酸素により構造変化を受ける様に改良を
加え、薬剤キャリア内に、光増感剤と抗癌剤
などの薬剤を同時に内包させることで、光照
射により薬剤キャリアの構造を変化させ、内
包する薬剤の放出制御が可能なドラッグデ
リバリーシステムの開発を行なうことを目
的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（1）ドラッグキャリアとして用いるリポソ
ームは、薄膜法（バンガム法）および、エク
ストルーダーによるサイジングにより調製
を行った。擬似薬剤として用いた蛍光色素カ
ルセインのリポソームへの封入は、リポソー
ムの調製を、カルセインが濃度消光を起こす
高濃度（50 mM）の溶液中で行い、その後、
リポソーム内へ未封入のカルセインを
SpharoseCL-4B を担体として用いたゲルろ過
クロマトグラフィにより分離精製すること
で行った。なお、ゲルろ過クロマトグラフィ
により精製したリポソームは、リン定量法に
よりその脂質濃度の算出を行った。本研究で
は 、 不 飽 和 脂 質 と し て
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosp
hocholine （ POPC ） お よ び 1,2- 
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
（ DOPC ） を 、 飽 和 脂 質 と し て
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocho
line（DPPC）を用いている（参考図 1）。なお、
細胞実験に際しては、主成分の脂質に加え、
カチオン性脂質を 10 mol%を混合し、リポソ

ームが細胞に取り込まれ易い条件下で実験
を行った。 

参考図 1 本研究で用いた脂質の構造 

 
 
（2）リポソームへの光増感剤の導入は、光
増感剤として用いるフラーレンのシクロ
デキストリン錯体からの交換反応法により
行った。まず、フラーレンの-シクロデキス
トリン錯体を高速振動粉砕法（30 Hz, 20 min）
により調製し、これを加温したリポソーム溶
液に攪拌しながら滴下し混合することでフ
ラーレンをリポソームへ導入した。なお、反
応温度と時間は、[60]フラーレンを用いた場
合は 80℃で 1 時間、[70]フラーレンを用いた
場合は脂質の相転移温度以上で1分間反応を
行った。 
 
（3）リポソームからのカルセインの放出は、
濃度消光しているカルセインが、溶液中に放
出されることによる蛍光の回復を、蛍光スペ
クトルを測定することにより評価した。リポ
ソーム溶液を酸素でバブリングし、溶液中の
溶存酸素量を高めた後、光照射を行った。光
照射は 500 W キセノンランプ（SX-UID500X, 
ウシオ電機）を光源とし、300 nm 以下の波長
をカットするフィルターおよび水フィルタ
ーを用いて、室温下で 1 時間行った。光照射
後、経時的に蛍光スペクトルの変化を測定し、
測定後に界面活性剤である TritionX-100 を
添加し、リポソームを全て破壊することで、
カルセインが完全にリポソームから放出さ
れた時の蛍光強度を測定した。なお、リポソ
ームからのカルセインの放出率は、リポソー
ム調製直後もしくは光照射直後の蛍光強度
を F0、各時間経過後の蛍光強度を F、
TritionX-100 添加後の蛍光強度を Fm とした
時、放出率（%）= （F-F0）/（Fm-F0）×100
の式により算出した。 

 
（4）コレステロールや L-ヒスチジンが、リ
ポソームに導入した光増感剤の細胞殺傷能
に与える影響を評価する実験は、ヒト子宮頸
ガン由来の HeLa 細胞を用いて行った。細胞
を、培養プレートに播種し一晩培養した。そ
の後、光増感剤を含有したリポソーム溶液を



 

 

目的の濃度となるように添加し、24 時間細胞
に取り込ませた。24 時間後、リン酸緩衝生理
食塩水で細胞を洗浄することで取り込まれ
なかった光増感剤を除去し、培地を再添加後
に光照射を行なった。光照射は 300 W キセノ
ンランプ（MAX-301, 朝日分光）を光源とし、
ミラーモジュールおよび短波長カットフィ
ルターを用いることで 600-740 nm の波長の
光を、室温下で 30 分間照射した。なお、細
胞の生存率は、光照射の 24 時間後、Cell 
Counting Kit-8（同仁化学研究所）を用いる
ことで算出した。 
 
 
４．研究成果 
（1）一重項酸素が脂質のアルキル鎖におけ
る不飽和部位と反応性する性質を利用し、不
飽和脂質からなるリポソーム内に光増感剤
を導入し、光照射依存的な薬剤放出制御が可
能かの検討を行った。不飽和脂質として、ア
ルキル鎖において不飽和結合を 1 つ有する
POPC を、光増感剤としてフラーレン、擬似薬
剤として蛍光色素カルセインを用い実験を
行った。その結果、フラーレンを導入したリ
ポソームにおいて光照射依存的にカルセイ
ンが放出されることが確認された。この光照
射依存的なカルセインの放出率は、フラーレ
ンを導入していないリポソームに比べ明ら
かに高いことより、不飽和脂質が一重項酸素
により酸化され、それに伴い内包したカルセ
インが放出された可能性が示唆された（図 1）。 

図 1 光依存的なリポソームからのカルセインの放出 

 
 
（2）次に、リポソームを構成する脂質にお
ける一重項酸素との反応部位の数、すなわち
脂質の不飽和度が与える影響に関して、検討
を行った。（1）で用いた POPC に加え、アル
キル鎖において不飽和結合を2つ有するDOPC
を用い、（1）と同様に光依存的な擬似薬剤の
放出の増大を調べた。その結果、POPC または
DOPC からなるリポソーム間において、光依存
的な擬似薬剤の放出能に差はなく、脂質のア

ルキル鎖において、不飽和結合が 1 つ存在す
ればそれ以上存在する場合と同等に薬剤が
放出されることが明らかとなった。 
 
（3）一方、POPC からなるリポソームは、飽
和脂質 DPPC からなるリポソームとの比較実
験において、光を照射していない定常状態に
おいて、擬似薬剤の若干の放出が観察される
ことより、定常状態における安定性の向上が
必要であることが示唆された（図 2）。 

図 2 暗所におけるリポソームからのカルセインの放出 

 
 
（4）飽和脂質 DPPC からなるリポソームに、
光増感剤であるフラーレンに加え、一重項酸
素との反応部位としてコレステロールを導
入し、リポソームからの一重項酸素の産生に
与える影響を、光増感剤の細胞殺傷能を比較
することで評価した。その結果、HeLa 細胞を
用いた実験において、コレステロールを導入
したフラーレン含有リポソームの細胞殺傷
能が、コレステロールを導入していないフラ
ーレン含有リポソームの細胞殺傷能より低
下する傾向が観察された。このことは、リポ
ソーム内のコレステロールが光増感剤より
産生された一重項酸素と反応している可能
性を示唆するものであり、酸化コレステロー
ルが生成されることによりリポソームの脂
質膜が乱されていることが予想された（図 3）。 

図 3 コレステロール添加による細胞殺傷能の低下 



 

 

（5）また、コレステロール以外にも一重項
酸素と反応するものとして、一重項酸素と高
い反応性を有していることが報告されてい
るアミノ酸 L-ヒスチジンを用い、光増感剤の
細胞殺傷能に与える影響の検討も行った。（3）
と同様にHeLa細胞を用い解析を行った結果、
フラーレン含有リポソームの光依存的な一
重項酸素を介した細胞殺傷能が、L-ヒスチジ
ン存在下で著しく阻害されることより、フラ
ーレンを光増感剤として導入したリポソー
ムより産生された一重項酸素が L-ヒスチジ
ンと反応することが確認された（図 4）。 

図 4  L-ヒスチジン添加による細胞殺傷能の低下 

 
 
（6）今後は、コレステロールを導入した飽
和脂質 DPPC からなるリポソームを用い、光
照射時における擬似薬剤の放出能を検討す
るとともに、コレステロール以外にも今回確
認された L-ヒスチジンの様な一重項酸素と
の高い反応性を有する分子をリポソーム内
に導入することで、薬剤放出制御システムの
向上を目指す予定である。 
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