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研究成果の概要（和文）： 
D-グルコサミンの細胞への取り込み状況を可視化するためカルボキシル化量子ドットと D-グ

ルコサミンをアミド結合させ、培養骨芽細胞へ取り込ませた。3 時間程度で細胞膜への付着及

び細胞質内への移行が観察された。その後、核内への移行はなく 7 日程度で細胞外への排出に

よると考えられる細胞内量子ドットの減少が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The uptake of D-glucosamine hydrochloride into cultured osteoblasts was directly 

observed using D-glucosamine-conjugated carboxylated quantum dots for efficient labeling 
of cells. Quantum dots attached at cell surface and were transported into cytoplasm at 
approximately 3 hours of culture. Furthermore, although the intranuclear distribution was 
not confirmed, the decrease of quantum dots was recognized in cytoplasm at approximately 
7 days of culture. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)量子ドットは直径数 nm の半導体素材（主
にセレン化カドミウム）からなるナノクリス
タルで、粒径サイズに応じて異なった蛍光波
長を放出する特徴がある。生物領域への応用
は新しく、1998 年 Chan ら Science に発表し
たのが初めてである。 
 
(2)我が国では、本プロジェクトの共同研究者
である産総研の大庭英樹主任研究員は
2005-2006 年に 2-5 nm の量子ドットを開発

している。したがって、天然有機生理活性物
質の細胞内動態のイメージング化への応用
が可能である。 
 
(3) 教室では D-グルコサミンの薬理効果と
して、培養骨芽細胞のシグナル伝達系カスケ
ードを刺激し、細胞増殖・分化関連タンパク
質のリン酸化を促進することを実証した。 
 
(4)さらに、最近では下顎-神経標本を使い、
歯髄刺激に対して D-グルコサミンの鎮静効
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果発現を証明し、膜の安定作用を有する可能
性が明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
(1)目的の生理活性物質が細胞膜と接触、細胞
内への取り込み、細胞内動態ならびに核内動
態を可視化することは、生理活性物質の細胞
内局材と機能との関連を解明するうえで重
要である。 
 
(2)本研究は、細胞内に取り込まれると予想さ
れる低分子量の生理活性物質の細胞内動態
を量子ドットイメージングというナノテク
ノロジーを使って解明する。 
 
(3)イメージングという応用面のみならず、量
子ドットの細胞毒性についても検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) D-グルコサミンと量子ドットの結合 
0.2 gのD-グルコサミン塩酸塩を 1 mlの生理
食塩水に溶解し、4℃で一晩静置する。量子
ドット（コロイド法によって約 3 nm セレン
化カドミウム CdSe に ZnS を被覆）のカルボ
キシル化はジメルカプトコハク酸で量子ド
ット表面を修飾してカルボキシル基を付加
した。カルボキシル化量子ドット 50 μl を加
えて撹拌し、さらに 0.1 M1-エチル-3-(3-ジメ
チルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩
100μl を加えて静かに混ぜ、脱水縮合反応に
より量子ドットのカルボキシル基に D-グル
コサミンのアミノ基と化学的結合させた。修
飾最終産物の径は約 15 nm である。 
 
(2)培養細胞の調整 
NOS-1 細胞（ヒト骨肉腫由来の株化骨芽細
胞）をガラスボトムカルチャーデイッシュ 
(FluoroDishTM, Dishφ35 mm, Glassφ35 
mm, Glass Thickness0.17 mm, World 
Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, 
USA) に 2×105あるいは 6×105個となるよ
う播種した。培地は 10%FBS 添加α-MEM 
を使用し、細胞は 5%CO2培養器内で培養し
た。 
 
(3) D-グルコサミン結合量子ドッの取り込み 
初期の観察では、D-グルコサミン濃度を低く
(0.05%)、1 日以降 7 日までの観察では高く
(0.2%)設定した。量子ドットは継代直後から
培地に添加し、3 日ごとの培地交換時には量
子ドットを含まない通常の培地を用いた。 
 
(4)細胞膜と細胞内小器官の蛍光染色 
量子ドットの取り込み開始後、培養器内で 3
時間, 6 時間, 1 日, 2 日間培養ののち、細胞膜
の染色には CellMaskTM Plasma Membrane 

Stain (C10045) (Life Technologies 
Corporation, Carlsbad, CA, USA)にて細胞
膜を染色した。量子ドットの取り込み開始後、
培養器内で 1 日, 2 日, 3 日, 5 日, 7 日間培養
ののち、細胞内小器官は Organelle-IDTM 
RGB reagent I (EMZ-53007) (ENZO Life 
Sciences Int., Inc., Plymouth Meeting, PA, 
USA)にてリソゾーム、ミトコンドリアを生
体染色した。 
 
(5)量子ドットの観察 
量子ドットの観察は、細胞の入った培養皿を
顕微鏡ステージ用 5%CO2培養器 (Model: 
H301-TC1-HMTC, okolab S.r.l., Ottaviano, 
NA, Italy)に装着し培養下で、共焦点レーザ
ー顕微鏡(Leica TCS SL, Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany) を使っ
て行った。レーザー顕微鏡の観察には、教室
の井川一成博士の多大な協力によって可能
となった。 
 量子ドット、細胞膜の蛍光観察は、それぞ
れ励起波長(Excitation) は 385, 554 nm, 
蛍光波長 (Emission) は 525, 567 nm の波
長で行った。細胞内小器官の蛍光観察は、
ミトコンドリア及びリソゾームについて、
それぞれ Excitation: 488, 543 nm; 
Emission: 560, 667 nm の波長で行った。  

 
 
４．研究成果 
(1)量子ドットは緑色 (FITC に近似) の輝度
の高い、2 時間後においても退色のない蛍光
として、培地に添加後 3 時間で細胞膜に付着、
一部細胞内へ取り込まれていた。また、顕微
鏡ステージ用 5%CO2 培養器内に培養皿入れ
て観察する方法は、2 時間以上にわたって生
細胞の状態を保って観察することがかのう
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 0.05% D-グルコサミン-量子ドット複合体。培養 3 時 

間後。細胞膜上、細胞膜内の膜近傍に量子ドットが 

認められる。 
  
量子ドット単独では、細胞内への取り込み

は 1 日後でも極めて少なかった。 
 
(2)共焦点レーザー顕微鏡による 3 次元観察
は、量子ドットの細胞内外の位置関係、細胞
への取り込みを観察する上で、極めて有益な
方法であることが確認できた。 
 

 



 

 

(3)量子ドットの細胞内分布は、ほぼリソゾー
ムの分布に一致した像も認めたので、この系
を介した細胞外への排出が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.2％D-グルコサミン-量子ドット複合体。培養 5 日後、 

リソゾーム（赤色蛍光）の分布に一致した部位が認め 

られる。 

 
(4)7日目には細胞内の量子ドットが著明に減
少したので、この頃を目途に細胞外へ排泄さ
れるものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.2％D-グルコサミン-量子ドット複合体。培養 7 日後、 

細胞質内にほとんど蛍光量子ドットが認められない。 
 
(4)培養 5, 7 日目においても量子ドットの核
内への移行は観察されなかった。また、アミ
ド結合は細胞内においても解離することは
ないので、今回の観察結果は D-グルコサミン
の細胞内及び細胞小器官への移行すること
を実証したこととなる。 
 
(5)今回、量子ドットのみのコントロール条件
下での観察の結果、培養細胞への為害性は認
められなかった。むしろ、D-グルコサミン自
体の pH が 3.5~5 と酸性であるため、高濃度
では細胞発育を抑制する傾向にあった。 
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