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研究成果の概要（和文）：細胞内反応の詳細を調べるために、機能性物質を内包した状態で細胞膜を通過し、光照射に
よって内包物質を放出する光応答性ナノ粒子を開発した。本ナノ粒子を用いて、細胞内で機能するタンパク質の量を変
化させ、細胞の応答反応の違いを比較した。機能性物質内包光応答性ナノ粒子は、細胞内反応の解析に有効なツールに
なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To examine the cellular reaction, we developed photodegradable nanoparticles that 
penetrate cellular membrane with encapsulated molecule and released the encapsulated molecule by light 
stimulus. We compared the cellular response after releasing the different amount of protein within cell 
using the nanoparticles. Our results indicated that the nanoparticles is a useful tool for the study of 
cellular reaction.

研究分野： 分析科学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内反応に関わる主要な物質として、核
酸（ＤＮＡ，ＲＮＡ）、タンパク質、低分子
代謝化合物などが知られており、これらの物
質を網羅的に解析するゲノム、プロテオーム、
メタボローム解析が、急速に進展し、生体内
にある瞬間に存在する生体物質の量が測定
され、生命活動に関与する生体物質の役割な
どが明らかとなってきている。生体内物質の
役割を知る上で存在量の測定に加えて、その
量を変動させた時の影響を知ることができ
ると機能解明は大幅に進展する。 
 我々は、タンパク質を光応答性ナノ粒子に
取り込むことで不活化し、光を照射すること
でナノ粒子を崩壊させ、内包されていたタン
パク質を放出し、機能させるというナノ粒子
を用いたタンパク質の機能制御法を開発し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光によって機能発現するタン

パク質の「数量」も制御可能な手法を開発し、
生体内反応の定量的な解析を行う。本研究に
より、細胞内反応の詳細が明らかとなり、生
命活動の制御原理の解明や難治疾患の治療
薬の開発につながると期待される。 
 

３．研究の方法 
（１）粒子径を制御したタンパク質内包ナノ
粒子の調製法の開発 
 
 異なった条件でナノ粒子を調製し、DLS で
粒子径や粒度分布を測定し、調製条件がナノ
粒子の生成に与える影響を調べた。 
 
（２）機能性物質内包ナノ粒子の緩和な調製
法の開発 
 
 新規モノマーとしてシリカ誘導体を開発
し、本モノマーを利用して機能性物質内包ナ
ノ粒子を調製した。本ナノ粒子を用いて、光
照射による細胞内での物質の放出制御を試
みた。 
 
（３）ナノ粒子による細胞内カスペース量の
調節 
 
 異なった量のカスペースを細胞内で放出
した際の細胞の応答反応を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）粒子径を制御したタンパク質内包ナノ
粒子の調製法の開発 
 
本検討では、タンパク質内包ナノ粒子の調

製条件がナノ粒子の形成に与える影響につ
いて調べた。 
攪拌：ナノ粒子の調製溶液を攪拌せず、静置
すると粘性は増加したが、動的光散乱装置
（DLS）ではナノ粒子の存在が確認できなか

った。攪拌（ボルテックス）の強度を 2-10
の範囲で変化させ、20 分間攪拌した時に調製
されるナノ粒子の大きさを比較すると強度
の弱い２の時には120nm程度のナノ粒子に加
え、40nm の粒子も存在し、粒子径の異なった
２種類のナノ粒子が存在した。攪拌強度が５
と10の時には、粒度分布が１つの山になり、
それぞれ平均粒子径は 100と 60nm であった。
以上の結果から、強い強度での攪拌が粒子径
の揃ったナノ粒子の調製には必要であり、攪
拌強度が強いほど、粒子径の小さいナノ粒子
が調製された。 
内包物の種類、量：内包物質としてトリプシ
ン、フルオレセインを選択し、トリプシンに
関しては、その濃度も変化させた。比較のた
めに何も内包していないナノ粒子も調製し
た。これらのナノ粒子の平均粒子径や粒度分
布はほぼ同じであった。つまり、内包物の種
類や濃度を変化させてもナノ粒子の平均粒
子径や粒度分布は変化しなかった。つまり本
ナノ粒子の場合は、内包物質の種類や量を変
化させても、生成するナノ粒子の平均粒子径
や粒度分布は変化しないことから、粒子径が
同じで内包物のみが異なるナノ粒子の調製
が容易であると考えられる。 
pH：溶液の pH を 3-11 の範囲で変化させナノ
粒子を調製した結果、いずれの溶液において
もナノ粒子が生成し、生成したナノ粒子の平
均粒子径や粒度分布はほぼ同一であった。つ
まり本ナノ粒子は、広い pH 範囲で調製可能
であり、調製時の pH はナノ粒子の生成に大
きな影響を与えていない。したがって、広い
pH 範囲で調製可能な本ナノ粒子は、いろいろ
な物質を内包したナノ粒子の調製が可能で
あると考えられる。 
モノマー濃度：モノマー濃度を 0.2-0.3mg/mL
の範囲で変化させたところ、モノマー濃度が
0.2mg/mL の時には粒子径 50nm のナノ粒子が
調製された。一方、0.3mg/mL の時には粒子径
100nm のナノ粒子が調製された。つまりモノ
マー濃度が高くなるほど、調製されるナノ粒
子の粒子径が大きくなった。つまりモノマー
濃度は、ナノ粒子の粒子径に大きな影響を与
えていた。 
APS 濃度：ペルオキソ二硫酸アンモニウム
（APS）濃度を 15-30nm の範囲で変化させた
ところ、APS 濃度が濃くなるほど粒子径が大
きくなった。つまり APS 濃度はナノ粒子の粒
子径に大きな影響を与えていた。 
イオン強度：イオン強度を 0.01-1M の範囲で
変化させた。イオン強度の薄い 0.01M の条件
では 130nm のナノ粒子が調製され、濃い 1M
の条件では 50nm 程度のナノ粒子が調製され
た。イオン強度を 0.01M から 0.1M に 10 倍変
化させた時と比較して、0.1M から 1M に変化
させた時の方が粒子径は大きく変化した。つ
まり濃度によって、粒子径に与える影響が大
きく変化した。イオン強度を 0.01-0.1M 付近
では粒子径に大きな影響を与えないので、内
包物質の濃度や種類を変化させても、生成す



るナノ粒子の大きさはほぼ同じと考えられ
る。一方、濃い濃度範囲（0.1-1M 付近）では、
イオン強度によって粒子径が変化する傾向
が見られた。 
静置温度：反応液を攪拌後、冷蔵庫の中や 10
度で 15 分間静置しても DLS でナノ粒子の存
在が確認できなかった。しかし静置温度を室
温や 30度にすると 50nm のナノ粒子が DLSで
検出された。40、50 度と温度を上昇させると、
粒子径が増加すると共に、平均粒子径の異な
った２種類のナノ粒子が調製されるように
なった。つまり温度を上げるほど粒子径は大
きくなるが、ナノ粒子の粒度分布も広くなっ
た。 
静置時間：攪拌直後（静置 0分）の反応液を
DLS で測定してもナノ粒子の存在が確認でき
なかった。静置時間を 20、30 分、１時間と
変化させたところ、30 分以上静置した反応液
からナノ粒子が検出され、静置時間を長くす
るほど粒子径が大きくなった。つまり静置時
にナノ粒子の成長が起こり、粒子径が大きく
なった。静置溶液に水を添加すると、それ以
後は静置しても、ナノ粒子の粒子径に変化は
見られなかった。水の添加によって、未反応
のモノマーが希釈され、ナノ粒子との反応が
起こりにくくなり、その結果、ナノ粒子の成
長が止まったと考えられる。 
 このように反応条件を調節することで、粒
子径の揃ったタンパク質内包ナノ粒子を 20
－200 nmの粒子径範囲で調製する手法を確立
した。 
 
（２）機能性物質内包ナノ粒子の緩和な調製
法の開発 
 
 ラジカル重合反応によってこれまでナノ
粒子の調製を行ってきたが、より緩和な条件
でのナノ粒子の調製を目指し、脱水縮合反応
でのナノ粒子の調製を試みた。 
最初にローダミンを内包した光応答性ナ

ノ粒子の調製を試みた。まずテトラエトキシ
シラン（TEOS）の加水分解反応により、粒
子径 27 nm のシードナノ粒子を調製し、その
後、ローダミン、光開裂性シラン、TEOS を
添加することでローダミン内包光応答性シ
リカナノ粒子を作製した。比較のために、光
開裂性シランを添加しない条件でもナノ粒
子を調製した。調製したナノ粒子の大きさや
形状を DLS や透過型電子顕微鏡（TEM）で
測定した。その結果、いずれも大きさ約 50nm
で粒度分布の狭い、球形のナノ粒子であった。 
次に、２種類のナノ粒子に光を照射した際

に放出されたローダミン量を比較した。光開
裂性シランを含まないナノ粒子では、光の照
射の有無に関わらず、ローダミンの放出はほ
とんど見られなかった。一方、光開裂性シラ
ンを含むナノ粒子は、光照射前にはローダミ
ンの放出が殆ど見られなかったのに対して、
光照射によって蛍光量が約 6.5 倍に増加した。
放出されたローダミンは、ナノ粒子の調製時

にアルコキシシランの重合反応によって形
成される網目構造によってナノ粒子に内包
されたと予想され、本ナノ粒子は様々な物質
を内包し、光刺激によって放出することが可
能であると考えられる。 
次に本手法の汎用性を示すために、ラジカ

ル重合反応によって退色し、光により放出制
御が困難であったナイルブルーとpropidium 
iodide (PI)の放出制御を試みた。ナイルブル
ーと PI も、光照射によってナノ粒子から放
出され、放出量はそれぞれ 5、3 倍であった。
このように従来の PEG を用いたゲルでは、
制御が難しかった物質の制御も可能になり、
本手法の汎用性が示された。 
シリカナノ粒子自身は、細胞に取り込まれ

ないため、シリカナノ粒子の表面に細胞に取
り込まれるように膜透過ペプチドであるオ
クタアルギニン（R8）を修飾することで細胞
内への導入を試みた。R8 未修飾と修飾した
ローダミン内包ナノ粒子を培地に添加し、細
胞への取り込み量を比較した。R8 未修飾の
ナノ粒子を培地に添加しても細胞から蛍光
信号が検出されないことから、未修飾ナノ粒
子は細胞にほとんど取り込まれないと考え
られる。一方で、R8 を修飾したナノ粒子の
場合はほとんどの細胞から蛍光が検出され
たことから、効率的に細胞に取り込まれた。 
次に、細胞内で光照射による内包物質の放出
を試みた。PI 内包ナノ粒子は、細胞に取り込
まれ、光照射前は細胞質で赤色の蛍光が観察
された。光照射によって、これまでは赤色が
見られなかった核内に蛍光が移動した。本来、
PI は核内に移行し、DNA と結合するが、約
60nm のナノ粒子に内包されると、大きさが
10nm の核膜孔を通ることができないため、
PI は細胞質に留まると考えられる。一方で、
光照射によってナノ粒子から放出されると
低分子化合物の PI は核膜孔を通過できるよ
うになり、核に移行し、核内の DNA と結合
し、赤色の蛍光を発すると考えられる。核か
ら検出される赤色の蛍光は、光照射後すぐに
検出されるようになり、10 分以内に一定値と
なった。したがって、PI のナノ粒子からの放
出は、一過性のものであり、放出された PI
は短時間で細胞内を移動し、核に到達してい
ると考えられる。また光照射を受けていない
細胞の場合は、赤い蛍光は細胞質内に留まっ
たまま、変化しなかった。さらに細胞に本照
射条件で光を照射しても、細胞は大きな変化
を示さず、成長を続けたことから、光照射は
細胞に深刻な悪影響は与えていないと考え
られる。したがって、本ナノ粒子を用いるこ
とで、光照射によって細胞内の物質の放出制
御が可能であると考えられる。 
 
（３）ナノ粒子による細胞内カスペース量の
調節 
 
 最後に、調製したタンパク質内包ナノ粒子
を用いて細胞内で放出されるタンパク質量



を変化させ、細胞が示す応答反応について調
べた。本検討では、カスペース内包ナノ粒子
の培地に添加する量を変化させることで、細
胞内に取り込まれるナノ粒子の量を変化さ
せた。細胞の応答反応として、膜透過性に注
目し、PI の取り込みによる細胞内の蛍光強度
を指標に測定した。光照射前は、細胞から PI
由来の赤い蛍光が見られず、照射後は濃度の
異なった３種類のカスパーゼ内包ナノ粒子
を添加した細胞のみから赤い蛍光が観察さ
れた。この変化は放出したカスペースに由来
するものだと考えられる。一方、ナノ粒子を
投与せず光照射のみを行った細胞、何も内包
していないナノ粒子を高濃度に投与し、さら
に光照射した細胞では、PI 由来の蛍光が検出
されなかった。観察した２時間では、カスパ
ーゼ内包ナノ粒子を投与した細胞のみで PI
由来の蛍光が観察され、その蛍光強度はナノ
粒子の投与量が増加するほど、光照射からの
経過時間が長くなるほど強度が増加した。つ
まりナノ粒子から放出されたカスペースに
よって、細胞膜の透過性が向上し、PI の細胞
内への流入が起こり、細胞から蛍光が検出さ
れるようになった。このように投与するナノ
粒子の量を調整することで、細胞が示す応答
反応の強度の制御が可能であることが示唆
された。 
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Techniques “Development of 
nanoparticles and their analytical 
method for medical application”（招待
講演）、韓国、2016 年 1 月 

 
④ 日本薬学会第 135 年会“ナノマテリアル

の分離分析法の開発”（依頼講演）、横浜、
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