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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブ（CNT）のDDSへの応用に向けてpolyethylene glycolと蛍光色素Cy5を
結合したCy5-PEG-CNTを合成した。Cy5-PEG-CNTはラット体内で代謝、分解されず、尿中、胆汁中に速やかに排泄された
。均一な物理化学的性質を有するCy5-PEG-CNTを得るため、メンブンランフィルターによる分級、enhanced Direct Inj
ective Pyrolytic Synthesis法で作成されたCNTの利用を試みたが、十分なCy5導入量のCy5-PEG-CNTが得られなかった
。一方、CNTはラットとヒト肝細胞の複数のCYP分子種の発現を減少させた。

研究成果の概要（英文）：Recently, clinical application of carbon nanotube (CNTs) has been proposed as 
drug delivery agents. Polyethylene glycol and fluorescent dye, Cy5, was bound to CNTs to synthesize 
Cy5-PEG-CNT towards application of CNTs as DDS carrier. After intravenous administration, Cy5-PEG-CNT was 
not metabolized, nor degraded in rat body, and was excreted immediately into urine and bile. In order to 
obtain Cy5-PEG-CNT with uniform physicochemical properties, classification of length with membrane 
filter, or application of CNTs synthesized by enhanced Direct Injective Pyrolytic Synthesis method were 
attempted, but Cy5-PEG-CNT with sufficient amount of Cy5 was not obtained. On the other hand, exposure of 
CNTs down-regulated several types of CYP molecular species in rat and human liver derived cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
カーボンナノチューブ（CNT）は炭素原子
のみから成り、直径が約 0.4 – 50 nm、長さ
が約 1 - 数 10 µmの円筒形を示す。このCNT
は軽量高強度性、高熱伝導性、耐摩耗性、高
電流密度を有することから、高精細ディスプ
レイや水素燃料電池自動車における水素吸
蔵材料、スーパーコンピューターの半導体な
ど、応用は広範囲に渡る。名城大学ではその
CNT研究の最先端を担っており、CNTの実
用化、産業化の実現を目指し、研究開発が活
発に行われている。その一方で、近年、CNT
はドラッグキャリアとして医療分野への応
用が期待されている。しかし現状では、理工
学的な研究が世界中で活発に行われている
一方、医療分野における研究は少なく、これ
から更なる需要が期待できる最も重要で意
義ある応用分野と考えられる。 
これまでの研究で、僅かではあるが、CNT
が受動拡散により脂質二重膜を通過するこ
とが報告されており、CNTは薬物送達のため
の革新的なドラッグキャリアとなりうる可
能性が議論されている。CNTはその物理化学
的性質から、薬物やペプチドを共有結合ある
いは非共有結合により付加することが可能
である。実際にペプチドを付加した CNT が
エンドサイトーシスにより細胞内へと移行
することが報告されている。したがって、
CNT に薬物とともに癌組織などの特定組織
に親和性を有する抗体やペプチド、さらに
DNAやRNAなどを付加することができれば、
組織指向性を有する新たなナノスケールの
構造体のデザインが可能となるため、医薬品
開発における新たなブレイクスルーとして
CNTの利用が期待されている。このような機
能を有するCNTのデザインが可能となれば、
1.強い薬理効果と毒性を併せ持つ薬物の治療
効果向上と副作用軽減 2. 遺伝子デリバリー 
3. ペプチドデリバリーなど、医療分野での有
用性が大きく期待できる。しかし、その一方
で、CNT自身の体内での挙動や毒性について
の情報は十分ではない。 

 
２．研究の目的 
医療分野において、CNTは、その円筒構造
の広い表面積を利用して、多くの薬物や標的
指向性リガンドを物理的・化学的に導入し、
標的組織に薬物を送達することが可能であ
ると考えられており、新規のドラッグキャリ
アとして応用が期待されている。しかし、
CNTは水への分散性・溶解性が乏しく、生体
適合性が低いと考えられることから、CNT
をドラッグキャリアとして利用するために
は、水への分散性・溶解性を改善した CNT
誘導体を作成する必要があり、また CNT 自
身、ならびに誘導化により水溶性を向上させ
た CNT の体内動態特性を解明することが不

可欠である。申請者はこれまでの研究で単層
カーボンナノチューブを酸化した後、ポリエ
チレングリコールを結合させることにより
生体に投与可能な水溶性 CNT を合成し、さ
らにこの水溶性 CNT にモデル薬物として蛍
光 色 素 で あ る Cy5 を 結 合 さ せ た
Cy5-PEG-CNT を合成する手法を確立した。
しかし、現時点において水溶性 CNT 自身の
体内動態特性、特に組織移行特性や体内から
の消失機序については不明な点が多い。また、
CNT の分子サイズなどの物理化学的特性に
より、その体内動態が異なる可能性も考えら
れる 
さらに、水溶性 CNT をドラッグキャリア
として利用するためには、CNTおよび水溶性
CNT 自身の生体に対する安全性に関する知
見も不可欠である。 

 そこで本研究では Cy5-PEG-CNT の体内
動態特性と消失機構について検討した。また
分子サイズなどの物理化学的特性が、その体
内動態に及ぼす影響を検討する目的で、分子
サイズなど均一な物理化学的特性を有し、か
つ高い蛍光強度を示す水溶性蛍光ラベル化
CNTの合成方法について検討した。さらに、
CNTが生体の異物処理機構、すなわち肝臓の
薬物代謝酵素の活性に及ぼす影響について
検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）水溶性蛍光ラベル化 CNT（Cy5-PEG- 
CNT）の体内動態特性の検討 
アーク放電法により作製した未精製 CNT
（APJ）からの炭素不純物、金属触媒の除去
および CNT 表面へのカルボキシ基の導入の
ため CNT を HCl 水溶液で処理した後、
H2SO4：HNO3（3：1）溶液で酸処理を行っ
た。続いて CNT 表面のカルボキシ基を利用
して末端にアミノ基を有した polyethylene 
glycol（PEG）を導入し、アミノ化 CNT と
した。さらに共有結合によりアミノ化 CNT
を蛍光色素 Cy5で標識し、水溶性蛍光ラベル
化 CNT（Cy5-PEG-CNT）を合成した。この
Cy5-PEG-CNTを 1% tween 80生理食塩水
に分散し、8‐9週齢のWistar系雄性ラット
に 5.0 mg/kgを静脈内投与した後、一定時間
ごとに、採血、採尿および採胆汁を行った。
ま た 、 尿 中 、 胆 汁 中 に 排 泄 さ れ た
Cy5-PEG-CNT の分子量の確認を目的とし
てゲルろ過カラムクロマトグラフィーを行



い、その生体内での安定性について検討した。
なお、各サンプルの Cy5-PEG-CNTの蛍光強
度は蛍光アナライザーIVIS200 を用いて測
定した。 
 
（2）メンブランフィルターを用いた均一な
分子サイズを有する酸化 CNTの分級法の検
討 
未精製 CNT（APJ）をHCl水溶液および

H2SO4：HNO3（3：1）溶液で酸処理した酸
化 CNT（CNT-COOH）について、孔径の異
なる 3種のメンブランフィルターを用いてろ
過することにより、特定の分子サイズを有す
る CNT-COOHの分級を試みた。すなわち、
CNT-COOHを界面活性剤として 1% 
carboxymethyl celluloseを含む精製水中に
超音波ホモジナイザーを用いて超音波分散
させた後、孔径が 1、5、10 µmのメンブラ
ンフィルターを用いて孔径の大きなものか
ら順にろ過し、フィルター上の残渣、及びろ
液を回収した。得られた残渣、ろ液について
は、透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて、塩
酸処理、酸化処理による CNTからの不純物
除去度合の定性的評価を行った。また、エネ
ルギー分散型 X線分析（EDX）を用いて原料
とした CNTおよび CNT-COOHの元素分析
を行うことにより、CNTからの不純物除去度
合の定量的評価、および CNTへのカルボキ
シル基導入の確認を行った。 
 
（3）enhanced Direct Injective Pyrolytic 
Synthesis（eDIPS）法により得られた CNT 
を原料とした Cy5-PEG-SWCNT合成法の検
討 

eDIPS法により得られた CNT（EC）は、
これまでの Cy5-PEG-CNTの合成において
原料として用いた未精製 CNT（AJP）よりも、
不純物の含量が少ないことが知られている。
そこで、分子量など、より均一な物理化学的
特性、ならびに高い蛍光強度を有する
Cy5-PEG-CNTを合成することを目的とし、
ECを原料として、（1）に示した APJを用い
た方法に準じて Cy5-PEG-CNTの合成を試
み、ECの酸化状態、PEGおよび Cy5の導入
量について検討した。 
 
（4）単層カーボンナノチューブがヒトおよ
びラット肝薬物代謝酵素の発現に及ぼす影
響 
5週齢の雄性Wistar系ラットから初代培養
肝細胞（へパトサイト）を調製し、細胞培養
液中に分散させた CNT (50~1,000 µg/ml) を
24時間暴露した。ヒト初代培養肝細胞 (BD 
Gentest社製) には 100 µg /mlの CNTを 24
時間暴露した。各細胞から total RNAを回収
し、リアルタイム PCR法により CYP mRNA
を定量した。また、ラット初代培養肝細胞に

おける CYPタンパク質をウエスタンブロッ
ト法により定量した。 
 
４．研究成果 
（1）水溶性蛍光ラベル化 CNT（Cy5-PEG- 
CNT）の体内動態特性 

Cy5-PEG-CNTを 8‐10週齢のWistar系
雄性ラットに静脈内投与したところ、血漿中
濃度推移には二相性の消失が認められ、投与
180分後のCy5-PEG-CNT血漿中濃度は投与
5分後の血漿中濃度の 9.2%に低下した。また、
Cy5-PEG-CNTは投与180分後までに尿およ
び胆汁中に、それぞれ投与量の 54.2%、31.6%
が排泄された。薬物速度論的パラメーターを
算出したところ全身クリアランス、尿中排泄
クリアランスおよび胆汁中排泄クリアラン
スはそれぞれ 0.16 L/hr/kg、0.09 L/hr/kg、
0.05 L/hr/kgであり、尿中排泄クリアランス
は胆汁中排泄クリアランスの 1.8倍であった。 

Cy5-PEG-CNT の生体内安定性について、
投与に用いた Cy5-PEG-CNT溶液、およびラ
ットから採取した尿、胆汁についてゲルろ過
カラムクロマトグラフィーを行ったところ、
すべてのサンプルについて各溶出フラクシ
ョンでの蛍光の検出パターンが等しく、投与
した Cy5-PEG-CNT は体内で分子量が変化
することなく尿中および胆汁中に排泄され
ることが明らかとなった。 
以上の結果より、本研究で合成した

Cy5-PEG-CNT は生体内において安定であ
り、その血漿中濃度推移は Cy5-PEG-CNTと
しての体内動態を示すことが明らかとなっ
た。 
 
（2）メンブランフィルターを用いた均一な
分子サイズを有する酸化 CNTの分級 
酸化処理を施していない CNT の TEM 画
像では、繊維状に観察される CNT のほか、
カーボンシェルなどの炭素不純物と思われ
る灰色の塊や、金属触媒と考えらえる黒色の
粒子が数多く観察された。一方 CNT-COOH
では、炭素不純物や残留金属触媒と考えられ
る像はほとんど消失し、CNTの繊維が明瞭に
観察された。さらに EDX の結果、金属触媒
である Ni および Y は未処理の CNT におい
てそれぞれ 5.17at%、0.55at%であったのに
対し、CNT-COOH ではそれぞれ 2.72at%、
0.25at%と半分程度に減少した。さらに Oは
未処理の CNT において 7.15at%であったの
に対し、CNT-COOHでは 13.98at%と 2倍程
度に増加した。これらのデータから、CNT
の酸処理により得られた CNT-COOH では、
精製と酸化ができていることが明らかとな
った。そこでこの CNT-COOHを分散した液
を、各孔径のメンブランフィルターでろ過し
たところ、孔径 10 µmのフィルター上に残渣
が得られ、またろ液は CNT-COOH分散液と



同様の黒色を呈した。このろ液を孔径 1およ
び 5 µmのフィルターでろ過したところ、フ
ィルター上に残渣は得られなかった。また、
孔径 10 µmのフィルター上の残渣、およびろ
液の TEM 画像を観察したところ、残渣中に
はCNT-COOHと思われる像が多く確認され
たのに対し、ろ液中にはほとんど確認されず、
炭素不純物と思われる像が観察されるのみ
であった。CNTは TEM画像などから強固な
束状構造（バンドル構造）を形成して存在す
ることが明らかとなっているが、ろ液中の炭
素不純物はCNT-COOH構造が超音波分散に
よって壊れてできたものと考えられ、分散液
中のCNT-COOHはそのバンドル構造が十分
に解消される前に分子構造自体が壊れてし
まうことが推察された。 
以上の結果より、CNT-COOH が水中でバ
ンドルを形成している場合、特定の分子サイ
ズのCNT-COOHを分級によって得ることは
難しいと考えられた。 
 
（3）enhanced Direct Injective Pyrolytic 
Synthesis（eDIPS）法により得られた CNT 
を原料とした Cy5-PEG-SWCNT合成法 

APJおよび ECを H2SO4：HNO3（3：1）
で 5 回酸化処理を繰り返すことにより酸化
CNT（CNT-COOH）を作成したところ、
APJ-COOH では酸素原子の含有濃度が、酸
化処理前の約 2 倍に増加したのに対し、
EC-COOHでは約 1.1倍と、変化が認められ
ず、本検討の酸化条件では ECにカルボキシ
ル基が導入されなかったことが推察された。 
次に、CNT-COOH に PEG を導入した

PEG-CNT（PEG-APJ および PEG-EC）を
作成したところ、APJ-COOHの PEG反応後
の重量の増加率は、1.3倍であったのに対し、
酸化によりカルボキシ基が導入されなかっ
た EC-COOHでは 4.0倍であった。この原因
として、PEG が SWCNT の凝集体に付着す
るなど何らかの物理的理由により、見かけ上、
導入反応が進んだ可能性が考えられた。さら
に Cy5-PEG-SWCNTへ の Cy5の導入量を
評価したところ、Cy5-PEG-APJ および
Cy5-PEG-EC 1 g当たりのCy5の含有量はそ
れぞれ 0.24 mg、 0.02 mg であった。
EC-COOH では、APJ-COOH と比較して、
PEG 導入量が高かったにもかかわらず、
Cy5-PEG-SWCNTに含有された Cy5量が少
なかった原因として、PEG-ECが凝集した状
態で Cy5と反応させたため、SWCNTの立体
障害により PEGと Cy5の反応が進まなかっ
た可能性が考えられた。 
以上の結果、APJと比較して不純物の少な
い ECを用いても、より均一な物理化学的特
性、ならびに高い蛍光強度を有する
Cy5-PEG-CNTの合成には至らなかった。 
 

（4）単層カーボンナノチューブがヒトおよ
びラット肝薬物代謝酵素の発現に及ぼす影
響 
ラットヘパトサイトに 100 µg/mL CNTを
暴露し、84種の第 I相薬物代謝酵素のmRNA
発現変動を網羅的に解析した結果、13種の遺
伝子のmRNA発現が 1/2以下に減少した。
さらにラット肝に主要な Cytochrome P450 
(CYP) の CNT濃度依存的なmRNA発現変
動を解析したところ、1,000 µg/mL CNTによ
り CYP1A2、CYP2C13、CYP3A2、
CYP3A23/3A1 mRNAが減少した一方で、
CYP2C11 mRNAには変動は認められなかっ
た。mRNAの減少が大きかった CYP1A2お
よび CYP3Aのタンパク質発現の変動を解析
したところ、CYP1A2タンパク質発現は有意
に減少したが、CYP3Aタンパク質発現の変
動は認められなかった。したがって、SWCNT
の影響は分子種によって異なることが明ら
かとなった。 
一方、ヒトにおける CNTによる第 I相薬
物代謝酵素の発現変動を解析するために、ヒ
トヘパトサイトに100 µg/mL のCNTを暴露
した。84種の第 I相薬物代謝酵素のmRNA
発現変動を網羅的に解析し、14種の遺伝子が
1/2以下に減少し、CYP1A2 mRNAは 55%
まで減少することを明らかにした。したがっ
て、ヒトヘパトサイトにおいても CYP1A2
タンパク質発現および酵素活性の減少に繋
がる可能性がある。 
以上の結果より、CNTは複数のラットおよ
びヒト第 I相薬物代謝酵素の発現を減少させ
ることが明らかとなった。また、CYP1A2 
mRNAはラットおよびヒトヘパトサイトで
発現レベルの減少が認められたことから、ヒ
ト in vivoでの CYP1A2酵素活性の減少に繋
がる可能性があると考えられる。これより、
CNTを輸送担体として用いる際に、薬物代謝
能の変動を考慮する必要性があると示唆さ
れた。 

 
（5）考察 
合成した Cy5-PEG-CNT をラットに静脈
内投与したところ、血漿中からの消失は二相
性を示し、また比較的速やかに排泄された。
一方、尿中および胆汁中に排泄された蛍光物
質、すなわち Cy5-PEG-CNTの分子量をゲル
ろ過カラムクロマトグラフィーにより検討
したところ、Cy5-PEG-CNTは体内で分子量
が変化することなく尿中および胆汁中に排
泄されることが明らかとなった。この結果か
ら、水溶化した CNT はドラッグキャリアと
して薬物を標的組織および細胞に送達後、生
体に滞留することなく排泄されるものと推
察された。そこで、CNTの体内動態特性なら
びに生体の異物処理機構に及ぼす影響に関
するより詳細な知見を得るため、分子量など



の物理化学的性質が均一で、かつより高い蛍
光強度を示す Cy5-PEG-CNTを、十分量合成
することを目的として、メンブランフィルタ
ーによるCNT-COOHの分級および不純物含
量の少ないECを原料としたCy5-PEG-CNT
の合成について検討したが、 十分な Cy5導
入量の Cy5-PEG-CNT を得るには至らなか
った。したがって、今後もさらに合成法につ
いて検討が必要である。 
その一方で、アーク放電法により作成され、
精製された SO-SWCNTをラットおよびヒト
へパトサイトに暴露したところ、複数の第 I
相薬物代謝酵素の発現が減少することが明
らかとなり、CNTをドラッグキャリアに応用
するためには、薬物代謝能の変動を考慮する
必要性があることが示唆された。 
 今後、CNTの誘導体合成法について更なる
検討を加えるとともに、生体への影響を明ら
かにすることで CNT のドラッグキャリアと
しての有用性を評価する必要がある。 
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