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研究成果の概要（和文）：ナノ粒子を薬剤輸送材料として用いる試みは多いが、粒子が最終的に細胞内に蓄積、あるい
は細胞外に排出される過程を定量的に調べた研究は少ない。加えて、ナノ粒子表面の化学構造がそれらの過程にどのよ
うな影響を及ぼすのかについては未解決の課題である。本研究では、生体直交性反応を基盤とする表面化学構造変換を
細胞内で試み、その後のナノ粒子の細胞内挙動を経時的・定量的に調べた。その結果、細胞内で粒子表面に特定器官指
向性分子を結合することにより、その局在を制御できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Artificially synthesized nanoparticles have been attracted much attention as novel
 material for drug delivery. However, little is known about the mechanisms of their accumulation in living
 cells and of excretion from cells. Especially, the effects of surface chemical properties of nanoparticle
s on the mechanisms are not clear. In this research, we have synthesized nanoparticles with cyclooctyne st
ructure on the surface, and examined chemical conversion of the surface structures in living cells and dir
ect observation of the reactions. We have successfully demonstrated the first example of controlling intra
cellular dynamics of the synthesized nanoparticles by modifying their surfaces with organ-homing molecules
 inside the cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 

ナノサイズの粒子はその大きさ、形状などに
依存して、従来の材料とは異なる化学・物理
的性質を示すために、バイオテクノロジー分
野においても応用が期待されるが、ナノ粒子
の生体内動態、細胞内挙動、および毒性に関
する情報は未だ十分蓄積されておらず、とり
わけナノ粒子の表面構造・物性と細胞内器官
との親和性との相関については未解明であ
る。 
 過去の報告では、表面修飾構造が表面電位
を変化し、エンドサイトーシスなどの細胞内
取り込み過程に影響を及ぼすことが示唆さ
れている。例えば、表面が正に帯電したナノ
粒子は、負に帯電した細胞膜と相互作用しや
すいために、容易に細胞内に取り込まれると
考えられている。他方、表面修飾構造がナノ
粒子の細胞内動態および細胞外排出に及ぼ
す影響についてはわかっていない。細胞内タ
ンパクなどの生体分子と親和性が高いナノ
粒子は、細胞内で表面にコロナを生じるため
に、ナノ粒子の表面構造と細胞内挙動の相関
を調べることは容易ではない。金属ナノ粒子
の多くは細胞内蓄積が懸念されており、長期
に亘って体内で酸化ストレスを生じる可能
性があることから、取込過程のみでなく、細
胞外排出までの動態を明らかにすることが
重要である。 
 
２．研究の目的 
 
金属ナノ粒子が細胞とどのように相互作
用し、細胞内蓄積あるいは細胞外へ排出され
るのかを明らかにすることを最終目標とし
て、本課題では、ナノ粒子の表面修飾構造が、
それぞれの過程へ及ぼす影響を、化学的手法
を用いて定量的に調べることを目標とした。
具体的には、 
① どのような表面修飾を施せばナノ粒子の
細胞内動態が変化するのか、あるいは細
胞外排出を制御できるのかについて初め
ての分子設計指針を得るために、粒子表
面構造を細胞内で意図的に変化する技術
の確立を目指した。ナノ粒子表面構造の
種類によっては、細胞内への取り込みが
起こり難くなることから、細胞内での構
造変換を実現することが重要となる。そ
の後の、ナノ粒子の細胞内移動や、細胞
外排出にどのような影響を及ぼすのかを
蛍光顕微鏡などを用いて定量的に考察し
た。 
② 上記の知見に基づき、表面構造および細
胞内移動を外部刺激により制御できるナ
ノ粒子を設計し、新たな細胞工学ツール
として応用することを目指した。 

 
３．研究の方法 
 
本研究では、蛍光顕微鏡などを用いてナノ粒

子の細胞内局在の変化を定量的に観察する
ために、蛍光性ナノ粒子である量子ドット
（QD）および蛍光色素を含むシリカナノ粒子
を用いた（SNP）。表面修飾構造の変換のため
に、表面にジベンゾシクロオクチン構造
（DBCO）を導入したナノ粒子を合成し、種々
のアジド化合物間の歪み解消環化付加反応
を利用して、細胞内でナノ粒子表面化学構造
の変換を試みた。これらの化合物は、生体分
子と反応することなく（生体直交性反応）、
かつ迅速に付加環化することが報告されて
いる。アジド化合物による粒子の表面構造変
換に伴い、粒子の局在が変化する様子を、共
焦点レーザー顕微鏡、フローサイトメーター
などを用いて観察した。 
 
４．研究成果 
 
まず、希薄アンモニア水溶液中でテトラエ
トキシオルソシリケートおよびアミノプロ
ピルトリエトキシシランを、フルオレセイン
（FITC）存在下で縮合し、粒径 70±7 nm の蛍
光性シリカナノ粒子（SNP-NH2）を作製した。
分散性向上のために、ナノ粒子表面をアミノ
末 端 含 有 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
（PEG-NH2）で修飾した（SNP-PEG-NH2）。
Fmoc 定量法により 1 粒子あたりの表面アミ
ノ基数を測定したところ、6.8×104個であった。
アミド結合を介して DBCOを導入し、蛍光性
シリカナノ粒子（SNP-PEG-DBCO）を得た
（Figure 1）。同様に、PEG-NH2で表面修飾さ
れた市販の QD を用いて、DBCO 被覆 QD
（QD-PEG-DBCO）を作製した。 

 
Figure 1. TEM image of SNP-PEG-DBCO. 
 
SNP-PEG-DBCO または QD-PEG-DBCO の
水溶液に蛍光性アジド化合物（Cy3-N3）を加
えると、蛍光発光波長が粒子由来の緑色から
Cy3由来の赤色に変化したことから、ナノ粒
子上の DBCO とアジド化合物の間で効率良
く結合することがわかった。さらに
SNP-PEG-DBCO存在下で培養したA549ヒト
肺癌細胞に Cy3-N3 を添加すると、蛍光共鳴
エネルギー移動が観察されたことから、細胞
内でもナノ粒子表面修飾反応が進行するこ
とが示唆された（Figure 2）。 
次 に 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ た

SNP-PEG-DBCOの細胞膜への移動・集積を目
的として、粒子表面を細胞内で脂質成分によ



り修飾することを試みた。SNP-PEG-DBCOと
培養した A549 細胞に、アジド修飾したリン
脂質であるホスファチジルアジドエタノー
ル（PAE）を添加し、粒子の細胞内分布変化
を蛍光顕微鏡観察したところ、ナノ粒子が時
間とともに細胞膜周辺に局在化する様子が
観察された。このことから、細胞内環境にお
いて、粒子表面の修飾構造変換が起こってい
ることが明らかとなった。またこの反応は、
エキソサイトーシスが起こり難い低温培養
環境下（4 °C）でも進行し、細胞膜表面に局
在したことから、粒子の集積が細胞膜内側で
起こっている可能性も考えられる。他方、
QD-PEG-DBCOを用いた場合にも、粒子の膜
局在は観察されたが、シリカナノ粒子の場合
と比べて、実験の再現性が低かった。 
そこで、細胞内ミトコンドリアへ集積性す
ることが判っているトリフェニルホスフィ
ン（TPP）にアジド基を導入した化合物
（TPP-N3）を別途合成し、細胞内におけるナ
ノ粒子表面への結合反応と SNP の移動挙動
の観察を試みた。しかしながら A549 細胞に
添加した SNP-PEG-DBCO はミトコンドリア
以外に存在し、そこに TPP-N3 添加した場合
には、ナノ粒子の細胞内局在の変化は確認で
きなかった。そこで SNP-PEG-DBCO と細胞
を培養後にクロロキンを加えることにより、
ナノ粒子をリソソーム・エンドソームから脱
出させ、その後に TPP-N3 を添加した。する
と、表面変換反応後のナノ粒子の輝点の一部
はミトコンドリアの領域と重なることが判
った。このことは、SNP の一部が TPP-N3と
反応して表面化学構造変換が起こった結果、
ミトコンドリアへの指向性が高まったこと
を示唆している。また、前述の PAEで表面変
換反応を行った場合には、クロロキンの添加

は不要であったことから、PAE自身がリソソ
ーム（エンドソーム）に作用し、ナノ粒子の
脱出に関与している可能性も考えられる。 
最後に、ナノ粒子表面化学構造の細胞内変換
が粒子の細胞内滞留性に及ぼす影響を調べ
ることを目的として、SNP-PEG-DBCO存在下
で培養した A549 細胞に種々のアジド化合物
[3-アジド-1-プロパンアミン (NH2-C3-N3)、4-
アジドブタン酸 (HOOC-C3-N3)など]を添加
して、細胞内蛍光強度の時間変化をフローサ
イトメーターを用いて解析した。しかしなが
ら、アジド化合物構造と SNPの細胞外排出速
度との間に明確な差異は認められなかった。
これらのアジド化合物による SNP 表面の細
胞内構造変換が実際に起こっているのかは
確認できていないが、いずれの化合物も親油
性が低いことから、化合物自体の細胞内浸透
性にばらつきがある可能性もある。 
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