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研究成果の概要（和文）：C60 は既存の光増感剤と比較して、非常に高い量子収率を持つことから、一重項酸素などの
活性酸素種を効率よく生成する光増感物質として注目を集めている。本研究では、親水性で生体適合性に優れる2-ヒド
ロキシプロピル-β-シクロデキストリン(HP-β-CyD)を用いてC60をナノ粒子化し、その物理化学的性質・光吸収特性・
生物活性を検討し、PDTにおける光増感剤としての有用性を明らかにした。さらに、蛍光色素を用いてC60ナノ粒子の光
吸収特性を制御し、蛍光色素の励起波長の光で活性酸素種を生成可能な光増感剤を構築した。

研究成果の概要（英文）：The fullerene family especially C60, is generally regarded as an efficient 
photosensitizer for PDT due to light absorption at relatively long wavelengths and the high quantum yield 
of photoexcitation reactions.In this study, we evaluated the photosensitizing ability of C60/HP-β-CyD 
nanoparticles under visible light irradiation as a new photosensitizer in PDT. The photodynamic activity 
of C60/HP-β-CyD nanoparticles was studied in detail by in vitro and in vivo experiments. In addition, we 
revealed that C60-fluorescence dye hybrid nanoparticle is able to produce reactive oxygen species by the 
light irradiation at the wavelength that belongs to the fluorescence dye.

研究分野： 製剤学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

がん光線力学療法（Photodynamic Therapy, 

PDT）は腫瘍集積性のある光増感剤を投与し

た後、腫瘍組織に可視光を照射することで活

性酸素種（Reactive Oxygen Species, ROS）

を発生させ、腫瘍組織を選択的に変性・壊死

させる次世代型のがん治療法である。PDT 

における理想的な光増感剤は、高い腫瘍選択

性を持つこと、組織透過性の良い長波長側

（700～900 nm）の光吸収を持つこと、高い

量子収率で ROS を生成することが求めら

れる。現在使用されている光増感剤の多くは

ポルフィリン誘導体であり、日本ではフォト

フリン® やレザフィリン® が早期の肺がん、

胃がん、食道がん、子宮頚がんの治療に対し、

保険適用されている。しかしながら、これら

光増感剤の腫瘍集積性、光吸収性はまだ不十

分であり、光線過敏症の問題も残ることから、

より効果的な光増感剤の開発が望まれてい

る。 

フラーレン C60 は炭素原子が球状のネット

ワーク構造をしている化合物であり、ユニー

クな物理学的、生物学的特徴を持つことから

金属材料やエネルギー輸送、化粧品など様々

な分野に利用されている。医薬分野において

は、C60 は既存の光増感剤と比較して非常に

高い量子収率や長波長の吸収スペクトル

（S-S absorption : 530 nm, 620 nm, T-T 

absorption : 400 nm, 740 nm）を持つことか

ら、一重項酸素（1O2）、スーパーオキシドア

ニオンラジカル（O2•
－）などの ROS を効率

よく生成する光増感物質としても注目を集

めている。しかし、C60 の著しく低い水への

溶解性は、医薬分野への応用を困難なものに

している。本研究では、親水性で生体適合性

に優れる 2-ヒドロキシプロピル--シクロデ

キストリン(HP--CyD)を用いて C60 をナノ

粒子化し、PDT における光増感剤としての有

用性を明らかにし、長波長の光吸収特性をも

つ蛍光色素で被覆することで、近赤外領域で

も効果的に励起可能な光増感剤を構築する。 

 

２．研究の目的 

本研究では親水性 C60 ナノ粒子を調製し、

その光増感特性の詳細を明らかにするとと

もに、蛍光色素を用いて、その光吸収特性を

制御し、蛍光色素の励起波長で選択的に ROS

を生成可能な光増感剤を構築する。 

 

３．研究の方法 

（1）可視光照射下における C60/HP--CyD

ナノ粒子の光増感能の評価 

C60ナノ粒子は C60と HP--CyD を自動マ

グネット乳鉢粉砕機を用いて減圧下、4°Cで

3 時間混合粉砕後、水中へ超音波により分散

させることで調製した。 

可視光照射下における C60/HP--CyD ナノ

粒子のO2•
－および 1O2生成はESR スピント

ラップ法を用いて検討した。ESR スピントラ

ップ剤には DMPO（O2•
－）および TEMP-OH

（1O2）を用いた。また光増感剤であるプロ

トポルフィリン IX（PpIX）の ROS 生成能と

比較することで C60ナノ粒子の有用性を検討

した。可視光（400～700 nm）の光源にはこ

の波長範囲において均一な光を照射するキ

セノン光源を用いた。 

 

（2）各種がん細胞に対する C60/HP--CyD

ナノ粒子の光線力学活性 

可 視 光 照 射 条 件 下 に お け る 

C60/HP--CyD ナノ粒子の細胞障害活性は

ヒト肺癌細胞由来 A549 細胞およびヒト子

宮頚がん細胞由来  HeLa 細胞を用いて 

WST-1 法により評価した。さらに、光増感

剤として臨床使用されている 5-アミノレブ

リン酸（ALA）と細胞障害活性を比較するこ

とで C60ナノ粒子の有用性を評価した。 

 

（3）C60/HP--CyD ナノ粒子の in vivo 抗腫

瘍効果 

in vivo 抗腫瘍効果は、担癌マウスに C60

ナノ粒子を腫瘍内に投与し、可視光（光源：

キセノンライト（波長 400～700 nm））を照

射した時の腫瘍体積の変化をコントロール

群（生理食塩液、光照射のみ）および

C60/HP--CyD ナノ粒子と比較し、評価した。

担癌マウスはマウス肉腫S-180細胞をddyマ

ウスの後肢付け根に皮下注射することで作

製した。さらに、可視光の照射量および投与

量を制御することで C60ナノ粒子による最適



な PDT の条件を検討した。 

 

（4）C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子の調

製と相互作用 

C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子は

C60/HP--CyD ナノ粒子と蛍光色素（フルオ

レセイン、ローズベンガル、ローダミン B）

を混合後、超音波を照射することで調製した。

C60 ナノ粒子と蛍光色素の相互作用は蛍光ス

ペクトル測定により評価した。 

 

（5）C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子の波

長選択的な活性酸素生成能 

C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子の活性

酸素生成能はキセノン光源を用いて、520 nm

の波長を照射後の O2•
－ および 1O2 生成を

ESR スペクトル測定により評価した。C60ナノ

粒子のみの場合および C60/-CyD 複合体と比

較することで蛍光色素との相互作用による

光増感能の増大効果を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 可 視 光 照 射 下 に お け る 親 水 性

C60/HP--CyD ナノ粒子の光増感能の評価 

これまで、HP--CyD を用いて C60 を親水

性ナノ粒子として高濃度に調製可能なこと

を明らかとしてきた。そこで、C60/HP--CyD

ナノ粒子の ROS 生成能を光増感剤である

PpIX と比較し、その有用性を明らかにした。

以下に得られた知見を要約する。 

①  スピントラップ剤に TEMP-OH を用い

て C60/HP--CyD ナノ粒子に可視光を照

射すると TEMPO-OH に特徴的な ESRシ

グナルが得られ、1O2 の生成が確認され

た。1O2の生成は C60濃度および可視光の

放射照度依存的に増大した。また、

C60/HP--CyD ナノ粒子は可視光照射下

において PpIX よりも 1.5 倍高い 1O2 生

成能を示した。  

② スピントラップ剤に DMPO を用いて

C60/HP--CyD ナノ粒子に可視光を照射

すると DMPO-OH に特徴的な ESR シグ

ナルが得られ、O2•
－の生成が確認された。

1O2 の場合と同様に O2•
－の生成は C60 濃

度および可視光の放射照度依存的に増大

した。一方、PpIX に可視光を照射しても

O2•
－の生成はみられなかった。 

③ UV-VIS ス ペ ク ト ル 測 定 に よ り 、

C60/HP--CyD ナノ粒子と PpIX の可視

光領域の吸収スペクトルを比較すると、

C60/HP--CyDは 420～540 nmの領域で

PｐIX よりも高い吸収を示し、600～700 

nm の領域では、ほぼ同等の吸収スペク

ト ル を 示 し た 。 こ の こ と か ら 、

C60/HP--CyD ナノ粒子の高い ROS 生

成能には C60 分子の高い量子収率だけで

なく、可視光領域での吸収も影響してい

ることが示唆された。 

  

以上の知見より、C60/HP--CyD ナノ粒子

は可視光照射下において、PpIX よりも高い

ROS 生成能を有していることが明らかとな

った。 

 

（2）各種がん細胞に対する C60/HP--CyD

ナノ粒子の光線力学活性 

 ALA は PpIX の前駆物質であり、光線力学

療法における光増感剤として現在臨床で使

用されている。そこで、C60/HP--CyD ナノ

粒子の HeLa 細胞および A549 細胞に対する

光線力学活性を ALA の場合と比較した。以

下に得られた知見を要約する。 

① 可視光照射下において C60/HP--CyD ナ

ノ粒子と ALA は HeLa 細胞および A549

細胞に対し、濃度依存的な細胞障害活性

を示した（Fig.1）。ALA の IC50値は HeLa

細胞で 100μM、A549 細胞で 150μM で

あった。一方、C60/HP--CyD ナノ粒子

はより低濃度で細胞障害活性を示し、

IC50 値は HeLa 細胞では 10μM、A549

細胞では 60μMであった。可視光を照射

しない場合、これら光増感剤の細胞障害

性はみられなかった。 

② HeLa 細胞の生存率は O2•
－捕捉剤である

スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）

および 1O2 捕捉剤である L-ヒスチジン、

2,5-ジメチルフランおよび 1,4-ジアザビ

シクロオクタン（DABCO）の添加によ

り抑制された。このことから、可視光照

射下におけるC60/HP--CyD ナノ粒子の



細胞障害活性は細胞内に取り込まれた

C60から生成した O2•
－や 1O2などの ROS

が関与するものと推察された。 

 

以上の知見より、可視光照射下においての

み、C60/HP--CyD ナノ粒子は細胞内で ROS

を生成し、細胞障害活性を示すことが明らか

となった。また、その効果は現在臨床で使用

されている光増感剤ALAよりも高いことが示

唆された。 

図 1. 可視光照射下（35mW/cm2）における
C60/HP- -CyD ナノ粒子の HeLa 細胞に対す
る光線力学活性 ●: C60/HP- -CyD 光照射な
し; ▲: ALA 光照射なし; ○: C60/HP- -CyD 
光照射あり; △: ALA 光照射あり.  
∗  < 0.05 versus ALA 光照射あり. 
 

（3）可視光照射下における C60/HP--CyD

ナノ粒子の in vivo 抗腫瘍効果 

 これまでの検討で C60/HP--CyD は in 

vitro において優れた光線力学活性を有す

ることが示唆された。PDT は腫瘍における光

増感剤の量、酸素分圧、光照射量などの影響

を受ける。そこで、C60/HP--CyD ナノ粒子

によるPDTにおいて最適な条件を検討した。

以下に得られた知見を要約する。 

① C60/HP--CyD ナノ粒子（C60 ＝  2.0 

mg/kg）を腫瘍内に投与後、100ｍW/cm2

の照度で 300 秒（30J/cm2）および 200 

mW/cm2の照度で 60 秒ｘ5 回（60J/cm2）

可視光を照射した場合、腫瘍体積の増加

率はコントロール群と同等であり抗腫瘍

効果は得られなかった。一方、350ｍ

W/cm2の照度で 15 秒ｘ12 回（63J/cm2）

可視光を照射した場合、腫瘍成長の著し

い抑制がみられた。また、C60/HP--CyD

ナノ粒子の投与量を 0.4 mg/kgにすると、

抗腫瘍効果は減弱した。 

② 63J/cm2 の可視光のみを腫瘍に照射した

場合あるいは C60/HP--CyD ナノ粒子

（C60 ＝ 2.0 mg/kg）を投与し可視光を

照射しない場合では抗腫瘍効果はみられ

なかった。このことから、本光照射条件

では光温熱効果はなく、C60/HP--CyD

ナノ粒子自身にも抗腫瘍効果がないこと

が示唆された。 

③ 可視光の照度が 60J/cm2 の場合と

63J/cm2 の場合でほぼ変わらないにもか

かわらず、抗腫瘍効果に違いがみられた

ことから、C60による PDT には光照射時

間の間隔が影響することが示唆された。

すなわち、繰り返し光を照射することで

腫瘍組織における酸素濃度が光照射のイ

ンターバル中に回復し、十分な PDT 効果

が発揮されたものと推察される。 

 

以上の知見より、C60/HP--CyD ナノ粒子

は PDT における新規光増感剤として有用で

あることが示唆された。また C60ナノ粒子を

用いて十分な抗腫瘍効果を得るためには 350 

mW/cm2の照度で短時間、繰り返し照射する

ことが最適であることが明らかとなった。 

 

（4）C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子の調

製と波長選択的な活性酸素生成能 

C60/HP--CyD ナノ粒子の光増感能の向上

を企図して、各種蛍光色素（フルオレセイン、

ローダミン B、ローズベンガル）で C60ナノ

粒子を被覆したハイブリッドナノ粒子を調

製し、波長選択的な光増感効果を検討した。

以下に得られた知見を要約する。 

① C60/HP--CyD ナノ粒子存在下で各種蛍

光色素の蛍光スペクトルを測定すると、

C60 ナノ粒子の濃度依存的に各種色素に

特徴的な蛍光ピークの減少がみられ、C60

ナノ粒子と蛍光色素が相互作用している

ことが示唆された。蛍光スペクトル変化

からModified Stern-Volmer 式を用いて

算出した安定度定数の値はフルオレセイ

ンでは 2.8ｘ104 M-1、ローダミン B では
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3.4ｘ105 M-1、ローズベンガルでは 1.4ｘ

104 M-1であった。一方、C60/-CyD 複合

体の場合では、蛍光スペクトルの変化は

わずかであり、安定度定数の値はそれぞ

れフルオレセイン 7.8ｘ103 M-1、ローダ

ミン B4.2ｘ103 M-1、ローズベンガル 6.3

ｘ103 M-1 であった。以上の結果より、

C60 ナノ粒子表面への蛍光色素の吸着が

示唆された。 

② 520 nm の光照射下における C60-蛍光色

素ハイブリッドナノ粒子（C60＝200 M）

の 1O2 生成能を ESR スペクトルにより

検討すると、ローズベンガル濃度依存的

に生成能が増大し、1 μMのローズベンガ

ル存在下で約 4 倍に増大した。ローダミ

ン B でも同様に蛍光色素の濃度依存的に
1O2 の生成能が増大した。一方 、

C60/-CyD 複合体を用いた場合では、1O2 

生成能の増大はみられなかった。 

③ 520 nm の光照射下における C60-蛍光色

素ハイブリッドナノ粒子の O2•
－生成能

を ESR スペクトル測定により検討する

と、各種蛍光色素存在下でも O2•
－生成能

に変化はみられず C60 ナノ粒子のみの場

合と同等であった。 

 

以上の結果より、C60 ナノ粒子は蛍光色素

と強く相互作用し、蛍光色素の吸収波長の光

照射下で ROS を生成可能なことが示唆され

た。また、1O2生成能のみ増大することから、

光励起した蛍光色素から C60ナノ粒子へのエ

ネルギー移動が生じ、波長選択的な光増感能

の増大が生じたものと推察される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2. C60ナノ粒子 (C60 = 200 M) からの 1O2

生成に及ぼすおよぼすローズベンガルの影

響（520 nm、1 mW/cm2の光照射時） 
※相対強度は外部標準（Mn2+）に対する
TEMPO-OH の相対強度  

 

現在のポルフィリン誘導体を用いた 
PDT 治療ではエキシマダイレーザー

（630nm）や半導体レーザー（664 nm）

が用いられている。しかしながら、可視光

域（400～700nm）はヘモグロビンやその

ほかの生体構成物質の吸収が大きく、また、

近赤外光域（700～900nm）よりも長い波

長では水の吸収が大きくなるため、現在の

光増感剤を用いた PDT 治療は表在型の

がんに限定される。蛍光色素被覆により、

組織透過性の良い近赤外光で励起可能な光

増感剤の開発が可能となれば、より深部の

がんに対しても、十分な抗腫瘍効果を発揮

することが予想される。本研究は優れた光

増感作用を有し、ナノマテリアルとして注目

を集めている C60 をナノ粒子化し、蛍光色素

を用いてその光吸収特性を制御するもので

あり、C60-蛍光色素ハイブリッドナノ粒子は

次世代型の光増感剤として有力な候補物質

になるものと考えられる。 
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