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研究成果の概要（和文）：本研究では、近赤外(NIR)蛍光を発する単層カーボンナノチューブ（CNT) の表面を適
切に被覆し、NIR蛍光造影剤として用いると、マウスの褐色脂肪組織（BAT)の選択的造影が可能であり、さら
に、外的刺激により起こるBATの状態変化をモニターできることを明らかにした。また、近赤外蛍光顕微鏡によ
りCNTのBAT内での細胞レベルでの分布を明らかにしたところ、絶食させたマウスのBATでは、CNTの血管外漏出が
認められた。遺伝子解析から絶食時にはBATでタンパク質分解酵素増産され、それにより細胞外マトリックスを
形成するコラーゲンが脆弱化し、血管基底膜も脆弱化し血管外漏洩が促進されたと推定された。

研究成果の概要（英文）：This study has revealed that near infrared (NIR) fluorescence imaging with 
single-walled carbon nanotubes (CNTs) can selectively image brown adipose tissue (BAT) and monitor 
the BAT changes in mice induced by the external stimulation when the surfaces of CNTs are properly 
coated. Furthermore, it has been shown that the NIR fluorescence microscopy enables the observation 
of CNT distribution in cellular levels, revealing that the BAT vascular permeability is enhanced 
under fasting in mice. Gene analysis indicated that protease was upregulated under the fasting, 
which suggested that basal membranes of capillary/arteriolar walls were degenerated as demonstrated 
by the disarranged or broken collagen bands in the extracellular matrix.

研究分野： 材料化学、ナノバイオ科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪を燃焼させる褐色脂肪組織（BAT）は、肥満や糖尿病などのメタボリックシンドロームのための新規予防・
治療法開発の標的組織として近年注目されている。これまでBATに対しては、簡便な可視化手段がないという問
題があったが、本研究では、近赤外（NIR）蛍光造影剤として知られている単層カーボンナノチューブ（CNT）が
その表面被覆を制御することで優れたBAT選択的な蛍光造影剤になることを明らかにした。また、NIR蛍光顕微鏡
を用いたCNT分布の細胞レベルでの観察により、未知なBAT機能を明らかにできた。こうした成果は、CNTを用い
たBAT造影がBAT研究の発展に寄与することを示唆している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

褐色脂肪組織(Brown Adipose Tissue; BAT)では、褐色脂肪細胞のミトコンドリア内膜に発現
した UCP1（uncoupling protein 1）が脱共役呼吸により、ATPを経ずに脂肪酸の化学エネルギ
ーを熱に変換するというメカニズムにより、体熱産生している。BAT は肩甲骨間部・頸部・腋
窩部などに局在し、密な毛細血管網と、BA細胞が豊富に含有するミトコンドリアにより肉眼的
に褐色を呈する。疫学研究から BAT が「肥満防止」と「代謝改善」に寄与することが示唆され、
メタボリックシンドロームの新規予防・治療開発の標的組織として注目されている。 

BAT 研究の推進には BAT の体内分布を非侵襲的に可視化する技術の開発が鍵となるが、本研
究開始時点において、簡便な造影手法はなかった。核医学検査では PET-CT(Positron Emission 
Tomography[陽電子放出断層撮影]と Computed Tomography[コンピュータ断層映像法]を融合さ
せた検査)により BATを可視化しているが、感度や選択性が低いことに加え、経済的課題（高額
医療機器を要する）や倫理的課題（BAT 検出率が高い若年ボランティアへの放射線被爆）があ
る。また、BAT を光学的にイメージングするために 800 nm 付近で近赤外（NIR）発光する色素
を用いる手法も提案されていたが、BAT 造影の精度と選択性は低かった。他方、単層カーボン
ナノチューブ（CNT）は、近赤外(NIR)光のなかでも生体透過性がよい波長 1000 nm以上の光を
発光し、マウス体内の血管が鮮明に造影できることが知られていた。そこで、本研究では CNT
を用いて BAT を蛍光造影することの価値は高いと考え、CNT を BAT 造影剤として開発研究する
ことにした。CNT は、他の蛍光剤と異なり退色しにくく、組織に留まる時間が長いので、BAT
内の CNT分布を細胞レベルで微視的観察することが可能であるが、それに必要な NIR蛍光顕微
鏡が充分に開発されていなかったため、その開発にも取り組んだ。 

 

２．研究の目的 

動物実験用に、CNTを用いた BAT造影剤を作製し、BAT の選択的造影や BATに反映される身体
状態の変化をモニターできるようにし、CNT の BAT 造影剤としての優れた機能を示すことを目
的とした。また、CNTが BAT に集積するメカニズムを解析し、CNT の造影剤として発展性を明ら
かにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

CNTは水溶液に分散して用いたが、その際の CNT表面被覆材には、CNT の高い発光強度を維持
するために必須な単一分散が可能で、かつ、生体親和性が高いものを用いた。得られた CNT分
散液をマウスに静脈内投与し、マウス全身を NIR 蛍光撮影し、BAT 選択的造影を確認した。実
用化に向けた基盤を築くため、CNT の BAT への選択的集積とそのメカニズムを明らかにした。
さらに、マウスの身体状態を反映した BATの変化が CNT を用いてモニターできることを示し、
身体状態を反映するメカニズムをも検討した。 
 
４．研究成果 
(1) CNT よる BAT選択的 NIR 蛍光造影１) 

MPC （ 2-Methacryloyloxyethyl phosphorylcholine ） ポ リ マ ー の 一 種 で あ る
poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine-co-n-butyl methacrylate; PMB)は、ホスホ
リルコリン(PC)基を持つため生体親和性が高く、免疫系細胞に認識されにくいという特徴を持
つ。PMB は、CNT の界面活性剤として用
いられたことはなかったが、PMB 被服し
た CNT（PMB-CNT）は、水中での分散安定
性が高く、細胞実験においてはマクロフ
ァージによる被貪食率が低く、生体応用
に適した特性を備えていた(未発表)。本
研究では、PMB-CNT(図 1a)をマウス(ヌー
ドマウス：BALB/cAJ1-nu/nu、メス)に尾
静脈投与した後に自作の撮像システム
(図 1b)を用いて、730 nm の高輝度 LED
光をマウス全身に照射し、波長 1000 nm
以上の蛍光像を NIR カメラにて撮影した。その結果、肩甲骨間部にある BAT(iBAT) (図１c)や
他の部位の BAT が明るく造影されることがわかった。また、白色脂肪組織ではベージュ細胞（BA
細胞と同様に熱産生する）の混在量に応じて PMB-CNTにより明るく造影されることも明らかに
なった。 
 PMB-CNTが BATに集積する理由を明らかにするために、PMB-CNTの BAT内での分布を観察した。
観察には空間分解能が数マイクロメーター程度の自作 NIR 蛍光顕微鏡を使用した(図 2a)。
PMB-CNT投与 3時間後に得たマウスの iBATの組織切片に対して、CD34 を用いて毛細血管内皮細
胞を染色し、蛍光像(図 2b)を観察した。CNTの NIR蛍光像(図 2c)と重ね合わせたところ、毛細
血管と CNTの分布がよく一致していた(図 2d)。組織の透過電子顕微鏡観察では、CNTが毛細血
管内皮細胞に内包されているのが確認された。従って、PMB-CNTは iBAT 毛細血管の内皮細胞に
集積していると考えられた。 

PMBの特徴からして、PMB-CNT が毛細血管内皮細胞に捕らえられることは考えにくい。そこで、
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図１ PMB-CNTの模式図(a)。NIR蛍光写真撮影装
置(b)、撮影されたマウスの iBAT (c)。 



疎水性の CNT を
コアとして親水
性の PCが被覆し
ている構造がリ
ポプロテインの
構造に類似して
いることに着目
し、血液中から
アポリポプロテ
インが PMB-CNT に移行する可能性があると考えた。実際に、
血清中の ApoB や ApoE が PMB-CNT に移行することが電気泳動
実験などにより認められた。PMB-CNT は血中で ApoB/PMB-CNT
や ApoE/PMB-CNTに変化し、 BATの毛細血管内皮細胞に発現し
ている ApoB や ApoE の受容体に捕獲され毛細血管内皮細胞に
取り込まれると推定された(図 3）。 

 
(2)絶食によるマウス BAT の血管壁透過性亢進２） 

リン脂質ポリエチレングリコール（PLPEG）で被覆した CNT
（PLPEG-CNT）は水中での分散が良く PEG 基の生体親和性が高
いためバイオ関連研究においてよく使われている。
PLPEG-CNT(図 4a)をマウス(BALB/cAJ1-nu/nu、メス)に尾静脈
内投与し NIR 蛍光造影すると、正常なマウスでは BAT が明る
く造影されることはない(図 4b)。しかし、絶食(18-20 時間)
させたマウスでは、PLPEG-CNT投与後、BATが明るく造影され
ることを発見した(図 4c）。これは、絶食により BATに変化が起きており、PLPEG-CNTが蓄積し
やすくなったことを示唆している。 

絶食がもたらす BATの変化としては、脂肪細胞内にある脂肪滴のサイズや数の減少が知られ
ているが、そうしたことでは BAT での PLPEG-CNT 蓄積量増加は説明しにくいので詳細を検討し
た。核染色(ケルンエヒトロート染色)した組織の可視光透過顕微鏡像と NIR蛍光顕微鏡像を重
ね合わせると、絶食したマウスでは毛細血管や細動脈の外に CNTが漏出しているのが認められ
た(図 5)。この現象は、絶食により BAT では血管壁透過性が亢進することを示しているため、
組織を構成するのに重要な役割を担っている細胞外結合組織の成分であるコラーゲンに異常が
発生したと推定し、タイプ IIIコラーゲンを見るのに適している鍍銀染色を施して組織観察を
行った。その結果、絶食マウスのコラーゲン線維は変形し乱れていて、脆弱化している(図６A)
ことが判明した。更に、透過電子顕微鏡観察では、コラーゲン線維の乱れとともに細胞間距離
の増加も認められた(図６B)。こうした
傾向から、絶食による BATの血管壁透過
壁亢進は、細胞外マトリックスとともに
血管基底膜も脆弱化したことによると
考えられる。 

絶食よる BATでのコラーゲン線維脆弱
化は本研究により始めて見出された現
象であり、そのメカニズムは不明であっ
た。そこで、脆弱化が起こるメカニズム
を解明するために遺伝子解析を行った
ところ、タンパク質分解酵素の一つ
（matrix metalloproteinase (MMP) 3）
の産生亢進が認められた。従って、絶食
による BATでのコラーゲン線維の脆弱化
は、タンパク質分解酵素の産生増加が一因であると推定された。 
 
(3) 寒冷刺激によるマウス BATの血管壁漏出亢進 
 マウス(BALB/cAJ1-nu/nu、メス)を寒冷刺激(10℃、19 時間)し、PLPEG-CNTを尾静脈投与した
後に NIR 蛍光全身撮影や iBAT を採取し組織観察した。寒冷刺激による体重減少や体温低下は認
められなかったが、iBAT の比重増加と脂肪滴サイズの縮小は認められ、寒冷刺激は適切に効い
ていたと判断された。PLPEG-CNT投与後の全身撮影では寒冷刺激マウスの iBAT は正常マウスの
iBATに比べて明るく、蓄積した PLPEG-CNT量は寒冷刺激マウスのほうが多いと推定された。iBAT
の NIR 蛍光顕微鏡観察では、血管外に CNTの蛍光が多く観察された。さらに、寒冷刺激マウス
の iBATを鍍銀染色して観察したところコラーゲン線維の脆弱化が認められた。従って、寒冷刺
激によりコラーゲンが脆弱化し、それにより血管壁透過性が亢進したと推定された。 
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図３ BAT 毛細血管内皮細胞
のアポリポタンパク受容体
に よ る ApoB( ま た は
ApoE)/PMB-CNT の捕捉を示
す概念図。 
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図４ PLPEG-CNT の模式図(a)。絶食無し(b)と絶
食あり(c)のマウスに PLPEG-CNT を尾静脈内投
与してから撮影した NIR 蛍光写真。 

a b c d

 

図２ 自作 NIR 蛍光顕微鏡(a)、CD34染色した iBAT の共焦点レーザー顕
微鏡写真(b)、NIR蛍光顕微鏡写真(c)、(b)と(c)の重ね合わせ写真(d)。 



 
(4)まとめ 

CNT を NIR 蛍光プローブ
として用いたマウス全身造
影では、PMB で被覆した CNT
を尾静脈内投与することに
より BAT 選択的造影が可能
であった。マウス体内の各所
にある BAT を精密に鮮明に
造影できる点は、従来の蛍光
プローブにくらべて優れて
いた。血中の ApoB や ApoE
が PMB-CNTに移行し、BAT 選
択的集積のためのリガンド
として機能したという点は、
選択的集積が必須な薬剤送
達の研究の発展に役立つか
もしれない。 

CNTの被覆剤に PLPEGを用
いた PLPEG-CNTの BAT造影能
は正常マウスに対しては低
かったが、絶食や寒冷といっ
た刺激により BAT の活動が
活発になると高くなった。こ
れは、BATでのタンパク質分
解酵素の産生亢進に起因す
るコラーゲン線維や血管基
底膜の脆弱化により、血管壁
透過性が亢進したことによ
ると推定された。 

こうした結果は、BAT での
熱産生活性化を助けるため
に、燃料である脂肪などが血
管壁から漏洩し直接 BA 細胞
内に入るというバイパス的
経路がありうることを示唆
している。このバイパス的経
路の出現は、体温維持のため
の BAT の未知な戦略の一つ
ともみられ、今後詳細な検討
が期待される。 
 
(5) 今後の課題  

 CNTを NIR蛍光プローブ
としてマウスなどの動物実
験に使用すると、全身造影に
より褐色脂肪組織のマクロ
な知見がえられ、さらにそれ
に加えて、組織観察において
ミクロな知見も得られるこ
とが本研究により明らかと
なった。また、脂肪組織に限
らず、身体各所で起こる血管
壁透過性亢進を伴うさまざまな疾病に対しても CNTは有用な NIR蛍光プローブであると考えら
れ、疾病治療や予防の研究に広く役立つと期待される。 

しかし、NIR 波長領域に対応したカメラや顕微鏡の開発は充分ではない。本研究では、いず
れも自作の装置を用いたが、自作 NIR蛍光顕微鏡には、共焦点顕微鏡のように深さを定めて像
をとる機能がないため、像から高精度の情報を得るには限界があった。NIR 光を用いると、可
視光を用いた場合に比べて、生体透過性が高く、自家発光と重ならないなどの優れた特徴によ
り、バイオ研究において多くの成果をもたらすことが認識されつつあり、NIR 蛍光剤の開発も
盛んになりつつある。今後、CNT やこれから開発される新たな NIR 蛍光剤を使ってバイオ研究
を発展させるためには、NIR カメラや NIR蛍光顕微鏡の進化が期待される。 
 

 

図５ 絶食マウスの iBATの可視光透過顕微鏡写真(a)とNIR

蛍光顕微鏡写真(b)とその重ね合わせ写真(c)。(c)の枠内拡大図
(d、e)。矢頭：血管外に漏出した CNT の蛍光、＊：(d)では
毛細血管、(e)では細動脈。 
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図６ A）正常マウス(a)と絶食マウスの iBAT の鍍銀染色写
真。絶食させたマウスのコラーゲン線維(黒色に染色)は連続
性が損なわれている。 B) 絶食させたマウスの iBAT の透過
電子顕微鏡写真。細胞間距離は正常マウス(a)に比べて絶食さ
せたマウス(b、c)では開いていた(矢頭部分参照)。絶食マウ
スの iBAT での Gap junction(d-f)では、間隔が約 200 nm に
開がっているのが認められた。これは、正常な Gap 
junction20nmに比べて広い。Col:コラーゲン線維、f の矢頭：
Gap junction 末端 
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