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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬輸送システム（DDS）の細胞内挙動を追従し、より効果的な化学治療
設計に貢献することを目的とした。具体的には、細胞内部に侵入して抗がん剤分子と細胞内物質の相互作用を解
析する「単一細胞内視鏡法」を新たに開発した。これにより、抗がん剤分子とDNAなど細胞内物質との相互作用
を直接観測することが可能となり、今後の化学治療法開発へ大きな貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to follow the intracellular dynamics of drug 
delivery systems (DDS) by optical microscopy and to understand the drug properties using 
nanowire-enhanced Raman microscopy (NW-SERS) developed by this researcher. In this project, we 
synthesized "active DDS particles" modified with hyaluronic acid, which is a ligand for 
glycoproteins expressed on the surface of lung cancer cells (A549), and delivered the anticancer 
drug into the cells with the ligand-modified DDS particles. In addition to this, we found that the 
anticancer drug molecules interacted with DNA much more quickly than when delivered alone. 
Furthermore, differences in the subcellular localization of the anticancer drug molecules were also 
observed, which may affect the drug efficacy characteristics.

研究分野：分光学

キーワード： 単一細胞解析　プラズモン　バイオセンシング　ラマン分光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代の化学治療法として期待される薬輸送システムの細胞内・組織内挙動は、いまだ不明点が多い。そのこと
が実用化を妨げる一つの要因となっている。本研究で開発した技術を用いることで、これまで議論することが困
難であった薬と生体分子の相互作用を時系列で解析することが可能となり、今後の創薬設計、スクリーニングに
大きく貢献することが期待される。また本研究で見いだされた抗がん剤分子の細胞内局在化が抗がん特性に関与
している可能性も示唆された。このように、細胞内部における抗がん特性を評価する新たな解析技術を提供する
ことにより、医学・創薬の分野への貢献は計り知れないと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ナノ粒子を利用した「薬・遺伝子輸送システム（Drug/gene Delivery System: DDS）」は、毒性
の高い薬剤（抗癌剤など）や遺伝子を腫瘍組織に効率良く届け、副作用を軽減しつつ治療効果を

向上させる技術として注目されている。ナノ粒子 DDSの研究は、今後の医療技術発展のために
欠かせないが、これまでの研究では薬を粒子に内包して細胞組織に添加し、数時間から数日後の

細胞応答を調べる「ブラックボックス」的研究がほとんどであった。今後のさらなる技術発展の

ためには、薬効効果に大きく影響する DDSの細胞内輸送や薬徐放タイミング、さらには抗癌剤
分子と DNA などの生体分子との相互作用とその効果についての早急な詳細解明が必要である。 
そのため、DDS ベースの抗癌化学治療の機構解明をめざして、蛍光顕微鏡あるいはラマン顕微
鏡を用いた単一細胞レベルの研究が近年盛んに行われており、粒子の細胞への取り込み機構な

ど多くのことが徐々に明らかになってきている。その一方で、下記のような課題が残されている。 
(1)蛍光顕微鏡による評価：蛍光を発する抗がん剤が頻繁に利用されるが、抗癌剤分子は複雑な
蛍光特性を示すことが多く、詳細な評価が困難である [Mol. Pharm. 2010, 7, 1959.]。 
(2) ラマン顕微鏡による評価：分子の情報が直接得られるため、抗癌剤分子と生体分子の相互作
用を理解するために有効な手法である。しかし、これまでの報告では、ラマン分光の感度の低さ

から、過度の抗癌剤分子を細胞に添加せざるをえなかった（~10-9molar / cell）[Analyst 2015, 
140, 4212]。一方、DDSを用いた場合の濃度は 10-12 molar / cell以下であり、通常のラマン検
出は困難である。 
(3) 表面増強ラマン散乱(SERS)による評価：ラマン顕微鏡の低感度を補う技術として、貴金属ナ
ノ粒子に励起される局在プラズモンを利用した表面増強ラマン散乱(SERS)があり、これにより
低濃度での薬剤検出が可能となる。しかし、SERS 測定に不可欠な金属ナノ構造体を細胞内部の

任意位置に配置することは容易ではないため、特に生きた細胞内での抗癌剤分子の検出は困難

であった 
２．研究の目的 
上記課題を踏まえた上で、申請者は近年、DDS の詳細解明を実現するための技術として、直径

100nm 以下の貴金属ナノワイヤーを生きた細胞内に差し込み、ナノワイヤー先端に局在するプ

ラズモンを利用して、細胞内部の任意位置での表面増強ラマン散乱を検出する手法を世界で初

めて開発した。（図１）（業績論文 17：Uji-i et al. Adv. Mater. 2014.）。この手法は、極細のナノ

ワイヤーを用いるため、細胞への損傷が最小限に抑えられ、生きた状態での細胞内部のラマン分

光が可能になる非常に画期的なものである。本研究課題では、本手法を用いて、生きた細胞内で

の抗癌剤分子-生体分子相互作用とその効果を単一細胞レベルで明らかにすることを目的とする。 
３．研究の方法 
本研究課題では、申請者の開発した「シート型照明レイリー散乱顕微鏡」と「ナノワイヤー増強

ラマン顕微鏡(NW-SERS)」を用いて、DDS 粒子の細胞への取り込みと細胞内での粒子の挙動、及

び抗がん剤分子と生体分子との相互作用とその効果を明らかにする 

４．研究成果 

（１）アクティブ DDS 設計 

抗がん剤の薬物送達システム（DDS）の多くのターゲティング戦略は、ナノキャリアの表面

を特定のリガンドで機能化し、細胞膜内受容体を介したエンドサイトーシスによってがん



 

 

細胞に取り込まれることにある。エンドサイトーシスとは、酸性小胞（エンドソームやリソ

ソーム）に DDS が取り込まれ、最終的にはエキソサイトーシスによって排出されることを

意味する。このプロセスは真核細胞に固有のものであり、細胞内環境での薬物のバイオアベ

イラビリティを低下させるため、DDS の主な欠点の 1 つとなっている。そのため、低用量

での治療効果を高めるためには、DDS を酸性の小胞から逃がすことが重要となる。そこで

我々は、がん細胞に対する高い特異性とエンドソーム脱出能力を兼ね備えた多機能型 DDS
を開発した。抗がん剤であるドキソルビシンを担持したメソポーラスシリカナノ粒子を、エ

ンドソームの破裂を誘発するために一般的に使用される高分子（ポリエチレンイミン）と、

がん細胞に過剰発現しているCD44受容体に結合するヒアルロン酸で機能化した。我々は、

開発された DDS がポリマーの機能化によっ

てエンドソームの経路を逃れる可能性をしめ

した。興味深いことに、2 つのポリマーを組み

合わせることで、ポリエチレンイミンコーテ

ィングのみの場合よりも高いエンドソーム脱

出効率が得られた。さらに、ヒアルロン酸は、

このシステムに、がんのターゲティング能力

と酵素的に制御された薬物放出をもたらして

いる。このような多機能性により、この人工

DDS は、純粋な薬剤と同等の細胞毒性を持ち

ながら、がん細胞に対して高い特異性を示し

た。今回開発されたポリマーエンジニアリン

グは、低用量の薬剤で DDS の性能を向上さ

せ、抗がん剤治療への応用に大きな可能性を秘めている。（Sci. Rep., 2019, 9, 2666. DOI: 
10.1038/s41598-019-39107-3） 
（２）DDS粒子の細胞内ダイナミクス追従 

この研究では、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を用いて、NPD の細胞内への取り込み

から、DDS 粒子の局在化、およびプロドラッグ分解までを追従することにより、DDS の細

胞内挙動の解析を行った（図１）。従来のキャリアベースの抗がん剤デリバリーシステムの

予測できない副作用や細胞毒性の増加を克服するために、純粋な薬物（またはプロドラッグ）

のみで構成されたシステムがいくつか提案されている。しかし、これらのシステムががん細

胞に入った後の挙動や動態はまだ不明であり、in vivo や臨床応用への妨げとなっている。

本研究では，キャリアフリーの SN-38 ナノプロドラッグ（NPD DDS）を新たに開発し、

FRET 顕微鏡法を用いることによりプロドラッグから薬物への細胞内変換と治療効率との

相関が示された。本研究は、NPD をドラッグデリバリーシステムとして応用するための重

要な情報を提供するとともに、次世代の抗がん剤ナノメディシンとしての優れた可能性を

示すものである。（Nanoscale, 2020,12, 11063-11069. DOI:10.1039/D0NR00934B） 
（３）細胞内エンドスコピック増強ラマン顕微法の開発 
抗がん剤の最終的な効果は、細胞内物質と抗がん剤分子が相互作用することによって引き

起こされる。そのような分子間相互作用の時系列情報を生きた細胞内で得ることができれ

ば、化学治療の根本的理解につながる。そこで、本研究では、細胞内のラマン信号を検出す

るための新しい非侵襲的な内視鏡プローブとして，銀ナノワイヤー（AgNW）を導入した。

 
図１ NPD DDS の設計と、細胞内挙動。 



 

 

本研究では、この AgNW 内視鏡プローブの性能を大幅に向上させる先進的な戦略を提案し、

このアプローチの廃用性向上を目的とした。具体的には、ガルバニック置換反応によって

AgNW の表面に金構造を均一に形成することで、プローブ表面全体の光結合点の密度を大

幅に高め、金でエッチングされた AgNW に励起光を集中させることで、高い表面増強ラマ

ン散乱（SERS）効率を実現した。この金エッチング

AgNW プローブの細胞内分子センシングへの応用は，

核内の 4′,6-ジアミノ-2-フェニルインドールと膜上

の 3,3′-ジオクタデシルオキサカルボシアニンという

細胞区画標識色素の部位特異的かつ高分解のSERSス

ペクトルを検出することで実証された（図 2）。このよ

うにして得られた優れた分光感度は、分析対象物の重

要な構造情報を提供し、生体分子と薬物の相互作用を

細胞レベルで研究するための提案されたアプローチの

総合的な可能性を示した。（Analytical Chemistry, 
2021, 93, 12, 5037–5045. DOI: 
10.1021/acs.analchem.0c04120） 
本手法を用いて、（１）で開発した、ポリマーコーティン

グを施したドキソルビシンを担持したメソポーラスシリカナノ粒子からなるアクティブ

DDS 粒子を用いた抗がん剤添加と、ドキソルビシンを直接溶剤に溶かして細胞に添加した

場合の抗がん特性を検討した。その結果、DDS 粒子を用いた場合では、添加後数時間後に

は抗がん剤分子が細胞核内の DNA と相互作用をしていることが明らかとなった。反面、溶

剤に抗がん剤分子を直接溶かした溶液を用いた際には、抗がん剤分子が細胞核内に到達し

て DNA と相互作用するのに２４時間程度の時間が必要であることも明らかとなった。更

に、DDS を用いた場合とそうでない場合では、抗がん剤分子の細胞内局在特性も大きく異

なることが本研究で示唆された。これらの結果は、これまで不明であった抗がん薬理特性を

紐解くきっかけとなりえると確信しており、次世代の抗がん剤設計への貢献は計り知れな

いと考える。 

 

 

 

 

 

 
図２AgNW@Au を用いた単一

生細胞の核(a)と細胞膜(b)の内

視鏡検査の模式図。 
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