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研究成果の概要（和文）：近年のナノテクノロジーの進歩により開発された多様な光応答性材料の中には、光照射され
ると、発熱したり活性酸素種を生成したりする材料があります。これらの光応答性は、医療・細胞生物学分野で有効利
用できます。このためには、光応答性材料を生体環境に馴染ませる、すなわち材料表面を生体適合化することが必須で
す。本申請課題では、光応答性材料の新しい光応答性を探索するとともに、その生体適合化技術を開発することを目的
としました。この結果、生体にとって最も影響の少ない近赤外光を照射しても活性酸素種を効率良く生成する材料を発
見し、神経細胞の細胞膜を選択的かつ安全に加熱するための表面修飾方法を開発することができました。

研究成果の概要（英文）：Recent rapid progress in nanotechnology has enabled development of a wide variety 
of photo-responsive nanomaterials. Some of them have the ability to generate heat or reactive oxygen 
species under illumination, which can be utilized for medical and cell biological applications. However, 
under physiological conditions, nanomaterials are often colloidally unstable and cytotoxic. Thus, making 
their surface biocompatible is essential. In this study, the applicant aimed at exploration of 
photo-responsiveness of carbon nanotubes and of surface chemistry for gold nanoparticles using 
biomaterials. As a result, it was found that (1) a semiconducting component of carbon nanotubes is able 
to generate reactive oxygen species very efficiently even under near-infrared light that is the least 
invasive to our body and (2) genetically engineered serum protein-coated gold nanoparticles is able to 
warm the plasma membrane of heat-sensing neurons in a site-specific manner to safely activate them.

研究分野：生物化学、薬物送達学

キーワード： ナノバイオサイエンス　細胞工学　光治療
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者らはこれまで、ナノカーボン化合物
の医学・生物学分野への応用に関する研究を
行ってきた。CNT が球状に凝集したカーボン
ナノホーンに生体にとって安全性の高い近
赤外光を照射すると発熱し（光線温熱効果）、
癌細胞が死滅することを明らかとした（PNAS 
2008）。 
 単層 CNTは大きく分けると金属性 CNTと半
導体性 CNT からなる。いずれも複数のカイラ
リティ成分からなる混合物である。申請者ら
は、両 CNT を分離取得し、近赤外光を照射す
ることにより、半導体性 CNT が金属性 CNT よ
りも格段に多い活性酸素種（ROS）を産生す
ることを明らかにした（光線力学効果、投稿
中）。CNT をペプチドで化学修飾し、そのペプ
チドに親和性を有する蛋白質と混合した後、
近赤外光を 2 時間程度照射すると、CNT が発
生した ROS（O2

–•と•OH）により CNT 表面に吸
着した蛋白質のみが分解されることが報告
された（Nat. Nanotechnol. 2008, 3, 41-45）。
ROS は通常毒性物質として知られるが、病原
体を攻撃することから分かるように、発生さ
せる場所と量をコントロールすれば、ROS は
薬物にもなる。同じナノカーボン化合物のフ
ラーレンも ROS を産生するが、生体毒性の強
い近紫外光を照射する必要があり、フラーレ
ンの光線力学効果を医学・生物学分野へ応用
することは極めて困難である。また、マラカ
イトグリーンなどの発色団に可視光を照射
すると 1O2が発生し、近傍の蛋白質を不活化
できるが、これはその蛋白質の凝集によるも
のであり、また長時間の光照射を必要とする
ため細胞傷害も生じやすい（Trends Cell 
Biol. 2008, 18, 443-450）。蛋白質分解には
O2
-•と•OH の両者が協調的に作用する必要が
あり（J. Biol. Chem. 1987, 262, 9895-9901）、
これらを近赤外光照射で発生できるCNTは魅
力的なナノ材料である。 
 金ナノロッド（AuNR）は、近赤外光照射す
ると表面温度が 70℃程度に上昇する。AuNR
は吸収した光エネルギーの 90%以上を熱エネ
ルギーに変換でき、非常に高い光線温熱効果
を有する。蛋白質凝集体は、その近傍で発生
した熱で分解されることが報告された
（Colloids Surf. B Biointerfaces. 2008, 63, 
200-208 ）。 申 請 者 ら は 、 生 体 成 分
（High-Density Lipoprotein, HDL）に、細
胞膜透過 TAT ペプチドを融合した HDL
（HDL-TAT）が薬物だけでなく（Nanomedicine 
(Lond) 2010）、AuNR も内包（被覆）し、細胞
内に導入することを見いだしている（ACS 
Nano 2014）。 
 生体にとって有害な蛋白質として、神経変
性疾患などで見られる蛋白質凝集体（アミロ
イド）が挙げられる。アミロイド病治療は、
アミロイドのさらなる生成を阻害すること
や、アミロイドの代謝を促進することに重点
が置かれているが、未だ有効な治療法は確立

されていない。以上のことから、半導体性 CNT
あるいは AuNR を細胞内のアミロイド近傍に
配置することができれば、その光線力学・温
熱効果によりアミロイドを分解することが
できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、外部刺激応答性ナノ材料を細
胞内に精密配置し、細胞局所にその応答性を
作用させることにより、細胞の運命・機能を
制御することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 半導体性CNTは多数の成分（カイラリティ）
からなり、それぞれは異なる光線力学効果を
示すと予想される。そこでまず、近年奉公さ
れているカイラリティ濃縮技術を利用して、
近赤外領域に吸収ピークを持つ半導体性 CNT
成分を分離濃縮し、高い光線力学効果を示す
半導体性 CNT カイラリティ成分を見出す。 
 同時に、この CNT あるいは AuNR を分散化
し、かつアミロイド集積させる分散剤を開発
する。このため、HDL-TAT にチオフラビン S
（ThS）を導入し、HDL-TAT にアミロイド認識
能を付与する。この ThS-HDL-TAT で半導体性
CNT あるいは AuNR を被覆し、複合体を形成さ
せる。 
 CNTあるいはAuNRを細胞膜に集積させる表
面修飾方法を開発する。これにより細胞膜局
所にこれらの光応答性（ROS 生成あるいは熱
生成）作用させ、細胞機能の光制御を目指す。 
 CNTあるいはAuNRの生体適合性分散剤とし
て、高比重リポタンパク質(High-density 
lipoprotein, HDL)あるいはその変異体を用
いる。我々は既に、アルギニンに富むペプチ
ド（TAT ペプチド）を融合した変異体
(HDL-TAT) を作製している (Nanomedicine 
(Lond) 2010)。この HDL-TAT をチオフラビン
Tあるいは S (ThT, ThS)等のアミロイドター
ゲティングリガンドで化学修飾する。 
 連携研究者の田中博士が組換え蛋白質と
して得たpolyQ-httからアミロイドを作製す
る。ThS-HDL-TAT で表面修飾された半導体性
CNTあるいはAuNRのアミロイド光分解活性を
試験管内で確認する。半導体性CNTからのROS
産生能が不足した場合は、半導体性 CNT をカ
イラリティ毎に分離し、高い ROS 産生能を有
する成分を見いだし、利用する。 
 polyQ-htt に緑色蛍光蛋白質（GFP）を融合
させ、培養細胞で発現させると、細胞内で
polyQ-htt からなるアミロイドを蛍光顕微鏡
で観察できることを、連携研究者の田中博士
が報告している（Nekooki-Machida, Tanaka 
et al. PNAS 2009）。この細胞に ThS-HDL-TAT
被覆半導体性 CNT あるいは AuNR を導入し、
近赤外光照射する。 
 熱感受性イオンチャネルTRPV1を発現する
神経細胞を用いて、細胞膜局所加熱による細



胞機能光制御のコンセプト検証を行う。 
 
４．研究成果 
 
 CNT のカイラリティ分離は、既に確立され
た技術であるが、多くのノウハウを含むため、
その再現は容易ではない。実際、本研究課題
においても、純度の高い単一カイラリティ成
分を安定に取得するまでに、2 年以上を費や
した。しかし現状では小スケールでの取得に
留まっており、今後更に効率化する必要があ
ると考えている。得られた 3つの単一カイラ
リティ濃縮半導体性 CNT ((6,4)-CNT, 
(6,5)-CNT, (12,1)-CNT)の各カイラリティ成
分の近赤外ピーク波長でレーザー照射する
と、(6,4)-CNT が顕著な一重項酸素生成活性
を示し、(6,4)-CNT と(12,1)-CNT が高いスー
パーオキシドアニオン生成活性を示すこと
を見出した（論文投稿準備中）。 
 既存の近赤外色素(Indocyanine Green, 
ICG)の PDE と比較しても、(6,4)-CNT の PDE
は高いことがわかった。さらに ICG は光照射
後ほぼ完全に退色するのに対し、(6,4)-CNT
のグラフェンシートには明確な損傷がない
ことを吸収スペクトル、ラマンスペクトル測
定により確認した。従って(6,4)-CNT を用い
れば、持続的な光線力学療法が可能になると
期待される。 
 (6,4)-CNT の高い一重項酸素生成活性のメ
カニズムに関する知見を得るため、過渡吸収
測定を行ったところ、励起三重項状態に由来
すると思われる吸収を検出することができ
た。この寿命は、別途分離取得した光線力学
効果を示さない成分((6,5)-CNT)の寿命と同
程度であった。しかしこれは両者の光線力学
効果の活性差を反映していない。この理由と
して、三重項励起状態の生成効率が活性の決
定因子となっていること、CNT の不安定な水
分散性がその励起状態に悪影響を与えてい
ること、不純物として含まれている他の CNT
カイラリティ成分が失活を促進しているこ
と、などが考えられる。引き続き検討を進め
るために、より高純度かつ大量の(6,4)-CNT
を精製取得する必要があると思われる。 
 (6,4)-CNT は HDL で分散化・生体適合化さ
れ、活性酸素種依存的な殺細胞活性を示した。
さらにカイラリティ濃縮によりCNT使用量を
減らすことができた結果、光線「温熱」効果
は未濃縮半導体性 CNT に比べて低下し、細胞
に対してより安全にレーザー照射が行える
こともわかった。 
 一方、アミロイドターゲティングのために
アミロイド染色剤として知られるチオフラ
ビン S(チオフラビン Tと異なり、誘導体化に
利用できる 1 級アミンを有する)で HDL 化学
修飾することを試みたが、目的物は得られな
かった。このアミンが芳香族アミンであるた
め、反応性が高くないことが原因として考え
られた。また市販のチオフラビン Sは純度が
高くないことも影響していると考えられた。

そこで現在、Thioflavin T よりも強いアミロ
イド結合活性を有するBTA-0 (Life Sci. 2001, 
69, 1471)を用いて HDL の化学修飾を検討中
である。 
 HDL で被覆された AuNR は、既存の分散剤
(PEG)で被覆した場合に比べて20倍以上癌細
胞に取り込まれやすくなった。さらに
HDL-TAT を用いると、その取込み増強度は 80
倍になった。一方で、HDL-TAT にカチオン性
脂質を含ませると、多量の AuNR を細胞膜に
細胞毒性なく接着・滞留させることにも成功
した。後者の HDL-TAT は、後述するように、
AuNR による安全な細胞膜熱感受性イオンチ
ャネル活性化に有用であった。 
 HDL-TAT で被覆された AuNR は、高い細胞取
込みにも関わらず、細胞毒性は全く示さなか
った。しかし近赤外光照射すると、細胞内で
発熱し、癌細胞を効率良く死滅させた。従っ
てこの AuNR を用いれば、安全に癌組織のみ
を死滅させることができる可能性がある。 
 カチオン性脂質を含むHDL-TATで被覆した
AuNR の高い安全性・生細胞膜親和性を利用し
て、近赤外光照射により細胞膜局所を加熱す
ることを試みた。既存の生細胞膜親和性分散
剤と比較しても、その安全性・生細胞親和性
が顕著に高いことを確認した。しかも我々の
開発した AuNR は、生細胞膜上でも高い分散
安定性を示す、すなわち生細胞膜全体により
均一に分布する、こともわかった。 
波長可変の近赤外レーザーを導入した顕微
鏡システムを独自に立ち上げ、神経細胞の細
胞膜に存在する熱感受性イオンチャネル
(TRPV1)を用いてコンセプト検証した。この
結果、近赤外レーザー照射依存的なカルシウ
ム流入が観察された。細胞膜近傍のみが加熱
されていることも確認できた。一方で、既存
の細胞親和性合成高分子で被覆した AuNR を
用いた場合、熱による細胞膜破壊が生じた。
この結果は我々が独自に開発した、生体材料
由来の AuNR 表面修飾剤の優位性を示してい
る。この手法は、マウスから採取した後根神
経節ニューロンにも適用でき、TRPV1 KO マウ
スから採取したニューロンとの比較から、こ
こでもTRPV1選択的な光活性化を確認するこ
とができた。本手法は、対象の神経細胞の遺
伝子改変を必要としない、革新的な光遺伝学
的手法である。 
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