
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

生体内分解可能なナノカーボンを用いた標的癌治療薬剤の創製

Preparation of a biodegradable conjugate with carbon nanomaterial for targeted 
cancer therapy

６０５１８３３０研究者番号：

張　民芳（Zhang, Minfang）

国立研究開発法人産業技術総合研究所・ナノチューブ実用化研究センター・主任研究員

研究期間：

２５３９００２４

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：カーボンやナノホーン(CNH)などのナノカーボンを使用した医療応用研究が盛んにな
っている。しかし、ナノカーボンは毒性が低いものの、肝臓や脾臓などの組織に集積され易いことが分かってい
る。実用化するには、ナノカーボンは組織内で分解、体外へ排出されなければならない。本研究では、CNHの生
分解可能性を明らかにするため、CNHの近赤外光吸収特性を利用し、細胞内および生体組織内のCNHの量を測定す
る方法を開発した。この方法を用い、異なったサイズおよび表面修飾したCNHの生分解率を測定し、生分解可能
なCNHの複合体を作製した。そして、細胞及び動物実験により作製したCNH複合体の分解性を確かめた。

研究成果の概要（英文）：Nanocarbons such as carbon nanotubes (CNTs) and nanohorns (CNHs) have 
recently garnered interest in the field of nanomedicine. However, the nanocarbons are easily 
accumulated by reticuloendothelial system such as liver or the spleen although it is less toxic. 
Understanding the long-term fate, health impact, excretion, and degradation of these materials have 
become crucial before practical uses. In this study, we have developed a new methodology for 
investigation of the biodegradation of CNHs in vitro and in vivo by using an optical absorption 
method. By using this methodology, the biodegradation degrees of CNHs with different sizes and 
surface modifications have been measured. The CNH-conjugate with easy degradation property has been 
prepared and its degradation possibility is investigated by in vivo test.

研究分野：ナノ・マイクロ科学
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１．研究開始当初の背景 
いまやわが国において死亡原因の第１
位になっている疾患は「癌」である。この難
病を治療するために使用する抗癌剤につい
ては、近年進歩が著しい「ナノテクノロジー」
を利用したDDS製剤の開発が活発に行われて
いる。既存の抗癌剤は通常全身投与となるた
め、副作用が強く出て、癌化学療法の継続に
大きな支障をきたす場合がある。抗癌剤を
DDS 製剤化できれば、薬物の量や投与回数を
軽減することが可能になり、その結果、薬の
効用を高める一方で副作用を軽減するとい
う理想的な薬物投与が可能となる。現在リポ
ソームや高分子ミセルをDDSキャリアーとす
る抗癌剤は幾つかの臨床試験が行われ、一部
は実用化されつつである。しかしながら、こ
れらの DDS 製剤は、安定性が悪く、必ずしも
患部に到達しないため効能及び効果に関し
ても十分とはいえず、難治性の肺癌、肝癌、
胆癌などに対して有効なDDSは未だ開発され
ていない。そのため学術分野や産業分野にお
いて、標的指向性、及び安定性の新しいドラ
ッグキャリアーの開発が広く期待されてい
る。 
カーボンナノチューブ(CNT)状物質は高
い物質吸着能力を持つため、キャリアーとし
てDDSへの応用研究が注目されている。最近、
欧米では主にCNTをドラッグキャリアーとし
た応用研究が盛んに行われ、国内では我々の
研究グループが CNH集合体を用いた DDS研究
を世界に先がけて実践している。その結果、
ＣNT 状物質を用いた DDS は、従来の DDS 薬剤
にはない利点を持つことが明らかになって
きている。特に CNT は安定性が高く、多種多
様な化学修飾が可能なため、キャリアーとし
て用いることにより、患部へ選択的に抗癌剤
を送達する効率が高くなることが期待され
る。実際、CNT キャリアーの腫瘍への集積度
は最大１０％程度と、従来の値を上回ること
が報告されている。さらに CNT 状物質は、生
体透過性の高い近赤外光を吸収するため、そ
れ自身で光線力学治療が可能であり、これま
でのDDSキャリアーにない利点を持っている。
しかしながら、CNT 状物質が極めて安定であ
るため生体内に投与後、分解しづらく、また
通常サイズの CNT 状物質が大きい（＞100 nm)
ため体外排出するのが難しいという問題が
ある。長期的にわたって人体の健康安全を守
るためには、実用化する際に、CNT 状物質の
体内分解や、体外排出を実現しなければなら
ない。しかし、ナノカーボン材料の体内組織
内の測定方法がまだ確立していないため、生
体内の分解性はまた明らかになってない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ナノカーボンの生分解可能
性を明らかにするため、ナノカーボンの近赤
外光吸収特性を利用し、細胞内および生体組
織内のナノカーボンの量を測定する方法を
開発する。この方法を用い、異なったサイズ

および表面修飾によりCNHの生分解性への影
響を解明する。そして、生分解可能な CNH の
DDS を作製し、複合体の肝臓内の分解率を調
べる。 
 
３．研究の方法 
生体内分解可能性を解明および分解可
能な CNH-DDS を創製するために、以下の検討
を行う。 
１）酵素によるナノカーボンの生分解性につ
いての研究 
人好中球由来酵素（MPO）や、植物由来
の酵素（HRP）およびヘモグロビンなどを用
いて、CNH の生分解可能性を調べ、最適な分
解促進酵素を確定する。また、異なったナノ
カーボンのサイズ及び表面化学修飾した CNH
の生分解効率を測定する。 
２）細胞内および生体内 CNH の定量方法を開
発し、創製したナノカーボン-DDS の生体内分
解可能性を細胞・動物実験で評価する。 
 
４．研究成果 
本研究は、計画した通り進展し、目標とした
下記の研究成果が得られた。 
１）酵素による CNH の生分解可能性の解明 
人好中球由来酵素（MPO）や、植物由来の酵
素（HRP）およびヘモグロビンなどを用いて、
CNH の生分解可能性を調べた。光吸収測定法
により、分解された CNH の量を調べた結果、
２４時間で MPOにより分解された CNHの量は
全体の CNH の６０％で、HRP とヘモグロビン
などによりCNHがあまり分解しないことを明
らかにした。MPO は CNH の生分解を促進する
酵素であることを証明した。 
２）CNH の酸化状態とサイズによる分解効率
への影響  
HNO3 または H2O2 を用いて、CNH を酸化処理
し、異なった酸化状態および様々のサイズの
CNH を得られた。そして、酵素 MPO を用いて、
様々な異なった構造のCNHが分解された量を
調べた結果、CNH の分解速度或いは分解効率
はあまり酸化状態や、サイズと関係ないこと
を解明した。 
３）CNH の細胞への取り込み量の測定方法の
確定 
細胞内で分解されたCNHの量を測定するため
には、CNH の細胞内の取り込み量の測定方法
を確定しなければならないが、確立された測
定手段はいない。本研究では、ナノカーボン
の近赤外吸収特性を利用し、細胞内 CNH の測
定方法を開発し、最適なプロセスを確立した。
本測定方法は、ナノチューブやナノグラフェ
ンなど全てのナノカーボンの細胞内の取り
込み量を測定でき、ナノカーボンの安全性評
価や毒性メカニズムの解明に大きく貢献で
きると期待され、２０１６年１１月に国際標
準機構（ISO/TC229）に標準測定方法として
提案した。 
４）CNH の免疫細胞内分解可能性の解明 
マウスのマクロファージ RAW264.7 細胞とヒ



ト由来の THP-1 白血病細胞を用いて、CNH の
細胞内での分解可能性を調べた。２種類の免
疫細胞の培養液に CNH を添加し、細胞内 CNH
量の経時的な変化から、細胞内で分解された
CNH の量を確認した。その結果から、Raw264.7 
と THP-1 細胞両方とも、１０日で取り込まれ
たCNH量の約30％が分解されたことが分かっ
た。また、CNH の細胞内分解メカニズムも調
査した。マイクロファージ細胞は CNH の貪食
により、活性酸素（ROS）を生成し、生成し
た ROS は CNH の参会分解を促進した。CNH を
酸化分解することで、ROS 量の上昇が抑制さ
れ、IL-6 と TNF-アルファなどのサイトカイ
ンの放出もないことを確認した。 
５）マウスの肝臓免疫細胞（クッパー細胞）
内 CNH の分解性 
マウスの肝臓から初代免疫細胞（クッパー細
胞）を採取し、ＣＮＨの初代免疫細胞への毒
性を評価し、細胞内の分解状態を調べた。そ
の結果、CNH の取り込みにより、クッパ―細
胞の生存率や活性酸素（ROS）とサイトカイ
ンの放出量への影響が殆んどなく、CNH の初
代クッパ―細胞へ毒性が極めで低いことが
分かった。そして、クッパ―細胞内 CNH 量の
経時的な変化から、クッパ―細胞内取り込ま
れたＣＮＨが分解され可能性があることを
証明した。 
また、PEG（ポリエチレングリコール）と BSA
（牛血清アルブミン)により修飾した CNH を
用いて、化学修飾により CNH のクッパ―細胞
内の分解性への影響を調べた。その結果、10
日でクッパ―細胞内取り込まれた未修飾 CNH
が約 50％分解されたに対して、PEG 修飾した
CNH が約 60％分解され、BSA 修飾した CNH が
約 40％分解されたことを明らかにした。即ち
PEG の修飾よる CNH が免疫細胞に分解され易
い可能性があることを示唆している。 
６）動物マウス体内肝臓組織内の CNH の生分
解性の解明 
本研究中CNHの生体内の生分解を解明するた
め、生体組織内のCNHの定量方法を開発した。
一般的に、体内組織に CNM の蓄積量を測定す
るには、CNM を放射線物質や、金属粒子など
によりラベル化し、体内組織にラベル物質の
量からCNMの量を推定する方法を使われてい
る。しかし、ラベル化するには化学反応や内
包プロセスなどが必要であるため、CNH の表
明性質が変化され、CNH の体内分布もラベル
化する前と比べ大きく異なってしまう。本研
究では、ラベル化を利用せず CNH 本来の近赤
外光吸収特性を利用して、CNH の肝臓内蓄積
量を測定するという方法を提案した。良い再
現性と高い正確性を得るため、CNH を担持し
た肝臓を完全に洗浄（灌流）し、均一に溶解
する必要がある。そのため、本年度では、様々
な分解酵素や分散剤を用いて、肝臓灌流と肝
臓の溶解する最適な条件を見出した。この方
法を用いて、肝臓内 CNH の量は、最低
1µg/Liver の CNH を測定することが実現でき
た。また、肝臓内 CNH の経時変化を調べ、1

週間でCNHが肝臓内で約20％分解されたこと
が分かった。 
そして、上記開発した測定方法を用いて、PEG
や BSA で修飾した CNHのマウス肝臓組織内の
生分解可能性を調べた。PEG-CNH が肝臓内生
分解されやすいことを動物実験で確認した。
この結果は分解されやすい CNH－DDS の構築
に役に立つ、CNH-DDS の実用化に加速される
と期待できる。 
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