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研究成果の概要（和文）：酵母細胞と正帯電ポリスチレンラテックス（PSL）ナノ粒子をモデルとして、細胞壁を備え
た細胞へのナノ粒子の導入について検討を行った。その結果、アニオン性カルボキシメチルセルロースを用いると、生
きた酵母細胞へのPSLナノ粒子の導入が促進されることが分かった。また、PSLナノ粒子を取り込んだ細胞のRNA-Seq解
析を行った結果、細胞は取り込んだナノ粒子からストレスを受けていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the introduction of nanoparticles into cells equipped with a rigid 
cell wall. Yeast cells were used as model microbial cells, and the positively charged polystyrene latex 
(PSL) nanoparticles were used as model nanoparticles. As a result, we successfully demonstrated that the 
introduction of the PSL nanoparticles into the living yeast cells could be promoted using anionic 
carboxymethylcellulose. In addition, the RNA-Seq analysis of the yeast cells which took in the PSL 
nanoparticles were performed. As a result, it was suggested that the cells were subjected to stress from 
the nanoparticles.

研究分野： 微粒子工学

キーワード： ナノ粒子　酵母　エンドサイトーシス
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１．研究開始当初の背景 
工業的に製造されたナノ粒子の生体影響

は未だ明らかにされておらず、環境中に拡
散・蓄積されたナノ粒子が生態系に及ぼすメ
カニズムの解明は社会的急務である。研究代
表者は、正帯電ポリスチレンラテックス
（PSL）ナノ粒子が酵母細胞を被覆する際、
周囲のイオン強度を変えるとナノ粒子が能
動的に細胞内に取り込まれて細胞死を回避
することを共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）観
察により発見した。緻密な網目構造の細胞壁
を持つ細胞が能動的に異物を取り込むこと
は稀であり、『生きた酵母細胞にナノ粒子を
導入できる』興味深い成果である。細胞壁を
持つ酵母の場合、その成果は植物細胞への応
用が期待できる。例えば、農業分野では、施
肥や農薬散布は、人的負担が大きい上に、植
物への吸収効率も低く、大部分を土壌や環境
中（生態系）に散布しているようなものであ
る。しかし、狙った植物器官からそれらを吸
収させることが出来れば、負担や無駄の軽減
による高効率化が達成でき、画期的な環境負
荷低減技術となる。以上のような学術的な背
景と知見に基づき、『細胞壁を持つ細胞内へ
のナノ粒子の取込みが、超効率的な肥料・薬
剤投与技術に発展できれば、農業分野におけ
る DDS（Drug Delivery System：薬物送達シ
ステム）として確立でき、革新的な次世代農
工連携技術に繋がる』と考えたのが本研究の
着想に至った経緯である。 
 
２．研究の目的 
近年、ナノ粒子を応用した製品が多数市販

されているが、工業的に製造されたナノ粒子
の生体影響は未だ明らかにされておらず、そ
の毒性とメカニズムの解明は社会的急務で
ある。ナノ粒子の環境中への放出を製造段階
で抑制することは可能である。しかし、製品
を使用した消費者が、それらに含まれるナノ
粒子を回収することは困難である。環境中に
排出されたナノ粒子とその溶出イオンは、水
中および土壌中を経由して微生物・植物細胞
から食物連鎖内に取り込まると、人間を含め
た上位生物に伝播して濃縮され、生態系に悪
影響を与えることが危惧される。ナノ粒子は
たとえ組成が同じものでも、粒子径、凝集性、
形状、官能基、帯電性、比表面積などの多様
性を有している。一方、生物も細胞構造や進
化過程により多種多様に分類されるため、ナ
ノ粒子の環境毒性は、化学物質のように 1対
1 対応させることが困難である。そのため、
ナノ粒子が生態系に及ぼすリスクに関する
知見は圧倒的に不足しているのが現状であ
る。研究代表者は、PSL ナノ粒子をモデル高
分子ナノ粒子として用い、その生体影響につ
いて網羅的研究を推進してきた。その中で、
真核生物のモデル生物である酵母細胞に対
して正帯電 PSL ナノ粒子を暴露すると、周囲
のイオン雰囲気により、ナノ粒子が能動的に
細胞内に取込まれて細胞死を回避すること

を明らかにした。しかし、ナノ粒子が細胞に
取込まれる環境条件は限定されていた。した
がって、ナノ粒子の細胞内への導入を人為的
に制御できれば、薬物送達システム DDS への
応用展開も期待できる。 
そこで本研究では、細胞壁を備えた細胞に

ナノ粒子を導入する技術を開発することを
目的として、酵母細胞をモデル細胞、正帯電
PSL ナノ粒子をモデルナノ粒子として、主に
下記の事項について検討を行った。 
（１）細胞に無害な高分子化合物を用いたナ
ノ粒子の動的挙動の制御 
（２）原子間力顕微鏡（AFM）を用いたナノ
粒子－細胞間に働く相互作用力の実測 
（３）細胞内に導入したナノ粒子の遺伝毒性 
 
３．研究の方法 
（１）使用した微生物とナノ粒子 
真核生物のモデル微生物として、出芽酵母

Saccharomyces cerevisiae JCM 7255 株を用
いた。YE 培地で培養した酵母細胞は、 NaCl
水溶液で 3 回洗浄してから実験に用いた。ま
た、モデルナノ粒子として、公称径 100 nm
のアミノ基修飾した正帯電 PSL ナノ粒子
（PS-NH2）を用いた。 
（２）ナノ粒子の動的挙動の制御 
分散媒として 5 mM NaCl 水溶液（低イオン

強度）を用いると、PS-NH2ナノ粒子が静電引
力により酵母表面に付着して細胞は死滅す
ることが分かっている。そこで、ナノ粒子の
動的挙動を制御するために、水溶性高分子添
加剤として、カルボキシル基を有するアニオ
ン性のカルボキシルメチルセルロース（CMC）
とノニオン性のメチルセルロース（MC）を用
いた。洗浄した酵母細胞を、高分子添加剤を
含んだ 5 mM NaCl 水溶液に分散して 1×106 
cells/mL に調製した。同様に、高分子添加剤
を含んだ 5 mM NaCl 水溶液に PS-NH2ナノ粒子
を分散して 80 µg/mL に調製した。これらの
溶液を 500 µL ずつマイクロチューブに分注
し、ダッグローターで 60 rpm、室温下で混合
した。1 時間暴露後、懸濁液を YE 寒天培地
に塗布して 30 ℃で 2 日間培養した。培養後
のコロニー数から生菌数を計測し、菌体生存
率を算出した。菌体生存率は、ナノ粒子懸濁
液を含まない分散媒を添加した対照実験を
100%として算出した。また、CLSM を用いてナ
ノ粒子の局在を観察後、トリパンブルーで死
細胞を染色し、透過像から生死判別を行った。
また、ゼータ電位・粒径測定システムを用い
てナノ粒子と酵母細胞の粒子径と電気泳動
移動度（EPM）を測定した。 
（３）ナノ粒子－細胞間に働く相互作用力 
AFM を用いて、ナノ粒子－細胞間に働く相

互作用力を直接測定するため、以下の方法に
より、チップ先端にナノ粒子を固定したカン
チレバーを作製した。まず、カンチレバー（オ
リンパス、 TR400PSA、バネ定数 0.08 N/m）
をクロロホルム、エタノール、純水の順に 15 
分ずつ浸漬した後、プラズマ処理を行った。



次に、5 mM NaOH 水溶液に 15 分間浸漬するこ
とで表面に OH 基を浸出させた後、真空脱気
することで溶媒を蒸発させ、チップ先端にナ
ノ粒子を蒸着させた。（以後、ナノ粒子プロ
ーブと呼ぶ）。このナノ粒子プローブを用い
て、5 mM NaCl 水溶液、および高分子添加し
た 5 mM NaCl 水溶液中における PS-NH2－酵母
細胞間に働く相互作用力を測定した。 
（４）ナノ粒子の遺伝毒性 
細胞内に取り込まれたナノ粒子が生体に

及ぼす影響を下記の方法により検討した。 
①ナノ粒子暴露後の細胞を寒天培地で培養
し、形成されたコロニーを液体培地で再培養
した。増殖した酵母は、遠心分離により回収
し、ナノ粒子を暴露した。以上の操作を複数
回繰り返し、生存率とコロニー数を計測した。 
②酵母細胞をナノ粒子に暴露する時間を変
化させ、コロニーカウント法により酵母の生
存率を計測した。 
③マイクロウェルプレートに、液体培地 180 
µL とナノ粒子に暴露する時間を変化させた
酵母細胞 20 µL を添加し、プレートリーダー
を用いて、吸光度の経時変化を測定した。 
④ナノ粒子の暴露時間を変化させた酵母細
胞を遠心分離により回収し、タンパク質を抽
出した。次に、TCA/アセトン沈殿法を用いて、
プロテアーゼ活性を止めてタンパク質溶液
を濃縮し、10 µg/well の濃度でサンプルを
12%アクリルアミドゲルにアプライして電気
泳動を行った（SDS-PAGE）。 
⑤次世代シークエンサーを用いて、ナノ粒子
を取り込んだ細胞の RNA-seq 解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ナノ粒子の動的挙動の制御 
水溶性高分子を添加した 5 mM NaCl 水溶液

中で酵母細胞にPS-NH2ナノ粒子を1時間暴露
したときの菌体生存率と代表的な CLSM 像を
図 1 に示す。高分子添加剤を含まない 5 mM 
NaCl 水溶液（Control）では、細胞はナノ粒
子に被膜されて死滅していたが、分散媒に
CMC を 3 ppm 以上添加すると、ナノ粒子が細
胞内に取込まれて大部分の細胞が生存して
いることが分かった。一方、分散媒に MC を
添加しても、細胞はナノ粒子に被膜され死滅
しており、高分子添加剤の効果は見られなか
った。 
次に、高分子添加濃度を変化させたときの

ナノ粒子と細胞の EPM を図 2に示す。いずれ
の水溶性高分子を添加しても酵母細胞の EPM
はほぼ一定であることが分かった。一方、ナ
ノ粒子の EPM は、MC を添加してもほとんど変
化しなかったが、CMC の添加濃度が 2 ppm か
ら 3 ppm に増加すると、正から負に変化する
ことが分かった。これは、PS-NH2ナノ粒子の
表面電位が、CMC の添加により帯電極性が正
から負に変化したことを意味している。CMC
は、カルボキシル基を有したアニオン性高分
子であるため、静電引力により PS-NH2表面に
吸着することで、ナノ粒子の動的挙動が付着

から取込へと変化したものと推察される。一
方、ノニオン性の MC は、静電引力が作用し
ないため、ナノ粒子表面に十分吸着しなかっ
たものと推察される。 
（２）ナノ粒子－細胞間に働く相互作用力 
AFM を用いて、5 mM NaCl 水溶液に水溶性

高分子を添加したときにナノ粒子－細胞間
に働く相互作用力の直接測定を行った。図 3A

図 1 高分子添加した 5 mM NaCl 水溶液中で
酵母細胞に PS-NH2 ナノ粒子を暴露したとき
の A）菌体生存率と B）CLSM 像 (●CMC、▲MC) 
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図 2 高分子添加した 5 mM NaCl 水溶液中に
おける PS-NH2 ナノ粒子と酵母細胞の電気泳
動移動度(●PS-NH2(CMC)、○PS-NH2(MC)、▲
酵母(CMC)、△酵母(MC)) 



に用いたナノ粒子プローブの SEM 像を示す。
これより、チップ先端にナノ粒子 1個が固定
されていることが確認できた。ナノ粒子―細
胞間に働いた付着力のヒストグラムを図 3B
に示す。5 mM NaCl 水溶液（Control）では、
約 400 pN の強い付着力が作用していたが、
分散媒に CMC を 4 ppm 添加すると、付着力が
劇的に減少して 20 pN 以下となることが分か
った。一方、MC を 4 ppm 添加しても、260 pN
と強い付着力が作用していた。以上より、ア
ニオン性高分子を分散媒に添加し、正帯電
PSL ナノ粒子表面に吸着させることで、生き
た細胞内へのナノ粒子の導入が可能である
ことが分かった。 
（３）ナノ粒子の遺伝毒性 
 PS-NH2ナノ粒子を取り込んだ酵母細胞の培
養と PS-NH2 ナノ粒子の暴露を繰り返したと
きの生存率とコロニー数を図 4に示す。細胞
の生存率は、繰り返し回数によらず一定であ
ったが、寒天上に形成されるコロニー数は、
徐々に減少することが分かった。このことは、
細胞がナノ粒子を取り込むことで、何らかの
悪影響を受けていることを示唆している。次
に、酵母細胞をナノ粒子に暴露する時間を変
えたときの生存率を図 5に示す。暴露時間が
12 時間以上となると、生存率が急激に減少す
ることが分かった。さらに、これらナノ粒子
暴露後の酵母細胞を新しい液体培地に植菌
し、プレートリーダーを用いて計測した増殖
曲線を図 6に示す。細胞の比増殖速度と最終
菌体濃度はほぼ影響は見られなかったが、誘

導期が長くなることが分かった。これは、暴
露時間が長くなると、生菌数が減少するため
と考えられる。図 7 に SDS-PAGE の結果を示
す。タンパク質の発現バンドに大きな違いは
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見られなかったが、対照実験では 20 時間で
タンパク質の発現量に減少が見られた。これ
は、分散媒に栄養源がないため、ATP が枯渇
して飢餓状態となりオートファージ（自食作
用）が起こったと推察される。一方、ナノ粒
子を暴露した条件では5時間においてタンパ
ク質の発現量が減少することが分かった。以
上より、ナノ粒子の暴露時間が 3時間を超え
てくると、細胞内に取り込まれたナノ粒子は
生体に何らかの悪影響を及ぼしていること
が分かった。最後に、ナノ粒子を取り込んだ
細胞の RNA-seq 解析を行った。その結果、細
胞壁合成、膜構造維持、サイトスケルトン形
成、ストレス応答関連遺伝子の発現がナノ粒
子の暴露により亢進しており、細胞内に取り
込んだナノ粒子からストレスを受けている
ことが示唆された。 
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