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研究成果の概要（和文）：フラーレンC60は炭素原子が球状のネットワーク構造をしている化合物である。本研
究では、C60をナノ粒子化し、安全で有効性の高い光増感剤、抗酸化剤、吸着炭素製剤として多彩な機能を発揮
する製剤開発を目的とした。調製したC60ナノ粒子は生体内でも安定であり、光と組み合わせることで著しい抗
がん作用を示した。また、C60ナノ粒子を慢性腎不全モデルラットに毎日経口投与すると、腎不全の進行が抑制
された。さらに、水酸基を導入した水酸化C60でナノ粒子を調製すると、優れた抗酸化作用を示し、酸化ストレ
スに起因する肝障害を抑制した。C60ナノ粒子はナノカーボン医薬として新たな医薬品の開発に貢献するものと
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Fullerene C60 is the nanomaterial composed of 60 carbon atoms. In this 
study, we developed the C60 nanoparticles which serve as an grate photosensitizer, antioxidant, and 
adsorbent with low side effect. Efficient photodynamic therapy against tumor growth was achieved by 
an intravenous injection of C60 nanoparticles followed by photoirradiation. Daily oral 
administration of C60 nanoparticles suppressed the progression of renal failure. C60(OH)10, contains
 10 hydroxyl group in the C60 molecule, was also prepared in the form of nanoparticles. C60(OH)10 
nanoparticles scavenged reactive oxygen species and protect the liver injury by suppression of 
oxidative stress. C60 based nanoparticles have the potential to serve as a new carbon nanomedicine 
and could be applied to other diseases.

研究分野：製剤学
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１．研究開始当初の背景 
フラーレン C60は炭素原子が球状のネット

ワーク構造をしている化合物であり、医薬分

野においては、C60 は既存の光増感剤と比較
して非常に高い量子収率や長波長の吸収ス

ペクトル（S-S absorption : 530 nm, 620 nm, 
T-T absorption : 400 nm, 740 nm）を持つこ
とから、一重項酸素（

1O2）、スーパーオキシ

ドアニオンラジカル（O2
•－

）などの活性酸素

種（ROS）を効率よく生成する光増感物質と
して注目を集めている。しかし、C60 の著し

く低い水への溶解性は、医薬分野への応用を

困難なものとしている。C60 を可溶化する方

法には C60 を化学修飾する方法や、ホスト-
ゲスト相互作用を利用する方法あるいは界

面活性剤を用いた可溶化方法が報告されて

いる。しかし、これらの可溶化法は操作が煩

雑であり、トルエンなどの有機溶媒を用いる

必要があることから安全で簡便な方法によ

る可溶化が望まれる。また、可溶化が達成さ

れたとしても、C60は周囲の環境変化（極性、

濃度等）により容易に凝集・沈殿を生じるこ

とから，物理化学的・生物学的特性に影響を

与えることが予想される。最近、研究代表者

はアニオン性 γ-CD誘導体（Sugammadex）
でナノ粒子を被覆することで生理的条件下

でも、安定に分散可能な C60ナノ粒子を調製

可能なことを見いだした。一方で、C60 の表

面に水酸基を導入した水酸化 C60 ナノ粒子

（C60(OH)10）が優れた抗酸化能を示すことを

見いだした。これら研究実績を基盤として、

本研究では、C60 ナノ粒子をベースとした安

全で有効性の高い光増感剤、抗酸化剤、吸着

炭素製剤として多彩な機能を発揮する新規

ナノカーボン医薬を創製する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（1）生体内でも安定かつ優れ

た光線力学活性を有するナノ C60光増感剤の

構築、（2）慢性腎不全の進行抑制・予防を企
図したナノ C60吸着炭素製剤の構築、（3）酸
化ストレス性疾患の治療に効果的な抗酸化

型 C60ナノ粒子製剤の構築を目的とし検討を

行った。 
 
３．研究の方法 
（1）生体内でも安定かつ優れた光線力学活
性を有するナノ C60光増感剤の構築 

C60/sugammadexナノ粒子は C60と各重量

の sugammadex を自動マグネット乳鉢粉砕

機を用いて減圧下、4°Cで 3 時間混合粉砕後、

PBS 中へ分散させることで調製した。得られ

たナノ粒子の凝集安定性は粒子径・ζ-電位測

定 よ り 評 価 し た 。 光 照 射 下 で の

C60/sugammadex の活性酸素生成能は ESR 
測定より評価した。また、各種がん細胞を用

いて光線力学活性を評価した。 C60 ナノ粒子
の体内動態ならびに腫瘍集積性は担がんマ

ウスに C60/sugammadex ナノ粒子を静脈内

投与後、経時的に各臓器を摘出し、トルエン

を用いて各臓器ホモジネートから C60を抽出

し、HPLC 測定より評価した。in vivo 抗腫

瘍効果は C60ナノ粒子を静脈内投与後、可視

光を照射し、腫瘍体積の変化より検討した。 
 

（2）慢性腎不全の進行抑制・予防を企図し

たナノ C60吸着炭素製剤の構築 

親水性 C60ナノ粒子は C60と 2-ヒドロキシ

プロピル-β-CD （HP-β-CD）の粉末を減圧下、

4ºCで 3 時間混合粉砕することで調製した。

腎不全進行に対する抑制効果は、慢性腎不全

モデルとして腎臓 5/6 摘出ラットを用い、1
ヶ月間の予備飼育後、C60 ナノ粒子を毎日経

口投与し（C60＝1 mg/day）、4 週間後、8 週

間後に血中クレアチニン（Cr）、尿素窒素

（BUN）、無機リン（P）濃度を測定するこ

とで評価した。さらに、8 週間後のラットの

腎臓組織切片の PAS 染色、MT 染色および

8-OHdG 染色を行い、組織損傷および酸化ス

トレスを評価した。また、C60 ナノ粒子と尿

毒症原因物質であるインドールの相互作用

を UV、蛍光、NMR スペクトル測定より検

討した。さらに、各種尿毒症物質に対する

C60ナノ粒子の吸着効果を検討した。 
 

（3）酸化ストレス性疾患の治療に効果的な
抗酸化型 C60ナノ粒子製剤の構築 

C60(OH)10ナノ粒子は、C60の場合と同様に

HP-β-CDと混合粉砕後、水へ分散させること

で調製した。C60(OH)10/ HP-β-CDナノ粒子の
抗酸化活性は各種ラジカル（ヒドロキシルラ

ジカル、DPPHラジカル、ABTSラジカル）
消去能から検討した。In vivo での抗酸化効
果は、アセトアミノフェン（APAP）誘発肝

障害マウスを用いて評価した。APAP (400 
mg/kg) を C57BL6マウス腹腔内に投与し、

APAP 肝障害を誘発させ、その 30 分後に

C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子  (1.5 mg/kg) 
を静脈内投与した。APAP 投与から 24 時間

後に採血を行い、肝障害の指標となるトラン

スアミナーゼ (ALT、AST) を測定し、生存

率を検討した。また、肝臓組織切片のニトロ

チロシン染色を行い、酸化ストレス抑制効果

を検討した。さらに、APAP誘発肝障害の発

生過程で産生する一連の活性酸素種（一酸化

窒素 (NO)、スーパーオキシドアニオンラジ
カル(O2•－)、ペルオキシナイトライト(ONOO
－)）に対する C60(OH)10/ HP-β-CDナノ粒子
の抑制効果を検討した。 

 
４．研究成果 

（1）生体内でも安定かつ優れた光線力学活
性を有するナノ C60光増感剤の構築 
がん光線力学療法（PDT）は腫瘍集積性の

ある光増感剤を投与した後、腫瘍組織に可視

光を照射することで ROS を発生させ、腫瘍

組織を選択的に変性・壊死させる次世代型の

がん治療法である。C60 は既存の光増感剤と
比較して非常に高い量子収率や長波長の吸

収スペクトルを持つことから、新規光増感物



質として注目を集めている。しかし、C60 の

溶解性・凝集性は医薬への応用を困難にして

おり、可溶化が達成されたとしても、生体内

に投与後は、血漿たんぱく質や脂質、無機塩

類などとの静電的・疎水性相互作用により、

粒子の凝集・沈殿が引き起こされ、本来予想

される体内動態や効果、毒性とは異なる可能

性がある。本研究では生理的条件下でも安定

な C60ナノ粒子を調製し、物理化学的特性、

光線力学活性、体内動態、in vitro・in vivo 抗
腫瘍効果を明らかにした。以下に得られた知

見を要約する。 
 

① C60と sugammadexをモル比 1：2（C60：

sugammadex）で混合粉砕すると、水中

で約 30 nm、PBS 中で約 40 nmのナノ
粒子が得られた。C60/sugammadex ナノ
粒子の ζ-電位の値は水中で約 -50 mv、
PBS 中で -37 mvであり、大きく負に帯

電していた。この C60/sugammadexナノ
粒子は水中において優れた凝集安定性を

示し、100 nm 以下の粒子径を 1 ヶ月以

上維持した。 
② C60/sugammadex ナノ粒子は高濃度の無

機塩類（Na+
、K+

、Ca2+
、Mg2+

）存在下

でも安定であり、1M NaCl 中でも粒子の
凝集はみられなかった。一方、γ-CDを用
いて調製したナノ粒子では、ζ-電位の変

動に伴う速やかな凝集･沈殿がみられ、

C60 ナノ粒子の安定化には粒子の表面状

態が重要であることが明らかとなった。 
③ 13C NMR 測定の結果より、C60ナノ粒子

と sugammadex 間の相互作用が示唆さ

れた。また、C60/γ-CD ナノ粒子に NaCl
を添加し、凝集を引き起こしたサンプル

に sugammadex を添加すると、凝集が

抑制された。このことから、sugammadex
は C60ナノ粒子表面上の C60分子を包接

し、ナノ粒子表面で負に帯電した親水性

の CD 層を形成し、粒子を安定化するも

のと推察された。 
④ C60/sugammadex ナノ粒子の ROS 生成
能を ESR スペクトル測定により検討し

た結果、C60/sugammadex ナノ粒子は可
視光照射により O2•－ ならびに

1O2を生

成することが示された。さらに、A549
細胞および HeLa 細胞に対して濃度依存

的な光線力学活性を示した。一方、可視

光を照射しない場合は細胞生存率の減少

は認められなかった。 
⑤ C60 ナノ粒子を担がんマウスに静脈内投

与すると、C60/γ-CD ナノ粒子では肝臓、

脾臓への蓄積がみられたのに対し、

C60/sugammadex ナノ粒子ではそのよう

な蓄積はみられず、生体内でも安定なナ

ノ粒子として存在することが示唆された。

さらに、C60/sugammadex ナノ粒子は
γ-CDよりも高い血中滞留性を示し、投与

2 日後に腫瘍への集積が観察された。 
⑥ C60/sugammadex ナノ粒子を担がんマウ

スに静脈内投与後、腫瘍に可視光を照射

すると、著しい抗腫瘍効果がみられ、10
匹中 7 匹のマウスで腫瘍が消失した（図

1）。一方、C60/sugammadexナノ粒子投

与のみおよび可視光照射のみでは抗腫瘍

効果はみられなかった。 
 

 
図 1.  C60/sugammadexナノ粒子の担がんマ

ウスに対する抗腫瘍効果 
 

以上の結果より、Sugammadex を用いて、
生体内でも安定かつ優れた凝集安定性・光線

力学活性を有するナノ C60光増感剤を調製可

能なことが明らかとなった。 
 

（2）慢性腎不全の進行抑制・予防を企図し

たナノ C60吸着炭素製剤の構築 

腎不全は尿毒症物質が体内に蓄積して多

彩な病態が形成される疾患である。すなわち、

尿毒症物質の体内への蓄積を抑制し、体外へ

排泄することができれば、腎不全亢進の抑制

につながる。現在、経口吸着炭素製剤である

クレメジン

®
が尿毒症症状の改善および慢性

腎不全の進行抑制の目的で保険適用されて

いる。しかし、クレメジン

®
は 1 日の服用量

が 6 gと多く、併用している他の薬剤も吸着

する可能性があることから、服薬コンプライ

アンスの低下を引き起こしている。本研究で

は C60ナノ粒子の尿毒症物質に対する吸着能

を評価し、慢性腎不全モデルラットを用いて

腎不全亢進に対する抑制効果を明らかにし

た。以下に得られた知見を要約する。 
 

① 尿毒症原因物質インドールの蛍光スペク

トルは C60 ナノ粒子の濃度依存的に減少

した。 一方、HP-β-CD を添加しても、

インドールのスペクトルに大きな変化は

みられなかった。また、インドールの 
NMR スペクトルは C60 ナノ粒子濃度の
上昇とともに著しくブロードニングした。

このことから、インドールと C60 ナノ粒
子の相互作用が示唆された。 

② C60 ナノ粒子と各種尿毒症物質溶液（ト

リプトファン、インドール、インドキシ

ル硫酸、p-ヒドロキシフェニル酢酸、p-
クレゾール）を混合し、超遠心すると、

上清中の尿毒症物質の濃度が減少し、C60 
ナノ粒子への吸着が示された。また、こ

5 days 14 days 21 days

Control

C60/sugammadex i.v.

Light irradiation 

C60/sugammadex i.v.
plus light irradiation



れら尿毒症物質の吸着曲線はラングミュ

ア式によくフィットし、C60ナノ粒子に単

層吸着していることが示唆された。 
③ 慢性腎不全モデルラットに C60 ナノ粒子
を投与すると、BUN、SCr の顕著な増加

はみられず、8 週間後の生存率も 100% 
であった。一方、非投与群では、日数経

過とともに BUN、SCr、P の増加がみ

られ、生存率も低下した。（非投与群：

Cr 0.81→1.39 mg/dL、BUN 64.9→126.8 
mg/dL、P 6.4→8.9 mg/dL C60 投与群：

Cr 0.67→0.81 mg/dL、BUN 57.2→64.6 
mg/dL、P 6.7→7.4 mg/dL）。 

④ 8 週間後のラット腎臓の PAS 染色結果

を比較すると、非投与群では、著しい腎

臓組織の損傷、糸球体の繊維化、細胞増

殖がみられたのに対し、 C60 ナノ粒子投

与群では健康なラットの腎臓と近い状態

であった（図 2）。 
⑤ 8 週間後のラット腎臓の MT 染色結果

を比較すると、非投与群では腎臓組織の

著しい繊維化がみられた。一方、 C60 ナ
ノ粒子投与群では、繊維化はほとんどみ

られなかった。また、酸化ストレスの指

標である 8-OHdG で染色された部位も

僅かであった。 
 

 

図 2. 投与 8 週間後のラット腎臓の PAS 染

色結果 
 

以上の結果より、C60 ナノ粒子はインドー

ル等の尿毒症原因物質を消化管で吸着する

ことで、慢性腎不全の進行を抑制する吸着炭

素製剤として有用であることが明らかとな

った。 
 
（3）酸化ストレス性疾患の治療に効果的な

抗酸化型 C60ナノ粒子製剤の構築 
C60(OH)10 はフラーレン（C60）に水酸基を

約 10 個導入した化合物であり、優れた抗酸
化能を有することが報告されている。しかし 
C60(OH)10 の水への溶解性は十分ではない。

そこで、本研究では C60(OH)10 の抗酸化剤と
しての医薬分野への応用を目的として、

HP-β-CDによる C60(OH)10 の水溶性ナノ粒
子化を検討し、その抗酸化能を評価した。さ

らに、酸化ストレスモデル疾患の１つである

アセトアミノフェン誘発肝障害（APAP 肝障

害）に対する C60(OH)10 ナノ粒子の抑制効果
を検討し、さらに、その肝障害抑制メカニズ

ムについて検討した。以下に得られた知見を

要約する。 

 

① HP-β-CDを C60（OH）10と混合粉砕し、

水へ分散させると約 50 nmの均一な球形

の親水性ナノ粒子が得られた。 
② C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子は濃度依

存的な DPPH ラジカル、ABTS ラジカ
ル、•OH、O2•－

、NOおよび ONOO－

消

去能を示し、その効果は水溶性ナノ粒子

化していない分散状態の C60(OH)10 よ
りも高い値を示した。また、代表的な抗

酸化剤であるアスコルビン酸、トロロッ

クス、エダラボンと比較し、優れた抗酸

化効果を示した。 
③ C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子は HepG2

細胞および A549 細胞に対して、過酸化

水素により誘発される酸化ストレスを抑

制し、細胞保護効果を示した。 
④ マウスに  APAP を過量投与（ 400 

mg/kg）することで、ALT 値  および 
AST 値は約 10000 IU/L 前後まで上昇

し、肝障害が引き起こされた。一方、

APAP 肝 障 害 モ デ ル マ ウ ス に 
C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子を静脈内

投与（1.5 mg/kg）すると、ALT や AST 
の上昇が抑制され、正常値とほぼ同じ値

を示した。また APAP 投与後 60 時間以

降における生存率を比較すると、APAP 
単独投与群では 12.5 ％であったのに対

して、C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子静脈

内投与群では 100 ％の生存率を示した。 
⑤ C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子の  APAP 

肝障害抑制メカニズムの検討において、

肝臓の CYP2E1 発現や GSH 濃度を測

定したところ C60(OH)10/HP-β-CD ナノ
粒子はそれらの変動には関与しないこと

が示唆された。そこで、APAP 肝障害モ

デルマウスの肝臓に対し、抗ニトロチロ

シ ン 免 疫 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、

C60(OH)10/HP-β-CD ナ ノ 粒 子 は 
Control 群と比較し、顕著にニトロチロ

シン陽性率を低下させた。また、

C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子は  NO、
O2•－、ONOO－ に対して、濃度依存的に

顕著な抑制効果を示した。以上の結果よ

り、 C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子は 
APAP 肝障害発症に関与する  ONOO－ 
等のラジカル種を消去することで酸化ス

トレスを抑制し、肝臓保護効果を示すも

のと推察された（図 3）。 
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図 3. C60(OH)10/HP-β-CD ナノ粒子による
APAP 肝障害抑制機構 

 
 

以上の結果より、C60(OH)10/HP-β-CD ナノ
粒子は、安全で有効性の高い抗酸化剤として

有力な候補物質であり、APAP 肝障害のみな

らず他の酸化ストレス性疾患に対しての有

効利用が期待された。 
 
本研究課題はナノマテリアルとして注目

を集めている  C60 を生体適合性に優れる

CD を用いてナノ粒子化し、その汎用性・実

用性を高めるものであり、C60/CDsナノ粒子
はナノカーボン医薬として新たな医薬品開

発に貢献するものと考えられる。 
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