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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ってさまざまな光応答性ナノ材料が作製されるよ
うになった。本研究課題では、それらの中で、生体への影響が少ない近赤外光を吸収し、活性酸素あるいは熱を
生成する材料に注目した。それらの表面を生体材料で被覆することで生理的条件下でも上記の機能を発現させる
ことを目指した。生体材料として、われわれの血中に存在する高密度リポタンパク質に注目し、さまざまな変異
体を試験管内で作製した。この結果、生理的条件下において、前者では持続的な活性酸素種を光生成させること
に成功し、後者では細胞内シグナル伝達に重要な役割を果たす細胞膜構造（より具体的には、脂質ラフト）を光
制御する技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Various photoresponsive nanomaterials have been developed by the recent 
advancement of nanotechnology. In this study, we focused on the materials that absorb near-infrared 
light, which has little effect on our body, and produces reactive oxygen species or heat. To fully 
express the above photoresponses even under physiological conditions, their surface was coated with 
a biomaterials, high density lipoprotein in our blood. Its various mutants were developed in the 
test tube and used to modify their surface. As a result, (1) nanocomposites capable of sustainably 
photogenerating reactive oxygen species were developed in the former and (2) optical cell 
engineering tools that control the cell membrane structure (more specifically, lipid rafts) playing 
an important role in intracellular signal transduction in the latter (more specifically, lipid raft)
 were developed.

研究分野： 生物化学

キーワード： 表面化学　コロイド科学　光機能材料　バイオマテリアル　光線力学効果　光線温熱効果

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光応答性ナノ材料は、太陽電池や集積回路等のエレクトロニクス分野だけでなく、生物医学分野でも有用であ
る。それらは、例えば、疾患の光治療や光細胞機能操作において重要な役割を果たす。一方で、それらは水には
分散しないため、材料の表面を細胞毒性の少ない方法で処理することが必須である。本研究課題では、コレステ
ロール逆輸送・抗炎症・抗酸化作用などの生理活性を持つ生体材料をさまざまに改変し、光応答性ナノ材料の表
面修飾剤として用いることで、がんとアルツハイマー病に対する新しい光治療を提案すると共に、その過程で
bioactive surfaceという新たな概念を提唱するに至った。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
光応答性ナノ材料は、太陽電池や集積回路等のエレクトロニクス分野だけでなく、生物医学分
野でも有用である。この理由として、まず光の特性である高い時空間制御能が挙げられる。これ
により、細胞あるいは生体の特定領域のみに任意のタイミングで光刺激を与えることができ、有
害な副反応を軽減させることができる。２つ目の理由として、光応答性ナノ材料が有機色素に比
べて高い光安定性を示すことである。これにより、持続的かつ安定な光応答を実現することがで
き、観察される生物応答を定量的に議論することが可能になる。しかし一方で、光応答性ナノ材
料の生物医学応用には、重要な課題が存在する。それはナノ材料の表面化学の制御である。比表
面積が大きいナノ粒子は高い表面エネルギーを持つため、（熱的に）より安定な凝集塊を形成し
やすい。凝集が生じると、その特異な光応答は大幅に減少、場合によっては検出不可能なレベル
にまで減弱する。表面化学のもう一つの重要性は、それが細胞、生体との相互作用に決定的な影
響を与えることである(Nel, A. E. et al., Nat. Mater. 2009, 8, 543)。既存技術として、ポリエチレン
グリコールによる表面修飾が頻用されているが、その修飾体の細胞膜との相互作用は顕著に阻
害されるため、その光応答の効果は減弱する。 
申請者がこれまで研究対象としてきた光応答性ナノ材料は、半導体性単層カーボンナノチュ
ーブ(s-SWNT)と金ナノロッド(AuNR)である（図 1）。これらに対して、血清タンパク質(apoA-I)
とリン脂質からなる高密度リポタンパク質(high-density lipoprotein, HDL)が、生体適合性の表面修
飾物質として働くことを報告してきた（図 1）。これらの成果は、多様な改変型 HDL を作製し、
それらのドラッグデリバリーシステム(DDS)応用研究で得られた申請者独自の結果に基づいて
いる。これら改変型 HDLは混合するだけで s-SWNT および AuNRに結合し、それらを分散化そ
して機能化させることができる。例えば、改変型 HDLが高い細胞膜親和性を有していれば、そ
れで被覆された AuNR も高い細胞膜親和性を示す。この技術により、s-SWNT の Photodynamic 
effect（PDE, 活性酸素種(ROS) 生成活性）依存的ながん細胞死誘導を実現した。さらに最近、改
変型 HDLで細胞膜集積性を付与された AuNRが、その Photothermal effect（PTE, 発熱活性）に
より神経細胞の熱感受性イオンチャネルを光活性化できることも報告した。ここで重要なのは、
既存の細胞膜集積化技術で表面修飾したAuNRでは、細胞膜接着で膜破壊が生じることである。
以上の結果は、改変型 HDLが生理的条件下での s-SWNT および AuNRの機能発現において、極
めて重要な役割を果たしていることを示しており、そのメカニズムに興味が持たれる。 

図 1. 本研究で使用される材料とその用途 
 
２．研究の目的 
応募者がドラッグキャリアとして独自に研究を進めてきた改変型 HDLを、光応答性ナノ材料
の表面修飾剤として用い、その構造・機能を調べる。さらにさまざまな改変体を作製し、新たな
機能発現も目指す。そしてこれらの機能発現メカニズムをモデル細胞と生細胞の両方を用いて
明らかにする。さらに難病の光治療法開発、細胞局所での光応答発現技術開発に取り組む。 
 
３．研究の方法 
 s-SWNTを既報(Liu, H. et al., Nano Lett. 2013, 13, 1996)に従って成分分離し、(6,4)-SWNT、(6,5)-
SWNT、直径 1 nm 程度の s-SWNT 混合物(1 nm-SWNT)を得た。AuNRは既報に従って四塩化金
酸を界面活性剤存在下で還元することで合成した(Jana, N. R. et al., Small 2005, 1, 876)。改変型
HDLは、大腸菌で発現させた各種 apolipoprotein A-I (apoA-I)変異体と、試薬として購入した各種
リン脂質を、コール酸透析法(Matz, C. E. et al., J. Biol. Chem. 1982, 257, 4535)に従って混合し、サ
イズ排除クロマトグラフィーもしくは密度勾配超遠心によって精製された。細胞サイズリポソ
ーム(Giant unilamellar vecisle, GUV)は、飽和脂肪酸（パルミチン酸）を含むリン脂質(DPPC)、不
飽和脂肪酸（オレイン酸）を含むリン脂質(DOPC)、そしてコレステロールの 3者を混合し、electro-
formation 法(Angelova, M. et al., Faraday Discuss. Chem. Soc. 1986, 81, 303)に従って調製した。 
 
４．研究成果 
■持続的光線力学効果を示す半導体性単層カーボンナノチューブの探索 

s-SWNTの単一成分(6,4)-SWNTは調べた別の2成分((6,5)-SWNT, 直径1 nm程度のs-SWNT 
mixture (1 nm-SWNT))に比べて顕著に一重項酸素光生成活性を示すことを見出していた。そこ
で一重項酸素光生成の経時変化を調べた。比較対象としてインドシアニングリーン(ICG)を用い



 

 

た。ICGは臨床で用いられる近赤外色素であり、一重項酸素生成活性を示す。すると ICGから
の一重項酸素生成は一過性であったのに対して、(6,4)-SWNT は少なくとも 30 分間、時間に比
例した生成活性を示した。このことは、我々の実験条件では、ICGは速やかに退色するが、(6,4)-
SWNT はほとんど酸化分解されないことを示唆する。この極めて高い光安定性は、光照射前後
で、可視／近赤外吸収スペクトル、ラマンスペクトルにほとんど変化が見られないことからも支
持された。すなわち(6,4)-SWNTの持続的な一重項酸素光生成活性は、その極めて高い光安定性
によることが強く示唆された。 
次に他の主要な 2 種の活性酸素種（スーパーオキシドアニオン、ヒドロキシルラジカル）につ
いても 3 種の SWNT で比較評価した。すると前者については 3 者で差はなく、後者では(6,4)-
SWNTのみが顕著な光生成活性を示した（図 2）。SWNTには、その合成方法によって、HiPco 
SWNT、CoMoCAT SWNTなどがあるが、今回の結果は、いずれの SWNT由来の(6,4)-SWNT
でも得られた。以上のことから、(6,4)-SWNTは主要な 3 種の活性酸素種のすべてを持続的に光
生成できることがわかった。 

図 2. (6,4)-SWNT による持続的一重項酸素光生成 
 
一方、ヒドロキシルラジカルは極めて高い酸化力を持ち、近傍の基質とほぼ拡散律速で反応す
ることが知られている。従って上記の結果と考え合わせると、(6,4)-SWNTはヒドロキシルラジ
カルに対しても耐性を示すことが示唆された。この高いヒドロキシルラジカル生成活性のメカ
ニズムとして、不純物として含まれる金属ナノ粒子の関与が疑われたが、XPS 測定の結果、今
回用いた 3 種の SWNTで含有金属の種類・量ともに大差はないことがわかった。従って、(6,4)-
SWNTの光線力学効果は、それ自身の本質的な性質によるものであることがわかった 

(6,4)-SWNTと(6,5)-SWNTを用いて、過渡分光測定によりそれらの光ダイナミクスを調べた
ところ、励起三重項寿命は両者で差がなかった一方、励起一重項から励起三重項への系間交差効
率は(6,4)-SWNT の方が高いことがわかった。従って、(6,4)-SWNT が他の 2 種の SWNT より
も高い光線力学効果を示すもう 1つの理由は、高い系間交差効率に起因することが示唆された。 
 
■(6,4)-SWNTの表面修飾 

SWNTを構成するグラフェンシートは極めて疎水性が高く、生理的条件下で SWNTは迅速に
凝集沈殿する。生理的条件下で SWNT のコロイド安定性を高める方法として、ポリエチレング
リコール修飾がある。しかしこの修飾方法は、SWNT が生体内の標的に接近するのを阻害する
(Klibanov, A. L. et al., Biochim. Biophys. Acta 1991, 1062, 142; Hatakeyama, H. et al. Adv. Drug Deliv. 
Rev. 2011, 63, 152)。がん光線力学療法の活性種とされる一重項酸素の標的は、細胞内小器官であ
るミトコンドリアである。さらに一重項酸素の水中での寿命は~4 µsしかなく(Rodgers, M. A. and 
Snowden, P. T., J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 5541)、これを拡散距離に換算すると 150 nm 程度であ
る(Ogilby, P. R. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3181)。細胞の大きさは数十 µm オーダーであることも考
慮すると、SWNTの光線力学効果を生物医学応用する場合には、ポリエチレングリコールではな
い、生体親和性のある物質で表面修飾を行う必要がある。 

SWNT は DNA 鎖によって被覆され、そのコロイド安定性が向上することが知られている
(Zheng, M. et al., Nat. Mater. 2003, 2, 338)。DNA 鎖は両親媒性分子であることから、ここでは DNA
鎖がナノチューブにらせん状に吸着する構造が予想されている。われわれが DDS研究で用いて
いるHDLは、両親媒性aヘリックスが連結した脂質結合タンパク質(apoA-I)とリン脂質からなる。
この両親媒性の性質を利用して、apoA-Iが SWNTの表面修飾剤として機能するかどうか調べた。
界面活性剤（デオキシコール酸ナトリウム）で分散化させた(6,4)-SWNTに apoA-Iを添加し、そ
の後等張リン酸緩衝液(pH 7.4)に対して透析して界面活性剤を除去すると、(6,4)-SWNT分散液が
得られた。その吸収スペクトルは最初の界面活性剤を含む分散液のものとほとんど変わらなか
ったことから、(6,4)-SWNT は apoA-I で分散化されることがわかった。生化学的手法を用いて、
apoA-Iが(6,4)-SWNTに吸着していることも確認した。 
 
■apoA-I 被覆(6,4)-SWNTによる光治療 
複合体の生物活性を 2つの実験系で評価した。まず HeLa細胞に作用させ、細胞障害性（暗毒



 

 

性）を調べてみたが、細胞生存率に変化はなかった。よって apoA-I 被覆操作によって、デオキ
シコール酸ナトリウムは十分除去されたことが示唆された。その後 880 nmレーザー照射して殺
細胞活性（光毒性）を調べた。比較対象として、apoA-I 被覆 s-SWNTを用いた。両 SWNTの濃
度を、880 nmでの吸光度が同じになるように調製した。重量濃度に換算すると、1.8 µg/mL ((6,4)-
SWNT)、11 µg/mL (s-SWNT)となる。この結果、光毒性は(6,4)-SWNTの方が高くなることがわか
った（図 3左）。さらにこの光毒性は、一重項酸素消去剤を添加することによって減弱したこと
から、光線力学効果によるものと結論された。なお、我々の実験条件下では、ICGの光毒性は検
出されなかった。以上のことから、(6,4)-SWNT は s-SWNT の約 1/6 の重量で、より高い光毒性
を示すことが明らかとなった。 
次にアミロイド光分解活性を調べた。神経毒性を示すことが知られているアミロイドbペプチ
ドから、既報に従ってアミロイドを形成させた(Redmond, R. W. et al., Photochem. Photobiol. 2006, 
82, 1178)。アミロイドの定量を、アミロイドを認識し蛍光を発するチオフラビン Tを用いて行っ
た。このアミロイドに apoA-I 被覆(6,4)-SWNTを添加すると、チオフラビン T蛍光強度は 10%程
度低下し、10分間レーザー照射すると、さらに 50%程度低下した（図 3右）。従って、本複合体
はアミロイドを光分解できることが示唆された。 

図 3. apoA-I 被覆(6,4)-SWNT のがん細胞に対する光毒性（左）とアミロイド光分解活性（右） 
 
■膜融合性 HDLの作製 
コール酸透析法で作製される HDL は、ヒト血中での幼若型 HDL に相当し、ディスク状構造
を持つ。そこでは円盤状のリン脂質 2重層に apoA-Iが巻き付いているとされている。ApoA-Iの
両親媒性aヘリックスには疎水性面と親水性面があり、前者がリン脂質膜側面の疎水性脂肪鎖と
疎水性相互作用することで複合体が形成される。われわれが独自に開発した改変型 HDLは、細
胞膜透過ペプチド(cell-penetrating peptide, CPP)を含む。この改変体を細胞に作用させると、2 分
以内に細胞膜に接着する(沼田、村上ら, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 6092)。リポソーム研究から、
不飽和脂肪酸を含み、リン脂質の極性頭部が小さいフォスファチジルエタノールアミン(DOPE)
は膜融合活性を示すことが知られている(Ellens, H. et al., Biochemistry 1986, 25, 4141)。以上の知見
から、改変型 HDLを DOPEを用いて作製すると、細胞膜に接着するだけでなく、さらに膜融合
する改変型 HDLを作製できるのではないかと考えた。 

100% DOPEでは HDLは形成されないことから、DOPCと弱酸性 pHで膜親和性を示すコレス
テロールヘミスクシナート(CHEMS)も用いた。CHEMSを用いることで、膜融合活性を pHコン
トロールできることが期待される(Fattal, E. et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 2004, 56, 931)。これら 3 種
の脂質を様々なモル比で含む改変型 HDLを作製し、リポソームに対する膜融合活性を指標とし
て、このモル比を最適化した。膜融合活性は、Förster Resonance Energy Transfer (FRET)法を利用
する lipid mixing assay で評価した (Shi, L. et al., Science 2012, 335, 1355)。この結果、
DOPE:DOPC:CHEMS = 50:25:25で作製された改変型 HDLが最も高い膜融合活性を示すことを突
き止めた（図 4）。 



 

 

図 4. 改変型 HDL のリポソーム膜との膜融合活性 
各パネル上部の数字は、3 種類の脂質のモル比(DOPC/DOPE/CHEMS)を表す。 

 
上記で最適化された改変型 HDL を蛍光ラベルし、ヒト大腸がん細胞株(T24)に作用させると、

pH 7.4でも顕著な蛍光シグナルが細胞膜から検出された（図 5）。一方で pHを 6.4まで下げても
シグナル増強は観察されなかった。血清を含む細胞培養液の pHを 5.5にまで下げると、（おそら
くタンパク質凝集によって）培養液が白濁したため、血清フリーの細胞培養液を用いて、再度実
験を行った。すると、pH 7.4と pH 5.5で細胞膜親和性に顕著な差が見られ、pH 5.5での蛍光強
度は顕著に高くなった。さらに膜融合活性を評価するために、パルスチェイス実験を行った。具 
体的には、エンドサイトーシス阻害条件である 4°Cで改変型 HDLを T24細胞に作用させ、その
後培養液を 37°Cに加温しておいた改変型 HDL不含のものに交換した。この時、一方を pH 7.4、 
他方を pH 5.5 の血清フリー培地を添加した。この結果、細胞膜から検出される蛍光強度は、後
者の方が強くなった。細胞膜上に吸着した改変型 HDLの量は両条件で同一であることを考える
と、この結果は、HDL膜内に存在する蛍光色素の自己消光が pH 5.5でより効率よく解消された
ことを意味し、改変型 HDLと細胞膜との間で膜融合が生じたことを強く示唆した。 

図 5. 生きた細胞の細胞膜との改変型 HDL の膜融合活性 
各パネル上部の数字は、3 種類の脂質のモル比(DOPC/DOPE/CHEMS)を表す。Bar, 10 µm. 

 
■表面修飾金ナノロッド(plasma membrane-targeted AuNR, pm-AuNR)の細胞サイズリポソーム
(GUV)との相互作用 
 AuNRは近赤外光照射依存的に発熱する光線温熱材料である。その表面を細胞膜に高い親和性
を示す改変型 HDLで修飾した AuNR (pm-AuNR)は、生細胞の細胞膜に膜傷害を最小限に抑えな
がら多量に接着する。pm-AuNR を温度感受性イオンチャネル(TRPV1)を発現する神経細胞に作
用させ、近赤外光照射すると、細胞膜局所で発生した熱によって細胞膜が破壊されることなく
TRPV1が活性化することを見いだしていた(中辻ら, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 11725)。この
メカニズムを明らかにするため、GUVを使ったモデル実験を行った。 
 コレステロールに富み、流動性が高い細胞膜内領域（液体秩序(Lo)相ドメイン）は、脂質ラフ
トと呼ばれ、イオンチャネルを含むさまざまな細胞内シグナル伝達に関与している(Simons, K. 
and Ikonen, E., Nature 1997, 387, 569; Sezgin, E. et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2017, 18, 361)。GUV 内
でこの Lo相ドメインを再構成させることができ、顕微鏡下で円状ドメインを形成する。Lo相ド
メインを含む GUVを作製し、pm-AuNRを作用させたところ、pm-AuNRは Lo相ドメイン選択
的な接着性を示した（図 6）。さらにその後 minスケールで Lo相ドメインは崩壊し、非円状の新
たなドメインが現れた。GUV 上の非円状ドメインは、固体秩序(So)相ドメインと認識されてい
るため、pm-AuNRは Lo-to-So相転移を誘導したことが強く示唆された。 

図 6. pm-AuNR による GUV 膜の Lo-to-So 相転移過程 
各パネル上部の数字は、pm-AuNR添加後の時間を表す。Bar, 5 µm. 
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