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研究成果の概要（和文）：

申請者は糖鎖提示量子ドットをプローブとして細胞がストレスに暴露した際の応答を、感度よ

く検出することを目的に研究を進めた。３年間の研究で主に以下の２点を明らかにすることが

できた。

1. GlcNAc を提示した量子ドットは小胞体に蓄積する傾向があり、重金属などで細胞にストレ

スを付加することでその蓄積量が増えることがわかった。これは細胞ストレスを蛍光量で定量

できることを示すものである。

2. α-Glucose を提示した量子ドットは、細胞の核内に蓄積することがわかった。ナノ粒子の

核移行は医学的にニーズが高いため、多様な応用につながる発見である。

研究成果の概要（英文）：

For quantitative detection of stress responses to cells, we have developed sugar-displaying CdTe as a

stress sensing probe in cells. During three years (H19-H21), we obtained following two results;

1. GlcNAc-QDs were accumulated in cells when stimulating the cells by adding heavy metals as chemical

stresses.

2. The coating of QDs with α-Glucose can efficiently promote the nuclear import of QDs. This fact
leads to various medical applications, such as drug delivery systems (DDSs) and bioimaging.
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１．研究開始当初の背景
細胞ストレスは、神経変性疾患・アルツハイ
マー病・癌・糖尿病など様々な疾病に深く関
与していることが近年明らかになってきた
(例えば Zhang et al., Cell, 124, 587, 2006)。特に
小胞体ストレスはこれら疾病の初期シグナ
ルであるため、小胞体ストレスを早期にセン
シングできれば癌などの早期発見につなが
る重要な技術になりうる。ストレスセンシン
グはまだ未開発な研究分野であり、細胞を破
壊しない・その場観察・高速での検出・簡便
で高汎用性などが今後強く求められる。 申
請者は、小胞体ストレス状況下で早期に発現
される分子シャペロンに注目した。分子シャ
ペロンは小胞体を中心に複数種細胞内に存
在するが、興味深いことに２つのシャペロン
が糖鎖を認識することが報告された。これら
の報告を足がかりとして、新しい細胞のスト
レスの検出法（定量化方法）を作れないかと
考えた。

２．研究の目的
本研究の目的は、シャペロンの糖鎖認識を利
用して簡便に細胞ストレスを検出する手法
を確立することである。熱ショックタンパク
70(シャペロン分子に属する)は N-アセチルグ
ルコサミン(GlcNAc)を認識する (Lefebvre et
al., Biochem. J., 360, 179-188, 2001)。またタン
パク質の品質管理を担うシャペロンである
カルネキシンは α結合のグルコースを認識す
る。本研究はこのシャペロンによるこれら糖
鎖認識を利用し、糖鎖プローブ分子(特に糖鎖
提示量子ドット)によってシャペロンの細胞
内増加を感知し、細胞ストレスの早期検出が
可能な基盤技術を作り出す。

３．研究の方法
合成した糖鎖プローブを用いて、細胞ストレ
スセンシングの可能性について調べていく。
さらに細胞ストレス(熱・重金属への暴露)に
応答した細胞内蛍光強度のビデオレート観
察を行う。特に着目している点は、すでに見
いだしている β-GlcNAc (熱ショックタンパク
70 との結合が示唆されている)及び α-Glucose
(カルネキシンシャペロンとの結合)の２つの
糖鎖プローブによる２重染色によるストレ
スセンシングである。糖鎖を提示した量子ド
ットはそれだけでは細胞膜を通過できない
ので、まずはジギトニンといわれる界面活性
剤で一度細胞を処理することで透過性を上
げた。この手法は、ジギトニンアッセイとい
われ分子生物学の分野で汎用される手法で
ある。これら２種糖鎖によって検知される２
つのシャペロンが、ストレス下でそれぞれど
のような応答をするのかを調べた。従来の小
胞体ストレス検出として小胞体シャペロン
Bip の発現量を RT-PCR で追跡する手法があ

る。この手法と申請者の手法を比較検討し、
糖鎖蛍光プローブの有効性・優位性(特にどの
程度のストレスを検出できるかという感度
の比較)を調べた。

４．研究成果
ストレスセンシングのツールとして量子ド
ットを選択した。これは、そのサイズがタン
パク質とほぼ同程度の大きさで、糖鎖を複数
提示できることからシャペロンなどによる
認識が高いと予想した。メルカプトプロピオ
ン酸(MPA)修飾量子ドット(CdTe)に対して、
大過剰の合成したチオール修飾糖脂質を添
加し、表面分子の交換反応により糖を提示し
た。糖鎖を提示した量子ドットはスピンカラ
ムにより、過剰な脂質を取り除くことで精製
した。細胞ストレスとして、重金属(コバルト,
カドミウム, ヒ素など)への暴露を行った。重
金属に暴露させたときの糖鎖(N-アセチルグ
ルコサミン, GlcNAc)量子ドットの結合量を
蛍光プレートリーダーによって定量化した。
結果を図 1 に示した。カドミウムやヒ素とい
った毒性の高い金属に暴露させたときには
量子ドットの結合量が、非暴露の時に比べて
1.5 倍程度になった。HSP70 の発現量は
RT-PCR によって定量化し、重金属によって
確実に発現量が増えていることを確認した。
これは HSP70 との結合を示唆するものであ
る。量子ドットが結合しているタンパク質が、
真に HSP70 であることを証明するために、細
胞に添加した量子ドットを回収し、結合タン
パク質を電気泳動法で解析したところ、複数
のタンパクが検出されたが、HSP70 の結合も
確認できた。詳細なメカニズムはまだ解明し
きれていないが、GlcNAc 量子ドットの蓄積
量から細胞ストレスを定量できる可能性を
得た。

もう一つの糖鎖として α-Glucose を提示した
量子ドットをいくつか作製し、細胞に添加し
た。予想外の結果であったが、α-Glucose を提
示した量子ドットは細胞核に集積すること

図 1. GlcNAc 提示量子ドットの重金属暴露した細胞

内への蓄積。蓄積量は蛍光強度から積算した。



がわかった。ヘキサエチレングリコール
(PEG)や β 結合のグルコースを提示した量子
ドットは核移行しなかったが、α 結合のグル
コースを提示した量子ドットは核移行した
(図.2 と図.3)。PEG 修飾した量子ドットは最
もサイズが小さいが、核移行せず細胞質に留
まった。これは糖鎖で修飾した量子ドットの
核移行が、サイズに依存するような受動拡散
によるものではないことを示している。核移
行の効率は α-グルコース<マルトース<<マル
トトリオース（３糖）の順になった。マルト
トリオースを提示した場合には特に強い蛍
光が核内から検出された。マルトトリオース
と類似した構造の３糖であるパノースでは、
やや効率は落ちるが核移行は観察されたが、
β 結合のみからなる３糖のセロトリオースで
はほとんど核移行は観察されなかった。シャ
ペロンの関与を調べるため、ATPの依存性や、
マイクロインジェクションによる詳細解析
を行ったが、タンパク質の関与というより、
受動拡散による核移行が支持された。この研
究は当初の目的とは異なるが、ナノ粒子の核
移行を糖鎖によって促進できることを示し
た初めての例であり、２報の学術論文として
報告した。また現在も共同研究によってその
メカニズムの検討を行っている。

まとめ: 糖鎖を提示することで細胞内で凝集
しやすい量子ドットを、分散させ、細胞との

相互作用を検出できることがわかった。当初
の目的であるストレスセンシングは GlcNAc
を提示することで達成できた。またαGlucose
を提示することで核移行が促進されること
を偶然見いだした。小胞体ストレスと疾病と
の関連は現在でも数多く報告されており、ス
トレスを数値化できるセンシングの重要性
は増している。本研究の成果を今後、生物的
な議論深く組み合わせることで、より詳細な
細胞ストレスの解明につながると考えられ
る。
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