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研究成果の概要（和文）：量子ビーム照射がタンパク質の1次構造及び高次構造に与える影響を定性・定量的に
明らかにし、量子ビーム架橋タンパク質の物性（膨潤度、硬さ、粒径）変化の要因を解き明かすことを目的とす
る。タンパク質の一種であるゼラチンの放射線架橋反応におけるOHラジカルの寄与率が96％であったことから，
ゼラチンの放射線架橋反応はOHラジカルにより支配的に起こっていることを明らかにした。また、量子ビーム架
橋タンパク質ゲルのアミノ酸組成分析を詳細に行うことで、タンパク質に含まれる芳香族アミノ酸残基であるチ
ロシン、フェニルアラニン、ヒスチジンが架橋部位になることを初めて定量的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work is to clarify the effects of quantum beam irradiation 
on the changing structures and physical properties (swelling ratio, elastic modulus, particle size) 
of proteins qualitatively and quantitatively. The contribution of OH radicals to the radiation 
crosslinking reaction of gelatin was 96%. It was clarified that the radiation cross-linking reaction
 of gelatin is predominantly caused by OH radicals. In addition, we quantitatively clarified for the
 first time that the aromatic amino acid residues contained in proteins, tyrosine, phenylalanine, 
and histidine, serve as crosslinking sites by detailed amino acid composition analysis of quantum 
beam crosslinked protein gels. 

研究分野： 量子ビーム科学

キーワード： タンパク質　量子ビーム　架橋　メカニズム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の量子ビーム架橋メカニズムを定性・定量的に明らかにし、架橋タンパク質の物性（膨潤度、硬さ、
粒径）変化の要因を初めて解明した。本研究で明らかにしたタンパク質の放射線架橋メカニズムに基づき、平均
粒径5-20 nmを有する放射線架橋ゼラチンナノ粒子の作製に成功した。粒径を精密に制御したゼラチンナノゲル
にGdを担持させ、MRI造影剤として腫瘍マウスへ投与した。直ちに腎臓に顕著なMRI信号上昇が観察され、投与2
時間後には共に投与前の信号に近いレベルまで低下した。以上より、生体適合性の高いゼラチンを基材とした、
脳内に入らず、体外排出の早い、より安全なMRI造影剤の作製に世界で初めて成功した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質は古くより生体高分子材料、酵素、および抗体として、食品、化粧品、医療、

薬学分野において広く利用されてきた。近年では、細胞の接着性、生体親和性、弾性、多孔
性、生分解性を有することから、再生医療分野における細胞足場材料として実用されている。
一方で、タンパク質は一般的に耐熱性・化学安定性が低く、これらのデメリットを改善する
ために化学架橋により改質を施すのが通例となっていた。しかし、グルタルアルデヒドなど
の化学架橋剤は毒性が高いものが多く、架橋タンパク質の生体適合性の低下を招く可能性
があるため、新規架橋技術の開発が求められていた。 
我々は量子ビーム架橋技術を用いて、タンパク質の耐熱性・化学安定性の改善に努めてき

た。量子ビーム架橋法とは、量子ビーム照射に伴う水のイオン化で生成するヒドロキシ(OH)
ラジカルを駆動としてタンパク質を架橋する手法であり、毒性の高い化学架橋剤を用いる
ことなく、膨潤度、硬さ（弾性率）、粒径（分子量）を制御することが可能である。 
一方で、タンパク質の量子ビーム架橋メカニズムの解明に関する研究は、タンパク質の 1

次構造であるアミノ酸残基の化学構造変化を定性分析しているのみであり、定量的な議論
がなされていない。この理由として、天然高分子であるタンパク質の分子量分布が大きいこ
と、および架橋と分解を同時に誘発する量子ビーム化学反応の定量分析が困難であること
が原因である。さらに、量子ビーム架橋タンパク質の 2 次構造（ヘリックスやシート構造）
や 3 次構造（球状構造）の化学変化も、高分子物理化学分野において著名な Flory の理論で
解釈されているのみである。量子ビーム架橋法の最大のメリットであるタンパク質の物性
制御の要因を明らかにすることが、本研究課題の学問的「問い」である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、量子ビーム照射がタンパク質の 1 次構造及び高次構造に与える影響を定性・

定量的に明らかにし、架橋タンパク質ゲルの物性（膨潤度、硬さ、粒径）変化の要因を解き
明かすことで、量子ビーム架橋タンパク質を利用した医療・創薬応用研究の深化に繋げるこ
とを目的とする。具体的には、①アミノ酸組成を調節したモデルタンパク質を合成し、その
②量子ビーム架橋ゲルの 1 次構造を各種化学分析法（酸分解法、Edman 法、蛍光標識 HPLC
など）により詳細に明らかにする。さらに、③量子ビーム架橋タンパク質の各種分光分析を
行い、②の分析結果と対比させながら 2 次構造および 3 次構造の変化を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
量子ビーム照射による高分子の架橋反応は、架橋と分解を同時に誘発するため詳細な化

学分析が難しいとされる。また、モノマーユニットの配列が不均一かつ分子量分布の大きな
天然由来の高分子（タンパク質、多糖など）は、高分子の量子ビーム架橋収率の理論式
(Charlseby-Pinner-Rosiakの式)から逸脱するため反応シミュレーションによる解析も困難
とされる。そこで、当該申請研究では、分子量分布が小さくアミノ酸残基組成を調節したモ
デルタンパク質を自ら合成することで、量子ビーム架橋タンパク質の構造・反応メカニズム
を詳細に明らかにする。 
過去の研究より、ゼラチンの放射線架橋部位は、フェニルアラニン、チロシン、ヒスチジ

ンである可能性が高い。令和元年は、これらのアミノ酸残基とゼラチン中に最も多く存在す
るグリシンを用いて、アミノ酸残基の種類・含有率の異なるペプチドを分子設計し、固相合
成法により合成した。固相合成法は、側鎖を保護したα-アミノ酸を不溶性樹脂担体に順次
に結合させてペプチドを合成する手法である。合成したペプチドは HPLC により分取・精
製を行い、LC-MS により不純物が含まず、設計通り合成できていることを確認した。 
令和 2 年度では、フェニルアラニン、チロシン、ヒスチジンを含む 3 種のペプチド水溶

液にγ線を照射し、動的光散乱法および電気泳動動的光散乱法により架橋・粒径・表面電位
の有無を確認した。また、作製したペプチド粒子について、7 日間 37℃においてリン酸緩
衝液（PBS）中で保持することで、生体内環境安定性を評価した。さらに、各種ペプチド粒
子にタンパク質分解酵素プロテアーゼを添加し、6 日間 37℃において保持することで生分
解性を評価した。 
令和 3 年度は、競合反応法やパルスラジオリシス法により、各種モデルタンパク質と放

射線誘起活性種の反応速度定数を評価した。さらに、明らかにした速度論的パラメータをも
とに反応シミュレーションを行い、実験値により求めた架橋密度と比較した。また、発展的
な研究して、量子ビームの照射条件（線量、溶存酸素濃度、線量率、温度など）を精密に制
御することで、5-400 nm の範囲で粒径を制御したモデルタンパク質粒子を作製した。さら
に、作製したペプチド粒子をがん細胞とともに共培養し、ペプチド粒子への集積性を確認し
た。これらは、MRI 造影剤やがん診断・治療用のドラックデリバリーシステムの母材とし
ての応用が期待される。 



令和 4 年度は、これまでの成果と取りまとめるとともに、論文発表をおこなった。国内学
会として、第 65 回放射線化学討論会にて口頭発表およびポスター発表を行い、第 59 回ペ
プチド討論会にてポスター発表を行った。また、放射線化学分野における国際学会である
RadTech Asia 2022、および 14th Ionizing Radiation and Polymers symposium へ共著者
として参加した。 

 
 

４．研究成果 
４.１. 放射線によるタンパク質架橋メカニズムの解明 
未照射ゼラチンおよび放射線

架橋ゼラチンゲルを酸加水分解
法によりモノマーであるアミノ
酸に変換し、蛍光 HPLC 法によ
りアミノ酸の組成を分析した結
果を図 1 に示す。γ線照射によ
りゼラチンに含まれる 15 種ア
ミノ酸のうち、チロシン（Tyr）、
フェニルアラニン（Phe）、ヒス
チジン（His）は減少したもの
の、それ以外のアミノ酸組成は
ほぼ一定であった。これは、強
い求電子性を有するOHラジカ
ルが、電子密度の高い芳香族ア
ミノ酸残基と優先的に反応する
ためと考えられる。さらに、酸
加水分解した生成物を詳細に分
析した結果、架橋に起因するジチロシンの収率が 57％と最も多く、分解に起因する生成物
の 26％であることわかった。さらに、反応シミュレーションによりジチロシンの前駆体で
あるジフェニルアラニンの収率が 17％と算出された。このことから、ゼラチンに含まれる
Tyr および Phe と水の分解で生成する OH ラジカルの反応により、ゼラチン分子鎖間にジ
チロシン構造が形成されることで、耐熱性の高い 3 次元的構造を有るゼラチンゲルが生成
することを明らかにした。Tyr および Phe を含まないアミノ酸組成のゼラチン水溶液に放
射線を照射してもゲルが得られないことからも傍証される。 
我々は、明らかにしたタンパク質の量子ビーム架橋メカニズムに基づき、量子ビームによ

り「膨潤度」および「硬さ」を調節した架橋ゼラチンゲルを開発した。さらに、再生医療に
おける細胞足場材料に適用し、細胞の遺伝子発現および分化状態を安定的に制御できるこ
とを見出した。この量子ビーム架橋ゼラチン足場は平面的な培養に限らずコロニー、スフェ
ロイド、組織培養も可能であり、メラニン産生細胞、心筋細胞、神経細胞、肝臓細胞、腎臓
細胞等の様々な細胞に適用可能である。 
 
４.２. MRI 造影剤の開発 
全世界で市販されている細胞外分散型の MRI 造影剤は、高い造影効果および毒性を有す

る Gd と、それを保持する直鎖状または環状配位子を有する有機化合物で構成されている。
近年、これらの MRI 造影剤が血液脳関門や血液脳脊髄関門を通過することが報告されてお
り、脳内に蓄積された MRI 造影剤が時間経過とともに生分解され、Gd イオンが体内に漏
洩することで腎不全などの副作用を引き起こす可能性が指摘されている。造影剤の脳内侵
入を防ぐためには少なくとも直径 1 nm 以上の大きさの分子を設計する必要があるため、有
機架橋剤により作製した合成高分子の共重合体に Gd を担持したナノ粒子型造影剤が提案
されているが、その多くは、粒径が 100 nm 程度であることから腎排泄が困難となるなど問
題が生じている。 
前述したタンパク質の放射線架橋メカニズムに基づき選定したゼラチンに、放射線を照

射することにより、平均粒径 5-20 nm を有する放射線架橋ゼラチンナノ粒子の作製に成功
した。次に、ゼラチンナノゲル中のアミノ基と反応性が高い金属配位子 DOTA-NHS を用い
て、ゼラチンナノ粒子に Gd を担持させた。このナノ粒子の生体内動態を明らかにするため
に、MRI 造影能評価、粒径安定性試験および細胞毒性試験を行った。その結果、幹細胞中
において Gd 担持ゼラチンナノ粒子(GdGN)の増加に伴い、MRI の信号強度が線形的に増加
した。また、GdGN の粒径は、血漿中において 30 日間安定であった。さらに、GdGN を造
血細胞に添加して 24 時間培養したところ、造血細胞の生存率は減少することなく一定であ
った。以上より、Gd 担持ゼラチンナノ粒子を in vivo 試験に用いた。 

 
図 1 γ線照射前後におけるゼラチンのアミノ酸組成 
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GdGN の腫瘍マウスへの尾静
脈投与後、直ちに腎臓の髄質に
顕著な信号上昇が観察され、投
与 2 時間後には共に投与前の信
号に近いレベルまで低下した
（図 2）。これは、尾静脈から投
与された GdGN が、1 時間程度
で、腎臓を経由して尿排泄され
ることを示している。次に、正常
マウスに対して、GdGN の投与
量を約 7 倍に増加して脳脊髄液
への移行を評価した。その結果、
従来造影剤である Gd-DOTA では脳室での信号が増加したのに対して、GdGN では脳室の
信号は上昇しなかった。これは、GdGN は、脈絡叢から脳脊髄液に移行していないことを
強く示唆する。以上より、放射線架橋技術の高度化により、生体適合性の高いゼラチンを基
材とした、脳内に入らず、体外排出の早い、より安全な MRI 造影剤の作製に世界で初めて
成功した。 
 
４.３. ペプチドナノ粒子の作製と難治性がん診断薬剤への応用 
様々な難治性がん診断・治療薬剤にナノ粒子を応用するためには、その粒径、化学安定性、

生分解性、細胞集積性を精密に制御することが求められる。これまで開発してきた放射線架
橋タンパク質ナノ粒子では、これらの全てのパラメータを精密に制御することが困難であ
り、毒性の高い薬品を用いたタンパク質粒子表面への化学修飾が必要となる。この状況を打
破するために、タンパク質本来の生体適合性を失うことなく、これらのパラメータを制御す
ることが可能なペプチドに着目した。本研究では、放射線架橋構造を形成するアミノ酸を配
列させたペプチドを分子設計・合成し、放射線照射によりナノ粒子化することで、難治性が
ん診断薬剤を開発することを目的とした。 
放射線架橋メカニズムに基づき、グリシン(G)、

ヒスチジン(H)、チロシン(Y)、フェニルアラニン
(F)を直鎖上に結合した 5 種類のペプチド
HGHGH、YGYGY、FGFGF、HGGGHGGGH、
HGGGGGHGGGGGH を分子設計・合成した。放
射線架橋により各種ペプチド粒子を作製して各
種特性を評価した結果、粒径 100 nm 以下、化学
安定性、生分解性を有する HGGGHGGGH ナノ
粒子が、難治性がん診断薬剤の母材として最適で
あることを明らかにした。さらに、蛍光標識した
ナノ粒子をすい臓がん細胞 PANC1 と 24 時間共
培養したところ、すい臓がん細胞内への取り込ま
れたことから(図 3)、難治性がん診断薬剤の母材と
して応用可能であることを明らかにした。現在、
薬剤への応用を検討中である。 
 
４.４ 光がん治療薬剤へ応用可能なゼラチンコートした液体金属ナノ粒子の開発 
液体金属は医療ナノ材料に適した様々な特性（低毒性、低流動性、熱伝導性など）を有す

るものの、安定に微粒子化する手法がなかったため実用化されてこなかった。我々は、液体
金属を高分散することが可能な超音波処理法と、液体金属の化学構造を保持したまま表面
改質可能な放射線架橋法を組み合わせることで、ガリウム-インジウム合金表面に様々な生
体分子（ゼラチン、DNA、レシチン、牛血清蛋白質）をコートしたナノ粒子の開発に成功
した。このナノ粒子は、高い水中分散性や均一な粒子サイズ、低毒性、高い光熱変換、高い
細胞内浸透能力などの特性を有している。生体透過性の高い近赤外レーザー光を利用した、
ナノ粒子投与によるマウス体内の癌細胞の検出と治療を可能にする技術の開発に成功した。
本研究で提案する概念・技術は、ナノテクノロジー、光学、放射線工学といった幅広い研究
領域に貢献し、革新的がん診断・治療法の基礎に成り得る。 
 
 
5.  結論 
本研究では、生体由来のアミノ酸で構成されたタンパク質の放射線架橋メカニズムを、高

感度アミノ酸分析法や LC-MS などの生成物分析により詳細に明らかにした。その結果、タ
ンパク質に含まれるフェニルアラニン、チロシン、ヒスチジンが架橋要因物質であり、架橋
点は主としてチロシンの二量体であるジチロシンであることを明らかにした。さらに、定量
的に明らかになったタンパク質の放射線架橋メカニズムに基づき、生体適合性、低毒性、生
分解性を有するタンパク質・ペプチドを分子設計・合成し、放射線架橋技術により粒径およ

 

図 2  MRI 造影剤を投与したマウス脳の MRI 像 

(a) 従来造影剤 Gd-DOTA (b) Gd 担持ゼラチンナノ
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び化学安定性を制御した粒子を作製することにより、新しい MRI 造影剤やナノ粒子型がん
治療薬剤の新規プラットフォームの開発に成功した。 
本研究成果により、アミノ酸の組成を変えたペプチドを合成することで、がん患部に応じ

て粒径，電荷，疎水性を制御したペプチド粒子を作製することが可能である。さらに，キレ
ーターをアミノ基に結合することができるため、常磁性のガドリニウムを担持した MRI 造
影剤や、ホウ素を担持した BNCT 薬剤、放射性同位体を担持した PET 薬剤等への応用が期
待される。 
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