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研究成果の概要（和文）：ナノダイヤモンド（ND）と磁性酸化鉄ナノ粒子（SPION）をポリグリセロール（PG）
で被覆し、さらにカルボキシ基、アミノ基、スルホン酸、ホスホニウムなどの各種官能基で修飾したナノ粒子に
対し、まず、タンパク質コロナの生成量について検討を行った。その結果、負電荷をもつカルボキシ基は、タン
パク質コロナの生成はなく、一方、正電荷をもつアミノ基には、タンパク質コロナの生成が認められた。それに
伴い、細胞への取り込みも促進された。したがって、ポリグリセロール修飾ナノ粒子の腫瘍選択的集積には、負
電荷をもつ官能基などを用いることで、タンパク質コロナの生成を制御することが重要であることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：First, protein corona formation was examined for nanodiamond (ND) and 
magnetic iron oxide nanoparticles (SPION) coated with polyglycerol (PG) and further modified with 
various functional groups such as carboxy groups, amino groups, sulfonate, and phosphonium. The 
results showed that negatively charged groups such as carboxy one did not produce protein corona, 
while positively charged amino groups produced protein corona. The cellular uptake is found to be 
facilitated proportionally by the amount of corona proteins. Therefore, it is important to control 
the formation of protein corona by using negatively charged functional groups for tumor-selective 
accumulation of polyglycerol-functionalized nanoparticles.

研究分野： ナノ材料化学

キーワード： ナノ粒子　ポリグリセロール　癌　腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリグリセロール修飾ナノ粒子の腫瘍選択的集積の原因が明らかになれば、それがナノ製剤の新たな設計指針と
なり、ナノ医療の分野にパラダイムシフトを起こすことが可能である。一方。この研究成果は、癌の早期発見や
治療にも繋がり、社会的にも経済的にも大きなインパクトがあると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、ナノ医療と呼ばれる新しい分野が、特にがん治療において

注目を集めている。一般に、ナノ粒子をキャリアとする腫瘍への抗
がん剤の送達においては、血流にのったナノ粒子が正常組織中の血
管からは遊出せず、腫瘍組織中の血管から遊出し、そこに滞留する
という、EPR (enhanced permeation and retention) 効果（図１）
により、抗がん剤の選択的送達が可能となり、副作用を抑制すると
ともに、がん治療の効果を高めると言われてきた。しかしながら、
ごく最近、固形腫瘍へのナノ粒子の送達に関して、2005 - 2015 年
に発表されたデータを詳細に分析した総説が発表された（S. 
Wilhelm, et al., Nat. Rev. Mater., 2016）。そこでは、投与量に対し
て平均 0.7% のナノ粒子しか腫瘍に到達していない、という衝撃
的な数字が報告された。その主な原因としては、生体内でナノ粒子
を制御することの困難さが挙げられている。その後、EPR 効果の
限界を主張する論文も発表されるなど（Y. Nakamura, et al., 
Bioconjugate Chem., 2016）、現在、ナノ医療は岐路に立たされて
いるとも言える。 
 
２．研究の目的 
このような現状

において、申請者
らはごく最近、蛍
光ナノ粒子を用い
た生体腫瘍イメー
ジングに成功した
（図２、F. Yoshino, 
N. Komatsu, et 
al., Small, 2019）。
具体的には、まず、
申請者らが確立し
た合成法に基づ
き、ポリグリセロ
ール（PG）で被覆
した、直径 50 nm 
のナノダイヤモン
ド（ND）に近赤外
蛍 光 色 素 
cyanine7（Cy7）を
結合させることに
より、蛍光ナノ粒
子 ND-PG-Cy7（図２a）を合成した。これを担がんマウスの尾静脈より投与し、生体蛍光イメ
ージング装置（OPT, （株）島津製作所）により経時変化を追跡したところ、図２c に示すよう
に、蛍光ナノ粒子が１週間にわたって、腫瘍に選択的に集積していく様子が観察された。これま
での研究では、ナノ粒子が肝臓や脾臓のマクロファージに貪食され、必ずこれらの臓器にも相当
量のナノ粒子の集積がみられた。したがって、申請者らが用いた ND-PG-Cy7 は、これらの臓
器、あるいはマクロファージによる捕捉を巧みに回避するステルス性を有していると結論づけ
られる。実際、ND-PG-Cy7 のマウスの血中における半減期は 58 時間と、他のナノ粒子に比べ
著しく長く、これも ND-PG-Cy7 の優れたステルス性を反映した結果と考えられる（F. Yoshino, 
Y. Zou, N. Komatsu, et al., Small, 2019）。 
 以上のことを踏まえ、本研究では、なぜこのナノ粒子は腫瘍に選択的に集積したか、あるい

は、それを可能とした主な要因と考えられる優れたステルス性はなぜ得られたか、について検討
を行い、最終的には、ポリエチレングリコール（PEG）を基軸として考えられてきたがんの診
断・治療におけるナノ粒子の設計指針の見直し、再構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ND-PG-Cy7 で優れたステルス性が得られた要因を明らかにするため、ND や磁

性酸化鉄ナノ粒子（SPION）などの各種ナノ粒子（NP）とそれらを PG, PEG で修飾した NP-PG, 
NP-PEG について、１）それらの合成と化学構造の定性・定量、２）血漿、血清中でのタンパク
質コロナの生成とその定性・定量、３）マクロファージによる捕食の有無とその定量、４）マウ

 

図１  EPR 効果による

ナノ粒子の腫瘍への集
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図２ ND-PG-Cy7 の構造 (a) 、腫瘍の蛍光イメージングの in vivo 像 

(b 左) と ex vivo 像 (b 右) 、腫瘍の蛍光画像の経時変化 (c) 

(b) T: 腫瘍, Li: 肝臓, S: 脾臓, K: 腎臓, G: 胃腸, Lu: 肺, H: 脳 



スの腫瘍、肝臓、脾臓などへの生体内分布、
に関して比較検討する。 
 まず、NP を、式１に従い PG で、ア

ミド結合を介して PEG で修飾し、NP-PG, 
NP-PEG を合成する（図３−１）。合成した 
NP-PG, NP-PEG に対し、溶液 NMR 、IR 
による定性分析と元素分析（京大元素分析
センター）、TGA による定量分析を行う。
特に、TGA で決められる高分子層とコア
（NP）の重量比を NP-PG と NP-PEG で
揃えるため、それに適した反応条件を模索
する。 
 このように合成した NP-PG, NP-PEG 

と NP を血漿、もしくは血清中に加え、
37°C で静置し、遠心分離の後、一部を水中
に分散させ、粒子径とゼータ電位につい
て、コロナ形成前後で比較する（図３−２）。
残りは、表面に吸着したコロナタンパク質
を SDS (ドデシルスルホン酸ナトリウム) 
水溶液中に溶かし出し、ポリアクリルアミ
ド 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE ）、 BCA
（bicinchoninic acid）分析、液体クロマトグ
ラフィー質量分析（LC/MS）により定性、
定量する。以上の実験により、NP-PG が 
NP-PEG, NP に比べ、タンパク質コロナの
生成をどの程度有効に阻害するのか、ま
た、コアと高分子層の重量比とタンパク質
コロナ生成阻害との相関について明らか
にする。 
次に、NP-PG, NP-PEG, NP のステルス性

を評価するため、マクロファージによる捕食について、in vitro で検討する（図３−３）。先に合
成した NP-PG, NP-PEG と NP を血漿タンパク質、マクロファージと培養し、培養液を分離した
のち、マクロファージを洗浄し、京大総合解剖センター所有の透過型電子顕微鏡（TEM）で観察
し、マクロファージに取り込まれたナノ粒子の多寡を評価する。また、マクロファージからの抽
出液中のナノ粒子を ND の場合は、光散乱による消光スペクトル、SPION などの含金属ナノ粒
子の場合は、京大ナノハブ拠点所有の誘導結合プラズマ質量分析計（ICP/MS）により定量する。
以上の in vitro 実験でステルス性が確認されたナノ粒子を担がんマウスの尾静脈より投与し、一
定時間後に腫瘍、肝臓、脾臓などを取り出し、それらからナノ粒子を抽出し、in vitro の場合と
同様、消光スペクトル、あるいは、ICP/MS により定量することで生体内分布を明らかにする（図
３−４）。図３に示したように、NP-PG 上のタンパク質量は、NP, NP-PEG のそれに比べ著しく少
ないと予想され、それに伴って、マクロファージへの捕食も回避されると期待される。担がんマ
ウスを用いた実験では、肝臓、脾臓をすり抜け、腫瘍に集積するという、図２の結果が再現され
るものと確信している。 
 
 
４．研究成果 
 Scheme 1 に示したように、まず、ナノダイヤモンド（ND）と磁性酸化鉄ナノ粒子（SPION）
をポリグリセロール（PG）で被覆し、さらにカルボキシ基、アミノ基、スルホン酸、ホスホニウ
ムなどの各種官能基で修飾した。これらナノ粒子に対し、タンパク質コロナの生成量について検
討を行った。その結果、Figure 1 に示したように、負電荷をもつカルボキシ基は、タンパク質コ
ロナの生成はなく、一方、正電荷をもつアミノ基には、タンパク質コロナの生成が認められた。
それに伴い、細胞への取り込みも促進された。したがって、ポリグリセロール修飾ナノ粒子の腫
瘍選択的集積には、負電荷をもつ官能基などを用いることで、タンパク質コロナの生成を制御す
ることが重要であることを明らかにした。 
 
 
 

 
図３ 本研究の概要：NP, NP-PG, NP-PEG の比較検討 



 

 

Scheme 1. Functionalization of NP-PG with carboxy, sulfate and amino groups at low (l) and high (h) contents. 

 

 
Figure 1. BCA quantification of proteins detached from NPs after their incubation with 10% or 55% FBS. The data are 
presented as mean value Å} standard deviation of three measurements. The l and h stand for the low and high content of 
functional groups, respectively, on the surface of ND-PG and SPION-PG (Table 2). 
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