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研究成果の概要（和文）：固形腫瘍組織の内部には酸素不足領域（低酸素微小環境）が形成され、これは腫瘍の悪性度
を決定する重要な要素である。本研究では直径数ナノメートルという極めて小さな半導体粒子（量子ドット、以下QD）
を低酸素細胞の光学プローブとして利用できるかについて基礎的な検討を行った。新しく合成したシステイン被覆QDを
培養細胞に導入し、細胞周囲の酸素濃度変化に応じてQDの蛍光強度が変化する事を確認した。一方で、細胞内に導入し
たQDの蛍光強度が低い事、蛍光観察に伴う蛍光強度の低下（褪色）が著しいこと等、QDを用いた細胞レベルの酸素イメ
ージングに対する問題点も明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hypoxic cells in solid tumor define the malignancy. Thus, imaging of hypoxic cells
 in solid tumor is of significant importance. Here, we attempted to use nanometer-scale semiconductor part
icles called quantum dots (QDs) as an optical probe for hypoxic cells. Fluorescence intensity of the newly
 synthesized L-cysteine capped QD, loaded into cultured cells, changed according to the intracellular oxyg
en concentration. However, the fluorescence intensity was lower than expected from the in vitro study. We 
also found significant photo bleaching of the QD fluorescence. These appear to hinder the immediate use of
 the QD as a nanoscale optical oxygen probe. 
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１．研究開始当初の背景 
	 固形腫瘍の生物学的特徴を遺伝子発現を
通じて決定する重要な要素が腫瘍組織内に
heterogeneous に形成される“低酸素微小環
境”であることが最近広く認識されるように
なり，この“低酸素微小環境”が，がん治療
のターゲットと考えられるようになった．こ
の新しい治療法の開発に必須の基礎技術が，
in vivoでの腫瘍内酸素イメージングである． 
	 しかしながら，担癌マウスのような丸ごと
の 動 物 を 対 象 に ， 固 形 腫 瘍 内 に
heterogeneous に存在する低酸素領域を高い
空間分解能で繰り返し（体表面から）イメー
ジングする技術は，現在のところ存在しない． 
	 一方，最近の急速なナノマテリアル技術の
進展により実現した nmサイズの半導体粒子
（量子ドット，QD）を，新しい蛍光プロー
ブとして応用する試みがバイオ分野におい
て活発に進行中である． 
 
２．研究の目的 
	 本研究の最終目標は，実験動物（担癌マウ
ス）に移植した腫瘍の内部に形成される低酸
素領域を in vivo リアルタイムで光学的にイ
メージンングする方法の開発である． 
	 本研究においては，とくに，低酸素性細胞
の光学プローブとして、量子ドットの可能性
を検討することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)	 量子ドットの合成	 
	 先行研究で in	 vitro（バッファ溶液内）で
蛍光強度の酸素依存性が報告されている
L-cystein	 capped	 CdTe	 QD（cys	 QD）をボト
ムアップ法にて化学合成した．その際，cys	 QD
のサイズ依存性蛍光特性を明らかにするた
め直径約 2	 nm，3	 nm，4	 nm の３種類の cys	 QD
を合成した．	 
(2)	 細胞培養系の確立	 
	 cys	 QDの細胞内でのふるまいを明らかにす
るために，３種類の細胞株の培養を定常的に
行えるよう当研究室大学院生の教育トレー
ニングを行った．使用した細胞株は腫瘍系細
胞株の Hep3B および Hep	 G2 と非腫瘍系細胞
株の COS-7 である．	 
(3)	 培養細胞への cys	 QD 導入最適化	 
	 培養細胞を継代後 3日目に濃度 10	 nM また
は 50	 nM の cys	 QD（蛍光波長 580	 nm，粒子
径	 約 4	 nm）を含む培養液中で 0.5，1，3，6，
12 時間インキュベートした．その後，培養液
を交換し，継代後 4日目に位相差顕微鏡を用
いた形態観察を行った．これとは別に 10	 nM	 
cys	 QD を含む培養液中で細胞を 5，15，30，
60 分間インキュベートした後，細胞内の cys	 
QD 蛍光強度を測定した．	 
(4) 酸素濃度と細胞内 cys	 QD 蛍光変化	 
	 培養細胞を 10	 nM の cys	 QD を含む培養液
中で 30 分間インキュベートした後，細胞外
酸素濃度を 20	 %（1 時間）→0.5	 %（1 時間）
とした（“O2	 challenge”）．また，対照として

20	 %（1 時間）→20	 %（1 時間）とした．こ
れらの細胞内 cys	 QD 蛍光を測定した（励起
波長	 475	 nm，蛍光波長	 595	 nm）．次に酸素
濃度依存性の蛍光波長シフトを検討するた
めに，同様の酸素条件で 585	 nm と 605	 nm の
二つの波長で蛍光強度を観察した．蛍光波長
シフトはこれらの蛍光強度比（F605/F585）から
検討した．	 
(5) ２波長蛍光法による酸素レベルイメー
ジング 
	 上記(4)の実験プロトコルは煩雑であり，
酸素濃度変化に伴う cys	 QD 蛍光変化は相対
変化として得られるのみであった．この問題
を解決するために，酸素濃度非依存性量子ド
ットである CdTe/ZnS 量子ドットを新たに合
成(蛍光波長は 420	 nm)しこれを先述の酸素依
存性 cys	 QD と同時に細胞内に導入し，両者
の蛍光比をとることで細胞内酸素レベルの
推定を試みた．	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 量子ドットの合成	 
	 直径 2	 nm，3	 nm，4	 nm の３種類の cys	 QD
の蛍光波長は，それぞれ 525	 nm，550	 nm，575	 
nm であり，それぞれの蛍光波長間に十分な分
離が確認され，マルチカラーイメージングの
可能性が明らかとなった．	 
(2)	 細胞培養系の確立	 
	 大学院生が単独で細胞培養の管理を行え
る環境を実現した．	 
(3)	 培養細胞への cys	 QD 導入最適化	 
	 インキュベーション時間の増加とともに，
細胞形態の異常および脱落細胞が増加した．
特に 50	 nM	 cys	 QD ではインキュベーション
１時間以内に細胞形態の変化が見られた．	 
	 10	 nM	 cys	 QD を用い，インキュベーション
時間を 5～60 分間で変化させた時の細胞内蛍
光分布および蛍光強度には大きな差は見ら
れなかった（図１）．以上より，cys	 QD の培
養細胞内導入条件として，濃度 10	 nM，イン
キュベーション時間 30 分を最適とした．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図１）COS-7 細胞への cys	 QD 導入．インキ
ュベーション時間および細胞内蛍光強度を
合わせて示す．	 
	 



(4) 酸素濃度と細胞内 cys	 QD 蛍光変化	 
	 図 2に細胞内蛍光強度が雰囲気酸素濃度に
依存して変化する様子を示す．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図 2)個々の蛍光強度の変化．上段は雰囲気
酸素濃度を 20%に固定して，３回の蛍光測定
を行ったもの．下段は雰囲気酸素濃度を 20%
→0.5%→20%と変化させたもの．	 
	 
	 
	 Hep	 G2 細胞および COS-7 細胞に導入した
cys	 QD の蛍光強度変化をそれぞれ図 3および
図4に示す．酸素濃度を0.5%に低下させると，
どちらの細胞でも control 細胞に比べ cys	 QD
蛍光強度が有意（p	 <0.01，t-test）に増加
した．一方で，フォトブリーチングと思われ
る蛍光強度の低下も見られた．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図 3）Hep	 G2 細胞内に導入した cys	 QD 蛍
光の酸素濃度による変化．エラーバーは標準
偏差を表す．	 
	 
	 
	 
	 上に述べたように，今回の実験では，フォ
トブリーチングを疑わせる蛍光強度低下が
見られたので，雰囲気酸素濃度および励起時
間と蛍光強度減弱の関係を調べた．	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図 4）COS-7 細胞内に導入した cys	 QD 蛍光
の酸素濃度による変化．エラーバーは標準偏
差を表す．	 
	 
	 酸素濃度を 20	 %または 0.5%として，励起
光 5秒間照射，励起間隔 1	 分で 5 回蛍光画像
を取得した際の蛍光強度変化を調べた．励起
を繰り返すと，蛍光強度が大きく低下し，5
回励起後の蛍光強度は，1回目の 50	 %以下ま
で低下した．また酸素濃度が高いほど蛍光強
度の低下は大きかった．次に，励起時間を 3
秒または 5 秒として，酸素濃度 20	 %または
0.5%の時，励起間隔 1	 分で 2 回蛍光画像を撮
影し，その時の蛍光強度を比較した．酸素濃
度 0.5%では，励起時間は蛍光強度減弱に大き
く関係しなかったが，酸素濃度 20%では，励
起時間 5秒で蛍光強度の低下がより大きかっ
た．以上の結果はいわゆるフォトブリーチン
グの存在を示唆したが，一方で，励起の間隔
を２分以上にすることで，いったん減弱した
蛍光強度の回復（89±8%）が観察された．	 
	 今回の実験では，細胞内に導入した cys	 QD
の蛍光強度が予想を裏切り低く，正確な蛍光
観察・定量化に困難が生じた．そこでバッフ
ァ溶液に分散した cys	 QD と細胞内に導入し
た cys	 QD の蛍光強度を比較した所，図 5 に
示すように後者の蛍光強度は約 1/35 に低下
した．一方，市販の QD（蛍光の酸素依存性は
見られない）であるcore-shell型のQtracker	 
525（Invitrogen 社，CdSe/ZnS）では，この
ような細胞内における蛍光強度低下は見ら
れなかった．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図 5）バッファ溶液中（10	 nM，solution）
および細胞内（cell）に導入した cys	 QD 蛍
光．	 



	 (5) ２波長蛍光法による酸素レベルイメ
ージング 
	 上記の蛍光強度変化を利用した酸素レベ
ル画像化の原理的問題は，酸素依存性の蛍光
強度変化があくまで相対的な値として観測
されることである．つまり，今回の実験のよ
うに，例えば 20%酸素環境での蛍光強度に対
する変化をもって酸素依存性を評価せざる
を得ないという点である．1 回の測定で酸素
依存性の蛍光を定量することはできず，２回
以上の測定が必要ということである．この問
題を解決する可能性のあるアプローチのひ
とつとして，同じ細胞にその蛍光が酸素反応
性をもつ量子ドット（今回の蛍光波長 580	 nm
の L-cysteine	 capped	 CdTe）と酸素反応性を
もたない量子ドットを同時に導入し，それら
の蛍光強度比から酸素依存性蛍光変化を定
量することが考えられる．その予備実験結果
を図 6に示す．ここでは，蛍光が酸素非依存
性である量子ドットとしてコア／シェル構
造をもつCdSe/ZnSe量子ドット（蛍光波長540	 
nm）を用いた．これを L-cysteine	 capped	 CdTe
と同時に細胞内に導入し，蛍光波長の違いか
らそれらを弁別したのが図 6である．緑で表
示したのが酸素依存性 L-cysteine	 capped	 
CdTe 蛍光，赤で表示したのが酸素非依存性の
CdSe/ZnSe 量子ドット蛍光である．このよう
に内部リファレンスを設定することで，1 回
の蛍光観察で L-cysteine	 capped	 CdTe 量子
ドット蛍光の定量化が可能になると思われ
る．	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（図 6）緑（擬似カラー）は蛍光強度が酸素
に依存する L-cysteine	 capped	 CdTe（蛍光波
長 580	 nm）．赤（または黄）の擬似カラーで
示したのは，蛍光強度が酸素に非依存の
glutathione	 capped	 CdSe/ZnSe（蛍光波長 540	 
nm）．	 
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