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＜研究内容・成果等の要約＞

増殖・転移の遅い段階の「超早期」腫瘍を、生体親和性の高い発光材料によって細胞レベルで高

感度に検出する診断技術が求められている。本研究では、生体親和性および発光効率の高いナノ粒子

を創製し、細胞レベルで腫瘍部位を特定するイメージング技術を研究した。具体的には、発光種とし

て生体毒性の低いユウロピウムイオン (Eu(III)) または色素を用いて、発光種表面でアパタイトの核

形成を誘起し、界面活性剤を添加することによって多孔質化する研究を行った。その結果、生体親和

性の高い色素分子の末端基を核形成場とした水酸アパタイト（又は酸化チタン）の色素／無機ハイブ

リッドナノ粒子を新規に創製する技術を世界で初めて見出した。クロロフィル／水酸アパタイトハイ

ブリッドナノ粒子創製を例にとれば、クロロフィル色素 (Chl) の中心金属イオンを核形成場とした

Chl－アパタイト複合形成メカニズム (Chl－アパタイト間の静電相互作用とChl－Chl間の疎水性相互

作用の微妙なバランス) を解明した。その知見によって、粒成長と発光特性（励起波長・発光スペク

トル形状・発光効率）を自在に制御する手法を見出した。さらに、ハイブリッドナノ粒子表面へがん

細胞に対して特異的に結合・取込まれるリガンド分子を化学修飾する技術を確立した。創製したナノ

粒子は、生体毒性がなく、低エネルギー励起光（波長450 nm以上の長波長領域）で発光するため、生

体組織の劣化を軽減できる。さらに、腫瘍部位（サイズ： 2 mm以下）へ生体毒性なく効率的に結合・

取込まれ、蛍光顕微鏡によって容易に観察された。以上により、本研究の生体親和性発光メソ多孔質

アパタイト粒子創製によって「細胞にやさしく高い観察感度で微小な腫瘍を検出できる技術」が確立し、非

侵襲がん診断技術を確立した。今後、がんの超早期予防・診断医療技術への実用展開を行い、日本国

の医療・バイオ分野へ大きく貢献する。
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＜研究の目的、経過、結果、考察（5000字程度、中間報告は2000字程度）＞

研 究 の 目 的
従来の診断技術で見つかった腫瘍は外科手術によって完全に摘出できない場合があり、結果として再発・転移す

る。そのため、増殖・転移の遅い超早期診断において、細胞レベルで腫瘍を高感度に検出する診断技術が求められて

いる。細胞のがん化において、見掛けの形態変化が起こる前に分子レベルの活動変化が起こる。例えば、がん細胞は

正常細胞に比べて大量にブドウ糖を消費し、HER2レセプターを発現する（Lancet 1, 36 (1985)；Nature Protocols 2, 753

(2007)）。同時に、細胞膜上に葉酸受容体が過剰に発現し、葉酸分子を特異的に結合・吸収する（Cancer Res 65, 5317

(2005)）。そのため、がん細胞の分子レベルの変化に着目し、その活動を高感度に検出して画像化できれば、超早期

診断の実現が可能となる。

形態変化のない超早期の腫瘍を細胞レベルで高精度に映し出すイメージング技術は、細胞特異性と生体親和性の

高い発光材料の創製が基盤となっている。従来のイメージング材料として、有機色素 (Nature Medicine 15, 104 (2009))

および量子ドット (Science 281, 2016 (1998)) 等が報告されている。しかし、有機色素は退色・劣化速度が速いため観

察感度が低く、紫外線励起の光毒性が問題である。一方、量子ドットは材料成分として生体毒性の高いCd・Hgを含

んでいる点が問題である。そのため、生体・細胞親和性が高く、且つ、発光効率・耐光性の高い材料創製が望まれて

いた。

生体内・外で非侵襲にがん細胞を効率よく検出することを目的とし、生体親和性および発光効率の高いナノ粒子

を創製し、細胞レベルで腫瘍部位を特定するイメージング技術を研究した。具体的に、発光種として、希土類イオン

(Eu (III) イオン) またはクロロフィル色素 (Chl) を添加した炭酸アパタイトナノ粒子、及びフルオレセイン (FS) を

添加したチタニアナノ粒子の2種の材料の合成法を創出した。さらに、がん細胞へ特異的に結合・取込まれる分子を

各種ナノ粒子表面へ化学修飾する技術開発を行い、がん細胞へのナノ粒子の結合・取込挙動を考察した。以下には、

クロロフィル色素 (Chl) を添加した炭酸アパタイトナノ粒子、及び、フルオレセイン (FS) を添加したチタニアナノ

粒子の2種類のナノ粒子について報告する。

研 究 の 経 過
(1) クロロフィル (Chl)／炭酸アパタイト複合ナノ粒子の創製

湿式法により、Chl 含有の炭酸アパタイトナノ粒子を合成した。Chl の中心金属イオン種、合成温度、及び Chl

添加量などの合成条件を制御し、ナノサイズの粒子を創製した。結晶中に存在するChlの存在状態と発光特性の関係

を計測・解明し、バイオイメージングに最適な発光特性（低エネルギー励起・鋭い発光スペクトル・高い発光効率）

をもつナノ粒子を創出した。合成した試料は、粉末X線回折、走査型電子顕微鏡、赤外・ラマンスペクトル、熱分析

装置、及び発光スペクトルにより評価した。

(2) フルオロセイン (FS)／チタニア複合ナノ粒子の創製

チタニウムイソプロポキシド (TTIP)、FS、3-アミノプロピルトリエトキシシラン (APTES) の混合溶液場を作製

し (図1)、TTIPとAPTESの加水分解と共縮重合によってFSを核形成場とした核形成反応を見出した。FS/Tiモル比

は、1/1000、1/500、1/100 とした。そして、オクタデシルアミン (ODA) を添加し、粒成長の制御を行った。得られ

たFS含有チタニア粒子は、褐色であった。
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図1 FS含有チタニアナノ粒子の創製スキーム．

(3) がん細胞結合性分子修飾と特異的結合・取込挙動の解明

(1)と(2)で得たナノ粒子表面に対して、アミノシランを介して細胞結合性分子を修飾・固定化した。細胞結合性分

子として、葉酸受容体を標的とした葉酸分子 (FA) およびHER2を標的としたHER2抗体を用いた。表面修飾技術に

ついては、液相反応によりAPTESをナノ粒子表面へ化学吸着させ、最表面へアミノ基を形成させた。次いで、アミ

ノ基と細胞結合性分子内のカルボン酸の脱水縮合反応（－NH2 + HOOC－ → －NH－CO－）により、細胞結合性分

子をナノ粒子表面へ共有結合を介して形成させた。さらに、化学修飾したナノ粒子を用いて、蛍光顕微鏡と蛍光強度

測定により、HELAがん細胞表面へ特異的な結合・取込特性を計測・解明し、イメージングに最適な材料を創製した。
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研 究 の 結 果 と 考 察
(1) クロロフィル(Chl)／炭酸アパタイト複合ナノ粒子

湿式法によって、中心金属がMg2+であるChl (Chl a: 末端がフィトール、Chl c: 末端がカルボン酸) への炭酸アパ

タイトの析出を実施した。その結果、結晶構造中に静電的に配位したChlは、Chl－Chl間の疎水性相互作用によって

発光特性が変化した。つまり、合成条件 (Chl添加量、合成温度、等) によって、Chlのモノマー/ダイマー比が変化し、

発光特性を制御できることがわかった。さらに、Chl－炭酸アパタイト間の静電相互作用によって、核形成・結晶形

成が生じ、ナノ粒子の形態を制御できることがわかった。得られたナノ粒子は、可視光領域の励起光 (波長：> 450 nm)

により、可視光領域の橙色発光 (主に波長500−600 nm) が生じることがわかった。合成によって得たナノ粒子は、イ

メージングに最適な水分散系での発光特性（低エネルギー励起、鋭い発光スペクトル形状、高い発光効率）であった。

細胞結合性分子 (葉酸分子：FA) をナノ粒子表面へ化学修飾した。FA修飾・Chl含有炭酸アパタイトナノ粒子は、

容易にリン酸緩衝食塩水 (PBS) へ分散し、ナノ粒子の発光色は橙色であった (図2)。量子収率は8～15 %であり、実

用可能な収率であった。次に、HELA がん細胞と線維芽細胞 (正常細胞) を用いた細胞培養法を確立し、細胞表面へ

本研究で開発したナノ粒子の培地分散液を添加し、細胞活性計測に基づいた生体毒性を評価した。その結果、図3の

ように、粒子が存在する場合と粒子が存在しない場合において、HELAがん細胞と線維芽細胞に対する増殖挙動は同

様であった。つまり、本研究で開発したナノ粒子は、生体毒性がないことが示された。

40 mm

Orange luminescence図2 FA修飾・Chl 含有炭酸アパタイトナノ粒子をPBSへ分散させた写真 (左)と蛍光顕微鏡像 (右)．
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がん細胞 線維芽細胞
(正常細胞)

■：粒子有 ■：粒子無

図3 HELAがん細胞とNIH3T3線維芽細胞の細胞活性評価結果 (■：粒子噴霧有、■：粒子噴霧無)．

HELAがん細胞へFA修飾・Chl含有・炭酸アパタイトナノ粒子を噴霧してから12時間後に撮影した透過光像と

蛍光像を図4に示す。この結果から、初期の細胞膜表面への結合反応およびレセプター介在性エンドサイトーシス経

路による取込反応が生じることがわかった。さらに、HELAがん細胞集合体へFA修飾・Chl 含有炭酸アパタイトナ

ノ粒子を噴霧してから 36時間後に撮影した透過光像と蛍光像を図 5に示す。がん細胞集合体の形状に沿ってイメー

ジングできることがわかった。以上によって、FA修飾・Chl含有炭酸アパタイトナノ粒子は、生体毒性がなく、可視

光領域の励起光によってがん細胞およびがん細胞集合体の可視光イメージングが可能であることが示された。

光顕 蛍光がん細胞

粒子

図4 HELAがん細胞へFA修飾・Chl 含有炭酸アパタイトナノ粒子を噴霧してから12時間後に撮影した透過光像 (左写真)

と蛍光像 (右写真)．

20 mm20 mm

蛍光光顕 がん細胞
集合体
(腫瘍)

図5 がん細胞集合体へFA修飾・Chl 含有炭酸アパタイトナノ粒子を噴霧してから36時間後に撮影した透過光像 (左写真)

と蛍光像 (右写真)．
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(2) フルオロセイン (FS) 含有チタニアナノ粒子

FSを含有したチタニア粒子の湿式での簡便な合成技術を創出した。合成したFS含有チタニアナノ粒子の吸収色

は褐色であり、FS含有量によって吸収色が変化した。さらに、図6 のSEMおよびTEM像から、単分散な真球状で

粒径300 nm程度であることがわかった。これは、生体毒性が低い粒径であり、噴霧方式の診断材料の粒径として最

適と考えられた。さらに、可視光励起 (波長493 nm) により、可視光発光 (波長555 nm) が生じた。

1 mm

100 nm

図6 FS含有チタニア粒子のSEM像 (挿入図：TEM像)．

細胞結合性分子 (HER2抗体) を粒子表面へ化学修飾した。その結果、HER2抗体修飾・FS含有チタニア粒子は、

細胞培養液へ容易に分散し、その発光色は緑色であった。FS 単体に比べて励起光に対して安定であり、チタニアに

包接されたFSは光分解せず半永久的に発光することがわかった。培地分散液へHER2抗体修飾・FS含有チタニア粒

子を添加し、線維芽細胞の増殖挙動の計測によって生体毒性を評価した。その結果を図7に示す。開発した粒子が存

在する場合と存在しない場合において同様の初期増殖挙動であった。すなわち、開発した HER2抗体修飾・FS含有

チタニア粒子は、生体毒性がないと考えられた。
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(A)

図7 HER2抗体修飾・FS含有チタニア粒子 (粒子噴霧無、粒子噴霧有 (FS/Tiモル比: 1/1000、1/500、1/100)) の線維芽細胞

活性評価結果．

がん細胞イメージング動態の結果を図8に示す。その結果、位相差像および蛍光像から、がん細胞膜表面への結

合反応および取込反応が観察され、特に、細胞の核周辺近傍への選択的イメージングを実現した。

30 mm

(a) (b)

図8 HER2抗体修飾・FS含有チタニア粒子をがん細胞へ噴霧してから12時間培養した際の (a) 位相差および (b) 蛍光像．

以上により、無機／有機複合晶析技術によって、色素を含有した無機ナノ粒子の合成技術を確立した。合成した

ハイブリッドナノ粒子は、生体親和性が高かった。発光特性は、色素分子間相互作用と無機イオン－色素間相互作用

によって制御でき、細胞イメージングに最適な発光特性であった。また、低エネルギー励起光（可視光450 nm以上

の長波長領域）で発光するため、生体組織劣化がなかった。さらに、無機イオン・析出または金属アルコキシド・縮

合反応によって、発光色素を包接しているため、耐光性が向上した。本研究の性能は、「細胞にやさしく高い観察感度で

微小な腫瘍を検出できる低侵襲診断技術」として総括され、日本国の医療技術へ貢献できる。


