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総論の部 

緒言 

 

単層カーボンナノチューブ (single walled carbon nanotube: SWCNT)1, 2は、直径が数ナ

ノメートル、長さが数百ナノメートルから数マイクロメートルのサイズのグラフェンシー

トが筒状に巻いた針状構造の物質で、広い表面積を有しているために機能性分子を表面に

付加することで各種機能化が期待できる 3-5。また、水溶液中に分散した SWCNT は、細胞

表面に直接貫入、あるいはエンドサイトーシスによって、細胞に良く取り込まれることが報

告されている 6, 7。このような特性から、SWCNT は薬物や遺伝子などを対象とするドラッ

グデリバリーシステム (DDS)キャリアとしての応用が注目されている。他方、SWCNT は

光エネルギーを熱エネルギーに変換する光学特性を有しており、近赤外線照射による発熱

効果を利用してがん細胞死を誘導する光線温熱療法 (photothermal therapy: PTT)8, 9への

展開が研究されている。また、近赤外線照射による活性酸素種の生成も報告されており、抗

がん治療としての光線力学療法 (photodynamic therapy: PDT)10 への適用も研究されるな

ど、SWCNT は医療分野において非常に有用なナノ材料となっている。 

SWCNT は、このように有用な構造と特性を有するが、一方その疎水性のため水溶液中に

安定に分散させることが極めて難しいことがライフサイエンス分野への応用における問題

となっている。そこで筆者の属する薬品動態制御学分野では、分散安定性や生体適合性の向

上、機能化を考えて、両親媒性ペプチドを分散剤 8, 11 として用い SWCNT 表面を被覆した

複合体を開発してきた。SWCNT とペプチドとの複合体においては、ペプチドのアミノ酸配

列をデザインすることにより、遺伝子と静電的相互作用に基づいて複合体を形成し送達す

る遺伝子キャリアや、薬物を官能基に結合させた薬物送達キャリアとしての応用が期待で

きる。そこで筆者は、両親媒性ペプチドとして KWKG 配列を 7 回繰り返す(KWKG)7ペプ

チドを用いて SWCNT を複合体化し、さらにこれをポリエチレングリコール (PEG)で修飾

することにより、水溶液中や生理的条件下で安定に分散する複合体材料の開発を行った。検

討の結果、優れた分散性を有する PEG 修飾 SWCNT-(KWKG)7複合体が調製できたことか

ら、筆者は次に SWCNT を DDS キャリアとして応用するために必要な基盤技術の確立を

目指して基礎的な検討を行った。研究の具体的成果としては、ポリカチオン性の SWCNT

複合体とプラスミド DNA が静電的相互作用で複合体化した遺伝子デリバリーシステム、お

よび抗がん剤マイトマイシンＣ (MMC)を複合体に結合させた薬物徐放化デリバリーシス

テムをプロトタイプとして開発した。 

以下これらについて 3 章にわたり論述する。 
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第一章 ペプチド－カーボンナノチューブの PEG 修飾による分散 

安定化と細胞取り込みの評価 

  

SWCNT は疎水性が極めて高く、ファンデルワールス力などによってバンドル化してい

るため、単独で水溶液中や一般的な有機溶媒中に分散させることは難しい。そこで、SWCNT

の効果的な分散化がライフサイエンス分野への応用に向けて必要である。SWCNT を水溶

液中に分散する手法には大きく分けて 2 通りあり、強酸処理によって親水性官能基を導入

することで化学的に SWCNT 表面を修飾する方法 12, 13、ならびに物理的に各種分散剤を用

いて SWCNT 表面を被覆し複合体を調製して分散化する方法 14の両アプローチが開発され

てきた。一般的な化学的修飾方法は、SWCNT を H2SO4/HNO3 = 3/1 (v/v)条件下で超音波

処理を行うことでカルボキシル基を導入する方法 15に代表される。この方法では、SWCNT

表面を直接酸化するために SWCNT を構成するグラフェンシートの炭素鎖の共有結合が切

断され SWCNT 特有の構造や特性が失われる可能性があり、また親水性官能基の導入率の

制御も困難と考えられる。一方、物理的修飾方法は、超音波処理によって SWCNT のバン

ドル化を解消すると同時に、分散剤が SWCNT 表面に吸着した複合体を形成することで分

散化する方法であり、代表的な分散剤としては、両親媒性物質であるドデシル硫酸ナトリウ

ム (SDS)などの界面活性剤 16, 17やブロック共重合体 18-20などの高分子系分散剤が報告され

ている。しかし、高分子系分散剤は細胞障害性を示すものも多く、SWCNT との複合体にお

いても生体に適用した際の細胞障害性が問題となることから、生体適合性を有する分散剤

が求められる。他方、ポルフィリン 21のような芳香族化合物を分散剤として利用し SWCNT

表面と軌道相互作用であるπ-π相互作用および疎水性相互作用することで複合体を形成し

て分散化する方法もあり、さらに、多環芳香族性分子 22を利用することで SWCNT 表面と

の相互作用点が多点になり相互作用がより強化されて安定な複合体が調製できることが報

告されている。また、多環芳香族性分子として遺伝子 9, 23, 24を用いた SWCNT-DNA 複合体

が高い分散安定性を示すことも報告されている。 

筆者は、以上の知見を踏まえ、新たにデザインされた両親媒性ペプチド(KWKG)7を用い

て SWCNT の分散化を試みた。本ペプチドでは、SWCNT 表面との相互作用を強化するこ

とを目的として疎水性アミノ酸であるトリプトファン (W)を組み入れ、また SWCNT とペ

プチドの複合体の表面に電荷をもつ親水性官能基を導入することで静電的反発によって分

散化することを目指して塩基性アミノ酸リジン (K)が導入されている。 

以下、本ペプチドを用いて、SWCNT を DDS キャリアとして応用するために必要な基盤

技術の確立と DDS キャリアとしての特性の評価を目的として検討を行った。 
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第一節 SWCNT－ペプチド複合体の調製 

  

SWCNTはライフサイエンス分野の中でも特にDDSへの適用が期待されている 3-5。DDS

においては、特定臓器や細胞への薬物の選択的な送達が重要な課題であり、各種キャリア開

発において標的指向能をどのように付加するかが大きな問題となっている。一般的にキャ

リアのサイズが数百ナノメートルの場合は、腫瘍組織に対して EPR (enhanced 

permeability and retention)効果 25, 26などで集積することが知られており、特有の構造を

有する SWCNT もキャリアとして利用すると腫瘍組織に蓄積する傾向があることが報告さ

れている 27。また、選択的に認識するターゲティングリガンドを付加することで標的に能動

的に送達することも可能で、RGD ペプチド 28、epidermal growth factor (EGF)29、抗体 30, 

31などを標識することで効率的なデリバリーの可能性が示唆されている。また、低分子薬物

だけでなく、遺伝子 32、siRNA33, 34、タンパク質 35などを対象とした DDS 開発も報告され

ている。しかしながら、これらを実現するためには、先ず SWCNT が水系で安定に分散す

ることが前提条件となるので、本節では、SWCNT の分散剤としてペプチドをデザインし、

続いてこれを用いて調製した SWCNT との複合体の特性を評価した。 

 

1-a (KWKG)7のデザインと SWCNT 複合体の調製 

 

薬品動態制御学分野では、(EF)14、(KF)14、(EFEA)7、(KFKA)7などの両親媒性ペプチド

をデザインして SWCNTとの複合体を形成させることによる SWCNTの分散化手法を開発

してきた 8, 11。これらのペプチドと SWCNT とは、フェニルアラニン (F)残基のベンゼン環

と SWCNT 表面が多点で相互作用することによって複合体を形成する。一方、これらの

SWCNT 複合体は水溶液中に分散するものの分散安定性は相対的に低く、透析によって複

合体を形成していないフリーのペプチドを除いた状態では、最長でも 1 週間以内に凝集が

起こった。 

そこで筆者らは、両親媒性ペプチドを分散剤に用いる SWCNT の分散化というコンセプ

トはそのままに、SWCNT－ペプチド複合体の DDS キャリアへの応用を目指してより高い

分散安定性を有する SWCNT 複合体の調製に取り組んだ。先ずペプチドのアミノ酸配列の

再設計を行い、SWCNT 表面との相互作用の強化、およびペプチドをフレキシブルにするこ

とで相互作用しやすくすることを基本としてペプチドをデザインした。本研究では、

(KFKA)7 ペプチドに対して、フェニルアラニン (F)残基をトリプトファン (W)残基に、ア

ラニン (A)残基をグリシン (G)残基に変更した KWKG 配列が 7 回繰り返す両親媒性

(KWKG)7ペプチドを分散剤として SWCNT の分散化を試みた。SWCNT-(KWKG)7複合体

は非常に安定に分散し、透析によってフリーの(KWKG)7ペプチドを除いた状態でも 1 年以

上安定に分散した。 

SWCNT と(KWKG)7 ペプチド (Fig. 1)との複合体は、重水中で超音波処理することで
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SWCNT のバンドル化が瞬間的に解消されると同時に、SWCNT 表面と(KWKG)7ペプチド

のトリプトファン残基のインドール骨格が、多点でπ-π相互作用ならびに疎水性相互作用

することによって複合体を形成する。また、SWCNT-(KWKG)7複合体のリジン残基のアミ

ノ基がプロトン化されることで水溶液中に安定に分散することができる。本研究では、2 mg

の SWCNT、10 mg の(KWKG)7ペプチドと重水 5 ml を加え、超音波を 1 時間照射するこ

とで SWCNT-(KWKG)7複合体の分散液を調製した (Fig. 2)。 

 

 

 

 

 

次に、得られた SWCNT 分散液中には不溶

な SWCNT 凝集物が混在していることから、

超遠心処理を行って SWCNT凝集物を沈殿さ

せ、上清を分取して分散化した SWCNT-

(KWKG)7複合体を単離した。さらに、透析処

理によって SWCNT表面と相互作用しなかっ

たフリーの(KWKG)7ペプチドを除いた。透析

後の SWCNT-(KWKG)7 複合体は水溶液中で

１年以上分散状態を保つことが確認された。

また、チオール基を導入した SWCNT－ペプ

チド複合体の調製は、10 mg の(KWKG)7と 1 

mg の CWKG(KWKG)6 の混合物を用いて

SWCNT を分散化することで調製した。 

 SWCNT-(KWKG)7複合体の分散安定性は pH に依存し、中性領域から pH 10 までは安定

に分散し、pH 11 以上では凝集が起こった (Fig. 3)。これは、SWCNT-(KWKG)7複合体の

リジン残基のα-アミノ基の pKa が約 10.5 であるため 36、pH 10 までの水溶液中ではアミ

ノ基がプロトン化されたポリカチオン複合体として安定に分散し、pH 11 以上では脱プロ

トン化されることで凝集すると考えられる。 

Fig. 2 Dispersion of SWCNT with 

amphiphilic (KWKG)7 peptide by 

sonication. 

SWCNT dispersion was prepared with 

(KWKG)7 peptide in 5 ml D2O solution by 

sonicating with 2 mg SWCNT and 10 mg 

(KWKG)7 peptide in a glass tube for 1 hr 

with a UD-201 ultrasonic disruptor on ice. 

 

Fig. 1 Chemical structure of (KWKG)7 and CWKG(KWKG)6 peptide. 
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本研究では、SWCNT および(KWKG)7ペプチドの水溶液中濃度は、SWCNT-(KWKG)7複

合体の吸収スペクトルより求め、SWCNT 濃度は 808 nm における SWCNT の吸光度とモ

ル吸光係数 4を用いて、(KWKG)7ペプチドの濃度は 280 nm におけるトリプトファンの吸

光度とモル吸光係数 37, 38を用いて計算により得た。複合体中で SWCNT に対する(KWKG)7

ペプチドの重量は約 2.5 倍であり、SWCNT 表面上を(KWKG)7ペプチドが十分に覆ってい

ることで安定に分散していると考えられる。 

 

 

 

1-b SWCNT-(KWKG)7複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価 

 

生理的条件下での分散安定性を評価するため、細胞培養

培地中に添加後の分散安定性の観察を行った。細胞を接着

させた 12-ウェルプレートの細胞培養培地中に SWCNT-

(KWKG)7複合体を添加してインキュベート後に、目視にて

SWCNT-(KWKG)7複合体の分散安定性を確認した。右の写

真のように SWCNT-(KWKG)7 複合体は、培地に添加後、

DMEM、Opti-MEM 両メディウム中ともに短時間のうち

に凝集が起こった  (Fig. 4)。したがって、SWCNT-

(KWKG)7 複合体は生理的条件下における分散安定性を改

善する必要があると判明したことから、本研究では

SWCNT-(KWKG)7複合体の表面のアミノ基に対して PEG

修飾を行うことによって凝集を抑制して分散安定性を向

上する手法を採用することとした。 

 

Fig. 3 pH-dependent dispersion stability of 

SWCNT-(KWKG)7
7 

complex. 

SWCNT-(KWKG)7 complex was added to pH 6.5 

MES buffer, pH 8.0 HEPES buffer and pH 10.0 or 

pH 11.0 2-aminoethanol buffer of 50 mM. 

Fig. 4 Visual observation of 

the dispersion stability of the 

SWCNT-(KWKG)7 complex 

without PEGylation in the 

cell culture medium. 
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1-c 考察 

 

ポルフィリン 21などの芳香族性化合物を分散剤として利用した SWCNT 複合体は、π-π

相互作用および疎水性相互作用によって複合体を形成するが、π-π相互作用は疎水性相互

作用と比べてより強いため、π-π相互作用を利用した複合体はより安定な複合体を形成す

ると期待される。π-π相互作用は DNA の二重らせんの高次構造の安定化や芳香族性化合

物の自己集合化など立体配座や超分子構造の形成に影響を与える。また、アジド基に対して

高い選択性と反応性を持つ三重結合化合物シクロオクチン (cyclooctyne)は、タンパク質な

どを修飾するためのクリック反応 39 において幅広く利用されているが、本反応はシクロオ

クチンがπ-π相互作用した疎水性環境下では遷移状態が安定化して反応性が高まることが

報告されている 40-42。以上のように、SWCNT の表面被覆にπ-π相互作用を利用すること

は有用であり、さらに効果的な方法としては多環芳香族性分子 22 を用いることが報告され

ている。多環芳香族性分子である DNA9, 23, 24を分散剤として用いた複合体は、SWCNT 表

面と多点でπ-π相互作用し、分散剤である DNA の交換も極めて遅く、非常に安定な

SWCNT 複合体であることが報告されている。 

 今回デザインした両親媒性ペプチドは、SWCNT と複合体を調製した時にβシート構造

11 を形成して SWCNT 表面を被覆することも期待して設計された。しかし、SWCNT-

(KFKA)7複合体の場合は、CD スペクトル測定を行ったところβシート構造に特徴的なスペ

クトルは検出されなかった。SWCNT-(KWKG)7複合体については CD スペクトル測定を行

っていないために直接的に構造を解析することはできないが、CWKG(KWKG)6ペプチドの

SWCNT 複合体に対しリガンド修飾を試みた際、SWCNT－ペプチド複合体のペプチド濃度

に対して 30%程度の濃度の EGF を添加した場合に短時間のうちに凝集が起こることが判

明し、リガンド修飾は難しいことが確認された。SWCNT－ペプチド複合体のペプチドがβ

シート構造を形成していれば、その構造は主鎖のアミノ基とカルボキシル基が水素結合す

ることで安定化され、リガンドとペプチドとの交換は抑制されると考えられる。以上より、

本複合体ではペプチドが SWCNT 表面に対してβシート構造を形成せずに被覆している可

能性が考えられるが、これについては更なる検討が必要である。調製した SWCNT-

(KWKG)7複合体における(KWKG)7ペプチド濃度の SWCNT 濃度との比は約 2.5 倍である

ため、ペプチドが特定の構造を形成していなくても SWCNT 表面は安定に分散する程度に

ペプチドが覆っていると考えられる。 
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第二節 PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7複合体の調製 

  

SWCNT-(KWKG)7複合体は、水溶液中では 1 年以上安定に分散し、合理的な pH 依存的

分散安定性を示すなど非常に安定な分散状態を形成するが、一方、SWCNT 複合体を医療分

野に適用するためには生理的条件下での分散安定性が極めて重要である。そこで、前節では

SWCNT-(KWKG)7複合体の生理的条件下での安定性を評価するために、生理的 pH のもと

各種アミノ酸、糖、牛胎児血清を含有する細胞培養培地中での分散安定性の評価を行い、

SWCNT-(KWKG)7 複合体を細胞が接着したプレートの細胞培養培地中に添加したところ、

短時間のうちに凝集が起こることが判明した。そこで、生理的条件下においても凝集を抑制

して安定に分散化する方法として PEG 修飾を選び、PEG 鎖に基づく立体障害によって

SWCNT-(KWKG)7複合体間の相互作用を抑制することで分散安定化を試みた。 

SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾は、(KWKG)7ペプチドのリジン残基のアミ

ノ基に対して行った。両末端に NHS エステル基 43とメチル基を有し、重合度が 12 の PEG

鎖からなる PEG 化試薬 succinimidyl-[(N-methyl)-dodecaethyleneglycol] ester [Methyl-

(PEG)12-NHS ester, MS(PEG)12]を使用し、中性付近でリジン残基のアミノ基と MS(PEG)12

の NHS エステル基とを縮合させてアミド結合を形成することで PEG 修飾を行った。

SWCNT-(KWKG)7複合体のリジン残基のα-アミノ基の pKa は約 10.5 であるとともに 36、

プロトン化と脱プロトン化は平衡反応であることから、中性付近の pH のバッファー中では

大部分のアミノ基はプロトン化される方向に平衡は傾いている。その環境中において、一部

の脱プロトン化されたアミノ基が MS(PEG)12 の NHS エステル基と反応することで PEG

修飾が進行する。バッファーの pH が塩基性になるほど脱プロトン化されたアミノ基の割合

が増加するため、PEG 修飾に対しては塩基性の方が反応速度は上昇すると考えられるが、

SWCNT-(KWKG)7複合体の分散安定性に対してはプロトン化されたアミノ基の割合が減少

するために好ましくない。一方、pH が酸性になるほどプロトン化されたアミノ基の割合が

上昇するために分散安定性は向上するが、PEG 修飾に対しては問題となる。この両者のバ

ランスを考えて pH 8.0 のバッファー中にて PEG 修飾を行うことに決定した。SWCNT-

(KWKG)7複合体に対して、pH 8.0、25 mM HEPES バッファー中で、2.5 mM の MS(PEG)12

を SWCNT-(KWKG)7複合体のアミノ基に対して、10%から 50%当量添加して反応時間 2 時

間にて PEG 修飾を行った (Fig. 5)。反応後、未反応の MS(PEG)12 は遠心ろ過によるバッ

ファー交換で除いた。 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体における PEG 修飾されたアミノ基の定量は、初めに

ニンヒドリン反応によって SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の遊離アミノ基の定量を行

った。しかし、定量された結果は、反応溶液中の MS(PEG)12が 100%反応したと仮定した

時の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の遊離アミノ基よりも少ない割合が定量される結

果となったために、ニンヒドリン反応では定量的な結果を得ることができなかった。そこで、

両末端に FITC44 と NHS エステル基を有する FITC-(PEG)12-NHS を合成し、MS(PEG)12
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の代わりに用いて、同一条件で修飾を行って FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7複合体

を合成した後に吸収スペクトルから FITC の吸光度とモル吸光係数 45, 46 を用いて PEG 修

飾されたアミノ基の定量を行った。そして次に、PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7 複合体

の生理的条件下における分散安定性の評価を行った。SWCNT-(KWKG)7 複合体に対する

PEG 修飾の分散安定性に対する影響を評価するため、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を

細胞が接着したプレートの培地中に添加し、37 ℃でインキュベートして経時変化を観察す

ることで評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-a FITC-(PEG)12-NHS の合成 

 

PEG 修飾率の測定に向け、FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7複合体合成の第一段階

として、FITC-(PEG)12-NHS の合成を行った。FITC-(PEG)12-NHS の合成は 2 段階で行い、

①両末端がアミノ基とカルボキシル基である PEG 試薬 Carboxyl-(dodecaethyleneglycol) 

ethylamine [Carboxyl-(PEG)12-amine, CA(PEG)12]を用い、FITC のイソチオシアネート基

とCA(PEG)12のアミノ基を反応させることで末端に FITCを持つ FITC-(PEG)12-COOHの

合成を行った 47。その後、②FITC-(PEG)12-COOH のカルボキシル基に対して NHS エステ

ル化を行った (Fig. 6)。 

 

 

Fig. 5 Schematic illustration of the PEGylation of SWCNT-(KWKG)7. 

Fig. 6 Schematic illustration of the preparation of the FITC-(PEG)12-modified SWCNT-

(KWKG)7 complex. 
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１段階目の反応は、3 mM の FITC と 6.5 mM の CA(PEG)12を pH 8.0、50 mM HEPES

バッファー中で 12 時間反応させて合成した。その後、逆相高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)にて、octadecyl silica (ODS) カラム（C18-ARⅡ COSMOSIL、ナカライテスク社

製）、0.1%トリフルオロ酢酸 (TFA)を含むアセトニトリル濃度が 30% - 70%、20 min の

gradient mode の移動相条件にて精製を行った (Fig. 7)。目的の合成物は保持時間が約 13

分のフラクションから分取して MALDI 型質量分析計にて分子量の確認を行い、凍結乾燥

後に N,N-dimethylformamide (DMF)中に再溶解した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 段階目の反応は、合成した FITC-(PEG)12-COOH のカルボキシル基に対して、N,N’-

diisopropylcarbodiimide (DIPCI)とN-hydroxysuccinimide (NHS)を 5当量加えて 1.5時間

反応させて NHS エステル化した。反応後、逆相 HPLC にて C18-ARⅡカラム、アセトニト

リル濃度が 10% - 70%、25 min の gradient mode、その後 70%、5 min の isocratic mode

の移動相条件にて精製を行った (Fig. 8)。目的とする生成物は保持時間が約 23.5 分のフラ

クションから分取して MALDI にて分子量を確認し、分取した FITC-(PEG)12-NHS は凍結

乾燥後に DMF 中に再溶解して SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾率の定量に使

用した。 

 

 

Fig. 7 HPLC purification and mass spectra of FITC-(PEG)12-COOH. 

FITC-(PEG)12-COOH was purified with reverse-phase high-performance liquid chromatography 

(HPLC) with C18-ARⅡColumn, eluted with water and acetonitrile mixture containing 0.1% 

trifluoroacetic acid (TFA) in a gradient mode from 30% to 70% in acetonitrile concentration 

percentage for 20 min. 

Molecular weight of FITC-(PEG)12-COOH was analyzed by MALDI-TOFMS (Matrix assisted laser 

desorption/ ionization- time of flight mass spectrometry. 
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2-b SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾率の定量 

 

FITC-(PEG)12-NHS を使用して MS(PEG)12を用いた PEG 修飾の場合と同一条件で修飾

を行って FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7複合体を合成し、反応後の未反応の FITC-

(PEG)12-NHSを透析で除いた後に FITC の吸光度から定量した。得られた PEG 修飾率は、

SWCNT-(KWKG)7複合体のアミノ基の濃度に対して FITC-(PEG)12-NHS を 10% - 50%当

量添加した時、それぞれ 4.1% - 13.3%のアミノ基が修飾された結果となった。1 つの

(KWKG)7ペプチド分子に対しては、それぞれ 0.6～2.0 個の PEG が修飾された (Fig. 9)。

また、SWCNT-(KWKG)7 複合体の一部のアミノ基が PEG 修飾されることによってプロト

ン化したアミノ基量が減少することから生じる SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の分散

安定性に対する影響は見られなかった。以後の実験において、同一条件で修飾を行うことを

前提に本実験での定量により得た FITC-(PEG)12-NHS の修飾率を MS(PEG)12 を用いて修

飾した際の PEG 修飾率として用いることとした。また、本研究では、(KWKG)7 と

CWKG(KWKG)6 ペプチドの混合物を用いた SWCNT－ペプチド複合体や SWCNT-

CWKG(KWKG)6 複合体についても検討を行っているが、これら SWCNT 複合体に対する

PEG 修飾率は、CWKG(KWKG)6が(KWKG)7と比較してアミノ基が 1 残基少ないだけであ

るため、PEG 修飾率や分散安定性への影響は無いと考えて、同一条件で修飾を行うことを

前提に本実験で定量した PEG 修飾率を数値として用いた。 

Fig. 8 HPLC purification and mass spectra of FITC-(PEG)12-NHS.  

FITC-(PEG)12-NHS was purified with reverse-phase HPLC with C18-ARⅡColumn, eluted with 

water and acetonitrile mixture containing 0.1% TFA in a gradient mode from 10% to 70% in 

acetonitrile concentration percentage for 25 min, and molecular weight of FITC-(PEG)12-NHS was 

analyzed by MALDI-TOFMS. 
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2-c Biotin-(PEG)12-NHS を用いた PEG 修飾率の測定 

  

FITC-(PEG)12-NHS を用いて PEG 修飾率の測定を行った (2-b)の実験に対して、FITC

の代わりに、末端に Biotin を有する PEG 化試薬 Biotin-(PEG)12-NHS 48を用いて SWCNT-

(KWKG)7複合体に対して修飾を行った後に、Biotin の定量を行うことで PEG 修飾率の定

量を行う方法も併用した。PEG 修飾条件は (2-b)における FITC-(PEG)12-NHS を用いた修

飾や MS(PEG)12 を用いた修飾と同一条件で Biotin-(PEG)12-NHS を用いて SWCNT-

(KWKG)7複合体に対して PEG 修飾を行い、Sensolyte® Biotin 定量キット（コスモバイ

オ社製）にて Biotin 定量を行って PEG 修飾率の定量を試みた。 

 得られた PEG 修飾率は、反応溶液中の Biotin-(PEG)12-NHS が SWCNT-(KWKG)7複合

体のアミノ基に対して 10% - 50%当量添加した時、それぞれ 3.8% - 15.5%のアミノ基が修

飾される結果となり、1 分子の(KWKG)7ペプチドに対しては、それぞれ 0.58 - 2.3 個の PEG

が修飾されることが示された (Fig. 10)。以上のように、Biotin-(PEG)12-NHS を用いた

SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾率の検討でも、FITC-(PEG)12-NHS を用いた

PEG 修飾率の定量結果とほぼ同一の結果が得られた。 

Fig. 9 Estimated extents of PEG modification against numbers of amino groups or one (KWKG)7 

peptide. 

FITC-(PEG)12-NHS was added to the SWCNT-(KWKG)7 dispersion to set the molar ratio between 

10% - 50% against the total amino groups of peptide. The result represents the PEG modification 

ratio against amino groups (A) or one (KWKG)7 peptide of the SWCNT-(KWKG)7 dispersion (B) with 

the mean ± SD (n = 4). 

A B 
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2-d SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価 

  

PEG修飾したSWCNT-(KWKG)7複合体の生理的条件下での分散安定性を評価するため、

細胞培養培地中に添加後の分散安定性の観察を行った。細胞を接着させた 12-ウェルプレー

トの細胞培養培地中に SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を添加してインキュベート後、目

視にて SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の経時変化を確認した。 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を DMEM あるいは Opti-MEM をそれぞれ含んだ細

胞が接着したプレートに添加したところ、PEG 修飾率が 0%、4.1%である SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体では添加後短時間のうちに凝集が起こった。以後 PEG 修飾率依

存的に分散安定性は向上し、DMEM 中と比較すると Opti-MEM 中の方が分散安定性は良

かった。インキュベート 4 時間後では、DMEM、Opti-MEM 中それぞれ PEG 修飾率が

9.1%、6.7%以上において分散状態が維持されていた。24 時間後においても、DMEM、Opti-

MEM 中それぞれ PEG 修飾率が 13.3%、11.3%以上では凝集しないことが判明し、SWCNT-

(KWKG)7 複合体に対する PEG 修飾は生理的条件下における分散安定性を顕著に向上させ

ることが明らかとなった (Fig. 11)。 

 

 

Fig. 10 Estimated extents of PEG modification against numbers of amino groups or one (KWKG)7 

peptide. 

Biotin-(PEG)12-NHS was added to the SWCNT-(KWKG)7 dispersion to set the molar ratio between 

10% - 50% against the total amino groups of peptide. The result represents the PEG modification 

ratio against amino groups (A) or one (KWKG)7 peptide of the SWCNT-(KWKG)7 dispersion (B) with 

the mean ± SD (n = 3). 

A B 
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2-e 考察 

 

 SWCNT-(KWKG)7複合体は、水溶液中での分散安定性は高いものの細胞培養培地中での

分散安定性は非常に低かったことから、SWCNT とペプチドとの相互作用をさらに強め複

合体を安定化しても生理的条件下での十分な分散安定性は得られないと推察された。

SWCNT 表面上での(KWKG)7ペプチドの交換は非常に遅いと考えられることから、凝集は

SWCNT-(KWKG)7複合体のペプチドが外れることで起こるのではなく、培地中の塩による

塩析、SWCNT-(KWKG)7 複合体間の相互作用、SWCNT-(KWKG)7 複合体と牛胎児血清と

の相互作用など他の原因が複雑に関与して起こると考えられる。そこで、SWCNT-(KWKG)7

複合体に対する PEG 修飾によって相互作用による凝集の抑制を試みた。 

PEG 修飾は、SWCNT-(KWKG)7複合体のアミノ基に対して MS(PEG)12を 10%から 50%

当量添加して行った。これは PEG 修飾することで SWCNT-(KWKG)7複合体表面のアミノ

基数が減ることから、分散に寄与するアミノ基量の減少に伴う凝集を防ぐために最大で

50%当量と設定したものである。アミノ基に対して 50%当量加えた時に 13.3%のアミノ基

が PEG 修飾されたが、細胞培養培地中での分散安定性を評価したところ 24 時間安定に分

散することが確認され、13.3%のアミノ基の修飾により十分に安定に分散化できることが判

明した。 

Fig. 11 Visual observation of the dispersion stability of the SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 complex with 

different extents of modification in DMEM (A) and Opti-MEM (B) of the cell culture medium. 

The SWCNT-(KWKG)7 dispersion with various modification ratios was incubated for 24 hr under 

5% CO2 at 37 ℃ and visually observed for 24 hr. The percentages at the top of the panels represent 

the extent of PEG modification on amino groups (%). 

 

A B 
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本研究では、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体と遺伝子とのコンプレックスの形成など

諸条件を考えて、重合度が 12 の PEG 化試薬を用いた。SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体

のサイズは、SWCNT の直径を 1 nm と仮定すると SWCNT-(KWKG)7複合体としての直径

は約 3 nm となり、一方で MS(PEG)12は長さが約 4.5 nm であるため、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体は直径 3 nm、長さが約 200 nmの針状構造のキャリア表面に 4.5 nmの PEG

が結合していると考えられる。したがって、例えば遺伝子とコンプレックスを形成した時は、

遺伝子の方がサイズは大きいために遺伝子の表面に SWCNT 複合体が多数結合した構造を

とると考えられ、スケールが異なるために長さが 4.5 nm の PEG の存在により大きな影響

は無いと考えられる。 

本節では、PEG 修飾されたアミノ基の定量は FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7 複

合体を調製して FITC の吸光度から行った。従って細胞取り込み実験など以後の実験にお

ける PEG 修飾もすべて FITC-(PEG)12-NHS を用いて行うことも考えられたが、FITC-

(PEG)12-NHS の末端は FITC で疎水的であるため、FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7

複合体と末端がメチル基の MS(PEG)12で修飾した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体では

各種物性特に分散安定性が変化していると考えられる。そこで、以後の検討では PEG 修飾

は MS(PEG)12を用いて行い、蛍光標識は SWCNT 複合体の物性に対する影響を出来るだけ

小さくするために CWKG(KWKG)6ペプチドを(KWKG)7ペプチドに加え、蛍光顕微鏡観察

や FACS 測定に適した BODIPY TMR44, 49を用いて標識を行った。 
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第三節 PEG 修飾した SWCNT－ペプチド複合体の細胞取り込み動態の評価 

  

PEG 修飾した SWCNT－ペプチド複合体の細胞取り込み動態について評価することを目

的に 2 通りの方法で SWCNT 複合体を蛍光標識した。第一の方法は、蛍光物質 BODIPY 

TMRを標識 44,49したペプチドを合成した後、その BODIPY TMR標識ペプチドと(KWKG)7

とのペプチド混合物を用いて SWCNT を分散することで BODIPY TMR 標識 SWCNT 複

合体を調製する方法であり、第二の方法は(KWKG)7、CWKG(KWKG)6の両ペプチド混合物

を用いて SWCNT－ペプチド複合体を先に調整し、続いて SWCNT－ペプチド複合体のシ

ステイン残基のチオール基に対してリンカーを介してBODIPY TMR標識する方法である。 

後者の方法では、SWCNT－ペプチド－BODIPY TMR-PEGn linker 複合体を 3 段階に分

けて合成した。初めに BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide の合成を 2 段階で行った。①

BODIPY TMR-C5-maleimide のマレイミド基に対して 2-mercaptoethylamine (システア

ミン)を反応させ、アミノ基を付加することでマレイミド基からアミノ基に官能基変換を行

った。②合成した BODIPY TMR-NH2に対して、両末端にマレイミド基と NHS エステル

基を有する SM(PEG)n を反応させて BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を合成した。③

CWKG(KWKG)6 含有 SWCNT－ペプチド複合体に BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を

添加して SWCNT－ペプチド－BODIPY TMR-PEGn linker 複合体を合成した。未反応の

BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を透析で除いた後に、BODIPY TMR の吸光度とモル吸

光係数 50を用いて標識量を定量した。加えて、SWCNT－ペプチド複合体の分散安定性を向

上させるために(PEG)12修飾を施した SWCNT－ペプチド－(PEG)12複合体に対して、重合

度が 12 の PEG 鎖のリンカーを介して BODIPY TMR-(PEG)12-maleimide による蛍光標識

を行って PEG 修飾による蛍光強度に対する影響の評価を行った。 

蛍光スペクトル測定から、2 通りの BODIPY TMR 標識 SWCNT 複合体の調製で得た知

見から標識条件の最適化を検討した。そこで、分散安定性を持たせるために(PEG)12修飾し

たうえで定量的な結果が得られる条件で BODIPY TMR 標識した BODIPY TMR 標識

SWCNT－ペプチド－(PEG)12複合体を合成し、細胞取り込み実験を行って蛍光顕微鏡観察

とフローサイトメトリー法 (FACS)による定量的な評価を行った。 
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3-a BODIPY TMR 標識したペプチドを用いた蛍光標識 SWCNT 複合体の調製 

  

BODIPY TMR 標識ペプチドの合成は、CWKG(KWKG)6ペプチドのチオール基に対して

マレイミド基を有する BODIPY TMR C5-maleimide を用いて標識を行った (Fig. 12)。 

 

 

 

 

 

0.02 mM の BODIPY TMR C5-maleimide と 0.17 mM の CWKG(KWKG)6ペプチドを

pH 7.5、20 mM Tris バッファー中で 12 時間反応させ、逆相 HPLC で C18-ARⅡカラム、

アセトニトリル濃度が 15% - 70%、 60 min の gradient mode の移動相条件で精製を行っ

た (Fig. 13)。目的の BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6ペプチドは保持時間が約 26 分のフ

ラクションから分取して MALDI にて分子量を確認した。 
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Fig. 13 HPLC purification and mass spectra of BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 peptide.  

BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 peptide was purified with reverse-phase HPLC with C18-

ARⅡColumn, eluted with water and acetonitrile mixture containing 0.1% TFA in a gradient mode 

from 15% to 70% in acetonitrile concentration percentage for 60 min, and molecular weight of 

BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 peptide was analyzed by MALDI-TOFMS. 

 

Fig. 12 Schematic illustration of the synthesis of BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 peptide. 
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その後、BODIPY TMR 標識 SWCNT－ペプチド複合体の調製は、ペプチドの重量比で

(KWKG)7 : BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 = 50 : 1、 100 : 1 の混合ペプチドを用いて

SWCNT を分散することで調製した。蛍光スペクトルは、SWCNT による散乱光などの影

響を防止するために SWCNT 濃度を 1 µg/ml に希釈し、蛍光分光光度計（FluoroMax-4、

堀場製作所社製）で 544 nm の励起光で蛍光スペクトルを測定した。そして、フリーの同濃

度の BODIPY TMR の蛍光強度を 1 として比較した。 

結果は、(KWKG)7 : BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 = 50 : 1 の混合ペプチドを用いて調

製した SWCNT 複合体の場合は、相対蛍光強度は約 4.8 %、100 : 1 の場合は約 4.4 %であ

り、BODIPY TMR 標識ペプチドを用いた SWCNT の分散ではほぼ蛍光は観察されないこ

とが判明した (Fig. 14)。SWCNT を分散する時、BODIPY TMR が SWCNT 表面に対して

直接疎水性相互作用をする影響と考えられる。この相互作用により、BODIPY TMR に対す

る励起エネルギーの一部が SWCNT 側に移行することで励起が不十分となり、フリーの

BODIPY TMR と比較して蛍光強度が顕著に減少する結果になったと考察される。また、

SWCNT と蛍光物質が相互作用すると蛍光強度が低下するという報告もされている 51, 52こ

とから、SWCNT 複合体に対して蛍光標識した上で十分な蛍光強度を得るためには、蛍光物

質と SWCNT 表面との相互作用を抑制して蛍光物質が水溶液中を動いているような環境を

実現する必要がある。そこで次に、ペプチドと蛍光物質との間にリンカーを介して結合させ

ることで、蛍光物質と SWCNT 表面との相互作用を抑制する標識手法を試みた。 
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Fig. 14 Absorbance spectrum of BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6 peptide and relative fluorescent 

intensity of BODIPY TMR conjugated to the SWCNT-CWKG(KWKG)6 complex without PEG 

linker. 

The relative fluorescent intensity of the SWCNT-peptide dispersion with (KWKG)7 and 

CWKG(KWKG)6-BODIPY TMR without PEG linker at a 50:1 or 100:1 weight ratio compared to 

that of free BODIPY TMR at the same concentration is shown. 
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3-b CWKG(KWKG)6ペプチド含有 SWCNT－ペプチド複合体に対する BODIPY TMR- 

(PEG)n-maleimide を用いた蛍光標識 

 

 SWCNT－ペプチド複合体をペプチドの重量比で(KWKG)7 : CWKG(KWKG)6 = 10 : 1 の

ペプチド混合物を用いて調製し、SWCNT－ペプチド複合体のシステイン残基のチオール基

に対して、PEG 鎖からなるリンカーを介して BODIPY TMR 標識を行った。BODIPY TMR-

(PEG)n-標識 SWCNT－ペプチド複合体の調製は 3 段階の合成により行った (Fig. 15)。  

  

Fig. 15 Schematic illustration of the preparation of the BODIPY TMR-(PEG)n- modified SWCNT-

peptide and SWCNT-peptide-(PEG)12-BODIPY TMR-PEGn linker complexes. 
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１段階目は BODIPY TMR C5-

maleimide に対してシステアミンの

付加を行った。0.14 mM の BODIPY 

TMR C5-maleimide と 1.4 mM のシ

ステアミンを pH 7.5、20 mM Tris バ

ッファー中で 5 時間反応させ、逆相

HPLC で C18-ARⅡカラム、アセトニ

トリル濃度 30% - 70%、30 min の

gradient mode の移動相条件で精製を

行った  (Fig. 16)。目的の合成物

BODIPY TMR-NH2 は、保持時間約

19.5 分のフラクションから分取して

MALDI にて分子量を確認し、凍結乾

燥後に DMF 中に再溶解した。 

２段階目は、BODIPY TMR-NH2に

SM(PEG)n (n = 2, 4, 6, 8, 12, 24)を結合させて BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を合成し

た。0.3 mM の BODIPY TMR-NH2に対して 0.3 mM の triethylamine (TEA)を加えて 30

分間反応させてプロトン化したアミノ基の脱プロトン化を行った。そこに、SM(PEG)nを同

等量加えて 24 時間反応させ、BODIPY TMR-NH2のアミノ基と SM(PEG)nの NHS エステ

ル基との間でアミド結合させることで BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide の合成を行った。

反応後、pH 7.5、20 mM Tris バッファー中で SWCNT－ペプチド複合体のチオール基に対

して 3 当量の BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を添加して 5 時間反応させて BODIPY 

TMR-(PEG)n-標識 SWCNT－ペプチド複合体を調製した。未反応のBODIPY TMR-(PEG)n-

maleimide は透析で除き、標識率は BODIPY TMR の 544 nm の吸光度とモル吸光係数 50

を用いて定量した。蛍光スペクトルは、SWCNT 濃度を 1 µg/ml に希釈して 544 nm の励起

光で測定し、フリーの同濃度の BODIPY TMR の蛍光強度を 1 として比較した。 

加えて、SWCNT－ペプチド複合体の分散安定性をより向上させるために PEG 修飾を施

した SWCNT－ペプチド－(PEG)12 複合体に対しても BODIPY TMR 標識を行って同様の

検討をした。この時、リンカー長はフリーと同程度の蛍光強度が得られる PEG 鎖とした。 

 BODIPY TMR-(PEG)n-標識 SWCNT－ペプチド複合体は、リンカー長に関係なく

SWCNT－ペプチド複合体のチオール基はほぼ 100%標識されることが確認された。一方で、

蛍光強度はリンカー長に応じて大幅に変化した。リンカーを介さずに直接チオール基に標

識した control の蛍光強度は、フリーの同濃度の BODIPY TMR に対して約 20%であった。

また、リンカー長依存的に蛍光強度は増加し、重合度が 12 以上の PEG 鎖によるリンカー

の場合はフリーの BODIPY TMR と同程度の蛍光強度が得られた (Fig. 17)。BODIPY 

TMR-(PEG)n-標識 SWCNT－ペプチド複合体の蛍光強度は、SWCNT 表面と疎水性相互作

Fig. 16 HPLC purification of BODIPY TMR-NH2.  

BODIPY TMR-NH2 was purified with reverse-phase 

HPLC with C18-ARⅡColumn, eluted with water and 

acetonitrile mixture containing 0.1% TFA in a gradient 

mode from 30% to 70% in acetonitrile concentration 

percentage for 30 min. 
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用した BODIPY TMR からの蛍光と水溶液中を動く BODIPY TMR からの蛍光の平均の値

を示すため、リンカーを介することで SWCNT 表面との疎水性相互作用がリンカー長依存

的に解消し、蛍光強度が増加していくものと考察される。 

また、分散安定性を向上するために SWCNT－ペプチド複合体のアミノ基に対して先に

(PEG)12修飾し、その後に BODIPY TMR-(PEG)12標識した SWCNT－ペプチド－(PEG)12-

BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体を合成した場合も、チオール基は分散安定化のための

PEG 修飾率によらずにほぼ全てのチオール基が標識されることが確認された。蛍光強度も

PEG 修飾率によらずほぼ一定であり、(PEG)12 修飾しない場合とほぼ同程度だった (Fig. 

17)。したがって、PEG 修飾は BODIPY TMR-(PEG)12-修飾 SWCNT－ペプチド－(PEG)12

複合体の蛍光強度に対して影響しないと考えられ、本複合体の細胞取り込み後の蛍光顕微

鏡観察や FACS 測定で観察される蛍光は、SWCNT 複合体の細胞取り込み動態を定量的に

表していると考えられる。そこで、以下 BODIPY TMR-(PEG)12-修飾 SWCNT－ペプチド

－(PEG)12複合体を用い、細胞取り込み実験を行った後に蛍光顕微鏡観察や FACS 測定を行

って SWCNT 複合体の細胞取り込み動態を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Relative fluorescent intensity of BODIPY TMR conjugated to the SWCNT-CWKG(KWKG)6 

complex with PEG linkers of various lengths (A) and with the PEG12 linker and simultaneous PEG 

modification at amino groups (B).  

The relative fluorescent intensity of the SWCNT-peptide-BODIPY TMR-PEGn linker complex 

compared to that of free BODIPY TMR at the same concentration is shown in (A). The control group 

shows fluorescent intensity of BODIPY TMR labeled directly to SWCNT dispersion without a linker. 

The relative fluorescent intensity of SWCNT-peptide-(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 

dispersion under various extents of PEG modification at the amino groups of (KWKG)7 (B). Results 

are shown as the mean ± SD (n = 4). 

A B 
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3-c PEG 修飾した SWCNT－ペプチド複合体の細胞取り込みの評価 

 

A549 細胞 53, 54を播種した grass bottom dish（松浪硝子社製）に対し、15 µg/ml SWCNT

濃度の SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体含有の培地と交

換して 4、24 時間それぞれインキュベートした。そして蛍光顕微鏡（Biozero Bz-8000、キ

ーエンス社製）を使用し、Ex/Em = 540/605 nm (BODIPY TMR, red)にて蛍光顕微鏡観察

した。 

 実験の結果、インキュベート時間ならびに PEG 修飾率依存的に取り込み量の増加が認め

られた (Fig. 18)。このことは、(2-d)で示した通り PEG 修飾した SWCNT 複合体は PEG 修

飾率依存的に分散安定性が向上していることと関係し、SWCNT－ペプチド－(PEG)12-

BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体においても PEG 修飾率依存的に培地中での分散安定

性が向上することで SWCNT 複合体の細胞取り込み量が上昇すると考察される。また、PEG

修飾はポリカチオン性の SWCNT－ペプチド複合体と細胞表面との静電的な相互作用を抑

制する方向に働くと考えられるが、PEG 修飾した SWCNT 複合体の細胞取り込みに対して

は、PEG 鎖による静電的な相互作用の抑制効果よりも分散安定性の向上の方がより重要で

あると示唆された。 

 

 

 

 

 

Fig. 18 In vitro cellular uptake of the SWCNT-peptide-(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 

dispersion.    

A549 cells were treated with a SWCNT-peptide dispersion prepared with the PEGylated 

(KWKG)7 and CWKG(KWKG)6-BODIPY TMR-PEG12 at a SWCNT concentration of 15 µg/ml for 

4 and 24 hr. The percentages in the figure represent the extent of PEG modification of amino 

groups obtained in Fig. 11. After the incubation, cells were washed with PBS and fixed with 4% 

PFA, and the cellular uptake was observed using a Biozero Bz-8000 fluorescence microscope 

with Ex/Em = 540/605 nm (BODIPY TMR, red). 
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3-d SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体の細胞取り込み量

の定量 

 

 SWCNT 複合体の細胞取り込みを (3-c)と同様の条件で行い、4、12、24 時間インキュベ

ートして、FACSCantⅡ（BD biosciences 社製）を用いて FACS 測定を行った。 

 PEG 修飾率依存的に経時的に取り込み量は増加し、(2-d)の実験の結果の通りに SWCNT

－ペプチド－(PEG)12複合体の分散安定性と関係し、分散安定性が向上するにしたがって取

り込み量は増加する結果が得られた。最も分散安定性が高く 24 時間安定に分散する

13.3%PEG 修飾した複合体が最もよく取り込まれた (Fig. 19)。SWCNT 複合体に対する

PEG 修飾による分散安定性の向上は、PEG 鎖による細胞表面と相互作用の抑制効果よりも

より重要な役割を果たしていることが定量的に示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C 

Fig. 19 FACS analysis of the cellular uptake of the SWCNT-peptide composite with (PEG)12-

(KWKG)7 at various extents of PEG modification and CWKG(KWKG)6-BODIPY TMR-PEG12 in a 

10:1 weight ratio. 

In the upper figure, representative FACS histograms for cells treated with the BODIPY TMR 

labeled SWCNT-peptide without PEG modification (A) and those for cells treated with the BODIPY 

TMR labeled SWCNT-peptide with 13.3% PEG modification (B) after 24 hr incubation are shown. 

In figure (C), the fluorescent intensity of cell samples representing the mean intensity of each 

histogram after exclusion of that of control cells. The analysis was performed using a FACSCantⅡ 

with Ex/Em = 488/585 nm. The fluorescent mean intensity is shown with the mean ± SD (n = 3). 
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3-e 考察 

 

第二節で調製した FITC-(PEG)12-修飾 SWCNT-(KWKG)7 複合体は、疎水性分子である

FITC が PEG 鎖と同量結合しているために物性や分散安定性に影響を与えることが考えら

れ、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の取り込み動態の解析には適さない。そこで、

BODIPY TMR を用いた SWCNT－ペプチド複合体修飾法を新たに開発した。最初に

BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6ペプチドを先に合成し、(KWKG)7と共に用いて SWCNT

を分散させた場合、BODIPY TMR の蛍光強度が 5%未満に顕著に減少したことから、

SWCNT 表面に直接疎水性相互作用する可能性のある標識方法では定量的な結果が得られ

ないことが示唆された。そこで、10%の CWKG(KWKG)6含有 SWCNT－ペプチド複合体の

チオール基にリンカーを介して BODIPY TMR 標識することを試みた。CWKG(KWKG)6ペ

プチドが 10%であるため、ほぼ全てのチオール基が標識されても分散安定化に使われる

(PEG)12鎖の数に対しては大幅に少ないことから、SWCNT 複合体の分散安定性や細胞取り

込みには蛍光標識は影響を与えないと考えられる。フリーの BODIPY TMR と同程度の蛍

光強度が得られる条件は、重合度が 12 の PEG リンカーを介して標識した場合であること

が明らかとなり、SWCNT 表面から約 5.3 nm 離れた位置に蛍光分子を配置する必要がある

ことが判明した。このリンカー長は分散安定化に用いられている(PEG)12とほぼ同じ長さで

あるため、重合度が 12 の PEG 鎖長以上において凝集抑制機能や蛍光分子の SWCNT 表面

との相互作用抑制が発揮される可能性が示唆される。PEG 修飾した SWCNT 複合体の細胞

取り込み量は PEG 修飾率に依存して上昇し、インキュベート途中での凝集が確認された

PEG 修飾率が 6.7%、9.1%の場合でも凝集の速度が遅いために細胞取り込み量は向上し、

最も分散安定性が高い PEG 修飾率が 13.3%の場合は 24 時間凝集をせず取り込みも高かっ

た。 SWCNT 複合体の取り込み現象を継時的に解析すると、一般的には取り込みは 13.3%

修飾の場合のように時間に対して直線的に増えると考えられるが、本検討では修飾率が低

い場合には取り込みに頭打ちが認められた。これは時間依存的に分散安定性の差の影響が

現れ、修飾率の低い場合には凝集が起こって新たに細胞表面に結合する量が減少し取り込

みが抑えられるためと考えられる。本結果からも、SWCNT 複合体を DDS キャリアとして

応用するためには分散安定性の向上が重要であることが示唆される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Time courses of cellular uptake of 

SWCNT-peptide composite by FACS 

analysis. (Reculculated fron the results 

shown in Fig. 19). 
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第二章 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を用いた遺伝子デリバ 

リー 

 

一般に遺伝子、プラスミド DNA は in vivo で単独で細胞に添加してもほとんど細胞には

導入されない。これは、細胞表面がアニオン性の細胞外マトリックスや脂質二重膜で覆われ

ているため、そもそも負電荷を有する遺伝子が細胞と相互作用することが難しいためであ

る。そこで、細胞に遺伝子を送達することができる DDS キャリアの開発が広く注目されて

いる。遺伝子導入を実現するためには、細胞膜を通過させる必要があり、カチオン性リポソ

ーム用いるリポフェクション法 55 などの化学的方法、高電圧パルスを細胞に加えることで

取り込ませるエレクトロポレーション法 56 や大容量のプラスミドＤＮＡ溶液を急速静注す

るハイドロダイナミクス法 57 などの物理的方法、ウイルスベクターを用いる生物学的方法

58, 59 などが報告されている。遺伝子デリバリー技術を医療応用に向けて展開することを考

えると、各種キャリアを利用して特定の臓器、細胞に送達することが有用であると考えられ

るが、一方、キャリアを用いた遺伝子導入では細胞に取り込まれた後に速やかにエンドソー

ム脱出 60 が起こらなければ遺伝子の分解が問題となる。そこで、各種キャリアを利用した

遺伝子デリバリーにおいては、細胞への静電的な相互作用などによる取り込みと速やかな

エンドソーム脱出を与えるキャリアの開発が求められている 61, 62。一方で、ポリカチオン

性のキャリアと遺伝子との複合体は、生理的条件下における凝集性が問題となることがあ

り、凝集物は細胞に取り込まれないと予想されるために安定に分散することが重要である。

SWCNT-(KWKG)7複合体もポリカチオン性のキャリアであり生理的条件下での分散安定性

が問題となるが、第一章の検討の結果 PEG 修飾を行うことによって分散安定性の大幅な改

善が得られた。また、PEG 修飾により分散安定化した SWCNT 複合体の細胞への取り込み

についても蛍光標識 SWCNT 複合体を用いて確認できた。したがって、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体は、それ自身分散安定性に優れるとともに、細胞にもよく取り込まれるキャ

リアであることが判明した。 

このような SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の特性から DDS キャリアとして薬物、遺

伝子、タンパク質など機能性分子を SWCNT 複合体の表面に搭載 することで細胞へのデリ

バリーが期待できる。そこで、第二章では SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体に対してプラ

スミドDNAを静電的相互作用によって複合体化したSWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複

合体を調製し遺伝子デリバリーへの応用の可能性を検討した。検討は、先ず生理的条件下で

の分散安定性が重要な要素であることからその評価を行い、次に SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA複合体における各種構成要素の最適化とPEG修飾の影響を検討するために

ゼータ電位測定、アガロースゲル電気泳動、Ethidium bromide (EtBr)溶液中の複合体の蛍

光スペクトル測定 63, 64 によって物性評価を行った。さらに蛍光標識プラスミド DNA を用

いて SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み動態を評価し、また蛍光タ

ンパク質 mKO2 をコードした 65 プラスミド DNA を用いて SWCNT-(KWKG)7-
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(PEG)12/pDNA 複合体によるタンパク発現を確認した。 

 

 

第一節 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の物性評価 

  

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を遺伝子デリバリーのための DDS キャリアとして応

用するためには、分散安定性と細胞取り込みを向上させることが重要である。SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の分散安定性は、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の場

合とはまた異なると考えられるが、本研究で用いた SWCNT 複合体は長さが数百ナノメー

トル、直径が数ナノメートルのスケール 11であり、1 つのプラスミド DNA に対して複数の

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体が静電的相互作用して複合化している形状であると考え

られる。 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製する際に、 N/P (amino 

group/phosphate group)比を大きくよりカチオニックな方向に調製した場合には、結果と

して SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体全体の電荷はポリカチオン性となり、ポリ

アニオンであるプラスミド DNA の大分子の表面に、ポリカチオン性の SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 複合体が多数静電的相互作用で結合している形状が考えられる。また、SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体中では、プラスミドDNA表面を一様にSWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体が覆っているのではなく、プラスミド DNA 表面の一部は場合によっては水

溶液中に露出しているものと考えられる。そこで、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合

体の水溶液中での分散安定性は、露出したプラスミド DNA と SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12

複合体がさらに相互作用して SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体間で凝集が起こる

ことにより低下するものと考えられる。そこで、第一章と同様に、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体の生理的条件下における分散安定性を細胞が接着したプレートの培

地中に添加して経時変化を観察することで評価した。また、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体における各種物性と構成要素の影響について評価を行った。ゼータ

電位測定、アガロースゲル電気泳動による複合体の形成の確認、また SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体の EtBr 溶液中での蛍光スペクトル測定の結果を以下に説明する。 

Fig. 21 Complex formation between plasmid DNA and Pegylated SWCNT-peptide complex.  
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1-a SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価 

  

第一章において、SWCNT-(KWKG)7 複合体に対する PEG 修飾による培地中での分散安

定性と細胞への取り込みの向上を確認した。そこで SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とプ

ラスミド DNA を静電的相互作用によって複合化させ、細胞培養培地中での分散安定性を評

価した。プラスミド DNA 量を 1.5 µg に揃え各種 PEG 修飾率、N/P 比を有する SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製して DMEM 培地中に添加した。PEG の修飾条件

は、MS(PEG)12を SWCNT-(KWKG)7複合体のアミノ基に対して 10% - 50%当量反応させ

て調製し、SWCNT-(KWKG)7 複合体の量は反応させた PEG 試薬がすべてアミノ基と反応

したと仮定して残りの遊離アミノ基とプラスミド DNA が静電的相互作用で複合体を形成

した時に N/P = 20 となるように設定した。実際には、全ての MS(PEG)12が反応するわけ

ではないため、PEG 修飾前に容量を揃えたことで SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合

体の調製後の N/P 比は PEG 修飾率によって異なるがそのまま検討を行った。 

PEG 修飾率が 0%、4.1%の場合は、培地に添加してインキュベート後短時間のうちに凝

集が起こった。PEG 修飾率が 6.7%、9.1%の場合は 4 時間後、11.3%、13.3%の場合はそれ

ぞれ培地に添加後 12 時間、24 時間で凝集が起こったことから PEG 修飾率に依存して分散

安定性が向上することが判明した (Fig. 22)。SWCNT-(KWKG)7複合体を遺伝子デリバリー

のキャリアとして応用するためには、生理的条件下において分散安定化する必要があるた

めにアミノ基に対するPEG修飾率を上げて分散安定性を向上することが重要であると考え

られる。 

 次に、DMEM の代わりに Opti-MEM を用いて同様の実験を行った。PEG 修飾率が 0%、

4.1%の場合はインキュベート後短時間のうちに凝集が起こり、6.7%、9.1%の場合は 4 時間

後に凝集が起こった。一方で 11.3%、13.3%の場合は 24 時間後においても分散状態を維持

していた (Fig. 22)。したがって、DMEM と Opti-MEM の両メディウムへの対応を考える

と、PEG 修飾率が 13.3%であれば分散安定性が良く遺伝子デリバリーのキャリアとしての

応用が可能となることが示唆された。 
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 次に、上記の実験ではPEG修飾率とN/P

比が共に異なっているため、PEG 修飾率

の分散安定性に対する影響を比較するた

めに N/P = 20 に固定して複合体を調製し

て Opti-MEM 中で同様の実験を行った。 

結果は、上記の実験のPEG修飾率とN/P

比が共に異なる場合と同様であり、PEG修

飾率が 0%、4.1%の場合はインキュベート

開始後短時間で凝集が起こり、6.7%、 

9.1%の場合は 4 時間後に凝集が起こり、

11.3%、13.3%の場合は 24 時間後において

も分散状態を維持した (Fig. 23)。したがっ

て、N/P 比を固定して PEG 修飾率の影響

を比較した場合においても PEG 修飾率依

存的に分散安定性が向上し、PEG 修飾率

が 13.3%の場合は安定に分散した状態を

維持できることが判明した。また、本研究

はN/P比が大きな値の領域でSWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体を調製しているが、

Fig. 22 Visual observation of the dispersion stability of the SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite with different extents of modification and N/P ratio in DMEM (A) and Opti-MEM (B) of 

the cell culture medium. 

The SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite with various modification ratios was incubated for 

24 hr under 5% CO2 at 37 ℃ and visually observed for 24 hr. The percentages at the top of the 

panels represent the extent of PEG modification on amino groups (%) and N/P ratio. 

Fig. 23 Visual observation of the dispersion 

stability of the SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite with different extents of modification 

and N/P of 20 in Opti-MEM. 

The SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite 

with various modification ratios was incubated for 

24 hr under 5% CO2 at 37 ℃  and visually 

observed for 24 hr. The percentages at the top of 

the panel represent the extent of PEG 

modification on amino groups (%). 

 

A B 
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分散安定性に対しては N/P 比の違いはあまり影響しないことが考えられ、遺伝子デリバリ

ーのキャリアとして機能化するためには、N/P 比よりも PEG 修飾による分散安定化が重要

であると考察される。 

 この点についてさらに、N/P 比の違いによる SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体

の分散安定性の変化を評価するため、PEG 修飾率が 0%と 13.3%の 2 通りの複合体を N/P 

= 15 - 35 で調製して同様に分散安定性を観察した。PEG 修飾を行わない場合は、インキュ

ベート開始後 N/P 比によらずにまもなく凝集が起こった。一方、13.3 %PEG 修飾を施した

複合体ではN/P比によらず 24時間安定に分散した状態を維持した (Fig. 24)。したがって、

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体の分散安定性に対してはN/P比よりも PEG修飾

による分散安定性の向上が重要であることが確認できた。また、13.3%の PEG 修飾では、

N/P 比によらずに十分な分散安定化が得られ、一方で N/P 比が大きいほど細胞障害性が懸

念されるために、遺伝子デリバリーシステムの構築においては PEG 修飾比を 13.3%に固定

して、さらに適切な N/P 比を選択して機能化すればよいと考えられる。以上の SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の分散安定性の評価から、分散安定性の向上には PEG 修

飾率が重要で、13.3%PEG 修飾を行うことで N/P 比を最適化した非凝集性の遺伝子デリバ

リーキャリアとしての機能化が可能であると結論された。 

 

  

Fig. 24 Visual observation of the dispersion stability of the SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite with 0% (A) and 13,3% (B) extents of modification and N/P ratio of 15 - 35 in Opti-MEM. 

The SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite with 0% and 13.3% of modification ratios and N/P 

ratio of 15 - 35 was incubated for 24 hr under 5% CO2 at 37 ℃ and visually observed for 24 hr. 

The percentages at the top of the panels represent N/P ratio. 

 

A B 
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1-b SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体のゼータ電位測定 

  

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体のゼータ電位を PEG修飾とN/P比を変えて測

定し、これらが SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用

に与える影響を検討した。 

プラスミド DNA 単独のゼータ電位は約-40 mV であり、一方プラスミド DNA と複合化

していないキャリアである SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体のゼータ電位は約＋33 mV

だった。したがって、一定量 (0.5 µg)の

プラスミド DNA に対して加える

SWCNT 複合体量を増やし N/P 比を上

昇 さ せ て い く 場 合 、 SWCNT-

(KWKG)7/pDNA 複合体のゼータ電位

はこの DNA と複合化していないキャ

リアの値をプラトー値として漸近して

いくものと考えられる。一方、PEG 修

飾 を 施 さ な い SWCNT-

(KWKG)7/pDNA 複合体では N/P 比が

20 以上の場合は約＋30 mV 程度とな

り、プラスミド DNA と複合体を形成し

て水溶液中で非常に安定に分散してい

ると考えられる。N/P 比が 15 以下の場

合は、SWCNT-(KWKG)7複合体量の減

少に伴ってゼータ電位は低下し、N/P 比

が 3 以下ではマイナスの値を示した。

これは SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体表面のプラスミド DNA のリン酸基の割合がアミ

ノ基の割合よりも多いために負に帯電しているものと考えられる。そして、N/P = 5 が境界

であるため、それ以下ではほぼ全ての SWCNT-(KWKG)7複合体はプラスミド DNA と複合

化し、一方 N/P 比が 10 以上ではプラスミド DNA 表面と複合化した SWCNT-(KWKG)7複

合体以外の遊離した SWCNT-(KWKG)7 複合体も存在する状態であると考えられる。そし

て、ゼータ電位がマイナスからプラスに転換する N/P 比が計算上約 5 であり、SWCNT-

(KWKG)7/pDNA複合体に正電荷を持たせるためにはプラスミドDNAのリン酸基に対して

過剰のアミノ基が必要とされることが判明した。 

 PEG 修飾を施した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体では、プラスのゼータ電位はより

高い N/P 比で得られ、PEG 修飾率が 9.1%、13.3%の場合にそれぞれ N/P = 10、30 でプラ

スの値に転換した。また同じ N/P 比で比較した場合は PEG 修飾率依存的にゼータ電位の

低下が認められた (Fig. 25)。これらの結果より、PEG 修飾によってプラスミド DNA と

Fig. 25 Zeta potential of SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA composite at various PEG modification 

extents against amino groups and N/P ratio. 

0% (white diamond), 9.1% (black square) and 13.3% 

(black diamond) represented PEG modification ratio 

of the composite. The composite was analyzed with a 

Malvern Nano-ZS instrument Zetasizer. 
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SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体の間の静電的

相 互 作 用 が 抑 制 さ れ 、 SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体のゼータ電位がプラスにな

るためには、プラスミド DNA のリン酸基に対し

て過剰量の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を

加える必要があることが示唆された。プラスミド

DNAとSWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体との静

電的相互作用は平衡状態にあると考えられるが、

PEG 修飾率依存的に静電的相互作用が抑制され

ることで解離方向に移行し、よりフリーの

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体量が増加する

ことで、同じゼータ電位を示すのにより大きな

N/P 比が必要となると推察される (Fig. 26)。これ

に対し、プラスミド DNA のリン酸基と SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体のリジン残基のアミノ基間で、複合体全体のゼータ電位に及ぼす

影響が異なることも考えられるが、これらの関係にはさらなる検討が必要である。そこで次

に、アガロースゲル電気泳動によって PEG 修飾が SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合

体の静電的相互作用に及ぼす影響を検討した。 

 

 

1-c SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体のアガロースゲル電気泳動 

  

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体では、PEG 修飾率に依存して SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用が影響を受けて解離方向

に平衡が動くことが示唆されたため、アガロースゲル電気泳動を行って相互作用を評価し

た。本電気泳動では、安定な複合体を形成してフリーのプラスミド DNA が存在しない場合

にはバンドが検出されず、バンドが検出された場合は、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体

と相互作用していないフリーのプラスミド DNA の存在を示すと考えられる。ここでは、

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を PEG 修飾率が 0%、9.1%、13.3%および N/P = 

0 - 20 で調製して泳動を行った。 

最初に、PEG 修飾をしない SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体の電気泳動について、調製

後まもなく各ウェルにアプライした場合と遠心ろ過後のろ液を電気泳動した場合で行った。

両者を比較して違いは検出されず、N/P = 3 以上ではともにフリーのプラスミド DNA によ

るバンドは検出されなかった。したがって、PEG 修飾をしない SWCNT-(KWKG)7/pDNA

複合体では SWCNT-(KWKG)7 複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用は非常に強

く、N/P = 3 以上では安定な複合体を形成していることが示された (Fig. 27)。 

Fig. 26 Illustration of inhibition of 

electrostatic interaction between 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 complex and 

pDNA. 
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これに対し、PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7 複合体を用いて SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体を調製し各ウェルにアプライして電気泳動を行った結果、9.1%PEG

修飾の場合は、N/P = 10以下でフリーのプラスミドDNAのバンドが検出された (Fig. 28)。

これは PEG 鎖によりプラスミド DNA との静電的相互作用が抑制され、相互作用の平衡が

解離側に移行する結果、安定な複合体を調製するためにより多くの SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体が必要になったためと考えられる。 

また、PEG 修飾率の影響を評価するために 13.3%PEG 修飾を行った場合も同様に実験し

たところ N/P = 20 でもバンドが検出された (Fig. 28)。これは、PEG 修飾率が上昇するに

従って安定な複合体形成のためにより多くの SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体が必要と

なることを示し、本結果は、ゼータ電位測定の結果と対応していると考えられる。 

 

 

 

A B 

A B 

Fig. 28 Agarose gel electrophoresis of SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite. 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite including 9.1% (A) and 13.3% (B) PEG modified amino 

groups extents were electrophoresed at 70 V for 30 min. 

 

Fig. 27 Agarose gel electrophoresis of SWCNT-(KWKG)7/pDNA composite without PEGylation. 

SWCNT-(KWKG)7/pDNA composite (A) and the filtrate of the composite after centrifugal filtration 

(B) were electrophoresed at 70 V for 30 min. 
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1-d SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の EtBr 溶液中での蛍光測定 

  

EtBr はプラスミド DNA に対してインターカレートすると蛍光強度が著しく増大するこ

とが知られており、例えばアガロースゲル電気泳動でのプラスミド DNA の検出は EtBr を

用いて行われている。そこで、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を EtBr 溶液中に

希釈して蛍光スペクトル測定を行い、複合体中におけるプラスミド DNA の存在状態とこれ

に及ぼす PEG の影響について検討した。 

第一章において SWCNT－ペプチド複合体に対して BODIPY TMR 標識を直接行った場

合に、BODIPY TMR が SWCNT 表面と疎水性相互作用すると励起エネルギーの一部が

SWCNT 側に移行することで励起が不十分となり、フリーの BODIPY TMR に対して蛍光

強度が大幅に減少することが観察された。したがって、同様に SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体のプラスミド DNA にインターカレートした EtBr が SWCNT 表面

と相互作用すると蛍光強度が減少すると予想される。一方、PEG 修飾によって SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用が抑制されて蛍光強度が

増大することも考えられる。そこで、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体における

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用や PEG 修飾の

意味を別の観点から評価するために、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を EtBr 溶

液中に希釈して EtBr のインターカレーションによる蛍光スペクトルの測定を行い PEG 修

飾による静電的相互作用に対する影響を評価した。 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製後、0.4 µg/ml EtBr 濃度の TAE buffer

で 2 ml に希釈して励起波長 510 nm で蛍光スペクトル測定を行った。各 PEG 修飾率と N/P

比を有する SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体における蛍光スペクトルの極大値に

対して、フリーのプラスミド DNA が与える蛍光量の極大値を 1 として相対蛍光強度を N/P

比に対してプロットした。 

結果は、プラスミド DNA が SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とコンプレックスを形成

すると N/P 比の増加に伴って蛍光強度が大幅に減少し、プラスミド DNA にインターカレ

ーションした EtBr と SWCNT 表面との疎水性相互作用による消光と思われる現象が観察

された。また、同じ N/P 比で比較した場合は、PEG 修飾率依存的に蛍光強度は増加した 

(Fig. 29)。本結果は PEG 修飾により、インターカレーションした EtBr と SWCNT 表面と

の相互作用が抑制されることで蛍光強度が上昇したものと考えられるが、N/P 比の上昇に

従って SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体量も増加するため、SWCNT 表面と ErBr の直接

的な相互作用およびこれに対する PEG 修飾の影響を反映するとも考えられ、さらなる検討

が必要である 63, 64。以上の結果は、ゼータ電位測定やアガロースゲル電気泳動の実験から

得られた SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用の平衡

が PEG 修飾率依存的に解離側に移動するという結果と対応し、PEG 修飾による立体障害

により静電的相互作用が様々な影響を受けていることが示唆された。 
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1-e 考察 

 

PEG 未修飾の SWCNT-(KWKG)7 複合体とプラスミド DNA とは静電的相互作用によっ

てさらに複合化され、SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体が調製された。しかしながら、N/P 

比 10 以下の条件で SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体を調製した場合は水溶液中で調製中

に凝集が起こった。この凝集は、SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体間の相互作用によるもの

と考えられ、プラスミド DNA の露出したリン酸基と SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体表面

のアミノ基がさらに静電的相互作用することにより、複合体間の凝集が起こると考えられ

る。これに対し、N/P = 15 以上では SWCNT-(KWKG)7複合体の結合量がプラスミド DNA

表面を覆うために十分であり、水溶液中にさらにフリーの SWCNT-(KWKG)7複合体が存在

する状態であるために凝集は起こらないと考えられる。 

しかしながら、細胞培養培地中では N/P 比によらず SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体は

短時間のうちに凝集した。これに対し、第一章の検討結果より PEG 修飾された SWCNT-

(KWKG)7 複合体では培地中で PEG 鎖による立体障害、疎水性相互作用の抑制により凝集

が抑制されて分散安定性が大幅に向上 66, 67 できたことから、本章でも PEG 修飾した

SWCNT-(KWKG)7複合体を用いてプラスミド DNA との複合体を調製し、遺伝子デリバリ

ーのキャリアとしての有用性を検討した。SWCNT を利用した遺伝子デリバリーシステム

Fig. 29 Fluorescent measurement of EtBr in SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite. 

This figure shows relative fluorescent intensity of EtBr in SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite with various PEG modification extents on amino groups of SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA composite. Relative fluorescent intensity was calculated with the maximum values 

of each fluorescent intensity of the complexes in comparison to that of free plasmid DNA of the same 

amount. The fluorescent spectrum was measured with a FluoroMax-4 fluoro-spectrometer at 

excitation wavelength of 510 nm. The fluorescent spectrum was observed around 610 nm. 
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の開発においては、生理的条件下での分散安定性が最も重要であると考えられるが、検討の

結果 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA の複合体において、PEG 修飾

率に依存した分散安定性の向上が得られ、PEG 修飾により、複合体の凝集が抑制されて分

散安定性を大幅に向上できることが判明した。 

 しかしながら、PEG 修飾によって凝集が抑制できる利点はあるが、他方 SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体における SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体のアミノ基と

プラスミド DNA との静電的相互作用も抑制されることが考えられる。そこで、SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の物性について、構成条件の最適化、PEG 修飾の意味の

整理、プラスミド DNA の存在状態について検討するためにゼータ電位測定、アガロースゲ

ル電気泳動、EtBr 溶液中の蛍光スペクトル測定の 3 通りの側面から評価を行った。ゼータ

電位については、同一 N/P 比で比較したところ PEG 修飾率依存的に減少し、アガロースゲ

ル電気泳動においても PEG 修飾率依存的により大きな N/P 比においてもフリーのプラス

ミド DNA のバンドが検出された。このことは、PEG 修飾によって SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体とプラスミド DNA 間における複合体形成は相対的に弱くなる可能性が示唆

された 63, 64。また、EtBr 溶液中での蛍光スペクトル測定においても同じ N/P 比で比較した

時に PEG 修飾率依存的にインターカレートした EtBr の蛍光強度が上昇したことから、

PEG 修飾によって SWCNT 表面と EtBr との疎水性相互作用が抑制されることが判明し、

この結果からもPEG修飾によって十分にコンプレックスを形成していない可能性が考察さ

れる。一方、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との静電的相互作用が

弱いことは、別の観点からはプラスミド DNA 表面と相互作用する SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12複合体の交換が早い状態であるとも考えられる。これは分散安定性にマイナスに働

くことも考えられるが、PEG の立体的効果による凝集の抑制効果の方が勝り SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体は分散安定化するのではないかと考察され、SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA の複合体調製においては、様々な因子の影響

を総合的に考える必要があることが示唆された。 
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第二節 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体をキャリアとした遺伝子デリバリ  

    ー 

  

第一章においてPEG修飾率依存的なSWCNT複合体の分散安定性の向上およびSWCNT

複合体の PEG 修飾率依存的な細胞取り込みの増加が明らかとなり、さらに本章第一節で

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との複合体も PEG 修飾率依存的に

分散安定性が向上することが判明した。一方、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の

物性評価では、PEG 修飾率依存的に SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とプラスミド DNA

との静電的相互作用が解離方向に移行することも明らかとなったことから、本節では実際

に SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み実験を行い、ポリカチオン性

と分散安定性を具備した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を用いた遺伝子デリバリーの

可能性について PEG 修飾率、N/P 比による影響を検討した。また、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 複合体を利用して蛍光タンパク質をコードするプラスミド DNA を細胞に導入し、

その発現を検討した。 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込みは、Cy3 標識されたプラスミド

DNAを用いて SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体を調製して蛍光顕微鏡観察および

FACS による定量的評価により行った。本検討では、PEG 修飾率が低く分散安定性が低い

複合体は N/P 比によらずに取り込まれず、PEG 修飾率が高く分散安定性が高い複合体は

N/P 比によらずに取り込まれることが予想されたことから、N/P 比と PEG 修飾率が共に異

なる条件で取り込み実験を行って比較することとし、最も分散安定性が高い 13.3%PEG 修

飾の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体では、PEG 修飾後に SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 複合体の容量を調整して N/P 比を調整し、N/P 比が及ぼす影響の評価を行った。

取り込み実験は、A549 細胞を播種した grass bottom dish にプラスミド DNA の濃度が揃

うように培地中に SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を分散させ、4 時間インキュベ

ートすることで行い、Vectashield with DAPI（Vector Laboratories 社製）で封入後、Biozero 

Bz-8000 を使用して蛍光顕微鏡観察した。また、導入したプラスミド DNA の発現は、蛍光

タンパク質 mKO2 をコードしたプラスミド DNA を用いて確認した。 
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2-a SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込みの観察 

 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞への取り込みを評価するため、Cy3 ラベ

ルされたコントロールプラスミド DNA を用いて複合体を調製し、A549 細胞による in vitro

取り込みを蛍光顕微鏡で観察した。ここでは取り込みが起こる条件と起こらない条件がと

もに検討できるように、最初に N/P 比と PEG 修飾率がそれぞれ異なる条件下で評価し、続

いて分散安定性が最も良い 13.3%PEG 修飾を施した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を

用いて、N/P = 15 ～ 35 の条件で細胞取り込み実験を行った。 

初めに PEG 修飾率と N/P 比が様々な条件下も場合、PEG 修飾率依存的に分散安定性は

向上し、PEG 修飾率が 11.3%、13.3%の場合の複合体は 4 時間のインキュベートで凝集は

観察されなかった。細胞取り込みの観察においては、写真の赤色が取り込まれた SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を示すが、PEG 修飾率依存的に取り込み量が上昇するこ

とが明らかとなった (Fig. 30)。 

次に、N/P 比が SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込みに対して及ぼ

す影響を評価するため、PEG 修飾率を 13.3%に固定して N/P = 15～35 の範囲で複合体を

調製し、同様に 4 時間細胞をインキュベートして蛍光顕微鏡観察した。SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体は N/P 比の増加に従って SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体

中のアミノ基の量が増加するが、4 時間のインキュベート中全て分散状態を維持しており、

また取り込みに関しては N/P 比によらず顕微鏡観察で大きな差は観察されなかった (Fig. 

30)。以上より、取り込みに対する影響については、PEG 修飾による分散安定性の向上が

N/P 比よりも大きいと考えられた。 

 

 

 

Ａ 
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2-b SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み量の FACS 測定による定量 

 

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み動態を定量的に評価するため

に FACS 測定を行った。培地には DMEM、Opti-MEM の両メディウムを用い、トランスフ

ェクション時間はそれぞれ 4、12、24 時間とした。FACS の励起光が 488 nm であること

から Cy3 の代わりに FITC で蛍光標識されたコントロールプラスミド DNA を用いて

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製して同一条件で細胞取り込みを行った後

に FACS 測定を行った。そして、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体未処置の細胞群

のヒストグラムの平均蛍光強度を 1 として相対蛍光強度を比較した。 

初めに、PEG 修飾率と N/P 比が共に異なる SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の

細胞取り込みについて評価した。実験の結果、取り込み量はインキュベート時間と共に増加

し、また PEG 修飾率依存的に取り込み量が増加したことから、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体の分散安定性の向上が取り込みに関与している可能性が示唆された。

B 

Fig. 30 Fluorescent microscopic observation after the cellular uptake of SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA composite.  

The complex was prepared at various PEG modified extents of amino groups and N/P ratios (A) 

and at 13.3% PEG modified amino groups extent (B) for the transfection. The percentages in the 

figure show the PEG modification ratio and the numbers indicate N/P ratio. The transfection 

performed under 0.5 µg pDNA for 4 hr. After the treatment, the cells were washed with PBS and 

fixed with 4% PFA, and then the cells were mounted in Vectashield with DAPI. The cellular 

uptake was observed using a Biozero Bz-8000 fluorescence microscope with Ex/Em = 360/460 nm 

(DAPI, blue) and 540/605 nm (Cy3, red). 
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分散安定性が最も高い 13.3%PEG 修飾の場合の取り込み量は、N/P 比によって違いはある

が、PEG 修飾しない場合と比較して 4 時間後に DMEM 中で約 20 倍、Opti-MEM 中で約

25 倍と大幅に増加した。培地については、Opti-MEM の方が取り込み量は増加し、DMEM

中では牛胎児血清との相互作用も生じることで牛胎児血清と SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体間のコンプレックスが形成され凝集性が高まることが原因と考察さ

れた。そして、最も PEG 修飾率が高い 13.3%修飾の場合は、Opti-MEM 中において 4、12、

24 時間ともにトランスフェクション試薬である FuGENE68 より取り込み量が高かった 

(Fig. 31)。以上の結果より、分散安定性が良い SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体は

非常に良く細胞に取り込まれることが判明し、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体が遺伝子

デリバリーのキャリアとして有用であることが示唆された。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31 FACS quantification of the cellular uptake efficiency using SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite. 

The composite was prepared with containing various PEG modified amino groups extents and N/P 

ratios. Transfection periods were 4hr (A), 12 hr (B) and 24 hr (C). The transfection condition was 

the same as that of the microscopic observation experiment. N.T. represents the result of non-

treated cells. Control plasmid DNA was labeled with FITC instead of Cy3 for the FACS 

quantification. The measurement was performed using a FACSCantⅡ with Ex/Em = 488/530 nm, 

and treated cells were counted with 10000 events. The relative fluorescent mean intensity was 

calculated compared to that of N.T. data using FITC mean intensities with the relative mean 

intensity and SD (n = 3). 

A B 

C 
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次に、PEG 修飾を施さない SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体と 13.3%PEG 修飾した

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体に対して、N/P 比を揃え細胞取り込みへの影響を

評価した。PEG 修飾率を 0%と 13.3%とし N/P = 15 – 35 の範囲で調製した SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を 4、12、24 時間のインキュベート後に FACS 測定で取

り込み量を評価した。PEG 修飾しない SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体は、N/P 比によら

ずに培地中でまもなく凝集が起こることからほぼ取り込まれないことが判明し、DMEM、

Opti-MEM の培地による差も観察されなかった (Fig. 32)。細胞に添加後、凝集する前に細

胞表面に静電的に相互作用した SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体についてはインキュベー

ト時間中に取り込まれる可能性もあると考えられるが、キャリア未処置細胞群と比較して

大きな差は見られなかったことから、その量自体は微量で影響が無いと考えられる。この場

合、N/P 比を増大させてカチオン性を増強することの影響も見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32 FACS quantification of the cellular uptake efficiency using SWCNT-(KWKG)7/pDNA 

composite. 

The composite was prepared with N/P ratios of 15 – 35 without PEGylation. Transfection periods 

were 4hr (A), 12 hr (B) and 24 hr (C). The transfection condition was the same as that of the 

microscopic observation experiment. N.T. represents the result of non-treated cells. Control plasmid 

DNA was labeled with FITC instead of Cy3 for the FACS quantification. The measurement was 

performed using a FACSCantⅡ with Ex/Em = 488/530 nm, and treated cells were counted with 

10000 events. The relative fluorescent mean intensity was calculated compared to that of N.T. data 

using FITC mean intensities with the relative mean intensity and SD (n = 3). 

A B 

C 
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次に、13.3%PEG 修飾を施した最も分散安定性の良い SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA

複合体について同様に 4、12、24 時間インキュベート後の FACS 測定を行った。この際

DMEM の場合は培地中で 24 時間後までに凝集したが、Opti-MEM の場合は 24 時間分散

状態を維持していた。本実験では、DMEM、Opti-MEM の場合ともにインキュベート時間

依存的に取り込み量が増加した。また、N/P 比の増加による影響は DMEM の場合は大きく

は観察されなかったが、Opti-MEM の場合は N/P 比依存的に取り込み量が増加した (Fig. 

33)。13.3%PEG 修飾した複合体では分散安定性が非常に良いことから、N/P 比の増加に伴

って複合体中のアミノ基が増加し細胞表面との静電的な相互作用が増強されて取り込み量

が増加すると考えられ、分散安定性が良い場合は加えて N/P 比も重要な役割を果たしてい

ると考えられる。本結果と第二章の物性評価から、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体に対

する PEG 修飾は、プラスミド DNA との静電的相互作用を抑制する方向に働くが、分散安

定性がより重要であるために 13.3%PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合

体は高い細胞取り込みを示すと結論され、さらに N/P 比に依存するカチオン性も寄与して

いると考えられる。 
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Fig. 33 FACS quantification of the cellular uptake efficiency using SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 

composite. 

The composite was prepared with SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 at 13.3% PEG modification extent of 

amino groups and N/P ratios of 15 - 35. Transfection periods were 4hr (A), 12 hr (B) and 24 hr (C). 

The transfection condition was the same as that of the microscopic observation experiment. N.T. 

represents the result of non-treated cells. Control plasmid DNA was labeled with FITC instead of 

Cy3 for the FACS quantification. The measurement was performed using a FACSCant Ⅱ with 

Ex/Em = 488/530 nm, and treated cells were counted with 10000 events. The relative fluorescent 

mean intensity was calculated compared to that of N.T. data and shown with SD (n = 3). 
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2-c 蛍光タンパク質 mKO2 をコードしたプラスミド DNA の細胞内発現 

 

前節で SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体が細胞に効率よく取り込まれることが明らか

になったので、蛍光タンパク質である mKO2 をコードしたプラスミド DNA を用いて細胞

にプラスミド DNA の導入を行いタンパク発現を観察した。 SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体の細胞への導入は、蛍光標識プラスミド DNA を用いた取り込み実験

と同様の条件で行った。初めに PEG 修飾率と N/P 比が共に異なる SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体について、細胞導入を行い mKO2 の発現を観察した。次に、

13.3%PEG 修飾 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を用いて N/P = 15～35 の範囲でプラス

ミド DNA との複合体を調製し細胞に取り込ませてタンパク発現を観察した。実験では、4

時間のインキュベートにより複合体を取り込ませた後、培地を DMEM に交換し、32 時間

再インキュベートすることで蛍光タンパクを発現させて蛍光顕微鏡観察を行った。また、蛍

光標識プラスミド DNA を用いた細胞取り込みの評価において、13.3%PEG 修飾した

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体が FuGENEと同程度の取り込み量を示したこと

から、培地中の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体量を 75%、50%、25%、10%と変

化させた場合についても同様に発現実験を行って、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合

体の導入および発現改善効率について検討を行った。 

蛍光タンパク質 mKO2 は発現すると赤い蛍光が観察されるが、実際の結果、当初検討し

た様々なPEG修飾率、N/P比を有する複合体間で発現量にそれほど大きな差は観察されず、

分散安定性が悪く凝集が起こる PEG 修飾率が 0%および 4.1%の複合体でもわずかではあ

るが mKO2 の発現が観察された  (Fig. 34)。前節において、SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体の取り込み量自体には大きな差が観察されたことから、発現量の差

が観察されないことは取り込まれたプラスミド DNA 量がタンパク発現に必要な量に対し

て飽和していることを示唆すると考えられる。そこで、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA

複合体量を減少させて同様の実験を行い、mKO2 の発現量の変化を確認した。 
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PEG 修飾率が 13.3%である SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体で、N/P = 15～ 35

の範囲で SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製し同様の条件で複合体の導入を

行った後に mKO2 の発現を観察した。結果は、各 N/P 比ともに大きな差は見られず (Fig. 

35)、やはり各 N/P 比の条件下で複合体取り込み量自体が多いために、発現に必要なプラス

ミド DNA 量が飽和に達し、結果として発現量に大きな差が見られないと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 34 Fluorescent microscopic observation for the expression of mKO2 fluorescent protein after 

the transfection using SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite. 

The composite was prepared with SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 at various PEG modification extents 

of amino groups and N/P ratios. The percentages in the figure show the PEG modified amino groups 

ratio and the numbers indicate N/P ratio. The transfection was performed under the same condition 

as other experiment, and then treated cells were incubated with new medium for 32 hr. After that, 

the cells were washed and fixed, and the expression was observed using a Biozero Bz-8000 

fluorescence microscope with Ex/Em = 540/605 nm (mKO2 protein, red). 

Fig. 35 Fluorescent microscopic observation for the expression of mKO2 fluorescent protein after 

the transfection using SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA composite.  

The composite was prepared with 13.3% PEG modification extent of amino groups and N/P ratio of 

15 - 35.  The percentages in the figure show the numbers indicate N/P ratio. The transfection was 

performed under the same condition as other experiment, and then treated cells were incubated 

with new medium for 32 hr. After that, the cells were washed and fixed, and the expression was 

observed using a Biozero Bz-8000 fluorescence microscope with Ex/Em = 540/605 nm (mKO2 

protein, red). 
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そこで、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体量を 75%、50%、25%、10%と変化さ

せて同様の実験を行ったところ、本複合体量の減少に応じて発現量の減少が観察されたが、

複合体量を 10%まで減少させた時でさえもわずかな発現は観察された (Fig. 36)。本結果か

らも、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体がプラスミド DNA の優れた遺伝子導入お

よび発現効率を与えることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-d 考察 

 

 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み量は PEG 修飾率に依存して上

昇し、細胞取り込みにおいては PEG 修飾による分散安定化が重要であることが明らかとな

った。このことは、PEG 修飾を施すことによって複合体が十分に形成されない可能性や細

胞表面との静電的相互作用が抑制されることによるマイナスの効果よりも、凝集を抑制し

て分散安定化することのプラス面がより重要な役割をしていることを示している。PEG 修

飾しない SWCNT-(KWKG)7/pDNA 複合体ではプラスミド DNA 表面と SWCNT-(KWKG)7

複合体が十分に複合体を形成すると考えられるが、凝集により細胞取り込みは抑制される。

Fig. 36 Fluorescent microscopic observation for the expression of mKO2 fluorescent protein after 

the transfection using SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA complex.  

The amounts of the complex (i.e. pDNA) were designed to 10 - 75% comparing with the other 

transfection experiment condition.  SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 at the 13.3% PEG modification 

extent of  amino groups was tested with N/P ratio of 35. The numbers in the figure show relative 

amounts of the complex compared to that of the original condition. The transfection was performed 

under the same condition as other experiment, and then treated cells were incubated with new 

medium for 32 hr. After that, the cells were washed and fixed, and the expression was observed 

using a Biozero Bz-8000 fluorescence microscope with Ex/Em = 540/605 nm (mKO2 protein, red). 
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一方、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体では複合体の形成は劣る可能性があるもの

の、分散状態で細胞表面と相互作用した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体がエン

ドサイトーシスによって取り込まれると考えられる。さらに、蛍光タンパク質 mKO2 をコ

ードしたプラスミド DNA の発現が観察されたことから、 SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体は細胞に取り込まれた後に、速やかに解離してプラスミド DNA が細

胞質に供給されタンパク発現に至ると考えられる。したがって、PEG修飾によってSWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体とプラスミド DNA との相互作用は減弱してコンプレックスの形

成が不十分となるが、同時にこのことは細胞取り込みやタンパク発現に対しては利点とな

ると考えられるため、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を利用した遺伝子デリバリーにお

いては複合体の特性を総合的に設計する必要があることが示された。条件を選べば、

SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体を利用した遺伝子デリバリーは細胞導入効率とタンパク

発現効率の両方に優れ、トランスフェクション試薬である FuGENE を用いた場合と同程度

の効果が観察されたことから、今後の展開が大いに期待できるものと考えられる。 
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第三章 SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12を用いた薬物の徐放化 

 

第一章の検討から PEG 修飾した SWCNT－ペプチド複合体は、細胞培養培地中で顕著な

分散安定性を示すとともに、PEG 修飾率に依存して経時的に細胞取り込みが促進されるこ

とが確認できた。そこで、SWCNT－ペプチド－(PEG)12複合体に対して薬物を結合させる

ことによって SWCNT 複合体を用いた薬物徐放化とデリバリーの可能性についての検討を

試みることにした。薬品動態制御学分野ではキャリアとして水溶性高分子であるデキスト

ラン誘導体、薬物として抗がん剤であるマイトマイシンＣ (MMC)を用い、リンカーを介し

て結合した徐放性高分子化 MMC 誘導体を開発し、高分子特性に基づく体内動態制御 69-71

と pH 依存的な加水分解による MMC の放出制御 72, 73 について報告している。高分子化

MMC 誘導体から MMC は一次反応式に従う加水分解によって放出され、高 pH 領域ほど遊

離が早い。そこで本章では、SWCNT 複合体の薬物徐放化キャリアとしての応用の可能性を

検討するために、デキストラン誘導体に代えて SWCNT－ペプチド－(PEG)12複合体をキャ

リアに用い、同様のシステムの開発を試みた。 

一般に、安定に分散した SWCNT は in vitro で針状構造とサイズに起因して細胞に良く

取り込まれるとともに 74, 75、in vivo では静脈注射後腫瘍組織に EPR 効果で集積 76, 77する

ことが報告されており、SWCNT 複合体に対して抗がん剤を複合化した徐放性キャリアは

がん治療に対して有用であると考えられる。また、SWCNT-(KWKG)7複合体はポリカチオ

ン性であるが、ポリカチオン性のキャリアは、静脈注射後速やかに細網内皮系にトラップさ

れる 78, 79とともに糸球体の毛細血管壁の負電荷とも相互作用するために排泄が早い 80, 81と

考えられる。SWCNT 自体の体内動態に関する情報は十分には得られていないが SWCNT-

(KWKG)7 複合体の場合でも血中循環を介したデリバリーは効率が悪いと予想されるので、

治療応用を考える場合には、局所投与のキャリアとしての適用が先ず考えられる。この場合

は、抗がん剤の全身投与における副作用を軽減でき、かつ投与された腫瘍組織に対して静電

的に相互作用することで貯留し抗がん剤が徐放されることで持続的な薬効が得られると予

想される。また、がんの転移を考えた時に、リンパ系に移行した SWCNT-(KWKG)7複合体

もリンパ系の組織と相互作用して貯留することで転移に対しても効果を発揮する可能性も

考えられる。 

そこで本章では、CWKG(KWKG)6 ペプチドを用いて SWCNT を分散した SWCNT-

CWKG(KWKG)6 複合体を調製した後、PEG 修飾に続きシステイン残基のチオール基に対

してリンカーを介して MMC を結合させ SWCNT－ペプチド複合体をキャリアとする

MMC 複合体を調製した (Fig. 37)。調製した SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-

linker 複合体からの MMC の放出を評価するとともに、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体

の細胞障害性と SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体の殺細胞効果を評

価した。 
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1-a MMC-EMCA-maleimide の合成 

  

MMC を SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12複合体に結合させるため、MMC の反応点で

あるアジリジン基 72 をスペーサーを介してチオールと反応するマレイミド基に変換するこ

とを考え、マレイミド基とカルボキシル基を有する EMCA をリンカーとして MMC のアジ

リジン基と EMCA のカルボキシル基とを EDC82 を用いて縮合させて MMC-EMCA-

maleimide を合成し MMC の官能基変換を行った (Fig. 38)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

初めに 40 mM の EMCA と 120 mM の EDC を DMF 中で 30 分間反応させて EMCA の

カルボキシル基を活性化した。その後、pH 5.5、25 mM MES バッファーを加え、その直後

に MMC を反応溶液中に EMCA 濃度に対して 3 分の 1 の濃度になるように添加して 3 時

Fig. 37 Schematic illustration of the synthesis of SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 

dispersion. 

 

Fig. 38 Schematic illustration of the synthesis of MMC-EMCA-maleimide. 
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間反応させた。MMC のアジリジン基と EMCA のカルボキシル基の EDC を用いた縮合は

pH 7.0 の中性付近のバッファー中では進行せず、pH 5.5 程度の酸性領域下 72, 83で進行す

ることが報告されており、実際に両バッファー中で反応を行ったところ pH 5.5 のバッファ

ー中でのみ反応が進行した。反応後は逆相 HPLC にて、C18-ARⅡカラム、移動相は 0.1% 

TFA を含むアセトニトリル濃度が 10% - 70%、20 min の gradient mode の各条件で精製を

行った (Fig. 39)。目的の MMC-EMCA-maleimide は保持時間が約 17.5 min のフラクショ

ンから分取して MALDI にて分子量を確認後に DMF 中に再溶解した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-b  MMC-EMCA-maleimide の濃度測定 

 

MMC-EMCA-maleimide の濃度測定は、MMC の吸光度とモル吸光係数を利用した測定

と、4,4'-dithiodipyridine (4-PDS)を用いた定量法 84で MMC-EMCA-maleimide のマレイ

ミド基側の定量から行い、結果を比較した。 

一般的に、4-PDS はチオール基を有する化合物と反応して 4-Mercaptopyridine を生成す

る。そして、4-Mercaptopyridine は 324 nm に吸収を持つことから吸収スペクトルとモル

吸光係数 A324nm = 19,800 M-1cm-1を用いてチオール基と反応した 4-PDS の濃度を定量する

ことができる 84。MMC-EMCA-maleimide を過剰量のシステアミンと反応させた後、反応

溶液中に 4-PDS を添加して MMC-EMCA-maleimide と反応しなかったシステアミンの濃

度を定量し、MMC-EMCA-maleimide を未添加の場合の結果と比較して MMC-EMCA-

maleimide を定量した (Fig. 40)。 

Fig. 39 HPLC purification and mass spectra of MMC-EMCA-maleimide.  

MMC-EMCA-maleimide was purified with reverse-phase HPLC with C18-ARⅡColumn, eluted with 

water and acetonitrile mixture containing 0.1% TFA in a gradient mode from 10% to 70% in acetonitrile 

concentration percentage for 20 min, and molecular weight of MMC-EMCA-maleimide was analyzed by 

MALDI-TOFMS. 
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結果は、MMC の吸光度を利用して定量した濃度と、4-PDS を用い MMC-EMCA-

maleimideを定量した結果の差は約 4.5%であり (Fig. 41)、MMC-EMCA-maleimideの 364 

nm における MMC の吸収 85, 86 に対するマレイミド基の吸収の重なりによる影響は無視で

きる程度に少ないことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 40 Schematic illustration of the reaction of MMC-EMCA-maleimide with excess amount of 

cysteamine (A) and 4-PDS with unreacted residual cysteamine after the reaction between MMC-

EMCA-maleimide and excess amount of cysteamine (B). 

Concentration of MMC-EMCA-maleimide was determined with the differential of optical 

absorbance of 4-Mercaptopyridine at 324 nm after the reaction of (A) and following (B). 

 

Fig. 41 Absorbance spectrums of MMC-EMCA-maleimide and that of free MMC (A), and absorbance 

spectrums of the solution after the reaction between 4-PDS and cysteamine under the presence and 

the absence of MMC-EMCA-maleimide (B). 

In Fig. 46A, both peaks around at 315 nm and 364 nm mainly reflected maleimide group and MMC, 

respectively. In Fig. 46B, the absorbance around at 324 nm after the reaction between 4-PDS and 

cysteamine in presence MMC-EMCA-maleimide reduced compared to control solution. 

Concentration of MMC-EMCA-maleimide was determined with the difference of absorbance at 324 

nm and molar extinction coefficient of 4-Mercaptopyridine as a product. 
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1-c PEG および MMC 修飾した SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体の修飾率の評価 

  

CWKG(KWKG)6ペプチドは(KWKG)7ペプチドと比較して 14 残基のリジンが 13 残基に

1 残基減少しているので、PEG 修飾の反応点であるアミノ基が 1 残基減少した影響を評価

するために、第一章と同様に FITC-(PEG)12-NHS を用いた PEG 修飾率の定量を試みた。 

 PEG修飾率は、SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体のアミノ基に対して 10% - 50%のFITC-

(PEG)12-NHS を添加した時、それぞれ 5.6% - 13.6%のアミノ基が修飾された。また、1 つ

の CWKG(KWKG)6ペプチドに対してはそれぞれ 0.8 - 1.9 個の FITC-(PEG)12が修飾され

た (Fig. 42)。したがって、SWCNT-(KWKG)7複合体と SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体の

PEG 修飾率はほぼ同程度であるために CWKG(KWKG)6ペプチドに変更したことによる影

響は見られなかった。また、SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12複合体の物性も同等である

と考えられる。 

 

 

 

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体の調製は、１段階目に PEG修飾、

2段階目にMMC修飾することで行った。１段階目のPEG修飾は第一章と同一条件で行い、

遠心による限外ろ過で pH 6.5、25 mM MES バッファーに交換した。これは、チオール基

とマレイミド基の反応は中性付近で行われるが、MMC-linker-dextran 誘導体における

MMC の加水分解による放出が高 pH 領域で促進されると予想されることから、2 段階目の

反応をできる限り酸性側で行うことを考えたものである。MMC-EMCA-maleimide を

Fig. 42 This results reflect the experiment of determination of PEG modification ratio to SWCNT-

CWKG(KWKG)6. 

This figure indicated the PEG modified amino groups extents against amino groups of SWCNT-

CWKG(KWKG)6 (A) and PEG modification ratio to one CWKG(KWKG)6 peptide (B) with the mean 

and SD (n = 3). 

 

A B 
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SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 複合体のチオール基に対して 5 当量添加して 5 時間反

応させ、反応後は再び遠心による限外ろ過で pH 5.5、25 mM MES バッファーに交換した。

SWCNT 複合体からの MMC の遊離を考えて pH 5.5 のバッファーで未反応の MMC-

EMCA-maleimideを除いて SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker複合体の吸収

スペクトル測定を行った。364 nm における吸光度より SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-

MMC-linker 複合体に対する MMC の結合量を定量 85, 86した結果、PEG 修飾率によらずに

90%以上のチオール基が修飾されたことから、ほぼ全てのチオール基に MMC が結合して

いると判断して問題ないと考えられる (Fig. 43)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-d SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体からの MMC の放出 

  

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体からの MMC の遊離の測定は、

pH 5.0 - 8.0 の等張バッファー溶液中 37 ℃でインキュベートする条件下で行い、その後に

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 分散液を Durapore (PVDF) 0.22 µm 

membrane filter（ミリポア社製）を用いて遠心ろ過することで SWCNT 複合体を除いて、

ろ液の吸収スペクトルから遊離した MMC 量を定量した (Fig. 44)。MMC の放出は一次速

度式に従い、高 pH 領域ほど加水分解が速い pH 依存的な放出挙動が確認できた。また、放

出の半減期についても MMC-linker-dextran 誘導体の場合と同程度の結果が得られた 87。 

Fig. 43 Absorbance spectrum of SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker (A) and the MMC 

modified thiol groups ratios of the SWCNT complex with various PEG modification extents (B). 

The spectrum of SWCNT-CWKG(KWKG)6 was fitted to that of SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-

MMC-linker. MMC modification ratio was calculated with the absorbance at 364 nm and molar 

extinction coefficient of MMC, and displayed against thiol groups of SWCNT-CWKG(KWKG)6-

(PEG)12-MMC-linker with the mean and SD (n = 3). 

A B 
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 放出された化合物が MMC であることは HPLC 測定によって確認した。13.3%PEG 修飾

した SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体を、MMC がすべて放出され

る条件である pH 8.0 の等張バッファー溶液中で 37 ℃で 5 日間インキュベートした後、遠

心ろ過で SWCNT 複合体を除き、ろ液について HPLC 測定を行った。MMC 修飾した

SWCNT 複合体を調製直後のろ液にはピークが全く現れなかったのに対し、5 日間インキュ

ベートした後のろ液ではフリーのMMCと同じ約 15分の保持時間の所にピークが現れ放出

された化合物が MMC であることが確認できた。また、約 20 分の保持時間の所のピークは

放出された MMC が分解した分解物によるピークであると考えられる (Fig. 44)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 44 Remaining MMC after hydrolysis of SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker in 

various pH condition (A) and HPLC measurement of released compound from the conjugate (B). 

The amounts of released MMC were determined with the absorbance at 364 nm after centrifugal 

filtration in various isotonic buffer at 37 ℃. Released compound was checked with reverse-phase 

HPLC with C18-ARⅡColumn, eluted with water and acetonitrile mixture containing 0.1% TFA in 

a gradient mode from 10% to 70% in acetonitrile concentration percentage for 20 min. 

 

 

A 
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1-e PEG 修飾した SWCNT 複合体の細胞障害性の評価 

 

SWCNT 複合体を DDS キャリアとして応用するためには、それ自身の細胞障害性が低く

生体適合性に富むことが条件となる。そこで、SWCNT-(KWKG)7 複合体および SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12 複合体の細胞障害性について WST-1 アッセイ法で評価を行った。

SWCNT-(KWKG)7複合体ではポリカチオン性のキャリアであるため、細胞表面との静電的

相互作用に由来する細胞毒性や、分散安定性が悪いために生じる SWCNT の凝集物が細胞

に対して物理的刺激を引き起こすことによる細胞毒性の発生が予想される 88 - 90。これに対

し、PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体では分散安定性の向上などによる細

胞毒性の低減が期待できる 91, 92。そこで、SWCNT-(KWKG)7複合体と SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 複合体、ならびに SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 複合体の細胞毒性を WST-1

アッセイを用いて評価した。この際、100 µg/ml の非常に濃い SWCNT 濃度の SWCNT 分

散液を調製したが、SWCNT 分散液にグルコース溶液を 40 mM となるように添加して凍結

乾燥した後に DMEM で再分散させることでこの濃度の SWCNT 含有培地を調製し、培地

交換を行うことでアッセイを行った。 

 PEG 修飾しない SWCNT-(KWKG)7複合体の細胞障害性は、12.5 µg/ml の低い SWCNT

濃度でも細胞毒性が認められ、高い細胞障害性を有することが明らかとなった (Fig. 45)。

これは予想通りにポリカチオン性の SWCNT-(KWKG)7 複合体が細胞表面と静電的に相互

作用することや凝集した SWCNT による細胞障害性に起因していると考察される。一方、

13.3%PEG修飾した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体は 50 µg/ml の高い SWCNT濃度に

おいて 24 時間後でも顕著な細胞毒性は示さず、PEG 修飾に由来する細胞表面との静電的

な相互作用の抑制や分散安定性の向上が細胞障害性の低下に寄与したものと考えられる 

(Fig. 50)。また、SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12複合体についても、50 µg/ml では 24

時間以降で細胞毒性が見られるようになったが、SWCNT 濃度の減少に従って細胞毒性は

低下して 25 µg/ml 以下では顕著な細胞障害性は示さないことが確認できた (Fig. 45)。これ

らの結果から、PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7 複合体は、生理的条件下で分散安定性が

向上し細胞に良く取り込まれるとともに、細胞障害性も大幅に低減されていることが確認

でき、DDS キャリアとしての有用な特性を有していることが明らかとなった。 
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1-f SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体による殺細胞効果 

 

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体の殺細胞効果について WST-1 ア

ッセイ法で検討を行った。MMC93 は free の MMC として放出された後酵素的に還元され

て DNA 間に架橋を形成するとともに、好気的環境下ではフリーラジカルを生成して DNA

を切断することによって DNA の複製を阻害し抗がん活性を示す。したがって、複合体に結

合した状態の MMC は活性を示さず、放出された MMC のみが活性を示すプロドラッグ 72

であると考えられることから、本実験では同濃度のフリーの MMC の殺細胞効果と比較す

ることで MMC の徐放特性を含めて SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合

体の殺細胞効果が評価できると考えた。 

Fig. 45 Cell viability of A549 cells which were treated with SWCNT-(KWKG)7 (A), SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 (B) and SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 (C), respectively. 

The assay was performed with WST-1 assay and the times under each graphs indicate SWCNT 

treated incubation time. SWCNT concentration was designed at 6.25 – 50 µg/ml in medium. 

 

A B 

C 
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結果は、同投与量の free の MMC が観察初期から高い殺細胞効果を示したのに対し、

13.3%PEG 修飾した SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体では時間の経

過に伴って遅れて殺細胞効果が認められ MMC の徐放が活性発現の面からも示唆された 

(Fig. 46)。本実験では、細胞障害性が低い 13.3%PEG 修飾した SWCNT-CWKG(KWKG)6-

(PEG)12複合体を用い、50 µg/ml の SWCNT 濃度で評価したために観察された細胞死は放

出された MMC によるものと考えられる。また、活性を示す経路として、SWCNT-

CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体が細胞に取り込まれた後に MMC が遊離し

て活性を示す経路と、培地中で MMC が遊離してフリー体となった MMC が細胞に対して

細胞増殖抑制活性を示す 2 つの場合が考えられるが、本実験の範囲では区別は難しい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-g 考察 

  

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体からの MMC の放出は、MMC-

linker-dextran 誘導体の場合と同様に pH 依存的かつ一次反応式に従った。MMC-linker-

dextran 誘導体ではリンカーの電荷によっても放出動態が変化し、カチオン性のリンカーの

場合は加水分解が促進されることが報告されている 72, 83 が、SWCNT-CWKG(KWKG)6-

(PEG)12-MMC-linker 複合体の場合は放出が遅く、EMCA は疎水性のリンカーであること

を反映したものと考えられる。MMC-linker-dextran 誘導体の場合はキャリアであるデキス

トランの分子量 72, 83、側鎖 94、リンカー長 95、リンカーの電荷 72, 83によって MMC の放出

が変化することが報告されているため、今後 SWCNT 複合体を利用した薬物の放出制御型

Fig. 46 Antitumor effect against A549 cells which were treated with SWCNT-CWKG(KWKG)6-

(PEG)12-MMC-linker and free MMC as the same concentration. 

The assay was performed with WST-1 assay and the times under the graph indicate SWCNT treated 

incubation time. The PEG modification extent was 13.3% and SWCNT concentration was designed 

at 50 µg/ml. The concentration of MMC labeled to SWCNT complex was 36.8 µM. 
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DDS の開発においてもペプチドやリンカーの最適化によって更なる制御が可能であると予

想される。 

また、MMC-linker-dextran 誘導体ではデキストランの水溶性高分子としての特性を利用

して体内動態制御 96, 97が検討されており、SWCNT 複合体をキャリアとした場合でもその

知見は有用であると考えられる。SWCNT自体の生体内の動態は詳細に判明していないが、

適切な方法で分散した SWCNT は生体内の動態が検討されているため、本研究で PEG 修

飾することで安定に分散することが判明した SWCNT－ペプチド－(PEG)12 複合体も生体

への適用および動態制御が可能であると考えられる。電荷は体内動態を決定する重要な因

子であるため、ペプチドのアミノ酸配列によって投与経路が選択できると予想され、本研究

で調製したポリカチオン性の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の場合は、全身投与の場合

は細網内皮系にトラップされること 78, 79や糸球体血管壁に静電的に相互作用すること 80, 81

が懸念されるために局所投与が適切であると考えられる。一方で、本研究で調製した

SWCNT 複合体の SWCNT のサイズは、Hashida らの過去の報告から平均が約 200 nm 程

度 11で他の DDS キャリアと同程度のサイズであり、腎排泄が起こる可能性は考えられる。

これに対し、ポリアニオン性のペプチドを用いた場合には、臓器移行が遅いために血中滞留

性が高まることも考えられる。 

また、分散安定性が低い SWCNT や SWCNT の凝集物は細胞毒性を有し 88-90、分散安定

性に優れた SWCNT は低毒性であることが報告されており 91, 92、さらに、SWCNT はサイ

ズが短くなるほど細胞毒性が低下することも報告されている 98 ことから、本研究で調製し

た SWCNT 複合体は細胞毒性が低いという結果は合理的であると考えられる。この結果か

ら、PEG 修飾によって分散安定化した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体は、各種 DDS キ

ャリアとしての有用な特性を有するとともに、細胞障害性が低く生体適合性に優れ、幅広い

DDS 製剤への応用が期待できるものと考えられる。 
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                 結論 

 

 以上、筆者は三章に渡り、SWCNT を DDS キャリアとして応用するために必要な基盤技

術の確立と各種DDSキャリアとしての応用を目指して基礎的な研究を行い以下の結論を得

た。 

 

第一章 ペプチド－カーボンナノチューブの PEG 修飾による分散安定化と細胞取り込み

の評価 

 

SWCNT 表面を両親媒性(KWKG)7 ペプチドで被覆した複合体形成による SWCNT の分

散化を行ったところ、透析でフリーの(KWKG)7 ペプチドを除いた状態で、水溶液中では 1

年以上安定な分散が得られ高い分散安定性が認められた。これにより(KWKG)7ペプチドは

SWCNT 表面と多点でトリプトファン残基とπ-π相互作用および疎水性相互作用すること

で安定な複合体を形成し、相互作用した(KWKG)7ペプチドの交換反応が極めて遅いために

安定に分散することが判明した。一方、SWCNT-(KWKG)7複合体の生理的条件下での分散

安定性は非常に低かったことから、さらに凝集を抑制して分散を安定化するために

SWCNT-(KWKG)7複合体のアミノ基に対して PEG 修飾を施した結果、PEG 修飾率に依存

した分散安定性の向上が実現できた。FITC-(PEG)12-NHS を合成して PEG 化試薬の代わり

に同一条件で修飾を行い PEG 修飾率を定量した結果、SWCNT-(KWKG)7 複合体の全アミ

ノ基量に対して 50%当量のFITC-(PEG)12-NHSを反応させた場合約 13.3%のアミノ基が修

飾されることが判明し、本条件で得た PEG 修飾 SWCNT-(KWKG)7 複合体は 24 時間細胞

培養培地中で安定に分散することが判明した。次に、細胞取り込みの評価を目的に SWCNT

複合体の BODIPY TMR による蛍光標識を試み、CWKG(KWKG)6 ペプチドに対する直接

標識では SWCNT 表面との疎水性相互作用により励起が不十分となって蛍光が得られない

のに対し、PEG 鎖を用いたリンカーを介した標識では PEG 鎖が 12 のリンカー長の場合に

フリーの BODIPY TMR と同程度の蛍光強度が得られることが判明した。また、分散安定

化のために導入した PEG 修飾は蛍光に影響しないことが確認された。そこで本条件下で、

BODIPY TMR および PEG で修飾した SWCNT 複合体を調製し細胞取り込み動態を評価

した結果、PEG 修飾率に依存的に経時的な細胞取り込み量の増加が観察され、SWCNT 複

合体の細胞取り込みにおいては、PEG 修飾による分散安定性の向上が重要な役割を果たし

ていることが示唆された。 

 

第二章 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12を用いた遺伝子デリバリー 

 

 第一章の検討を通じて調製した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体は、表面がアミノ基に
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由来するポリカチオン性を示し、プラスミド DNA と静電的相互作用に基づく複合体を形成

する。調製した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞培養培地中での分散安定

性は、第一章で検討した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の分散安定性とほぼ同程度であ

った。また、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の各種物性評価によって、PEG 修飾

率に依存して SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体とプラスミド DNA との静電的な相互作用

が抑制され、相互作用する SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の交換が早くなることで複合

化が不十分になることが判明した。SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体と蛍光標識したプラ

スミド DNA により調製した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み動

態を定量的に評価したところ、PEG 修飾率に依存して取り込み量が増加し、最も分散安定

性が高い 13.3%PEG 修飾した場合は N/P 比に依存して取り込み量が増加し、N/P 比約 35

ではトランスフェクション試薬である FuGENE と同程度であることが明らかとなった。ま

た、蛍光タンパク質 mKO2 をコードしたプラスミド DNA の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12

複合体を利用した細胞導入によってタンパク質の発現も確認された。以上の結果より、PEG

修飾によって分散安定化した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体をキャリアとして利用す

ることで細胞への遺伝子導入が可能となることが判明した。 

 

第三章 SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12を用いた薬物の徐放化 

 

 SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12複合体をキャリアとして用い、リンカーを介して抗が

ん剤 MMC をチオール基に結合させて放出制御型 DDS の開発を行った。結合体において、

一次反応式に従った放出と低 pH 領域ほど加水分解による MMC の放出が遅くなる pH 依

存的な徐放化が確認され、遊離した化合物が MMC であることも確認された。一方、キャリ

アである SWCNT-(KWKG)7複合体自体の細胞障害性を検討した結果、ポリカチオン性と凝

集による高い細胞毒性が認められたが、PEG 修飾を施した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複

合体ではPEGによって細胞との静電的な相互作用が抑制され分散安定性が向上したことで

細胞障害性の大幅な低減が得られることが確認できた。これに対し、SWCNT-

CWKG(KWKG)6-(PEG)12複合体と MMC の結合体は、同濃度の MMC と比較して遅延性の

高い細胞増殖抑制効果を示し、本 MMC 徐放化 SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 結合体

が、徐放効果に対応する抗がん活性を示すことが確かめられた。 

 

 以上、筆者は両親媒性ペプチドと SWCNT の複合体を基盤として、PEG 修飾による

SWCNT の分散安定化と DDS 応用への展開に向けた研究に取り組んだ。PEG 修飾した

SWCNT ｰ(KWKG)7複合体では、分散安定性が顕著に向上するとともに PEG 修飾率に依存

して細胞取り込みが促進され、さらに PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7複合体とプラスミ

ド DNA との複合体は優れた分散安定性を示すとともに効率良い遺伝子導入とタンパク発

現を与えることを確かめた。また、MMCを結合した SWCNT複合体はMMCの徐放性DDS
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としての機能を有することが確認された。以上の知見は、SWCNT の DDS キャリアとして

の応用、さらに今後の医療分野への幅広い展開の可能性に対する有用な情報を与えるもの

と考える。 

  



61 

 

                  謝辞 

 

 本研究の推進にあたり、終始多大な御指導、御鞭撻を賜りました京都大学大学院薬学研究

科 橋田 充 教授に衷心より深甚なる謝意を表します。 

 また、終始御丁寧な助言を賜りました京都大学大学院薬学研究科 山下 富義 准教授、

京都大学学際融合教育研究推進センター 樋口 ゆり子 講師に衷心より感謝致します。 

 さらに、本研究の遂行に向けて基礎から御指導、御助言を賜りました京都大学物質－細胞

統合システム拠点 橋田 泰彦 博士 に深く感謝の意を表します。 

 本研究を行うに当たり、大変御世話になりました京都大学大学院薬学研究科 薬品動態

制御学分野の卒業生ならびに在校生の皆様に深謝致します。 

 最後に、研究生活を支えて下さった父 秀雄、母 理恵子に心より感謝致します。 

 

  



62 

 

                 実験の部 

第一章 実験の部 

 

【1】試薬 

SWCNT は Carbon Nanotechnologies 社から購入した。 (KWKG)7 ペプチドと

CWKG(KWKG)6 ペプチドは Invitrogen 社で合成したものを購入した。Carboxyl-

(dodecaethyleneglycol) ethylamine [Carboxyl-(PEG)12-amine, CA(PEG)12], succinimidyl-

[(N-methyl)-dodecaethyleneglycol] ester [Methyl-(PEG)12-NHS ester, MS(PEG)12], and 

succinimidyl-[(N-maleimidopropionamido)-n-ethyleneglycol] ester [Maleimide-(PEG)n-

NHS ester, SM(PEG)n (n = 2, 4, 6, 8, 12, 24)]、EZ-Link® NHS-PEG12-Biotin は Thermo 

Fisher Scientific 社から購入した。Fluorescein isothiocyanate (FITC)および HPLC グレ

ード品のアセトニトリルはナカライテスク社から購入した。BODIPY TMR C5-maleimide

と Opti-MEM® は Invitrogen 社から購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)は日水製薬株式会社から購入した。牛胎児血清は MP Biochemicals 社から購入し

た。重水その他の試薬は和光純薬株式会社から購入した。 

 

【2】(KWKG)7ペプチドを用いた SWCNT の分散化 

 ガラス試験管に SWCNT2 mg を秤量後、(KWKG)7ペプチド 10 mg と重水 5 ml を加え、

超音波発生器 (UD-201 sonicator, Tomy 社製)で超音波を 1 時間照射し SWCNT 分散液を

調製した。次に、2 本の遠心管に分け、それぞれに重水 12 ml を加え、超遠心機(Himac CP65

β, 日立社製)で 40000 rpm、150 min にて超遠心し、上清を回収した。上清を 100 kDa 

molecular cutoff の透析膜 (Spectrum Laboratories 社製)を用いて透析を行い、SWCNT 表

面に吸着しなかったフリーの(KWKG)7ペプチドを除いた。 

 

【3】SWCNT-(KWKG)7複合体の SWCNT と(KWKG)7ペプチド濃度の定量 

 調製した SWCNT-(KWKG)7複合体を 5 倍希釈し、紫外可視吸光光度計 (UV-1600, 島津

製作所製)で 200 nm から 1100 nm までの吸収スペクトル測定を行った。SWCNT 濃度は、

808 nm の吸光度とモル吸光係数 A1mg/ml = 40.3 を用いて計算により得た。(KWKG)7ペプチ

ド濃度は、SWCNT-(KWKG)7 複合体の吸収スペクトルに対して SWCNT-(KFKA)7 複合体

の吸収スペクトルを fitting した後に引き算するとともに、280 nm の吸光度とトリプトフ

ァンのモル吸光係数 A280nm = 5,500 M-1cm-1を用いて計算により得た。 

 

【4】細胞株 

 ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株 (A549)細胞は、European Collection of Cell Cultures 社 

から購入した。10%FBS、0.15%炭酸水素ナトリウム、100 µg/ml ストレプトマイシン、100 
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IU/ml ペニシリンを加えた DMEM 中で、37 ℃、5%CO2条件下で培養した。 

 

【5】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価 

 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価は、細胞が接

着したプレートの培地中に添加した後に経時変化を観察することで評価した。12-well プレ

ートに A549 細胞を 1 × 105個播種して 24 時間培養した後、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複

合体を 1 ml の培地中に 15 µg/ml の SWCNT 濃度になるように添加し、37 ℃、5% CO2条

件下で 24 時間インキュベートして経時変化を観察した。 

 

【6】SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾 

 SWCNT-(KWKG)7 複合体に対する PEG 修飾はリジン残基のアミノ基に対して行った。

両末端に NHS エステル基とメチル基を有し、重合度が 12 である PEG 化試薬 MS(PEG)12

を使用し、pH 8.0、25 mM HEPES バッファー中で、2.5 mM の MS(PEG)12を全アミノ基

量に対して 10%から 50%当量加えて 2 時間反応させ、SWCNT-(KWKG)7 複合体のアミノ

基とMS(PEG)12のNHSエステル基間でアミド結合を形成することでPEG修飾を行った。

反応後、未反応の MS(PEG)12は、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter 100 kD Devices 遠

心式限外ろ過膜 (Merck Millipore 社製)を用いて、３回バッファー交換を行うことで除い

た。 

 

【7】SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾量の定量 

 SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG修飾量は、末端に FITCを有する FITC-(PEG)12-

NHS を合成し、MS(PEG)12の代わりに同一条件で PEG 修飾を行って FITC の吸光度とモ

ル吸光係数を用いて定量した。FITC-(PEG)12-NHSの合成に向けて1段階目の合成として、

両末端にアミノ基とカルボキシル基を有する CA(PEG)12 と FITC を使用し、FITC のイソ

チオシアネート基と CA(PEG)12 のアミノ基を結合させて FITC-(PEG)12-COOH を合成し

た。3 mM の FITC と 6.5 mM の CA(PEG)12を pH 8.0、50 mM HEPES バッファー中で

12 時間反応後、逆相 HPLC にて精製した。HPLC の条件は、C18-ARⅡ COSMOSIL Packed 

Column（ナカライテスク社製）のカラムを用い、0.1%トリフルオロ酢酸 (TFA)を含むアセ

トニトリル／水 = 30% - 70%、20 min の gradient mode の移動相条件で行った。目的の合

成物は約 13 分のフラクションから分取して凍結乾燥後に N,N-ジメチルホルムアミド 

(DMF)中に再溶解した。2 段階目の合成として FITC-(PEG)12-COOH のカルボキシル基に

対して NHS エステル化を行った。N,N’-ジイソプロピルカルボジイミド (DIPCI)と N-ヒド

ロキシスクシンイミド (NHS)をカルボキシル基の 5 当量加えて 1.5 時間反応させた。反応

後、逆相HPLCにてC18-ARⅡカラム、0.1%TFAを含むアセトニトリル／水 = 10% - 70%、

25 min の gradient mode、その後 70%、5 min の isocratic mode の移動相条件で行った。

目的の合成物は isocratic mode 時の約 23.5 分のフラクションから分取して凍結乾燥後に
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DMF 中に再溶解した。 

SWCNT-(KWKG)7 複合体のアミノ基に対する FITC-(PEG)12-NHS を用いた PEG 修飾

は、MS(PEG)12を用いた修飾と同一条件で pH 8.0、25 mM HEPES バッファー中で全アミ

ノ基量に対して 10% - 50%当量加えて 2 時間反応させた。反応後、未反応の FITC-(PEG)12-

NHS は 100 kD Micro Float-A-Lyzer Dialysis Device（Spectrum Laboratories 社製）の透

析用デバイスを用い、pH 7.5、20 mM Tris バッファー中で 24 時間透析して除いた。PEG

修飾されたアミノ基の割合は、FITC-(PEG)12 modified SWCNT-(KWKG)7複合体の吸収ス

ペクトルを測定し、FITC の吸光度とのモル吸光係数 A494nm = 68,000 M-1cm-1を用いて定

量した。 

 

【8】Biotin-(PEG)12-NHS を用いた PEG 修飾率の測定 

FITC の代わりに Biotin を有する PEG 化試薬 Biotin-(PEG)12-NHS を用いて SWCNT-

(KWKG)7 複合体に対して PEG 修飾を行い Biotin の定量から PEG 修飾率を測定した。

PEG 修飾条件は【6】、【7】と同一条件で行った。反応後、未反応の Biotin-(PEG)12-NHS

は、【6】と同様に遠心による限外ろ過で除いた。Biotin-(PEG)12 modified SWCNT-(KWKG)7

複合体に対して、Sensolyte® Biotin 定量キット（コスモバイオ社）を用いて Biotin を定

量し PEG 修飾率を測定した。 

 

【9】CWKG(KWKG)6ペプチドに対する BODIPY TMR 標識 

 BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6ペプチドの合成は、システイン残基のチオール基に対し

てマレイミド基を有する BODIPY TMR C5-maleimide を用いて標識を行い、0.02 mM の

BODIPY TMR C5-maleimide と 0.17 mM の CWKG(KWKG)6ペプチドを pH7.5、20 mM 

Tris バッファー中で 12 時間反応させた。反応後、逆相 HPLC にて、C18-ARⅡカラム、

0.1%TFA を含むアセトニトリル／水 = 15% - 70%、60 min の gradient mode の移動相条

件で精製を行った。目的の BODIPY TMR-CWKG(KWKG)6ペプチドは約 26 分のフラクシ

ョンから分取して凍結乾燥後に-20 ℃で保存した。 

BODIPY TMR 標識 SWCNT 複合体の調製は、重量比で(KWKG)7 : BODIPY TMR-

CWKG(KWKG)6 = 50 : 1, 100 : 1 のペプチド混合物で【2】と同一の方法で調製を行うこと

で得た。蛍光スペクトル測定は、SWCNT の散乱光等の影響を防止するため SWCNT 濃度

を 1 µg/ml に希釈し、FluoroMax-4 spectrofluorometer（堀場製作所社製）で 544 nm の励

起光で測定をした。そして、フリーの同濃度の BODIPY TMR の蛍光強度を 1 として比較

した。 

 

【10】BODIPY TMR 標識した SWCNT－ペプチド複合体の調製 

【9】では先に BODIPY TMR 標識したペプチドを合成した後にそのペプチドを用いて

SWCNT を分散することで調製したが、一方で SWCNT－ペプチド複合体を先に調製した
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後で BODIPY TMR 標識する方法も行った。SWCNT－ペプチド複合体は、重量比で

(KWKG)7 : CWKG(KWKG)6 = 10 : 1 のペプチド混合物で【2】と同一の方法で調製した。

そして、チオール基に対して PEG 鎖によるリンカーを介して BODIPY TMR 標識を行っ

た。BODIPY TMR-(PEG)n標識 SWCNT－ペプチド複合体の調製は 3 段階の合成により行

った。リンカーは SM(PEG)n (n = 2, 4, 6, 8, 12, 24)を用い、様々なリンカー長を有する

BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を合成して SWCNT－ペプチド複合体に対して標識し

た。 

1 段階目の反応は、BODIPY TMR C5-maleimide のマレイミド基に対して 2-

mercaptoethylamine（システアミン）を付加してマレイミド基からアミノ基に官能基変換

した。0.14 mM の BODIPY TMR C5-maleimide と 1.4 mM のシステアミンを pH 7.5、20 

mM Tris バッファー中で 5 時間反応させ BODIPY TMR-NH2 を合成した。反応後、逆相

HPLC にて、C18-ARⅡカラム、0.1%TFA を含むアセトニトリル／水 = 30% - 70%、30 min

の gradient mode の移動相条件で精製した。目的の BODIPY TMR-NH2は、約 19.5 分の

フラクションから分取し凍結乾燥後に DMF 中に再溶解した。2 段階目の反応は、SM(PEG)n

を結合させ BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を合成した。0.3 mM の BODIPY TMR-NH2

に対して triethylamine (TEA)を同等量加えて 30 分間反応させアミノ基を脱プロトン化し

た。そこに、両末端にマレイミド基と NHS エステル基を有する SM(PEG)nをアミノ基に対

して同等量加えて 24 時間反応させ、BODIPY TMR-NH2のアミノ基と SM(PEG)nの NHS

エステル基間で縮合させ BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を合成した。反応後、pH 7.5、

20 mM Tris バッファー中で SWCNT－ペプチド複合体のチオール基に対して 3 当量の

BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide を添加して 5 時間反応させ BODIPY TMR-(PEG)n修飾

SWCNT－ペプチド複合体を調製した。調製後、未反応の BODIPY TMR-(PEG)n-maleimide

は、透析用デバイス 100 kD Micro Float-A-Lyzer Dialysis Device を用いて pH 7.5、20 mM 

Tris バッファー中で 24 時間透析して除いた。透析後、UV-1600 紫外可視吸光光度計で

BODIPY TMR-(PEG)n修飾 SWCNT－ペプチド複合体の吸収スペクトル測定を行い、修飾

率は BODIPY TMR の吸光度とモル吸光係数 A544nm = 61,400 M-1cm-1を用いて定量した。

また、蛍光スペクトルは測定、SWCNT 濃度を 1 µg/ml に希釈して FluoroMax-4 

spectrofluorometer で 544 nm の励起光で測定をした。そして、フリーの同濃度の BODIPY 

TMR の蛍光強度を 1 として比較した。 

加えて、SWCNT－ペプチド複合体の分散安定性を向上させるために【6】と同一の方法

で PEG 修飾を行うことで(PEG)12修飾を施した SWCNT－ペプチド－(PEG)12複合体に対

しても BODIPY TMR 標識を行い同様の検討をした。リンカー長は PEG 鎖が 12 の

SM(PEG)12を使用して SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体

を調製した。蛍光強度は(PEG)12 修飾を行わない SWCNT－ペプチド－BODIPY TMR-

PEG12 linker 複合体の蛍光強度を 1 として比較した。 
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【11】SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体の細胞取り込み

の観察 

 SWCNT複合体の細胞取り込みは、【10】の方法で調製したSWCNT－ペプチド－(PEG)12-

BODIPY TMR-PEG12 linker複合体を細胞にインキュベートした後蛍光顕微鏡で観察した。

A549 細胞を grass bottom dish（松浪硝子社製）に 5 × 104個播種して 24 時間接着させた

後、SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体を SWCNT 濃度が

15 µg/ml になるように Opti-MEM 中に分散させ、培地交換後に 4、24 時間それぞれインキ

ュベートして取り込ませた。その後、細胞は PBS で 3 回 wash し、4%PFA で固定した。

蛍光顕微鏡観察は、Biozero Bz-8000 (キーエンス社製)を使用し、Ex/Em = 540/605 nm 

(BODIPY TMR, red)にて観察した。 

 

【12】SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体の取り込み量の

定量 

 細胞取り込み量は、A549 細胞を 24-well プレートに 1 × 105 個播種して 24 時間接着さ

せ、SWCNT－ペプチド－(PEG)12-BODIPY TMR-PEG12 linker 複合体を SWCNT 濃度が

15 µg/ml になるように Opti-MEM に分散させ、培地交換後に 4、12、24 時間それぞれ細胞

にインキュベートして取り込ませた。その後、細胞を PBS で 3 回 wash してトリプシン処

理にて細胞を回収し、FACSCant Ⅱ (BD biosciences 社製)を用いて FACS 測定を行った。

検出は Ex/Em = 488/585 nm、10000 event で行い、それぞれのヒストグラムの平均蛍光強

度は、SWCNT 未処理の細胞群の平均蛍光強度を引いた値で比較した。 

 

 

第２章 実験の部 

 

【1】試薬 

SWCNT、(KWKG)7ペプチド、MS(PEG)12、その他細胞培養関連の試薬は第一章と同一

のものを使用した。Label IT Plasmid Delivery Control は Mirusbio 社から購入した。 

FuGENE HD transfection reagent は Promega 社から購入した。Vectashield with DAPI 

は Vector Laboratories 社から購入した。その他の試薬は和光純薬株式会社およびナカライ

テスク株式会社から購入した。 

 

【2】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の調製 

 SWCNT-(KWKG)7複合体に対する PEG 修飾は第一章【6】と同一の方法で行い、容量は

反応溶液中の MS(PEG)12が 100%アミノ基と反応すると仮定した上で 0.5 µg のプラスミド

DNA と SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12 複合体を用いて複合化する際、N/P 比が 20 になる容

量に設定した。この調製法では、反応溶液中の MS(PEG)12は 100%反応しないため、実際
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の N/P 比は 20 から上方にずれた値となる。N/P 比を揃えた複合体を調製する場合は、PEG

修飾後に N/P 比が 20 となるように SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12分散液の容量を調整するこ

とで形成した。 

 

【3】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞培養培地中での分散安定性の評価 

 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞培養培地中における分散安定性は、第一

章【5】と同様、調製した複合体を細胞が接着したプレートの培地中に添加した後の経時変

化を観察することで評価した。SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体は【2】の方法で

1.5 µg のプラスミド DNA を用いて SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製した。

培地で 1 ml に希釈後、細胞が接着した 12-well プレート中に培地交換しインキュベート後

の経時変化を観察した。様々な PEG 修飾率と N/P 比を有する複合体、N/P = 20 で揃えた

複合体、PEG 修飾率が 0%ならびに 13.3%の複合体をそれぞれ調製して分散安定性を評価

した。 

 

【4】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体のゼータ電位測定 

【2】の方法で調製した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を SWCNT 濃度が揃う

ように pH 7.0、20 mM HEPES バッファーで希釈し、Malvern Nano-ZS instrument 

(Malvern Instruments 社製)にてゼータ電位を測定した。 

 

【5】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体のアガロースゲル電気泳動 

 【2】の方法で調製した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体をプラスミド DNA の

リン酸基の濃度が等しくなるように希釈した。18 µl の SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA

複合体と 2 µl の Takara 10 × Loading Buffer とを混合し、1% w/v agarose and Tris-Acetic 

acid-EDTA (TAE) gel の各レーンに 20 µl アプライした。70 V で 30 分泳動後、0.2 µg/ml

の EtBr 溶液に 30 分浸して Las 4000 imaging system（富士フィルム社製）で観察した。 

 

【6】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の EtBr 溶液中での蛍光測定 

【2】の方法で調製した 0.5 µg プラスミド DNA 含有 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA

複合体を SWCNT による散乱光等の影響を除くため 0.4 µg/ml EtBr 溶液 2 ml 中に希釈し

蛍光スペクトル測定した。測定は FluoroMax-4 spectrofluorometer を使用して 510 nm の

励起光で行い、蛍光強度は 610 nm 付近の蛍光の極大値を用いて評価した。相対蛍光強度は

0.5 µg のフリーのプラスミド DNA における蛍光強度を 1 として比較した。各蛍光強度は、

ブランクとしての EtBr 溶液の蛍光強度を引いた値を使用した。相対蛍光強度は以下の計算

式に従って計算した。 

Relative fluorescent intensity ＝ (Emcomplex － Emblank) ／ (EmpDNA － Emblank) 
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【7】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込みの観察 

 Cy3 ラベルされたコントロールプラスミド DNA0.5 µg を用い【2】の方法で SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を調製し、細胞にインキュベートした後に蛍光顕微鏡を行

った。 13.3%PEG 修飾した SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体は、 SWCNT-

(KWKG)7-(PEG)12分散液の容量を調整して N/P = 15 – 35 で調製した。A549 細胞を grass 

bottom dish に 5 × 104個播種して 24 時間接着させ、SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複

合体のプラスミド DNA 濃度が揃うように Opti-MEM 中に分散し、培地交換して 4 時間イ

ンキュベートした。その後、細胞は PBS で 3 回 wash、4%PFA で固定し、Vectashield with 

DAPI (Vector Laboratories 社製)で封入した。蛍光顕微鏡観察は、Biozero Bz-8000 を使用

し、Ex/Em = 470/535 nm (DAPI, blue)、Ex/Em = 540/605 nm (Cy3, red)にて観察した。 

 

【8】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体の細胞取り込み量の FACS による定量 

 細胞取り込みは【7】と同一条件で 4、12、24 時間それぞれインキュベートし、その後細

胞を PBS で 3 回 wash してトリプシン処理にて細胞を回収し、FACSCant Ⅱ を使用して

FACS測定を行った。FITC標識されたコントロールプラスミドDNAを用い、検出はEx/Em 

= 488/530 nm、10000 event で行った。相対蛍光強度はそれぞれのヒストグラムの平均強

度を使い、SWCNT 未処理の細胞群を 1 として比較した。 

 

【9】蛍光タンパク質 mKO2 をコードしたプラスミド DNA の細胞内発現 

 蛍光タンパク質 mKO2 をコードしたプラスミド DNA を用いて SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12/pDNA 複合体を調製し、【7】と同一条件で遺伝子導入を行って mKO2 の発現を蛍

光顕微鏡で観察した。SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA複合体は様々なPEG修飾率とN/P

比を有する複合体および 13.3%PEG 修飾し N/P = 15 – 35 で調製した複合体を調製して行

った。また、13.3%PEG 修飾した複合体で、複合体量を 75%、50%、25%、10%にそれぞれ

希釈した検討も行った。 SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12/pDNA 複合体を細胞に 4 時間取り込

ませた後、細胞を PBS で 3 回 wash し、DMEM に交換してさらに 32 時間インキュベート

することで取り込まれたプラスミドDNAを発現させた。そして、細胞を 4%PFAで固定し、

Biozero Bz-8000 を使用して Ex/Em = 540/605 nm (mKO2 protein, red)にて観察した。 

 

 

第３章 実験の部 

 

【1】試薬 

SWCNT、(KWKG)7 ペプチド、CWKG(KWKG)6 ペプチド、CA(PEG)12、MS(PEG)12、

FITC 、その他細胞培養関連の試薬は第一章と同一のものを使用した。 N-ε-

Maleimidocaproic acid (EMCA)は Thermo Fisher Scientific 社から購入した。WST-1 
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reagent はタカラバイオ株式会社から購入した。Mitomycin C (MMC)と他の試薬は和光純

薬株式会社から購入した。 

 

【2】SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体の調製 

CWKG(KWKG)6 ペプチド 10 mg を用いて第一章【2】と同一の条件で SWCNT-

CWKG(KWKG)6複合体を調製した。 

 

【3】MMC-EMCA-maleimide の合成 

 MMC を SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体に修飾するため、両末端にマレイミド基とカル

ボキシル基を有するEMCAをリンカーとして結合したMMC-EMCA-maleimideを合成し、

MMC のアジリジン基をマレイミド基に官能基変換した。合成は MMC のアジリジン基と

EMCA の カ ル ボ キ シ ル 基 と を 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide, 

hydrochloride (EDC)で縮合させた。始めに、40 mM の EMCA と 120 mM の EDC を DMF

中で 30 分間反応させ EMCA のカルボキシル基を活性化した後、pH 5.5、25 mM MES バ

ッファーを加えた。直後に MMC を EMCA に対して 30%当量添加して 3 時間反応させた。

反応後、逆相 HPLC にて、C18-ARⅡカラム、0.1%TFA を含むアセトニトリル／水 = 10% 

- 70%、20 min の gradient mode の移動相条件で精製した。目的の MMC-EMCA-maleimide

は約 17.5 分のフラクションから分取し凍結乾燥後に DMF 中に再溶解した。 

 

【4】MMC-EMCA-maleimide の濃度測定 

 一般的に、4,4'-Dithiodipyridine (4-PDS)はチオール基を有する化合物と反応して 4-

Mercaptopyridine を生成し、4-Mercaptopyridine の 324 nm における吸光度とモル吸光

係数 A324nm = 19,800 M-1cm-1を用いてチオール基の定量ができる。そこで、MMC-EMCA-

maleimide の濃度測定に 4-PDS を使用したチオール基の定量法を応用した。MMC-EMCA-

maleimide を過剰量のシステアミンと反応させた後、4-PDS を添加して未反応のシステア

ミンと反応させた場合、MMC-EMCA-maleimide 未含有の同濃度のシステアミンと 4-PDS

のみのコントロール溶液と比較して MMC-EMCA-maleimide とシステアミンが反応する

分だけチオール基が減少し 324 nm の吸光度は減少するため、その差から MMC-EMCA-

maleimide の濃度を測定した。1 µl の MMC-EMCA-maleimide を pH7.5、25 mM Tris バ

ッファーで 1000 µl に希釈し、1.5 mM のシステアミン 100 µl を添加し 1 時間反応させた。

その後、0.7 mM の 4-PDS を 1100 µl 添加しさらに 1 時間反応させた。そして、UV-1600

紫外可視吸光光度計で吸収スペクトルを測定し、324 nm におけるコントロール溶液との吸

光度の差と 4-Mercaptopyridine のモル吸光係数を用いて測定した。 

 

【5】SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体に対する PEG 修飾率の定量 

SWCNT-CWKG(KWKG)6複合体に対して第一章【6】、【7】と同一条件で PEG 修飾およ
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び修飾率の定量を行った。 

 

【6】SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体の調製 

 SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体は、１段階目に PEG 修飾、2 段

階目に MMC 修飾することで調製した。１段階目の PEG 修飾は第一章【6】と同一条件で

行い、pH 6.5、25 mM MES バッファーに交換した。その後、MMC-EMCA-maleimide を

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 複合体のチオール基に対して 5 当量添加して 5 時間反

応させた。反応後、再び遠心による限外ろ過で pH 5.5、25 mM MES バッファーに交換し

た。そして、UV-1600 紫外可視吸光光度計で吸収スペクトルを測定し、364 nm における

MMC の吸光度とモル吸光係数 A364nm = 22,000 M-1cm-1を用いて MMC の修飾量を定量し

た。 

 

【7】SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体からの MMC の放出 

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体を【6】の方法で調製後、遠心に

よる限外ろ過で各種塩化ナトリウムで等張にした pH 5.0 酢酸バッファー、pH 6.0 MES バ

ッファー、pH 7.0 および pH 8.0 HEPES バッファーに交換した。その後、37 ℃でインキ

ュベート後に Durapore (PVDF) 0.22 um membrane filter（ミリポア社製）で遠心ろ過を

行い SWCNT 複合体を除き、UV-1600 紫外可視吸光光度計でろ液の吸収スペクトルを測定

し MMC の吸光度とモル吸光係数を用いて MMC の放出量を定量した。また、放出された

化合物は、SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体を pH 8.0 HEPES バッ

ファー中で 5 日間インキュベート後、遠心ろ過によって SWCNT 複合体を除いたろ液を

HPLC 測定することで評価した。逆相 HPLC にて、C18-ARⅡカラム、0.1%TFA を含むア

セトニトリル／水 = 10% - 70%、20 min の gradient mode の移動相条件で測定を行い、

free の MMC のピークと比較した。 

 

【8】SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の細胞障害性の評価 

 キャリアである SWCNT-(KWKG)7-(PEG)12複合体の細胞障害性を WST-1 アッセイ法に

よって評価した。SWCNT-(KWKG)7 複合体と PEG 修飾を施した SWCNT-(KWKG)7-

(PEG)12 複合体、ならびに SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12 複合体について評価した。

A549 細胞を 96-well プレートに 3 × 103個播種して 24 時間接着させた後、6.25 - 100 µg/ml

の SWCNT 濃度の SWCNT 複合体含有培地に交換し 12 - 48 時間インキュベートした後に

WST-1 アッセイを行った。濃縮した SWCNT 複合体含有培地は、SWCNT 分散液にグルコ

ース溶液を 40 mM となるように添加し、凍結乾燥後に培地で再分散させることで調製し

た。その後、細胞を PBS で 3 回 wash し、200 µl の DMEM と 20 µl の WST-1 アッセイ溶

液を加えて再び 4 時間インキュベートし、 96-well プレートを Eon Microplate 

Spectrophotometer（BioTek 社製）のプレートリーダーで 430 nm の吸光度を測定して細
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胞生存率は以下の式によって計算した。 

Cell viability (%) = (Abssample － Absblank) ／ (Abscontrol － Absblank) × 100 

 

【9】SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体の殺細胞効果 

13.3%PEG 修飾した SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体を【6】の方

法によって調製し、2 段階目の MMC 修飾後は未反応の MMC-EMCA-maleimide を 100 

kDa molecular cutoff の透析膜を用いて透析で除いた。そして、【8】の方法で濃縮した

SWCNT-CWKG(KWKG)6-(PEG)12-MMC-linker 複合体含有培地を調製し、50 µg/ml の

SWCNT 濃度で細胞にインキュベートした後、殺細胞効果は【8】と同一の方法で WST-1 ア

ッセイで評価した。また、SWCNT 複合体に修飾された MMC と同濃度のフリーの MMC

の殺細胞効果も同様に評価した。 
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