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1 はじめに

最新の医療ではさまざまな腫瘍の診断・治療法が存
在する．がん診断にはMRI，CTおよび PET造影剤な
どが，治療には抗がん剤，分子標的薬，ホルモン剤な
どが用いられてきたが，その副作用が問題となる場合
が多い．そのため，薬剤を腫瘍に選択的に送達するナ
ノ薬物送達システムの必要性が認識されており，診断
と治療を一体化した高度な医療技術を目指すナノセラ
ノスティクスなどの研究開発が進められている．
低い薬剤投与量でがんに対する治療効果を向上させ

るには，薬剤をがん組織により多く集積させることが
重要となる．そのために，ナノメートルオーダーの粒
子ががん組織に集積しやすい性質を利用した診断薬や
治療薬の開発が進められている．Heら1) の研究では，
100 nm 程度の粒子が腫瘍細胞に効果的に集積するこ
とが報告されている．また，Asatiら2)は正および中性
の粒子に比べ, 負電荷をもつ粒子は腫瘍組織への集積
性が高いことを報告している．
薬物輸送に用いられる材料には，リポソームや合成

高分子（ヒドロキシプロピルセルロース，ポリ乳酸），
天然高分子（タンパク質，多糖，核酸，ペプチド）など
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がある．その中でも，ペプチドは生体適合性が高く，
アミノ酸残基の組成により粒径および表面電位の制御
が可能であるため，ナノ粒子の母材として注目されて
いる．
本研究では，放射線架橋に寄与するアミノ酸を主成
分としたペプチドを分子設計して有機合成し，パルス
ラジオリシス法による反応性解析を行った．また，放
射線照射によりナノ粒子を作製し，照射条件により粒
径を制御した．さらに，ナノ粒子に蛍光色素を担持し
たのち細胞集積試験を行うことで，放射線架橋ペプチ
ドナノ粒子を用いた新たな薬物送達システムの開発を
目指した．

2 ペプチドの分子設計

タンパク質の一種であるゼラチンを用いた報告で
は，放射線架橋で作製したハイドロゲルを酸加水分解
した後に生成物分析を行っており，架橋に関与するア
ミノ酸はフェニルアラニン（F），チロシン（Y），ヒス
チジン（H）の三種であることがわかっている3)．そこ
で，F，Y，Hおよびゼラチンの主成分であるグリシン
（G）を含む 5種のペプチド FGGGG，FGGGF，FGFGF，
YGYGY，HGHGH を固相合成法により合成した．ペ
プチドの残基数は，ペプチドの機能を発現するといわ
れている最小単位である 5残基4) に決定した．
これらのペプチドのうち F と G からなる 3 種

（FGGGG，FGGGF，FGFGF）については 0.1 wt% 水
溶液を準備し，室温にて 2.5 kGy（5 kGy/h）の線量で
γ線照射し（量研高崎 60Co），その後，溶質の質量分析
を行った．FGGGGはモノマーのピーク（m/z＝ 394）
のみが検出され，多量体化反応は観測されなかった．
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FGGGFではモノマー（m/z＝ 484）と二量体のピーク
（m/z＝ 967）が観測された．さらに，FGFGF ではモ
ノマー（m/z＝ 573）と，二量体（m/z＝ 1147）およ
び三量体のピーク（m/z＝ 1721）が観測された．すな
わち，ペプチドにおける Fの増加にともない，多量体
化反応が促進されることを明らかにした．

3 合成ペプチドの反応速度論的解析

ペプチド FGFGF，YGYGY，HGHGHと水由来の水
酸化（OH）ラジカルとの反応速度定数を競争反応法に
より評価した．パルスラジオリシス実験は東大，原子
力専攻の電子線形加速器施設 LINACで実施した．電
子線パルス（加速エネルギー 35 MeV，パルス幅 10 ns，
線量 4 Gy/パルス）を各種ペプチドとチオシアン酸カ
リウム KSCNの混合水溶液に照射し，(SCN)•−2 の生成
量の変化を観測した．電子線パルス照射直後の各種ペ
プチドおよび KSCN混合水溶液の 500 nmにおける吸
光度は，添加したペプチド濃度の増加にともない，減
少した（Fig. 1）．このタイムプロファイルより，各種
ペプチドと OHラジカルとの反応速度定数を kFGFGF =

8.8× 109 L mol−1 s−1，kYGYGY = 1.5 × 1010 L mol−1 s−1，
kHGHGH = 4.2×109 L mol−1 s−1と求めた．これは，既報
の各アミノ酸の反応速度定数（F：7.2×109 L mol−1 s−1，
Y：1.0× 1010 L mol−1 s−1，H：4.3× 109 L mol−1 s−1）5)

と同程度か，より大きい値となった．この理由として，
ペプチドはアミノ酸単体と比べてOHラジカルとの反
応部位が多く，側鎖の芳香環が立体障害の影響を受け

Figure 1. Time profile of absorbance at
500 nm of mixed aqueous solution of YGYGY
and KSCN by pulsed electron irradiation.

ていないため反応性が上がったと考えられる．
Galano ら6) は，密度汎関数法による遷移状態の構
造分析により，遊離アミノ酸は OH付加体の生成が主
であるのに対し，ペプチドでは OHラジカルによる水
素引抜反応が主であることを示し，水溶液中における
OHラジカルとの反応性は，遊離アミノ酸に比べてペ
プチドがより高くなると報告している．

4 放射線架橋によるペプチドナノ粒子の作製

ペプチド FGFGF，YGYGY，HGHGHの 0.1 wt%水
溶液に 5 kGy–10 kGy（5 kGy/h）の線量で γ線照射（量
研高崎 60Co）することで，ナノ粒子の作製に成功し
た．粒径範囲は，それぞれ 134 nm–160 nm，149 nm–
270 nm，58 nm–64 nmであり，平均粒径は HGHGH＜
FGFGF ＜ YGYGY の順に大きくなった（Fig. 2）．各
種アミノ酸と OHラジカルの反応速度定数もHGHGH
＜ FGFGF＜ YGYGYの順に大きくなることから，ペ
プチドに含まれる芳香族アミノ酸残基の反応性が，粒
子の粒径に影響を及ぼすことが示唆された．

5 粒子の蛍光染色と細胞培養試験

さらに，ナノ粒子に蛍光極大波長 555 nmを有する
蛍光色素（NH2-Reactive HyLite Fluor 555）を用いて標
識を行った．蛍光染色前後の表面電位を電気泳動動的
光散乱法で測定したところ，ペプチドナノ粒子の Zeta
電位は正に偏っていたが，蛍光標識後は −10 mV程度
の電荷を持っていることが確認された（Fig. 3）．

Figure 2. Dose dependence of particle diame-
ters of FGFGF, YGYGY, HGHGH aqueous so-
lutions irradiated with 60Co γ-rays.
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γ 線を 5 kGy 照射して作製した FGFGF（134 nm），
YGYGY（149 nm），HGHGH（58 nm）粒子をヒト子宮
頸がん由来の HeLa細胞へ取り込み，その様子を蛍光

Figure 3. Zeta potential of YGYGY nanopar-
ticles produced by 60Co γ-rays before and after
fluorescent staining. (a) YGYGY nanoparticles
(b) Fluorescent labeling YGYGY nanoparticles.

顕微鏡観察した（Fig. 4）．細胞断面（YZ面）の観察に
より，赤で示したナノ粒子が細胞表面ではなく細胞内
部まで取り込まれていることが確認できた．各ペプチ
ド粒子の蛍光染色後の電位に大きな差は見られなかっ
た．したがって，粒子の細胞集積性は粒径に依存して
いると考えられる．粒子は負電荷を有しているため，
Heら1) の示しているように，まず細胞表面に接着した
後，小胞体経由で細胞内に取り込まれたものと考えら
れる．
今後は，アミノ酸の組成を変えたペプチドを合成す
ることで，粒径，電荷，疎水性を制御したペプチド粒子
を作製することも可能である．さらに，キレーターを
アミノ基に結合することができるため，ガドリニウム
を担持した MRI 造影剤7) やホウ素を担持した BNCT
薬剤，放射性同位体を担持した PET薬剤等への応用が
期待される．

6 まとめ

放射線架橋技術により，創薬応用可能なペプチドナ
ノ粒子の開発を目指した．タンパク質の放射線架橋反
応メカニズムに基づき，架橋構造を形成するアミノ酸
を組み込んだペプチドを設計・合成し，放射線架橋法
により，粒径範囲 58 nm–405 nm，負電荷をもち，細胞
集積性をもつペプチドナノ粒子を開発した．ペプチド
ナノ粒子は新たな薬物送達システムへの応用の可能性
を示し，がんの診断や治療など将来の医療分野での応
用が可能な新規ペプチドナノ粒子プラットフォームの
可能性と放射線架橋の有効性を示すことができた．

Figure 4. Confocal image of red fluorescent FGFGF, YGYGY, HGHGH nanoparticles in HeLa cells.
Blue: nuclei, yellow: cell membranes, and red: nanoparticles solutions irradiated with 60Co γ-rays.
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