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テーマ１：バイオ機能材料の開発とその有効性検証                        

 

 

タンパク質性ナノカプセルを用いた細胞内局所送達 
-薬物の時空間的制御を可能にする DDS 技術の開発- 

小池 あゆみ†1，依田 ひろみ†2，増田 恵†2 

†1 神奈川工科大学 応用バイオ科学科 教授 
†2 神奈川工科大学 バイオメディカル研究センター 研究支援員 

 
1. 概要 
GroEL（シャペロニン、Cpn60、Hsp60）は真正細

菌の可溶性画分に存在するシャペロニンファミ

リータンパク質で、真核生物のミトコンドリア、

植物の葉緑体などに存在するCpn60とともにグル

ープ I型シャペロニンに分類される。熱などのス

トレスに応答して発現が誘導されるが、通常の生

育環境の細胞においても量の多いタンパク質で

ある。その機能は、補助因子 GroES（コシャペロ

ニン、Cpn10、Hsp10）とともに、新生ポリペプチ

ドや変性したポリペプチドの凝集を阻止し、正し

い立体構造形成（フォールディング）の介助をす

ることである。 

大腸菌の GroEL/GroES は、細胞内に存在する膜

タンパクを除く約 2500 種の可溶性タンパク質の

10〜15％を基質とする。GroEL は、57kD のサブユ

ニット 7 つからなるリングが 2 つ重なった 14 量

体構造をしており、ATP 加水分解を伴う構造変化

によって GroES を蓋のように結合すると、リング

内部に直径約4.5 nmの閉鎖空間ができる（図1A、

B）。GroEL のリング入り口に結合した変性ポリペ

プチドをこの空洞内に閉じ込めて、凝集を防ぎな

がらフォールディングし、ATP の加水分解が終了

すると、内包物（ADP、フォールディングしたタン

パク質）と GroES を解離し、GroEL は新たな変性

ポリペプチドを捕捉して一連の反応サイクルを

繰り返す。ATP 加水分解にかかる時間はシャペロ

ニン反応サイクルを制御するタイマーとして機

能しており、野生型 GroEL では 8 秒だが、GroEL

の ATP 加水分解に関わる Asp52 および Asp398 を

Ala に置換した GroELD52A/D398A 変異体は 12 日であ

ることを我々は見いだした[1]。また、GroEL/GroES

複合体は基質タンパク質以外に例えば金属ナノ

粒子を 2つの空洞に高効率（90％以上）で内包さ

せることも可能であることがわかった[2]（図 2）。

GroEL/GroES に薬物等を内包し、望みの時間で加

水分解が終わる GroEL 変異体を用いることで、必

要なときに薬物を放出することが可能になると

考えた。 

本研究では、GroEL/GroES による「閉じ込め、

保護し、放出する」反応サイクルを薬物キャリア

に適するよう制御し（3.1）、さらに局所に「届け

る」ための機能付与を行った[3]（3.2）。作製した

シャペロニンカプセルに薬物を内包し、標的部位

に送達したことを、生理活性の評価で検証するこ

とを目的とした（3.3）。GroEL/GroES は不安定な

ゲスト分子を分解から保護しながら運び、必要な

ときに放出する、均一な大きさのタンパク質性ナ

ノカプセルとして DDS（ドラッグデリバリーシス

テム）キャリアへの応用が期待できる。そこで、

動物実験（清瀬との共同研究）、マウス血清中での

安定性試験を行った（3.4）。また、この研究期間

中に我々は、GroEL が高濃度 ATP 存在下で自己会

合して、幅 20 nm、長さ数百 nm のチューブ構造を

可逆的に形成できることを発見した[4]（3.5）。重

合している個々のGroEL分子の２つの空洞内に薬

物を内包させることで、複数種類の薬剤を併せ持

つ薬剤ナノテープとしての応用が期待できる技

術となるだろう。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2. 研究方法 
2.1 開閉時間制御型 GroEL 変異体の作製 

GroEL の ATP 加水分解に重要な Asp52/Asp398

を別のアミノ酸に置換した変異体の発現ベクタ

ーを QuikChange site-directed mutagenesis法

で作製した（図 3A）。Escherichia coli BL21 (DE3) 
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図１ シャペロニン複合体の X線結晶構造 
 (A) Escherichia coli GroEL/GroES (1AON), (B) E. coli 

GroEL/2GroES (3WVL), (C) T. thermophilus Cpn60/Cpn10, 
(D) Human mitocondrial Cpn60/2Cpn10. 
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を組換え、培養菌体から Butyl-Toyopearl(TOSOH)、

SepharoseCL-4B(GE Healthcare)を用いて、各種

GroEL 変異体を精製した。 

ミトコンドリアの Cpn60 として X 線構造解析

が報告されている Human においても、ATP 結合部

位近郊の構造は GroEL とよく似ている（図 3B）。

また、アミノ酸アライメントからも相同アミノ酸

が保存されていることがわかる（図 4）。そこで、

シグナル配列（N 末端から 21番目まで）を除去し

た酵母ミトコンドリアのCpn60（mtCpn60WTとする）

の発現ベクターを鋳型とし、QuikChange 法を用い

て Asp73 と Asp420 を Ala に 置 換 し た

mtCpn60D73A/D420Aの発現ベクターを作製した（図4）。

E. coli Rosetta(DE3)で発現させ、ライセート上

清を Butyl-Toyopearl、SepharoseCL-4B、MonoQ（と

もに GE Healthcare）を用いて精製した。 
各種 GroEL（Cpn60）変異体の ATP 加水分解活

性は、2種類の方法で測定した。ATP再生法では、

0.2 µM GroEL、5 mM phosphoenol pyruvate、

pyruvate kinase (100 µg/ml)、0.2 mM NADH、

lactate dehydrogenase (100 µg/ml)、5 mM DTT

を HKM Buffer（20 mM HEPES-KOH（pH 7.5）、100 

mM KCl、5 mM MgCl2）に加えた反応液を光路長 1 

cm の石英セルに入れて、1mM ATP を添加して加水

分解を開始し、Abs340を連続的に計測した。150秒

後に 0.6 µM 野生型 GroES（GroESWT）をセル中に

追加し、NADH の減少に起因する Abs340の傾きから

ATP 加水分解活性を算出した。300 秒の計測で変

化が見られないようなATP加水分解反応の遅い変

異体には、GroEL/GroES 複合体の結合ヌクレオチ

ド定量法を行い、より正確な加水分解活性を測定

した。2 µM GroEL、6 µM GroESWT、5mM DTT、1 mM 

ATP を HKM Buffer に加え、10 分間室温で反応さ

せた後、3 個の TSK-GELガードカラム(TOSOH)を連

結したゲルろ過クロマトグラフィー (25 mM 

HEPES/KOH (pH7.0)、100 mM Na2SO4、5 mM MgSO4)

で GroEL/GroES複合体を分取し、一定時間毎に複

合体溶液の一部を抜き取り、24% PCA を加えた。

遠心上清を 0.5 M K2CO3で中和し、TSK-GEL ODS-

80Ts (TOSOH)による逆相クロマトグラフィー(100 

mM リン酸ナトリウム(pH6.9))で ATP と ADP に分

離し、Abs260 のピークを濃度既知のヌクレオチド

のピークから定量した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.2 GroEL/GroES複合体の細胞内局所送達 

GroEL/GroES 複合体を細胞核へ送達するため

に、GroESWTのN末端にAryl Hydrocarbon Receptor

（AhR）のアミノ酸配列の 12〜38に位置するシグ

ナル配列（RKRRKPVQKTVKPIPAEGIKSNPSKRH）を融合

した発現ベクターpETGroES-NAS を構築した。

pETGroES-NAS を E. coli BL21(DE3)に組換え、培

養菌体から Butyl-Toyopearl、SP-Toyopearl (共

に TOSOH)を用いて核移行シグナル融合 GroES

（GroESN-AhR）を精製した。次に、GroESN-AhRの N 末

端または C 末端に、膜透過ペプチド（protein 

transduction domain, PTD）として知られる HIV-

A CB

D

図２ 金属ナノ粒子内包 GroEL/GroES 複合体 
(A) FePt 内包 GroELD52A/D398A/GroES 複合体 (内包率>90%)、
(B) 2 つの空洞のそれぞれに FePt を内包した GroEL/GroES
複合体、(C) FePt と Au 粒子を内包した複合体、(D) FePt と
Pt を内包した複合体 

B

A

図３ GroEL（Cpn60）のヌクレオチド結合部位

の構造 
(A) E. coli GroELD52A/D398A/ 2GroES 複合体（3WVL）の ATP
結合部位、(B) Human mtCpn60 / 2mtCpn10 複合体（4PJ1）
の ADP 結合部位。GroEL（Cpn60）のモノマーをリボン表

示し、頂点ドメインを赤色、中間ドメインを緑色、赤道ド

メインを青色で示した。拡大図中の赤色はヌクレオチドを

示す。 
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Tat1 タンパク質の 49〜53に位置する配列（RK2R2）

またはオリゴアルギニン（R6）を付加した 4 種の

膜透過ペプチド融合GroES発現ベクター（pETESC-
PTD、pETESN-PTDAhR、pETESN-AhRC-PTD、pETESN-
PTDAhRC-PTD）を PCR 法で構築した。形質転換した

E. coli BL21(DE3)株または Rosetta(DE3)株でタ

ンパク質を発現させ、Butyl-Toyopearl、SP-

Toyopearl で分離してそれぞれ精製タンパク質を

得た。 

GroESWTを Cy3で蛍光標識し、NAP5 カラム（GE 

Healthcare）を用いて遊離の蛍光色素を除去した。

各種 GroES 変異体（GroESmut）と Cy3-GroESWTを 1:6

で混合し、4˚C で一晩おいた。GroELD52A/D398Aは Cy5

または FITC で蛍光標識した。0.5 µM FITC(Cy5)-

GroEL、1 µM Cy3-GroESWT/GroESmut（Cy3- GroESmut）、

1 mM ATP を HKM buffer中で混合して室温で 1時

間反応後、限外濾過によりシャペロニン複合体を

精製し、0.45 µm メンブレンフィルターで濾過滅

菌した。MEM 培地と共に 35 mmガラスボトムディ

ッシュに播種した CHL 細胞（チャイニーズハムス

ター肺由来線維芽細胞）、および A549（細胞ヒト

肺胞基底上皮腺癌細胞）に対して、GroEL/GroES複

合体を GroEL換算で終濃度 0.05 µMとなるように

添加し、1 時間インキュベーションをしたのちに

培地交換をして余剰の複合体を除いた。その後、

37˚C、5％ CO2 条件下でインキュベータ蛍光顕微

鏡 LCV110 を用いて、細胞の経時的な蛍光観察を

行なった。 

GroEL/GroES 複合体の内包物として、変性した

GFP タンパク質、フラーレン（C60）を用いた。2 µM 

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

(1)
(2)
(3)

図４ GroEL(Cpn60)のアミノ酸配列アライメント   
(1) E. coli GroEL、(2) Yeast mtCpn60、(3) Human mtCpn60。GroEL の二次構造を最上部に記し、頂点ドメインを赤色、中間ドメイン

を緑色、赤道ドメインを青色で示した。他の Cpn60 はアミノ酸配列の相同性から同様に着色した。 
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GroELD52/398Aと 2 µM GFP を混合し、60˚C で 15 分

間加熱した（GFP 結合 GroELD52A/D398A）。1 mM ATP 存

在下で Cy3-GroESmut と GFP 結合 GroELD52A/D398A を

2:1 のモル比で混合し、その後、限外濾過を行い

GroELD52A/D398A/Cy3-GroESmut/GFP 三者複合体を調製

した。CHL 細胞に、GroEL換算で終濃度 0.02 µM ま

たは 0.1 µM となるように GroELD52A/D398A/Cy3-

GroESmut/GFP を添加し、生細胞中の GroEL/GroES

複合体の局在を蛍光顕微鏡下で経時観察した。

100 µM C60を 10 µM GroELD52A/D398Aと混合後、20 µM 

GroESmutと 1 mM ATP を加えて複合体を調製し、CHL

細胞に GroEL換算で終濃度 0.5 µMとなるように

添加した。C60の生理活性測定は、複合体添加し 24

時間の培養後に45 mJ/cm2の UVAを細胞に照射し、

細胞固定と蛍光染色を経て小核発生率をコンピ

ュータ支援画像診断（CAD）で算出した。 
 

2.3 マウス血清におけるシャペロニンの安定性 

4 µM GroES（または mtCpn10）と 2 µM 
GroELD52/398A（または mtCpn60 D73A/D420A）を 1 mM 
ATP 存在下で HKM Buffer に加え、10 分間室温

で静置した。Amicon Ultracel 100 kDa（メルク）

で限外濾過し、シャペロニン複合体を調製した。 
ヘパリンナトリウム注射液（味の素）で抗凝固

処理を施したシリンジ針を用いて採取したマウ

ス血液を、遠心分離し（3,000 rpm、15 min、4˚C）、

血球と血清に分画した。血清 1.0 mg/ml（原液の

タンパク濃度は 63.7mg/ml）と、0.2 mg/ml シャ

ペロニン複合体を HKM Buffer（50 mM KCl）に

加え、37˚C で 2〜24 時間反応させた後、SDS-
PAGE で分離し、抗 GroEL、抗 GroES抗体を用

いてウエスタンブロット解析を行った。 
  

2.4 GroEL の自己重合ナノチューブの形成 

5 μM GroELD52A/D398Aを含む HKM Buffer に 5 mM 

ATP を添加して試料を調製した。FePt ナノ粒子含

有 GroEL チューブは、20 mM HEPES/KOH (pH 

7.4) に FePt ナノ粒子（10 mg/mL）を加えて 1分

間ピペッティングしたのち、100 mM KCl、5 mM 

MgCl2を加え、最後に 5 mM ATP を添加して調製し

た。GroEL single-ring（SR）変異体（R452E、E461A、

S463A、V464A）にさらに加水分解遅延となる変異

を導入した SRD52A/D398Aを GroELD52A/D398A: SRD52A/D398A= 

10 : 1 となるように加え、同様に GroEL チューブ

を調製した。ATP添加後、10 分静置してから、試

料を TEM グリッドに滴下し、0.5 %リンタングス

テン酸（pH 4.0）でネガティブ染色後、加速電圧

100 kV の透過型電子顕微鏡 JEM2100（日本電子）

で観察した。チューブの長さ分布は、imageJによ

る画像解析で測定した。 
 

3. 結果および考察 
3.1 GroEL 変異体ライブラリーの作製と評価 

作製した一連の GroEL 加水分解遅延型変異体

のシャペロニン活性（ヌクレオチド結合、ATP 加

水分解、基質結合、GroES 結合、基質フォールデ

ィング）を測定し、各アミノ酸残基のシャペロニ

ン活性における役割を明らかにした。Asp52 と 

Asp398は、ATP のγリン酸の引き抜きに重要なア

ミノ酸であるため、その二重変異体は ATP 加水分

解が著しく遅くなるが、ATP 結合や GroES 結合、

基質フォールディングなどのシャペロニン活性

には影響は無い。作製した一連の GroEL 加水分解

遅延型変異体の ATP 加水分解時間を測定したと

ころ、1サイクル時間が 8 秒から 12日以上までの

各種変異体が得られた。特に、GroELD52Kは、複合

体結合ヌクレオチド定量の結果から、12日以上複

合体を維持することがわかった。ATP 加水分解の

1 サイクルの時間は遅延したが、それ以外の活性

に影響はなく、これにより様々な時間で加水分解

が終了し蓋が開くGroEL変異体ライブラリーをデ

ザインし、作製することができた（図 5）。また、

mtCpn60D73A/D420A 変異体は、GroEL の Asp52 と 

Asp398 に相当すると推測した酵母 mtCpn60 の

Asp73 と Asp420 を Ala に置換した変異体である

が、1 サイクル時間が 4 日に遅延し、それ以外の

シャペロニン活性（ヌクレオチド結合、基質結合、

GroES 結合、基質フォールディング）は正常であ

った。したがって GroEL/GroES で進めてきた成果

はmtCpn60/mtCpn10に置き換えることも可能であ

り、大腸菌 GroEL/GroES の臨床的抗原性の問題を

解決するために、真核生物がミトコンドリアに保

有するバクテリア型シャペロニンの適用が期待

できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 GroEL/GroES複合体の細胞内局所送達 

各種 GroES 変異体（図 6A）は、単独では凝集

しやすい傾向にあったが、GroESWTと 1:6 の混合比

で 4˚C で 7 時間以上静置することでヘテロ７量

体（GroESmut）を形成し、この GroESmutはいずれも

1 mM ATP 存在下で GroELD52A/D398Aと結合して安定

な複合体を形成した。GroES 変異体と GroESWTを混

図５ GroEL 変異体の反応サイクル時間 
時間/サイクルの単位は s（秒）、h（時間）、d（日）。 
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合してヘテロ 7量体を形成させるこの手法は、複

数種類の特徴を各種組合せでGroESに付与する際

に、新たな遺伝子操作を必要とせずに簡便に多彩

な特徴を併せ持つ GroES を形成できるため、大変

に有効である。 

Cy3-GroESmut と FITC-GroELD52A/D398A の複合体を

投与した CHL 細胞の蛍光顕微鏡観察より、GroESN-

AhR/GroELD52A/D398A複合体は投与から1時間までに細

胞膜表面に付着し、4.5 時間で細胞質に到達、7時

間までには細胞核に到達していた（図 6B）。作製

した変異体中で最も核送達時間が短かったのは

GroESN-PTD/AhR/ GroELD52A/D398A複合体で、細胞に投与

後 1 時間以内で細胞質への到達、4.5 時間までに

核への到達が確認できた。PTD 配列の効果で、細

胞膜付着から膜透過までの時間が短縮できたた

めと考えられる。一方、C 末端への PTD 融合変異

体はタンパク質の凝集を引き起こしやすく有効

では無かった。また、A529細胞への送達は CHL 細

胞より遅く、送達時間には細胞依存性があること

が示唆された。 
 

3.3 GroEL/GroES複合体内包薬剤の局所送達 

シャペロニンを薬物担体とする DDS 技術の開

発のため、GroESN-AhR/GroELD52A/D398A複合体に内包し

た物質を細胞内局所送達することを検討した。変

性 GFP を内包し Cy3-GroESN-AhR/Cy5-GroELD52A/D398A

複合体を CHL 細胞に添加したところ、Cy3、GFP、

および Cy5 の蛍光が、同じ地点で三重に重複した

シグナルが核内において検出された（36～48時間）
[3]。GFP を内包 GroESWT/GroELD52A/D398A複合体では、

各蛍光シグナルが細胞質内でいくらか観察され

たが、核には到達しなかった。さらに、GFP 内包

GroESN-PTD/AhR/GroELD52A/D398A 複合体は、最も早いも

のでは細胞投与から 4.5 時間で GFP および Cy3 蛍

光が核へ到達したことを確認でき、内包物の有無

は複合体の細胞膜透過性、膜透過時間に影響しな

いと分かった。また、細胞に投与する複合体濃度

を 0.02 µMから 0.1 µMに増加したところ、顕微

鏡観察視野内の複合体核送達細胞率は 4％から

29％に上昇した。 

次に、C60を内包物にして、GroEL/GroES複合体

によって核に送達したC60が UV照射によって活性

酸素を発生させゲノム DNA を切断する効果を、小

核発生率を計測することで比較した（高村との共

同研究）。C60 内包 GroESN-AhR/GroELD52A/D398A または

GroESN-PTD/AhR/GroELD52A/D398A複合体を CHL 細胞に投

与した 24ｈ後に UV を照射して、小核数をコンピ

ュータ支援画像診断システム（CAD）を用いて自動

計測した（武尾との共同開発）。その結果、

C60/GroESN-AhR/GroELD52A/D398A 複合体は C60 単独で細

胞投与したものと比較して小核発生率が1.5倍に

増加し、C60/GroESN-PTD/AhR/GroELD52A/D398A 複合体は

1.4 倍に増加した（図 6C）。C60はシャペロニン複

合体に内包することで細胞核近傍まで到達可能

になり、DNA損傷効率が上昇したと考えられた。 

 これらの結果から、GroES の N 末端に PTD と AhR

を融合することによって、GroES/GroEL 複合体に

内包した物質を凝集や分解から保護しながら細

胞核に送達することが可能であり、内包物の生理

活性効果を向上させる可能性を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.4 血清中でのシャペロニン複合体の安定性 

GroESN-AhRまたは GroESN-PTD/AhR/GroELD52A/D398A複合

体を、マウス血清タンパク質の 10-20％の濃度で

混合し 37 ˚C に静置したとき、電気泳動でそれぞ

れのタンパク質は 18 h までは変化は無かった。

mtCpn10/mtCpn60D73A/D420A 複合体においても同様に、

12 h までは検出バンドに変化はなかった。このこ

とから、血液投与の際のシャペロニン複合体の安

定性は 12 h までは問題ないと考えられた。 

図６ GroES 変異体/GroEL 複合体の細胞膜透過 
(A) 作製した GroES 変異体の構築。 
(B) GFP/GroES 変異体/GroELD52A/D398A 複合体を CHL 細胞に投

与後の各時間毎の蛍光観察像（GFP/Cy3/FITC の merge）。 
(C) C60/GroESmut/GroELD52A/D398A複合体を投与した CHL 細胞の

小核発生率。Cont.は C60、複合体の代わりにバッファーを投与

したもの。 
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3.5 金属粒子内包 GroELテープの形成と制御 

GroEL が高 ATP濃度で自己会合して幅 20 nm、

長さ数百 nm のチューブ構造を可逆的に形成でき

ることを、本研究過程で発見した[4]。GroEL の平

均粒径は粒子径分析で約 20 nm（X 線結晶構造と

一致）だが、5 mM 以上の ATP 存在下では GroELwt、

GroELD398A、GroELD52A/D398A のいずれも、より大きな

粒子径を示した。この粒子径増大は、TEM 観察に

より GroEL の 1次元的な自己重合によるものであ

ることが分かった（図 7A）。また、この現象は ATP

加水分解が遅い変異体ほど顕著であった（GroELWT 

< GroELD398A < GroELD52A/D398A）。一方、GroES共存下

では自己重合は見られず、GroEL/GroES 複合体を

形成した。また、線維形成後の GroEL に GroES を

添加することで、可逆的に迅速に脱重合した。 

GroEL チューブ形成の原理は次のように考え

られる。ATP を結合した GroEL のリング入り口に

は疎水性アミノ酸が並び、細胞内では変性タンパ

ク質を捕捉する。変性タンパク質が少なく、ATP が

高濃度で存在すると、その GroEL リング入り口の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アミノ酸同士が互いに疎水性相互作用で結合し、

GroEL がダブルリング構造であるために自己重合

的に 1 次元線維構造を形成すると予想される。

GroES の GroELへの結合の方が強いため、GroES の

共存により線維構造は壊れ、GroES/GroEL 複合体

形成が優先される。 

次に、重合している個々の GroEL 分子内に薬物

を内包させることができるかを検討した。FePt ナ

ノ粒子を GroEL と混合し、ATP を添加して線維構

造を形成させ、FePt内包 GroELテープをつくるこ

とに成功した（図 7B）。この GroEL チューブは、

ATP 濃度を下げることでも脱重合することがわか

ったため、細胞内の生理条件では脱重合して内包

物を放出することができる。 

最後に、GroEL の 2 つのリング界面の変異体で

リング間が解離することがわかっている SR 変異

体（R452E、E461A、S463A、V464A）の加水分解活

性を遅くした SRD52A/D398A を混合して、線維末端を

キャップすることで線維長を制御できるか検討

した。その結果、5 μM GroELD52A/D398Aのみでチュ

ーブ形成した場合に平均 145.06±74.76 nm であ

ったのに対し、GroELD52A/D398A:SRD52A/D398A = 10:1 の

試料では平均 70.58±36.51 nmだった（図 7CD）。

線維長が平均で1/2程度に短くなりキャップ効果

が観察されたが、SRD52A/D398Aの混合比を変えること

による長さの制御には至っていない。しかし、

SRD52A/D398Aのみでは 5 mM ATP 存在下でも線維構造

は形成されないことから、ダブルリング構造が線

維形成に必要であることは明らかとなった。 

GroEL ナノテープは、重合している個々の

GroEL 分子内に薬物を内包させることで、薬剤カ

プセルの局所集積、取り込み濃度のチューブ長さ

による制御、複数種類の薬剤を併せ持つ薬剤ナノ

テープとして細胞周囲に配置するなどの応用が

考えられる。 
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図７ GroEL ナノテープ形成と長さの制御 
(A) 5 mM ATP 存在下で形成した自己重合 GroELD52A/D398Aチュ

ーブの TEM 観察像。(B) FePt ナノ粒子内包 GroELD52A/D398Aチ

ューブの TEM 観察像。(C) GroELD52A/D398Aチューブの TEM 像

（左）を imageJ で解析した線維長ヒストグラム（右）。(D) 
GroELD52A/D398A：SRD52A/D398A＝10:1 の混合比で形成したチュー

ブ構造の TEM 像（左）を imageJ で解析した線維長ヒストグ

ラム（右）。 
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1. 背景と目的 
日本人の健康増進への技術革新は重要な課題

の一つである。その中でバイオ機能素材の開発は

今後のバイオメディカル産業の発展には欠かせ

ない。特に、ナノバイオテクノロジーとバイオイ

ンフォマティクスを連携する事で革新的な医療

技術を生み出す事が期待できる。本プロジェクト

は医療技術の革新に貢献するバイオ機能素材開

発を目的として、新たなバイオ機能材料の開発と

医療基盤技術を創出したいと考えている。特に、

生体でのドラッグデリバリーシステム(DDS)に使
用可能なバイオ機能素材を作り出す事は疾病治

療を急速に発展させる事が示唆できる。本プロジ

ェクトでは新たなバイオ機能素材としてシャペ

ロニン複合体にターゲットを当てて開発を行う

事にした。生体を用いてシャペロニン複合体の輸

送体としての有効性と実際送達したい物質の１

つとしてビタミンE同族体の生体内動態について
一連の研究を行う事にした。 
ビタミン Eは脂溶性の栄養素である。天然には

クロマン環に飽和型のフィチル側鎖が結合した

トコフェロールと不飽和型の側鎖が結合したト

コトリエノールがあり、クロマン環のメチル基の

数と位置の違いにより、α、β、γ、δの４つが

それぞれ存在するので合計８種類ある。ビタミン

E は小腸上皮細胞より吸収されるとリポタンパク
質に組み込まれ、リポタンパク質と共に体内輸送

されると言われている。血中に放出されたリポタ

ンパク質は肝臓に入ると肝臓にあるα-トコフェ
ロール輸送タンパク質[1],[2]によりα-トコフェロ
ールを優先的に体内循環へと導き、それ以外の非

α-トコフェロール（δ-トコフェロールやトコト
リエノール類）は肝臓内でうっ滞し、その後速や

かに代謝されると報告されている[3]。しかし、近

年、トコトリエノール類においては抗血管新生作

用[4]、抗酸化作用[5]、非アルコール性脂肪性肝炎

予防効果[6]などが、またδ-トコフェロールには抗
肥満作用[7]などが報告され、α-トコフェロール以
外のビタミン E に注目が集まっている。しかし、
ビタミン E 同族体の体内動態を考えると非α-ト
コフェロールの目的組織への到達は経口摂取だ

とかなり難しいと推察される。そこで、シャペロ

ニン複合体等の DDS キャリアに乗せる事で目的
の組織へと到達させられることが可能ではない

かと考えた。 
一方、キャリアとなるシャペロニンは GroEL/	

GorES 複合体で、GroEL は 57kD のサブユニット
7つからなるリングが２つ重なった 14量体構造を
しており、リング内は空洞となっている。また

GroES は GroEL の蓋の役割をし、その結合には
ATP 加水分解反応が伴う。この GroEL の ATP 加
水分解に関わるアミノ酸を Ala に置換した
GroELD52A/D398A 変異体の空洞内に基質タンパク質

を閉じ込めた反応中間体の半減期が 6日である事
が報告され [8][9]、この結果より、GroELD52A/D398A

変異体が細胞内または組織間の輸送体になりう

る可能性が示唆された。さらに、本研究では金ナ

ノ粒子を内包し、芳香族炭化水素受容体 AhR［10］

の核移行シグナルの一部を付加した GroESNAS 複

合体と細胞膜を透過して細胞内にタンパク質を

直接導入できる機能を持つアミノ酸配列がある

タンパク質形質導入ドメイン PTD［11］の後ろに

AhR を結合した GroESN-PTD/AhR複合体の 2 種類を
用いる事にした。 
本研究は、組織および細胞内局所到達輸送体と

しての上記のシャペロニン複合体の有効性と、そ

の中に入る目的物質の１つとして非α-トコフェ
ロールとしてδ-トコフェロールの体内動態につ
いて検討を行う事にした。H27年度は「In vivoに
おける細胞内局在送達輸送体の有効性の検証」と

してシャペロニンタンパク質と強い抗酸化作用

を持つフラーレンをマウスに投与し、安全性を確

認した。H28年度は「δ-トコフェロール含有リポ
ソーム投与によるマウスの体内分布について」、

H29年度は「In vivoにおける細胞内局在送達輸送
体の有効性の検証 –ビタミンE含有リポソームの
輸送体としての基礎研究」と題して、δ-トコフェ
ロール含有リポソームを作製し、マウス尾静脈よ

り投与し、体内分布を検討した。一方、H30年度
は「シャペロニン複合体のマウス脳内移行の可能

性について」として、上記に記載した２つの複合

体を用いて脳内への移行について検討した。DDS
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は血液を介して標的となる組織に輸送体を運ぶ

のが１つの経路であるが、血液を介しての輸送が

困難な組織の１つに脳がある。脳への物質輸送に

は血液脳関門(Blood-brain barrier)が脳内外への物
質の輸送を厳格に制御しており、血液を介してシ

ャペロニン複合体を脳内へ輸送するのは極めて

困難であると推察される。しかし、脳内への薬物

送達技術が開発できれば画期的な医療技術の発

展につながる事が推察できるので、血液を介さな

いで脳内に目的物質を到達できる技術開発も求

められている。そこで、今回は大脳に直接添加す

る事で脳内に移行できるかどうか検討した。最後

に、R1 年度は「δ-トコフェロールの経口摂取に
よる体内分布について」と題して、静脈注入では

なく、経口投与した場合の体内動態を検討し、H28
～H29年度の研究と比較することにした。 
 
2. 研究方法 
2.1 H27年度：In vivoにおける細胞内局在送達輸
送体の有効性の検証 

ICR雌マウス 10匹を 1週間予備飼育した後、5
匹に静脈投与、5 匹に腹腔内投与を行った。静脈
投与、腹腔内投与とも 1匹ずつコントロールとし
て溶媒のみを投与し、残りの 4匹はフラーレンの
み、シャペロニンタンパク質のみ、フラーレン＋

シャペロニン（シャペロニンの濃度は 2種類）そ
れぞれ投与した。なお、フラーレンはすべて

10mg/kgBWとした。投与後 24時間観察を行った。 
 

2.2 H28年度：δ-トコフェロール含有リポソーム
投与によるマウスの体内分布について 
ビタミンEは脂溶性物質であることからそのま

ま静脈投与することができない。そこで、δ-トコ
フェロール含有リポソームを作製する事にした。

リポソーム作製はリポソーム簡易作製装置であ

る Mini-Extruder (Avnati Poloar Lipids, INC)を用い
て Egg-PCとδ-トコフェロールとでリポソームを
作製した。7週令 BALB/c雄マウス 31匹を 4日間
予備飼育後、体重差が出ないように次の 9群に分
けた。①何も投与しない群(0)、②投与 30 分後に
解剖する対照群 (30m-C)、③投与 30 分実験群
(30m-E)、④投与 1時間対照群(1h-C)、⑤投与 1時
間実験群(1h-E)、⑥投与 2時間対照群(2h-C)、⑦投
与 2時間実験群(2h-E)、⑧投与 4時間対照群(4h-C)、
⑨投与 4時間実験群(4h-E)。なお、0群と各時間の
対照群は一群 3匹とし、実験群は一群 4匹とした。
δ-トコフェロール含有リポソームはδ-トコフェ
ロール量として、1.4µg/gBWになるように尾静脈

より投与した。投与後イソフルラン麻酔下にて心

臓採血を行い、血液を採取した。血液は 3,000rpm 
10 分遠心分離(4℃)し血漿を得た。その後、Ueda
らの方法[12]を基本とした HPLCによるビタミン E
定量を行った。 

 
2.3 H29年度：In vivoにおける細胞内局所送達輸
送体の有効性の検証 –ビタミンE含有リポソーム
の輸送体としての基礎研究- 
	 H28 年度の実験を再度行う事にした。Egg-PC 
86.3mg にδ-トコフェロール 5mg、エタノール
3.65mL加えてよく攪拌し、その後、一部を別の試
験管に移して、N2下にて乾固させた。乾固後、生

理食塩水を 6mL加え、27℃で 20分間ソニケート
しリポソームを作製した。コントロール用はビタ

ミン E を除いた Egg-PC のみで作製した。群分け
等実験方法は H28年度と同様であるが、今回は血
漿、肝臓および脂肪組織のビタミン E量も分析し
た。 
 
2.4 H30 年度：シャペロニン複合体のマウス脳内
移行の可能性について 
シャペロニン複合体の調整は、0.01 mg/mLのφ

4 nm 金ナノ粒子存在下で、 Cy3 標識した
GroELD52,398A, noCys 535Cと GroESNASを混合後、ATP
を加え、終濃度 1 µM GroEL/2 µM GroES/2 mM ATP
の 試 料 を 調 製 し た （ Cy3-GroELD52,398A, noCys 

535C/GroESNAS 複合体）。室温で 1 時間静置後、
MWCO 100 kDのアミコンウルトラ-0.5（メルクミ
リポア）と、8,000 rpm、4℃の卓上遠心機を用い、
50 mM KCl、 5 mM MgCl2 を含む 20 mM 
HEPES/KOH (pH 7.5) で試料を溶媒置換した。そ
の後、クリーンベンチ内で、試料をポアサイズ 0.22 
µm のシリンジフィルタで濾過滅菌した。濾過し
た 試 料 の タ ン パ ク 質 定 量 を 行 っ た 。

Cy3-GroELD52,398A, noCys 535C/GroESNAS複合体のタン

パク質濃度が 0.3 mg/mLであったことから、マウ
ス臓器への投与量は 200 µLとし、使用まで 4℃暗
所保存した。一方、野生型 GroESと 6 : 1の比率
で混合した GroESN-PTD/AhRは、一夜 4℃で安定化さ
せた（以後、GroESN-PTD/AhRの呼称は、野生型 GroES
と混合済みであるものを指す）。Cy3 標識した
GroELD52,398A, noCys 535Cと GroESN-PTD/AhRを混合後、

ATPを加え、終濃度 1 µM GroEL/2 µM GroES/2 mM 
ATP の試料を調製した（Cy3-GroELD52,398A, noCys 

535C/GroESN-PTD/AhR 複合体）。フィルタ滅菌後のタ

ン パ ク 質 定 量 に て 、 Cy3-GroELD52,398A, noCys 

535C/GroESN-PTD/AhR 複合体のタンパク質濃度は 0.6 
mg/mLであったことから、マウス臓器への投与量
を 100 µLとし、使用まで 4℃暗所保存した。 
次に投与する実験動物は C57BL/6J♂マウス（13
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週齢）を飲料水及び固形飼料にて飼育したものを

実験に使用した。イソフルランによる麻酔下にて、

頭がい骨周りの皮膚を剥離し、軟骨の一部分を切

開した。切開部より、シャペロニン溶液 2種類(上
記に記載）ならびに対照群として Bufferを注射器
にて注入した。注入後 5 分または 60 分経過した
ら、心臓より採血を行い、その後大脳を採取した。

対照群は Bufferを注入してから 5分後に採血を行
った。次に、マウス大脳の切片作製についてだが、

採取した大脳は組織体積の 10 倍以上の PBS でよ
く洗浄し、余剰のシャペロニン複合体を除去した。

その後、組織マーキングダイにて大脳表面の中心

部（頭頂部付近）の 4点をスポットし、3～5分室
温で放置し、色素を乾固させた。その後、大脳は

組織固定用 10%ホルマリン溶液に浸漬した。凍結
切片作成に関しては外部委託し、4 点の色素で囲
まれた範囲内を中心に、正中矢状線から左右に 7
枚ずつ、厚さ 10µm の組織切片を作製してもらっ
た。 
	 マウス大脳の凍結切片はデシケータ―内にて

平衡化した後、組織免疫染色を行うために PBS浸
漬を行った。内在性ビオチン、内在性ペルオキシ

ダーゼをそれぞれブロッキングした後、非特異的

ブロッキングとして 5%スキムミルクを用いた。
ブロッキングが終了後、一次抗体として、ウサギ

抗 GroEL 抗体（抗 Tcpn60 抗体）を加えて低温室
で一晩放置した。PBS浸漬を行った後、Dako LSAB
２ System-HRP検出キットを用いて二次抗体反応
を行った。PBS浸漬を再度行った後、DAB発色基
質溶液をのせ、8～10 分放置し発色させた。反応
中呈色の進行を確認し、スライドガラスを PBS浸
漬する事で呈色反応を停止した。次に対比染色と

して核をヘマトキシリンで染色した。その後、エ

タノールとキシレンを用いて脱水し、マリノール

にて封入した。 
 
2.5 H31年度：δ-トコフェロールの経口摂取によ
る体内分布について 

3週齢の C57BL/6J雄マウス 31匹は 1週間予備
飼育後、各群間の平均体重に差が出ないように次

の６群分けした。①コントロール群（C）、 
②コントロール食＋α-トコフェロール添加群（C
α）③コントロール食＋δ-トコフェロール添加群
（Cδ群）、④高脂肪・高ショ糖食群（H 群）、⑤
高脂肪・高ショ糖食＋α-トコフェロール添加群
（Hα群）、⑥高脂肪・高ショ糖食＋δ-トコフェ
ロール添加群（Hδ群）。餌は AIN93Gを基本とし
てラボ内で作成した。コントロール群は脂肪エネ

ルギー比 16%、ショ糖エネルギー比 10%を基準に
し、また高脂肪・高ショ糖食は脂肪エネルギー比

50%、ショ糖エネルギー比を 25%で調整した。さ

らに C群、H群のビタミン E添加量は餌 1kg当た
りα-トコフェロール、イーミックス-Dとも 800mg
とした。なおイーミックス-D はα-トコフェロー
ル 0.5%, β-トコフェロール 0.1%, γ-トコフェロ
ール 3.9%, δ-トコフェロール 86.7%の混合物で
三菱ケミカルフーズ㈱より供与して頂いた。この

イーミックス-D をδ-トコフェロールとして使用
することにした。 
	 4週間飼育後、解剖前 16時間絶食とし、イソフ
ルラン麻酔下にて解剖を行った。血液および脳、

心臓、肺、肝臓、副腎、腎臓、睾丸、睾丸周囲脂

肪、骨格筋を採取した。血液は 3,000rpmで 10分
間遠心分離機（4℃）にかけ、血漿を得た。血漿
および各組織は HPLC分析まで-80℃で保管した。
ビタミンＥ分析は上記で示した方法と同様で

HPLC を用いて定量分析を行った。なお、すべて
の動物実験は神奈川工科大学動物実験委員会で

の承認を受けたものである。 
 

3. 結果および考察 
3.1 H27年度：In vivoにおける細胞内局在送達輸
送体の有効性の検証 
静脈投与では、フラーレンのみ投与したマウス、

フラーレン＋シャペロンを投与したマウス（シャ

ペロニンの２濃度とも）は 24時間生存していた。

しかし、シャペロニン(1.24µM を 0.29mL 投与)の
み投与したマウスは即死だった。一方、腹腔内投

与ではすべてのマウスが 24 時間生存していた。	

	 以上の結果より、フラーレンは静脈投与および

腹腔内投与とも輸送体として利用できる可能性

が示唆された。シャペロニンに関しては、フラー

レンとの混合物の場合、マウスが生存していた事

からフラーレンとの混合物だと利用できる可能

性が示唆された。しかし、なぜフラーレンとの混

合物だと生存できたのかについては現時点では

わからない。２つの物質がどのような形態で血液

中に存在するのか検討する必要があるだろう。	

	

3.2 H28年度：δ-トコフェロール含有リポソーム
投与によるマウスの体内分布について 
	 図 1 にコントロールリポソームを、図 2 にδ-
トコフェロール含有リポソームの粒子の顕微鏡

下での画像を示した。画像からは球形が形成され

ているが、粒子径にばらつきが見られ、また、

100nm より大きい事が推察された。図 3 にはδ-
トコフェロール含有リポソームをマウス尾静脈

より投与した際の血中δ-トコフェロール濃度の
変動について示した。投与 30 分後でδ-トコフェ
ロール濃度は上昇したものの、その後の血中濃度

は維持されたままであった。この結果は尾静脈投
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与が正確に行われていない可能性を示唆してい

る。 
 

 
図 1.コントロール用リポソーム 
	 	 	 	 	 	 	 	 (スケール：5µm) 

 
図 2. δ-トコフェロール含有リポソーム 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (スケール：5µm) 
 
今後は、マウス静脈投与についてのさらなる検

討が必要であると思われる。 
 

 
	 	 図 3. 血中δ-トコフェロール濃度の経時変化 
 

3.3 H29年度：In vivoにおける細胞内局所送達輸
送体の有効性の検証 –ビタミンE含有リポソーム
の輸送体としての基礎研究- 
図 4 に血中のδ-トコフェロール濃度の経時変化
を示した。投与 30 分後が最も高く、時間が経過
する毎に減少し、2 時間後ではほとんど消失して
いた。以上の結果より、投与 2時間で、ほとんど
のδ-トコフェロールは体内の各組織へ分布される
と考えられる。 

 

 
図 4. 血中δ－トコフェロール濃度の経時変化	

 
一方で、肝臓中のδ-トコフェロール量は投与 60
分後が最も高く、その後急速に減少した(図 5)。以
上の結果より、肝臓内へはリポソームとして一旦

取り込まれるが、取り込まれたδ-トコフェロール
は素早く代謝されるものと推察される。また、末

梢組織の１つとして脂肪組織を分析した結果、右

と左でその変化に少し違いはあったものの、投与

60分で肝臓の 2倍近く取り込まれており、静脈注
入した一部のδ-トコフェロールは肝臓を経る事な
く、直接脂肪組織に取り込まれている可能性が示

唆された(図 6)。 

 
図 5. 肝臓中δ-トコフェロール量の経時変化 

 
今回の結果は確実に静脈注入が成功したマウス

各１匹分のデータをお示ししており、体内への分

布を評価する上での数が確保できていない。今後

その点も含めてさらなる検討が必要である。 
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図 6. 睾丸周囲脂肪中δ-トコフェロール量の経時変化 

 
3.4 H30 年度：シャペロニン複合体のマウス脳内
移行の可能性について 
図 7は GroESNASと GroESN-PTD/AhRをそれぞれマ

ウス大脳表層に散布して 5分たったものを組織免
疫染色した結果である（薄い紫色の点はヘマトキ

シリンにより染色された核である）。GroESNAS は

ネガティブコントロールよりも DAB 呈色が強い
箇所（矢印）が見受けられた。一方、GroESN-PTD/AhR

の方も若干ではあるが、呈色が強い箇所が見受け

られた。しかし、GroESNAS の方が強い事から、

GroESNASの方が GroESN-PTD/AhRよりも早くに大脳

漿膜に結合する可能性推察された。 
 

  
 
	 図 7. 大脳表層におけるシャペロニン複合体の組織免

疫染色像(散布 5分後) 
 

 
図 8. 大脳表層におけるシャペロニン複合体の組織免

疫染色像(散布 60分後) 
 
図 8 は 2 つの複合体を散布してから 60 分たっ

たものを図 7と同様に組織免疫染色したものであ
る。GroESNASは 60 分経過すると膜表層近くの呈
色は薄くなり、部分的ではあるが凝集している可

能性が示唆された。一方、GroESN-PTD/AhRの方は呈

色した部分（矢印）が表層から内部へ広がってい

るように観察出来た。図 7の 5分後と比較すると
表層から内部への広がりが大きくなっているよ

うに見受けられる事から GroESN-PTD/AhR の方が

GroESNASよりもゆっくりではあるが、細胞膜を透

過している可能性が示唆された。しかし、上記の

図に示されていない部分も観察すると、ネガティ

ブコントロールでも呈色している部分が見られ

る事からシャペロニン複合体が確実に細胞膜を

通過したとは現段階では断定できない。今後は、

60 分以上置いた時にはどのような局在を示すか
再度試みたいと考えている。 

 
3.5 H31年度；δ-トコフェロールの経口摂取によ
る体内分布について 
	 最終体重はＣ群、Ｃα群、Ｃδ群に比べて、高

脂肪・ショ糖食を投与したＨ群、Ｈα群、Ｈδ群

で有意に高くなったが、ビタミンＥ摂取による影

響は見られなかった。また、組織の中で睾丸周囲

脂肪重量はＣ群、Ｃα群、Ｃδ群に比べてＨ群、

Ｈα群、Ｈδ群で有意に重かったが、ビタミンＥ

摂取による影響はなかった。 
図 9 にＣα群とＨα群での各組織中のα-トコ

フェロール量を比較した。Ｃα群およびＨα群と 
も肝臓に最も多く蓄積していた。 
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図 9. Cα群と Hα群での各組織中のα-トコフェロール

濃度の比較 
 
	 この結果はこれまでの多くの研究報告と一致 
している。一方、脳を除いては同程度の量が分 
布されており、脳については非常に少なかった。 
これもこれまでの多くの研究報告と一致してい 
る。血漿は 1サンプルしか分析できなかったの 
で参考値である。また、Ｃ群とＨ群を比較した 
場合、脂肪組織において高脂肪・高ショ糖食と 
一緒に摂取した方が有意に低下していた。 
 

 
図 10. Ｃδ群とＨδ群における各組織中のδ-トコフェ 

ロール濃度の比較 
図 10 はＣδ群とＨδ群の各組織中のδ-トコフ

ェロール量を比較した。図 9に示したα-トコフェ
ロール量に比べれば 1/10 程度とかなり低いもの
の、すべての組織中にδ-トコフェロールが存在し
た。その中でも脂肪組織に多く取り込まれていた。 
他の組織に比べれば 3倍程度多く取り込まれてい
たことから脂肪組織に蓄積しやすい事が示唆で

きる。肝臓のδ-トコフェロールがかなり低かった
事から代謝が進んでいる事が推察できるので、そ

れを考えると脂肪組織への蓄積は特異性がある

と示唆された。一方、α-トコフェロール、δ-ト
コフェロールともC群に比べてH群で有意に低下
していたが、組織 1g あたりではなく、全体量で
比較すると差はなかった。 
以上の結果より、δ-トコフェロールは静脈注入

でも経口投与でも血液を介して輸送されると脂

肪組織に蓄積しやすい事が明らかとなった。なぜ

特異的に脂肪組織に分布するかについては全く

わかっていない。脂肪の細胞膜に何か特異的な認

識物質が存在するのか、今後検討を続けたい。ま

た、輸送体としてのシャペロニン複合体は培養細

胞を用いての核内への到達は可能であるが、生体

内での血液循環系、腹腔内投与による粘膜吸収、

さらには大脳などに直接添加する事での体内移

行については結論を出す事が出来なかったが、こ

のシャペロニン複合体をマウスへの静脈注入す

る事でどのようにして分布されていくのか、内包

した金ナノ粒子を追う事で動態を明らかにでき

る可能性が考えられるので今後検討を続けたい。 
 

4. 参考文献 
 
[1] Sato Y., Arai H., Miyata A., Tokita S., Yamamoto 

K., Tanabe T., and Inoue K., “Primary structure of 
alpha-tocopherol transfer protein form rat liver. 
Homology with cellular retinaldehyde binding 
protein”, J. Biol. Chem., 288, pp.17705-17710, 
1993. 

[2] Hosomi A., Arita M., Sato Y., Kiyose C., Ueda T., 
Igarashi O., Arai H., and Inoue K., “Affinity for 
α-tocopherol transfer protein as a determinant of 
the biological activities of vitamin E analogs”, 
FEBS Lett., 409, pp.105-108, 1997. 

[3] Kiyose C., Saito H., Kaneko K., Hamamura K., 
Tomioka M., Ueda T., and Igarashi O., 
“α-Tocopherol affects the urinaly and biliary 
excretion of 2,7,8- trimethyl-2(2’-carboxyethyl) -6 
–hydroxylchroman, γ-tocopherol metabolite, in 
rats”, Lipids, 36, pp.467-472, 2001. 

[4] Nakagawa K., Shibata A., Yamashita S., Tsuzuki T., 
Kariya J., Oikawa S., and Miyazawa T., “In vivo 
angiogenesis is suppressed by unsaturated vitamin 
E, tocotrienol”, J. Nutr., 137, pp.1938-1943, 2007. 

[5] Yoshida Y., Niki E., and Noguchi N., 
“Comparative study on the action of tocopherols 
and tocotrienols as antioxidant: chemical and 
physical effects”, Chemistry and physics of lipids, 
123, pp.63-75, 2003. 

[6] Yachi R., Muto C., Ohtraka N., Aoki Y., Koike T., 
Igarashi O., and Kiyose C., “Effects of tocotrienol 
on tumor necrosis factor-α/D- galactosamine- 
induced steatohepatitis in rats”, J. Clin. Biochem. 
Nutr., 52, pp.146-153, 2013. 

[7] Tanaka-Yachi R., Shirasaki- M., Otsu R.,Takahashi 
-Muto C., Inoue H., Aoki Y., Koike T., and Kiyose 
C., “δ-Tocopherol promotes thermogenic gene 
expression via PGC-1α upregulation in 3T3-L1 
cells”, Biochem. Biophy. Res. Comm., 56, 
pp.53-59, 2018. 

[8] Koike-Takeshita A., Mitsuoka K., Taguchi H., 
“Asp-52 in combination with Asp-398 plays a 

12



 
  
 

 

critical role in ATP hydrolysis of chaperonin 
GroEL”, J. Biol. Chem., 289, pp.30005-30011, 
2014.  

[9] Koike-Takeshita A., Arakawa T., Taguchi H., 
Shimamura T., “Crystal structure of a symmetric 
football-shaped GroEL: GroES2-ATP14 complex 
determined at 3.8 Å reveals rearrangement 
between two GroEL rings”, J. Mol. Biol., 426, 
pp.3634-3641, 2014. 

[10] Ikuta T., Eguchi H., Tachibana T., Yoneda Y., 
Kawajiri K., ”Nuclear localization and export 
signals of human aryl hydrocarbon receptor”, J. 
Biol. Chem., 30, pp.2895-2904, 1998.  

[11] Ain QUI., Lee JH., Woo YS., Kim YH., “Effects 
of protein transduction domain (PTD)selection and 
position for improved intracellular delivery of 
PTD-Hsp27 fusion protein formulations”, Arch. 
Pharm. Res., 39, pp.1266-1274, 2016. 

[12] Ueda T., and Igarashi O., “Deteminatino of 
vitamin E in biological specimens and foods by 
HPLC-pretreatment of samples and extraction of 
tocopherols”, J. Micronutr. Anal., 7, 
pp.79-96,1990. 

 
 
 

 
 
 

13



 
  
 

 

 

14



  
H27～R1 年度 文科省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業報告書 
テーマ１：バイオ機能材料の開発とその有効性検証                        

 

 

光線力学療法（PDT）への展開応用を目指したフラーレン誘導体の構造と
活性評価 
高村 岳樹 

神奈川工科大学 応用化学科 教授 
 

1. 背景と目的 
フラーレンやカーボンナノチューブは光によ

る増感作用を利用した薬理作用や，それ自身の薬

物輸送担体として着目されている。しかしながら、

それ自身は生理的条件では溶解せず，生体内の局

所伝達は極めて困難である。そのため，水溶性を

確保しつつ，薬理作用を示す新規炭素ナノマテリ

アルを提案することが本研究の目的である。本研

究では、とくに、フラーレンに「DNA に共有結合

できる化合物」を結合させ、DNA の近傍にフラー

レンを配置させたのちに、光増感作用を施し DNA
を高効率で切断させ、標的細胞を死滅させること

を狙っている。 
またフラーレン等のナノ構造物質の局所輸送

を可能とするタンパク質性ナノカプセルである

シャペロニン変異体を用いた合成したフラーレ

ンのシャペロニンカプセルへ内包化と核への局

所送達を検討する。タンパク質を用いたナノマテ

リアル輸送はこれまでに報告例はなく、今後、病

巣などへの局所伝達実現に向け、新たな内包薬剤

の開発、生体（細胞、個体）におけるカプセルの

動態（局在、内包物の放出）を明らかにすること

を目的とする。 
そこで本研究ではまずフラーレンに DNA 結合性

化合物であるソラレンを結合した化合物１の合

成をおこなった（図１）。本化合物 1 は、光照射

下において活性酸素の発生が確認されたが，同様

の条件で光照射時においも 0.2 µM の濃度では細

胞障害性が確認されなかった。これは化合物自身

の水溶性が低いことに起因することが推定され

たため、水溶性の官能基を有した化合物 2 につい

て合成を行い、活性酸素の発生能力、細胞障害性

について検討を行った。その結果、合成した化合

物２は一重項酸素の発生量が他のフラーレン化

合物と比較して、低いことがわかった。こうした

様々な背景があるため，いくつかのフラーレン誘

導体を合成，または調達し，それぞれの活性酸素

発生能力，遺伝毒性の有無についてさらなる検討

を行った[1]。 
さらに，これまでの研究でフラーレン誘導体 2

が細胞傷害性を有することを明らかとなったた

め，さらに蛍光性官能基を有した化合物 2 に類似

した化合物 5（図２）の類縁体で細胞核内へも存

在していることを明らかとした[2]。 

 
2. 研究方法 
まずフラーレンに DNA 結合性化合物であるソ

ラレンを結合した化合物１の合成をおこなった。

本化合物 1 は、光照射下において活性酸素の発生

が確認されたが，同様の条件で光照射時においも

0.2 µM の濃度では細胞障害活性が確認されなか

った。これは化合物自身の水溶性が低いことに起

因することが推定されたため、水溶性の官能基を

有した化合物 2 について合成を行い、活性酸素の

発生能力、細胞障害性について検討を行った。 
それぞれの化合物についての活性酸素の発生

能力については，それぞれの活性酸素検出試薬

（SOSG（一重項酸素），APF, HPF（それぞれ水酸

化ラジカル），Bes-SO（スーパーオキサイド））を

用いて検討をおこなった。また遺伝毒性試験には

バクテリアを用いる光照射下での umu 試験を用

いて行った（１）。 
またフラーレンに DNA 結合性化合物であるソ

ラレンを結合した化合物 2 の類縁体として末端に

フルオレセインを結合させた化合物 5 の合成をお
 

図１： 被験物質の化学構造 

 
図２ 蛍光性フラーレンの構造 
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こなった。この化合物 5 の蛍光特性および細胞内

取り込みについて検討をおこなった。 
 
3. 結果および考察 

 
化合物 2 の合成は以下のように行った（図 3）。

まずメトキシソラレンを脱メチル化後、ブロモブ

タンを用いて、ソラレンからアルキル鎖を伸張し、

得られたソラレン－ブロモブタン誘導体とニト

ロフェノールを炭酸カリウム存在下で反応させ

た。得られた化合物のニトロ基を亜鉛を用いて還

元後、グリシン誘導体とカップリングさせた。こ

の化合物を定法によりフラーレンと反応させ目

的とする化合物を得た。この反応の全収率は 2％
であった。得られた化合物については MS および

プロトン NMR で構造の確認を行った。 
 

化合物 2 の光照射下における一重項酸素の発生

を、一重項酸素検出試薬である Singlet Oxygen 
Sensor Green (SOSG)を用いて、他のフラーレン化

合物と比較して、その発生量の比較を行った。図

4 に示すように、今回合成した化合物２は一重項

酸素の発生量が他のフラーレン化合物と比較し

て、低いことがわかった。フラーレンからの活性

酸素発生は、フラーレン自身の構造に由来するも

のであり、今回合成した化合物と他のフラーレン

誘導体のフラーレン部位による差異はほぼない

ことを考えると、化合物 2中のフェノール基の存

在による一重項酸素の吸収も考慮に入れる必要

がある。 
得られた化合物２についてさらに、培養細胞を

用いた毒性試験を行った。使用した細胞は貧食作

用を有するハムスター肺由来細胞の CHL/IU であ

る。化合物を 100 μg/mlの濃度まで細胞に処理し、

細胞播種後すぐに可視光照射(20 J/cm2)を行い、24
時間培養後、生細胞測定試薬を用いて生細胞数の

比色定量を行った（図５）。その結果、化合物２

は光非照射下においても、細胞毒性を示し、さら

に光照射により、100 μg/ml の濃度においては、非

照射時にくらべて約 30％程度、細胞をより死滅さ

せることが明らかとなった。 非照射時における

細胞障害性については、そのメカニズムは不明で

ある。 
一方，これまでに合成された化合物のそれぞれ

の活性を相互比較する目的で，いくつかの化合物

をよる活性酸素発生能力について検討した。用い

た化合物はフェナレノン（PhO）,メトキシソラレ

ン（8-MOP）,フラーレン（C60），水酸化フラーレ

ン（C60(OH)n），C60トリスカルボン酸（C60tris）

および，ソラレンを結合したフラーレン誘導体 1

及び水溶性をました化合物 2，また比較対象のた

めのフェニルＣ61 ブチリックアシッドメチルエス

テル 3（ＰＣＢＭ）およびその脱メチル体 4を用

いた。それぞれの活性酸素発生能力について，活

性酸素種の存在で蛍光に発光する試薬を用いて

試験を行った。その結果を図 6 に示す。C60(OH)n

や C60tris では一重項酸素およびヒドロキシラジ

カルの生成が顕著であった。 
C60(OH)n や C60tris では一重項酸素およびヒド

 
図 3：化合物２の合成経路 

図 5 化合物 2の細胞毒性結果 
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ロキシラジカルの生成が顕著であった。一方，ソ

ラレンが結合した化合物1や化合物 4では同様の

傾向が現れたが，化合物 2 に関しては，濃度依存

的な上昇が確認されなかった。またスーパーオキ

サイドについてはいずれの化合物も生成は確認

されなかった。 

光照射下でのumu試験では，標準物質であるPhO

は強力な活性酸素種誘導剤のため，DNA 損傷を容

易に引き起こすことがわかる[3]。また，８−MOPに

関しても，活性酸素を誘引することはないが，DNA

のピリミジン塩基と反応することにより，DNA 損

傷を引き起こすために強い遺伝毒性活性を有し

ていることがわかった（図 7(a)）。これらの化合

物は，生細胞数についても減少している(図 7(c)).

一方，C60(OH)n は，若干の遺伝毒性を示している

が，殺菌作用のほうが強く働く（図 7(a),(c)）事

がわかる。DNA そのものより，細胞構成成分に対

して，強く作用していることが伺える。一方，化

合物 1〜4 に関しては，明確な細胞死を誘導する

ことは確認されなかった（図 7(d)）。しかしなが

ら化合物2に関してはDNA損傷性を有することが

わかった。化合物 2 に関しては，活性酸素の発生

が大きくないため，DNA へのソラレン分子の結合

能により，DNA 損傷を引き起こしていることが推

定される。類似の化合物 1 はソラレンとフラーレ

ンの距離が近いため，DNA を有意に攻撃できない

ことが推定される。 
本化合物 2 の細胞への取り込み等について、蛍

光性の化合物 5 を用いて検討した。 
化合物 5 の合成は以下のように行った（図 8）。ニ

トロフェノールを原料として，まず水酸基をシリ

ル保護を行い，水素添加によって Pd 触媒存在下

ニトロ基の還元を行った。ブロモ酢酸ブチルを用

いて，アミノ基に酢酸ブチル基を導入した。得ら

れた化合物は，ブチルグリオキシレートとフラー

レンと反応させ，化合物 9 とした。シリル基を脱

保護後，フルオレセイン誘導体とカップリングさ

せ，更に脱保護を行い，目的とする化合物 5 とし

た。得られた化合物の 1H-NMR の化学シフト値は

DMSO-d6 溶媒中で測定した結果予測と一致して

でおり，TOF/MS による解析では m/z = 719.97 
[C60]+, 1212.06 [M-2COOH]+, 1303.12 [M+H]+が観

察されたため，目的とする化合物 5 が合成されて

いることが確認できた。この反応の全収率は３％

であった。 

 
 
得られた化合物について蛍光特性について検

討を行った。化合物 5 については蛍光波長がもと

もとの 513nm から 517nm まで長波長シフトして

おり，さらに蛍光強度はフルオレセインの約 20％
程度であった。アルカリ処理により，蛍光の復活

が観測された。この蛍光の復活は蛍光団がフラー

レンから切り出された事も考えられるが，物質環

境の変化に依存するものと推定される。フラーレ

ン－蛍光物質の複合体では過去の研究では，トリ

プシンによる蛍光の復活が指摘されている。今回

トリプシンの処理による蛍光の復活を検討を行

ったが，蛍光の復活は観察されなかった。一方，

化合物 5 はエステル結合を有するため，エステラ

ーゼに対する耐性の検討を行った。高濃度のエス

テラーゼ処理では，エステラーゼ自身の発色の影

 
 

図 7 Result of umu test. These graphs represent (a), (b) 
LacZ units, and (c), (d) OD595 nm. 

 

 
図 6  Results of ROS-producing ability using 
several detection reagents.  (a), (b): SOSG, (c), (d): 
APF, (e), (f): HPF, (g), (h): BES-so.  †: p<0.05 in 
student’s t-test vs a value at 0 µM. 
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響で，蛍光が十分に観察されない現象が確認され

たが，エステラーゼの 0～40unit/ml の濃度範囲で

はフルオレセインジアセテート（陽性対照）は脱

アセチル化して蛍光復活が観測されたが，化合物

6 を用いた時では，蛍光の復活は低濃度では観察

されなかった。ただし高濃度投与のときは若干の

蛍光強度の上昇が観察された。 
また，細胞内の局在を調べるため，化合物 6 を

細胞に処理を行った。100 µM の濃度で各種細胞

株 CHL，A549，Hela に処理後，一定時間培養し，

蛍光顕微鏡で観察を行った。このとき核について

も DAPI を用いて同様に染色した。化合物は蛍光

が減弱されていはいるが，細胞内での蛍光を観察

することが出来た。細胞株はいずれも 1 時間後か

ら化合物 6 の核への集積が観察された。（図 9）細

胞質も蛍光が観察されることから，細胞質，核の

いずれにもこの化合物は存在しうることが示さ

れた。また染色体がよく染色されていることから，

DNA へ集積している可能性も示唆された。同様の

細胞内局在試験を BODIPY 蛍光団を有するフラ

ーレンについても行ったが，蛍光を観察すること

が出来なかった。蛍光の減弱が大きいためと思わ

れた。 
 
 
 

4. 達成したこと 
 
種々のフラーレンを合成し，それらの細胞傷害

性を明らかとした。特に蛍光フラーレンの合成に

成功し，それらが細胞核内へ以降する可能性を示

すことができた。また種々のフラーレンの活性酸

素種の発生と遺伝毒性試験を行い，それぞれの化

合物の特徴を明確とし，今後の類縁体合成につい

ての知見を得ることができた。一方で，動物を用

いた実験は現在まだ進行中である。合成の収率の

低さがネックとなり現時点で大量合成できる道

筋がまだ得られていない。今後，大量合成できる

合成ルートを確立することが必要である。 
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図 9 化合物 5の核への局在 
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D A PI 2 overlay

 
i) Et3N, TBDMSCl/CH2CL2, ii) Pd/C, H2/ MeoH, iii) 

Et3N, t-butyl bromoacetate, iv) t-butyl glyloxate, 
fullerene/toluene reflux, v) TBAF AcOH/THF, vi) DCC, 
DMAP 3’,5’-TBS-O-fluoresceine carboxylic acid, vii) 
TBAF AcOH/ THF, viii) BF3OEt2/toluene, CH2Cl2 

 

図 8 化合物 5 の合成ルート 
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表面無機抗菌材料処理およびナノ金属粒子の輸送担体として 
シャペロニンを用いた新規抗菌技術の開発 

澤井 淳 

神奈川工科大学 栄養生命科学科 教授 
 

1. 背景と目的 
無機ナノ材料の表面処理による医療系材料へ

の抗菌活性付与方法の開発、およびタンパク質ナ

ノカプセルであるシャペロニンをナノ金属粒子

の輸送担体として用いた新たな抗菌技術の開発

を試みた。 
 

2. 表面金属ナノ処理 [1] 
シリコーン材料は器具・容器、水回りやパッキ

ン等での利用に加え、その高い生体適合性を生か

し、医療器具（カテーテル等）、形成外科分野（人

工乳房、ティッシューエクスパンダー等）、創傷治

癒分野（人工皮膚）、さらに DDS への応用が幅広

く行われている[2-4]。DDS の分野では、シリコーン

の気体透過性および薬剤透過性も重要な機能を

担っている[2]。しかしシリコーン材料は、その高

い生体適合性ゆえに、表面に微生物が繁殖しやす

く、バイオフィルムを形成し、感染症の一因とも

なる。そのため、高い抗微生物活性を有し、かつ

抗菌剤の溶出の危険性がなく、優れた抗菌持続性

を有するシリコーン材料の開発が求められてい

る。 
本研究では、抗微生物活性を有する金属ナノ粒

子を常温常圧における簡便な 2 ステップの含浸処

理によりシリコーン膜表面に形成させ、抗微生物

活性とその持続性・耐久性、および膜透過性の維

持が期待できる抗菌性シリコーン素材の開発を

目的とした。 

 

2.1. 研究方法 
a) Ag/I および Cu/I 処理シリコーン膜の調製 
  シリコーン膜（50×50 mm, 膜厚 0.3 mm, ASONE）
を異なる濃度の I2-KI 溶液（I2: 0.030〜0.15 M、KI: 
3.3 M）に浸漬後、AgNO3 溶液（0.25〜1.0 M）に浸

漬し、Ag/I および Cu/I 処理シリコーン膜を調製し

た。 
b) 抗菌活性評価 
 Escherichia coli NBRC 3306, Staphylococcus 
aureus NBRC13276, Saccharomyces cerevisiae NBRC 
1060, Aspergillus niger NBRC 4067, Rhizopus 
stolonifer NBRC 4781 を供試菌として用いた。ここ

では細菌との比較のために、真菌も JIS Z 2801[5]
に準じてAgI/シリコーン膜およびCuI/シリコーン

膜の抗菌活性値(R)を以下の式で求めた。 

R = log(B/A) - log(C/A) = log(B/C) 
R：抗菌活性値 
A：無加工試験片の接種直後の生菌数 (CFU） 
B：無加工試験片の 24 h 後の生菌数 (CFU) 
C：抗菌加工試験片の 24 h 後の生菌数 (CFU) 

 
c) 力学的強度、SEM観察および耐久性試験 
 調製したAgI/シリコーン膜およびCuI/シリコー

ン膜をダンベルカッターで定型に切り取り試験

片（平行部長さ：3.7 mm）とした。引張速度 100 
mm/min で一軸延伸し、応力一ひずみ曲線を作成

し、初期勾配よりヤング率 E を求め、膜の力学的

強度を評価したの応力−ひずみ曲線よりヤング率

を求め、膜の力学的強度を評価した。 
 AgI/シリコーン膜および CuI/シリコーン膜の表

面観察は、走査電子顕微鏡（SEM: ㈱日立ハイテ

クノロジーズ, SU 9000）により行った。 
 また、AgI/シリコーン膜および CuI/シリコーン

膜の耐久性は、ストマッカー処理(1 min)を 10 回

繰り返した後、b)の方法で抗菌活性を評価した。 
d) 金属溶出量の測定 
 純水中にAgI/シリコーン膜あるいはCuI/シリコ

ーン膜を浸漬し、マグネチックスターラーで撹拌

した。24 h まで溶出Ag+あるいはCu2+を測定した。 
e) 透過速度測定 
 モデル透過物質としてペンタクロロフェノー

ル（PCP）を使用した。この物質のシリコーン膜

に対する透過特性は、既往の研究[5]で測定済みで

ある。調製した Ag 処理シリコーン膜を測定用モ

ジュールに挟み、供給側に 0.04 mM の PCP 水溶

液(pH 2)、回収側に 20 mM 水酸化ナトリウムを入

れ、スターラーで撹拌した。一定時間毎にサンプ

リングし、HPLC で供給液及び回収液中の PCP 濃

度を測定し、透過速度を算出した。 
f) 加湿器への応用 
 2 つの同型の加湿器を用い、一方の加湿器には

付属の除菌剤を、もう一方には作成した AgI シリ

コーン膜を加湿器内部に置いた。2 週間おきにフ

ィルターと接触している部分における水中の生

菌数を求め、付属除菌剤と AgI/シリコーン膜の抗

菌作用を継続的に比較した。 
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2.2. 結果及び考察 
a) 金属ナノ処理シリコーン膜の調製 
未処理のシリコーン膜は半透明である。ヨウ素

処理後では、シリコーン膜は褐色に変化し、膜中

にヨウ素が浸透・蓄積していることが分った。そ

の後の AgNO3 あるいは CuSO4 処理では、膜は共

に白色となった。AgI および CuI は白色であり、

EDX 分析により AgI および CuI の存在が確認さ

れた（図 1）。 
表 1 にシリコーン膜への AgNO3 および KI-I2 の

浸漬処理濃度がS. aureusに対する抗菌活性値に及

ぼす影響を示す。抗菌活性値は 2 以上で有効と判

定される。I2 濃度が高くなるにつれて抗菌活性値

は上昇し、0.15 M で S. aureus は検出限界以下（<102 

CFU）となった。よって KI-I2 は 0.15 M-I2 を以後

の調製条件とした。AgNO3 濃度を変えても抗菌活

性値は>6.0 以上であり、シリコーン膜への I2 の含

浸量が抗菌活性を決定することが分かった。 
表 2 に AgNO3及び KI-I2 の処理時間の抗菌活性

値に及ぼす影響を示す。I2 処理時間を変化させた

所、6 h で検出限界以下（<102 CFU）となった。次

に AgNO3 処理時間を変化させた所 12 h で検出限

界以下（<102 CFU）となった。CuI/シリコーン膜

についても同様に決定した。以上の結果より、よ

り短時間で簡便な製膜条件を見出す事ができた。 
b) 抗菌活性 
表 3 に a)において決定した条件で調製した AgI/

シリコーン膜およびCuI/シリコーン膜の抗菌活性

値を示す。抗菌活性値は 2 以上で有効と判定され

る。Ag/I シリコーン膜は細菌には優れた活性を示

すが、真菌には効力を示さなかった。一方、CuI/
シリコーン膜は、細菌に対しては AgI/シリコーン

膜に劣るものの、酵母、カビに対しても 2 以上の

(A) (B) (C)

図 1 CuI/シリコーン膜の調製 (A) 未処理

のシリコーン膜, (B) I2-KI 溶液浸漬後, (C) 
CuSO4 溶液浸漬後 

  

I₂ [M] AgNO₃ [M] 24h後の生菌数 [CFU/サンプル] 抗菌活性値 [-]

0.15 N.D >6.0
0.12 2.5×10² 5.6
0.080 1.35×10³ 4.9
0.030 5.19×10⁶ 1.3

0.75 N.D >6.0
0.50 N.D >6.0
0.25 N.D >6.0

0.15

(コントロール 9.85×10⁷  CFU/サンプル)

1.0

表 2 AgNO3および KI-I2の処理時間の影響 

KI-I�  [h] AgNO�  [h] ��������	
CFU/����� �����	

�

12 N.D >6.0
6 N.D >6.0
3 5.50×102 4.9
2 2.72×106 1.3
1 2.65×107 0.26

12 N.D >6.0
6 1.33×104 2.6
3 6.80×105 1.8
2 4.70×105 2.0
1 4.60×105 2.0

(������	4.80×10�   CFU/����)

24

24

表 1 AgNO3および KI-I2の処理濃度の影響 

AgI/�����
 CuI/�����

E. coli >6.0 >4.0
S. aureus >6.0 1.8
S. cerevisiae 0.5 >3.7
A. niger 0 2.3
R. stolonifer 0 2.5

���
	�
��

Table 3  	�
��

図 2 金属ナノ処理したシリコーン膜の SEM
写真. (A) AgI シリコーン膜, (B) CuK・シリコ

ーン膜 

表 3  抗菌活性値 
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活性値を示し、高い抗真菌活性を示した。細菌に

対してもほぼ 2 以上の値を示しており、幅広い抗

菌スペクトルを有していると言える。 
c) SEM観察 
図 2 に AgI/シリコーン膜および CuI/シリコーン

膜の SEM 写真を示す。AgI/シリコーン膜では 10 
nm程度、CuI/シリコーン膜では数 10 nm〜200 nm
程度の粒子が、シリコーン表面上にアイランド状

に形成していることが分かった。 
d) 力学的強度および耐久性 
未処理シリコーン膜と AgI/シリコーン膜の応

力−ひずみ曲線を図 3 に示す。応力−ひずみ曲線に

殆ど差異はなく、曲線の初期勾配より求めたヤン

グ率を求めた結果、未処理膜：7.9±1.2 MPa、AgI/
シリコーン膜：8.3±1.5 MPa、および CuI/シリコ

ーン膜：8.9±1.1 MPa であり、統計的に有意な差

はなかった (P > 0.05)。 

また、機械的ストレスであるストマッカー処理

(1 min ×10)後でも、AgI/シリコーン膜および CuI/
シリコーン膜の抗菌活性値は維持された。本処理

は、素材の機械的強度を低下させず、物理的なス

トレスにも耐久性を持つ処理法であることが示

唆された。 
e) 金属の溶出量 
図 4 に AgI/シリコーン膜を蒸留水に浸漬、撹拌

したときの溶出 Ag 濃度の経時変化を示す。Ag 溶

出量は、10 時間程度で一定となり、24 h 後でも

USEPA の飲料水 Secondary Standard である 0.1 
mg/L を下回っていた（日本の水道水質基準には

Ag の規制値はない）。 
また、Cu 濃度は 1 h でほぼ一定となり、24 h 後

も溶出 Cu は 0.1 mg/L程度であった(図 5)。現在、

厚生労働省の「水道水質基準」および「食品別規

格基準の清涼飲料水の製造基準」においては、銅

Fig.4
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図 3 応力−ひずみ曲線 . (A)未処理シリコーン膜, (B) AgI/シリコーン膜  

図 4  Ag/I シリコーン膜からの Ag+の溶出 
  

図 5 Cu/I シリコーン膜からの Cu2+
の溶出 

21



 
  
 

 

の基準値は共に 1 mg/L 以下と定められており、

溶出銅濃度は 1 mg/L よりかなり低い値であった。 
f) AgI/シリコーン膜の分離能 

AgI/シリコーン膜に対するPCPの総括透過速度

係数（KOL）の値は(1.8±0.1)×10-5 m/s であった。

一方、未処理膜の KOL は(1.5±0.2)×10-5 m/s で約

20%の低下に止まり、統計的に有意な差はなかっ

た (P > 0.05)。AgI/シリコーン膜は透過・拡散膜と

して十分な能力を保持していた。 
以上より、本研究で示したシリコーン膜に対す

る抗菌処理方法は、特別な装置が不要、さらに室

温での実施が可能な浸漬処理であり、膜以外のシ

リコーン材料に対しても適用が可能な手法とい

える。 
g) 加湿器への応用 
加湿器への応用として継続実験を行った。表 4
に加湿器におけるフィルター部の水中の生菌数

変化を示す。2 および 4 週間後の結果において、

AgI /シリコーン膜を使用した加湿器は付属の除

菌剤を使用した加湿器より、フィルター接触部の

水中の生菌数は約 2 オーダー少なく抑制され、

AgI /シリコーン膜は加湿器等の微生物制御にお

いて使用できる可能性が見出された。 
 
 

3. CVD法,により各種基材表面に合成したZnO薄
膜の抗菌特性[6] 
近年、高機能材料としての酸化亜鉛(ZnO)が注

目されている。特に抗菌活性については、ZnO ナ

ノ粒子による繊維やガラス、プラスチック類への

加工に関する報告が多くなされている。本研究で

は、化学気相成長（Chemical Vapor Deposition、CVD）

法により各種基材表面上に ZnO薄膜を合成し、抗

菌活性を評価すると共に、その特性を比較した。 
 
3.1. 研究方法 

Zn(C2H5)2とH2Oを原料に用いた減圧CVD法に

より、シリコーンおよびガラス表面上に ZnO薄膜

を形成させた。シリコーン膜では 160℃で膜厚 200 
nmm および 1600 nm、ガラス基板では 160℃で膜

厚 100, 200, 500, 1600 nm, 180℃で 1600nm の試料

を作製した。 
抗菌性の評価は JIS Z 2801 に準じ、一部改変し

て行った。作製した試験片と菌液を 24 時間接触
させた後、抗菌活性値を評価した。 

 
3.2. 結果及び考察 

CVD 法により作製した ZnO/シリコーン膜の抗

菌活性を評価した。抗菌活性値は 2.0 以上で有効

と判断する。フレキシブルで耐熱性が低い

(<160 ℃)基材表面上においても、CVD 法により 

ZnO 薄膜の作製が可能であった。XRD による評

価では、シリコン膜上の 200 nm 膜はランダム配

向の傾向が強く、膜厚が厚くなる(1600 nm)につれ

て、(001)配向が選択されていくように見えた。 
この ZnO 膜厚 200 nm と 1600 nm の ZnO/シリコ

ーン膜を用いて、S. aureus に対する抗菌活性値を

評価した。いずれの膜厚に対しても十分な抗菌活

性値(>4.3)が認められた。ZnO については、グラム

陰性菌よりもグラム陽性菌に対して強く作用す

ることが報告されているが、本研究において作製

した ZnO薄膜では、グラム陰性菌である E. coli に
対しても高い活性を発揮した。 
 ZnO/ガラスでは、160℃と 180℃で形成した膜

(1600 nm)で比較すると、低温(160℃)で作製する方

が ZnO結晶のランダム配向の傾向が強くなった。

S. aureus に対する抗菌活性値も 160℃の方が高く

なり、ZnO結晶のランダム配向の傾向が強いほど、

抗菌活性が高くなる傾向は、シリコーン膜の場合

と一致した。また、160℃での形成した ZnO薄膜

では、すべての膜厚で十分な抗菌活性値（> 2.0）
が認められたが、膜厚（0.1～1.6 µm）を厚くする

につれて抗菌活性値が大きくなり、膜厚依存性が

認められた。この膜厚依存性の原因は現在のとこ

ろ不明である。 
以上により、CVD 法により、シリコーンやガラ

ス表面上に抗菌性 ZnO薄膜を、比較的低温で合成

することが可能であった。ZnO薄膜のランダム配

向性の強い方が抗菌活性が高く、低温で成膜する

方が有利である可能性が示唆された。 
 
4. タンパク質ナノカプセル（シャペロニン）を利

用した新たな抗菌技術の開発 
銀は抗菌活性を有し、繊維やプラスチックに練

り込んで利用されている。近年は、銀ナノ粒子が

製造されているが、その抗菌活性は銀イオンと比

較して著しく低い。これは微生物細胞への取込み

効率が低下するためと考えられている。近年、

GroEL/GroES（シャペロニン複合体）が有するナ

ノサイズの空間に、金属ナノ粒子を高効率で内包

できることが報告されている[7]。そこで本研究で

はシャペロニン複合体をキャリアとして用い、銀

表 4  加湿器内の水の生菌数変化  
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ナノ粒子を内包させることで細胞送達効率を上

げる新しい抗菌技術の開発を目的とする。 
 

4.1. 研究方法 
a) 銀ナノ粒子内包シャペロニン複合体の調製 

 銀ナノ粒子懸濁液（10 nm、0.02 mg/mL）を遠

心分離（14,500 rpm , 10 min）し、その上清を使用

した。銀ナノ粒子と脱塩処理した GroEL を一夜混

合（25 ℃、400 rpm）後、GroES と ATP を加え、

銀ナノ粒子内包シャペロニン複合体を調製した。 
b) Minimum Bactericidal Concentration(MBC)測
定 
供試菌として E. coli  NBRC 3972 を用い、約 106 

CFU/mL に調製した菌液 20 μL と希釈した銀ナノ

粒子内包シャペロニン複合体あるいは銀ナノ粒

子の懸濁液をマイクロプレートに 200 μL ずつ分

注した。培養（37 ℃, 24 h）後、各ウェルから 50 
μLずつ抜き取り、普通ブイヨン培地を 150 μL 分

注した別のプレートに移した。再び培養（37 ℃, 
24 h）後、培養液の濁りを目視にて観察し、E. coli
の増殖の有無を判定した。 

 
4.2. 結果および考察 
a) 銀ナノ粒子内包シャペロニン複合体 
図 6 に、透過型電子顕微鏡で観察した空のシャ

ペロニン複合体と銀ナノ粒子内包シャペロニン

複合体を示す。シャペロニン複合体は器の役割を

もつ GroEL、蓋となる GroES からなり、その形成

には、ATP を必要とする。 図 6(B)において白頭

矢の部分に銀ナノ粒子内包シャペロニン複合体

を確認することができた。よって、シャペロニン

複合体に銀ナノ粒子を内包することが可能であ

った。 
b) MBC 
表 5 に E. coli NBRC 3972 に対する銀ナノ粒子

内包シャペロニン複合体の MBC を示す。銀ナノ

粒子のみでは、0.02 mg/mL の濃度おいても増殖が

確認され、殺菌効果は得られなかった。しかしシ

ャペロニン複合体に銀ナノ粒子を内包すること

により ATP添加ありで 0.0025 mg/mL、添加なし

では 0.00125 mg/mLまで MBC が大幅に低下し、

銀ナノ粒子の抗菌活性が著しく上昇した。 
以上の結果より、シャペロニン複合体が銀ナノ

粒子を内包することにより、銀ナノ粒子のキャリ

アとして働き、細菌の細胞内に効率的に取り込ま

れている可能性が示唆された。 
 
 
5. まとめ 
微生物細胞は容易にシリコーン材料表面に付

着し、バイオフィルムを形成するため、シリコー

ン膜への抗菌活性の付与が強く求められている。

本研究では、常温・常圧でのヨウ素溶液、金属塩

水溶液への浸漬処理というシンプルな 2 ステップ

の操作で、シリコーン膜の機械的特性、透過特性

を維持し、AgI/シリコーン膜および CuI/シリコー

ン膜を作製が可能であった。本研究で示したシリ

コーン膜に対する抗菌処理方法は、特別な装置も

不要であり、膜以外のシリコーン材料に対しても

適用が可能である。 
ZnO についても、シリコーン膜などの素材表面

への抗菌性薄膜合成が求められている。本研究で

は CVD 法を用いることにより、従来より低い合

成温度で、シリコーン膜のようなフレキシブルで

耐熱性が低い基材表面上においても、高い抗菌性

を有する ZnO 薄膜を形成することが可能であっ

た。この内容は企業との共同研究により特許[6]を
取得した。 
また、シャペロニン複合体をキャリアとして用

い、銀ナノ粒子を内包させることで、細菌の細胞

内に効率的に取り込まれている可能性が示唆さ

れ、新たな抗菌処理法としての可能性が見出され

た。 
 
参考文献 
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FIA を用いた酵素活性評価法の構築と天然化合物のスクリーニング 
飯田 泰広 

神奈川工科大学 応用バイオ科学科 教授 
 
1. 背景と目的 
バイオセンサは、測定対象を混合物の中から分

離することなく定量するシステムのことであり、

迅速、簡便、小型など多くのメリットがある。測

定対象を基質とする酵素を識別素子に用いる酵

素センサや、測定対象の生理活性を表現型で評価

する細胞センサなど、測定対象の特性に合わせた

様々な取り組みが行われてきている。 
通常、対象物質の定量に用いられることが多い

が、本研究では、新規なバイオセンサの構築と、

そのバイオセンサを生理活性物質の探索へ応用

することを目的とした。具体的には、1）マイク
ロフローシステムの構築と配向性を持たせた酵

素固定化法を組み合わせたβ‐セクレターゼ活

性評価法の開発とその阻害剤の探索、2）シャペ
ロニンを応用した長期安定型バイオセンサの開

発、3）先端成長評価法の開発と抗真菌活性物質
の探索、4）Survivin機能阻害評価法の開発と抗腫
瘍活性物質の探索 5）エピジェネティック評価
用の素子の開発とその応用について取り組んだ。 
2. マイクロフローシステムの構築と配向性を持
たせた酵素固定化法を組み合わせたβ‐セク

レターゼ活性評価法の開発とその阻害剤の探

索 
β－セクレターゼ( -secretase)はアルツハイ

マー病治療におけるキー酵素として認識されて

おり、その阻害剤は当該疾患を低減すると期待さ

れているため、その評価法と阻害剤探索に取り組

んだ。配向性を有する固定化を行うために、 

-secretaseと streptavidinを融合させたタンパク

質をデザインし、当該融合タンパク質を大腸菌で

産生させた。得られた融合タンパク質は、Au プ

レート上に 2-aminoethanthiol を用いてアミノ

基を導入後、EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin を

用いてビオチンを導入、Auプレート上に SAMを

形成させ、そのビオチンと融合タンパク質の

streptavidin を結合させることによって配向性を

持たせた固定化を行った。固定化 -secretase を

作製したマイクロフローシステムに組み込み、基

質や阻害剤を注入バルブよりインジェクション

して活性評価を行った［1］。また、 -secretase が

プロテアーゼであることから、当該酵素の認識配

列と FRET を示す CFP（青色蛍光タンパク質）

と YFP（黄色蛍光タンパク質）を組み合わせたベ

クターを構築、新規セクレターゼ活性評価用基質

の開発を行った［2］。固定化後、SPM により観察

を行い、ストレプトアビジンを融合させることに

より配向性を持たせられることが確認できた。ま

た、微小化させたため、拡散を防ぎかつ短時間で

の活性評価を来な得ることが示された（感度で 4

倍、時間にして 1/10）。また、当該計測システム

を用いて阻害剤探索を行った結果、図 1に示す新

規化合物 5種においてβセクレターゼの阻害能が

あることを見出した。 

 

3. シャペロニンを応用した長期安定型バイオセ
ンサの開発 
固定化酵素センサは使い捨て型と連続使用の

ものに大別されるが、前者であれば保存安定性が、

後者であれば使用安定性が重要であり、いずれに

せよ長期の安定性はデータの精度を考慮した際

大切な問題である。本研究では、反応産物として

過酸化水素を発生する酵素が多く、過酸化水素を

基質とするペルオキシダーゼと組み合わせるこ

とにより様々な基質の検出が可能になる観点か

ら、ペルオキシダーゼを対象に、シャペロニンを

組み合わせることによる安定性の可能性を評価

した。 
4. 先端成長評価法の開発と抗真菌活性物質の探
索 
深在性真菌症は罹患すると重篤化し死亡率が

高いため問題となっているが、上市されている抗

真菌剤は 5 種と抗菌剤と比べて圧倒的に少なく、
新たな薬剤が望まれている。しかし、真菌がヒト

と同じ真核生物であるため、選択毒性を得ること

が難しく、開発が進んでいないことが現状である。

本研究では、真菌の先端成長に必須なグルカナー

図1 Novel compounds obtained β-secretase
inhibition activity.
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ゼを対象に輸送系を評価する手法を開発し［3］、そ

の阻害剤の探索を試みた。生薬抽出物 163 種類を
対象にスクリーニングを行った結果、輸送されず

に小胞の状態で留まるもの（図 2-A））や、先端に
局在せず全体に分散しているもの（図 2-B））など
9 種の抽出物（ウバイ、オウハク、カシ、カッコ
ウ、クロモジ、ケイガイ、ケイケットウ、ゴミシ、

シンギョウ）から有意な阻害活性を得た［4］。ウバ

イを対象に抗真菌活性物質の分離精製を行い、単

一化合物を得ることができた。また構造解析の結

果、2,3-dihydrobenzofuran であることが示唆され

た。 

 
5. Survivin機能阻害評価法の開発と抗腫瘍活性物
質の探索 

Survivin は正常細胞ではほとんど発現しておらず、
腫瘍細胞において高発現しているタンパク質で

あり、XIAPや HBXIPなどのタンパク質と複合体
を形成しアポトーシスの抑制を行っていること

が知られている。本研究では、酵母 Two hybrid法
をベースに survivin のアポトーシス関連領域のみ
をクローニングし、複合体を形成するタンパク質

と結合すると呈色するシステムを構築、その機能

阻害剤の探索を試みた。135 種類の生薬抽出物を
対象にスクリーニングを行った結果、8 種類の生
薬抽出物（ジンギョウ、シコン、ジブチ、スギナ、

タラコンピ、ヒカイ、モッコウ、ラブシ）に有意

な阻害活性を見出すことができた［5］。これらの抽

出鵜物を悪性黒色腫由来のメラノーマ細胞に作

用させた結果、全ての生薬抽出物においてアポト

ーシスを誘導する結果を得ることができた。当該

方法を用いて、遠志に含まれるアポトーシス誘導

物質の単離・同定を試みた結果、カウレンおよび

カジレンである可能性が示唆された。 

6. エピジェネティック評価用の素子の開発とその応用 
エピジェネティックな修飾である DNA メチル

化は、遺伝子発現の制御に密接に関与し、この修

飾の異常は発ガンの原因となるなど、DNAメチル
化を解析することは重要である。現在 DNA メチ

ル化を塩基ベースで解析できる方法はバイサル

ファイトシーケンシング(BS-seq)のみであるが、
脱メチル化の中間体（ヒドロキシメチル化 , 
hmCG）についてもメチル化(mC)として検出して
しまうことから、純粋な DNA メチル化解析がで

きないといった問題点がある。本研究では、この

問題点を改善するために DNA メチル化模様を維

持する酵素 Dnmt1 の活性と DNA polymeraseによ
る新生鎖合成時の修飾の除去を組み合わせた新

規分析法の開発を行った。Dnmt1 のサブクローニ
ングを行い、646-1616番目までのアミノ酸残基で
構成した組換え Dnmt1 より de novo 活性がなく維

持型の活性のみを有する結果が得られた。当該酵

素を用いてチロシナーゼのプロモーターのメチ

ル化評価に本法を用いたところ、従来の BS-seq
では 4 箇所すべての CpG がメチル化状態であっ

たが、本法では部分的にメチル化を受けていない

部分が確認でき、BS-seq の問題点であったヒドロ
キシメチル化を除去し、純粋に DNA メチル化が

評価でき、実サンプルにおける新たな知見を得る

ことに繋がると期待できる[6-8]。 
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図2 Observation of the localization by 
treatment with extract of Schizonepeta
tenuifolia(A) and Lindera umbellata(B).
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細胞培養状態観察システムおよび 
DDS開発を目的とした血管内カプセルの動的検出システムに関する研究 

武尾	 英哉†1，安倍	 和弥†2 

†1 神奈川工科大学	 電気電子情報工学科	 教授 
†2 神奈川工科大学	 バイオメディカル研究センター	 ポスト・ドクター 

 
1. 背景と目的 
体内の病変に直接薬剤を届けるドラッグデリ

バリーシステム(DDS)[1]．その誘導支援としてカ

プセルの追跡システムの開発を行う．薬剤カプセ

ルに X線を吸収する素材を付与し，X線 CTを用
いカプセルのリアルタイム動的画像解析を行う．

体内においてカプセルや薬剤がどのように動く

かを解析することで誘導管理を行う． 
DDS開発支援にあたり，薬剤政策における細胞

培養に対する開発支援として，コンピュータ支援

画像診断（CAD）技術を用いて，細胞検出を行い
画像内における小核の有無および個数の計測シ

ステム，細胞の蛍光画像より正常な細胞と異常な

細胞を判別するシステムの研究を行った． 
また，AI 技術である CNN（畳み込みニューラ

ルネットワーク）を用いて，細胞判別処理の開発，

および人工的に体内にカプセルを埋め込んだ CT
画像を基にしたカプセルの動的検出処理の開発

を行った． 
 

2. 研究方法 
2.1	 小核・細胞検出システムの開発[2-4] 
小核とは，細胞中に普通の核とは別に存在する

小型の核のことをいう（図 1）．通常は存在しない
病的な核である．細胞分裂の際に一部の染色体が

正常に分配されず，本来の核に取り込まれずに残

ることで生じる．この小核の個数を計測すること

により，細胞の培養状況を数値的に検討できる． 
開発した小核・細胞数検出の流れを図 2に示す． 
初めに 24bit のカラー画像から Green 要素のみ

を抽出しグレースケール化を行う．その後，階調

変換処理により細胞核の周辺領域を除去する．こ

の画像に対し二値化処理を行い，細胞のみを抽出

した画像を作る．小核は，他の細胞の近隣に発生

するものであることを利用し，サイズおよび近隣

細胞との距離から小核の個数計測を行う．その後，

モフォロジー処理の収縮処理を用いて結合した

細胞の分離を行う．収縮処理とは，抽出した領域

を一回り小さく縮小する処理である．結合した細

胞核が団子状になっている場合がなどでは，数度

の収縮を行うことにより分離することができる． 
 

 

	  
図 1	 小核 

 

 
図 2	 開発した小核・細胞検出システムの流れ 

 
2.2	 小核・細胞検出システムの改良[5] 

2.1 節で開発した検出システムでは，モフォロ
ジー処理の収縮処理を用いる手法で結合した細

胞の分離を行っていた．しかし，細胞同士が完全

に結合してしまった場合や 3つ 4つの細胞が接合
した場合などで分離がうまく行えない問題や，複

数回の処理が必要であり画像当たりの処理時間

が長いという問題を抱えていた．よって，新手法

においては細胞の分離精度の向上による検出精

度の向上と高速化に主眼を置き開発を行う． 
今回開発した手法では，ハフ変換を応用した形

状抽出手法を取り入れ，複数の細胞が結合してし

まったものに対して，円形で抽出することにより

個々の細胞を分離する手法を用いる．ハフ変換と

は，図形のエッジを特徴点として，その特徴点を

通る最適な線を決定するものである．今回は円検
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出を用いたため，特徴点に最適な円を検出するこ

とができる．これにより結合した細胞のままでも

円形状の切り出しにより細胞同士を分離しての

計測が可能となる． 
小核・細胞数検出の流れを図 3に示す． 
初めに 24bit のカラー画像より Red 要素を切り

捨て，Green要素と Blue要素を基にグレースケー
ル化を行う．その際，Blue要素はノーマライズを
行う．ノーマライズとは，ヒストグラムを引き延

ばすことにより画像全体の明るさを調整する手

法である．これにより元画像内では Green要素に
比べて微量である Blue 要素が強調され細胞核の
みが強調されたグレースケール画像が作成でき

る．その後，階調変換処理により細胞核の周辺領

域を除去する．この画像に対し二値化を行い，ハ

フ変換を用いた円形状の検出を行う．また，同じ

二値化画像に細線化を行い，細線化画像を作成す

る．この 2枚を重ねることにより小核の検出を行
う．これにより，画像上にて他の細胞核と結合し

てしまった小核を分離して計測することが可能

となる．細胞数のカウントは，二値化画像から検

出した小核の領域を除外したものを作成，その画

像に対し再度ハフ変換を行う．円の検出結果から

重なり合った検出領域を除外した検出数が細胞

の検出数となる． 
 

 
図 3	 改良した小核・細胞検出システムの流れ 

 
2.3	 細胞の蛍光観察処理 
蛍光染色を行うことにより，明視野顕微鏡のみ

を使用して試料を観察する場合と比較して，より

優れたコントラストが得られる． 
培養した細胞に蛍光をつけ撮影し（図 4），それ

が正常に培養されているかを判別する処理の開

発を行う．培養状況や異常の種類の検討に利用が

できる．画像の RGB 情報より，細胞領域，蛍光
領域，自家蛍光の領域を判別し情報の提供を行う． 
入力画像を RGBの各要素に分離し，Green要素

とGreenとRed要素からなるYellow要素とに分け
て領域の検出を行う．蛍光は緑に発色し，自家蛍

光は黄色(黄土色)になる点を利用して分離を行う． 
 

 
図 4	 細胞の蛍光画像 

 
2.4	 培養細胞の異常分類システム[6,7] 
細胞の正常・異常を分類するシステムとして

CNNを用いる手法を検討する．今回は CNNのラ
イブラリである yolo を使用して細胞の分類を行
った．CNNは，あらかじめ与えた学習用の画像セ
ットからコンピュータが独自に学習を行って判

別器を作成する．これを基に与えられた未知のデ

ータについて分類を行うものである． 
図 5は yoloの基本的な学習の流れを示した画像

である．画像を細かい領域に分け各領域ごとに画

素値やエッジを基にした特徴を作成，事前に学習

を行ったクラスごとの特徴と照らし合わせるこ

とでクラスの特定を行う． 
 

 
図 5	 yoloの検出処理の流れ 

 
	 分類は初めに 2 分類（正常・異常）で評価を
行った後，今度は 6分類（正常・スポット・蛍光
強度高・細胞の輪郭・細胞全体・細胞全体＆スポ

ット）で行った． 
	 検出の流れを，図 6を用いて説明する．先に述
べた通り，事前に各分類（画像では 6分類）にて
CNNに学習を行わせて判別器を作成する．その判
別機に評価対象として画像を与える．その際に
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CNN は学習結果を基に候補検出画像を作成する．
マスクごとに CNN が確信度のスコアを出力する
ため閾値を超えたもののみを残すことで結果画

像を作成する． 
 

	  
評価対象画像         候補検出画像 

 
結果画像 

図 6	 CNNによる検出の流れ 
 
2.5	 単体の人工カプセル画像の作成[8,9] 
現状では，ドラッグデリバリーの実症例を撮影

するのが困難であったため，CT 画像に人工的に
カプセルを埋め込んだ画像を作成した．はじめに

血管座標を指定し，血管内にカプセル(を模した球
体)を埋め込む．これを１スライスごとに作成し
3D 画像を作成，それらを結合することで血管内
を流れるカプセルと見立てた．図 7が実際に埋め
込んだカプセルの 1例である．最大径 5ピクセル
で埋め込んでいるため，実寸では 3mm 程度のサ
イズである． 

 

	  
図 7	 カプセルの埋め込み 

 
人工カプセルを埋め込んだ画像を 3D にしたも

のを図 8 に示す．この 3D 画像を結合することに
よって 3次元的に血管内をカプセルが流れる動画
を作成した． 

 
図 8	 人工カプセルの 3D画像 

 
動的検出処理には CNNの Single Shot MultiBox 

Detector（SSD）を基に開発を行った．これは自動
運転で良く見るようなリアルタイムの物体認識

を行うことができ，流れるカプセルの検出に適し

たものといえる． 
 
2.6	 群体の人工カプセル画像の作成 
	 2.5節では 3mmの単体のカプセルと仮定して埋
め込みを行った．しかし，実際では極小カプセル

の集合体であり，ばらつきがあることが想定され

る．そこで，埋め込み対象の領域内に乱数を用い

て 1ピクセル(実寸では約 0.6mm)のカプセルをラ
ンダムに埋め込み作成を行う．動的検出の手法に

ついては 2.5節で開発した手法を応用し，学習の
データを群体のものと差し替えて学習を行う．群

体の人工カプセルを埋め込んだ画像を 3Dにした
ものを図 9に示す． 
 

 
図 9	 群体の人工カプセルの 3D画像 

 
3. 結果および考察 
開発した各システムの結果について述べる． 

3.1	 小核・細胞検出システム 
作成した検出システムを図 10に示す．図 11左

のアプリ名に使用する exe，画像名に処理する元
画像を設定し実行を行うと自動で細胞核数と小

核数を検出する（図 11右）．元画像と検出した小
核を円で囲み示した画像を横並びで表示し結果
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を見やすくした．実際の小核の抽出部を拡大した

ものを図 12に示す． 
 

 
図 10	 小核検出システム 

 

 
図 11	 ユーザインターフェイスと検出結果 

	  
図 12	 小核の検出結果 

 
3.2	 小核・細胞検出システムの改良 
改良したシステムの UIを図 13に示す．旧版は

画像ごとの処理であったが，フォルダを指定(図
14)し一括で処理を行うことで，使用の簡易化を図
った．また，表示倍率のより細かい変更や，連続

表示機能などを追加し使用感の向上を図った． 
細胞の検出結果を図 15，小核の検出結果を図

16に示す． 
2.2 節で述べたように検出処理の見直しを行っ

たことにより，複数結合してしまった細胞の個数

計測という問題が解決できた． 
 

 
図 13	 改良型小核・細胞検出システム 

 

 

 
図 14	 ユーザインターフェイスと検出結果 

 

 
図 15	 細胞の検出結果 

 

 
図 16	 小核の検出結果 

 
3.3	 細胞の蛍光観察システム 
作成した蛍光観察システムを図 17 に，拡大し

たUI部分を図 18に示す．抽出結果を細胞領域(青)，
蛍光領域(緑)，自家蛍光領域(黄)として着色し表現
している（図 19）． 
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図 17	 蛍光観察システム 

 

 
図 18	 ユーザインターフェイス 

 

	  
図 19	 蛍光の識別結果 

 
3.4	 細胞の異常分類システム 
検出対象となる細胞の 1例を図 20に示す． 

	   
正常               異常 
図 20	 検出対象の細胞 

 
はじめに正常・異常細胞の 2分類，後に異常細

胞を 5 種類に分けて計 6 種類での分類を行った．
6分類の検出画像の 1例を図 21に示す． 

 

	  
図 21	 検出結果 

 
現状では全細胞数の 7割の検出数，検出した細

胞の分類精度は目視評価ながら約 8割といった結
果となった．CNNは画像の学習枚数により判別性
能が変化する特性があり，今回 6分類のうち 2つ
のクラスは画像数が極端に少なかったため検出

できなかったものと考えられる． 
 

3.5	 単体カプセルの動的検出処理・特徴量の検討 
作成した人工カプセルの画像および動画より

以下の特徴量の作成を検討した． 
① 血管内のカプセル集簇度 
② 血管内のカプセル群の位置 
③ 血管分岐点での目標病変方向のカプセル

流入数 
④ 病変近辺での病変への浸透量 
⑤ 血管内や他臓器での不要吸収率 
この中で分岐したカプセルについての人工画

像を図 22に示す．分岐路では 100%のカプセルが
病変側へと流れているかを分岐前と後でのカプ

セル量から算出しその比率を特徴として用いる．

他にも，病変周辺でのカプセル量の変遷や血中の

カプセルの減少率なども特徴量として用いるこ

とで，必要なカプセル量の算出なども可能となる． 
 

 
図 22	 分岐路でのカプセルの流れ 

 
3.6	 群体カプセルの動的検出処理 

3.5 節で検討を行った特徴量について群体カプ
セルの人工画像を作成し検討を行った． 
群体カプセルの検出結果を図 23 に示す．乱数
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を用いてランダムな形状に作成した群体のカプ

セルにおいても機械学習により動的に検出する

ことが可能であった． 
 

 
図 23	 群体カプセルの動的検出 

 
4. まとめ 
本研究では，DDS開発の支援を目的として細胞

の培養状況の観察に関するシステム並びに人工

カプセルを用いての血管内カプセルの動的検出

システムについての研究を行った． 
細胞培養の観察としては，小核検出システムの

開発と培養細胞の正常・異常判別システムの開発

を行った．小核検出に関しては，旧版と改良版の

2 種類のシステムをリリースし，特に後者では結
合した細胞の分離制度の向上などから有効性が

確認できた．また，正常・異常細胞の分類におい

ても学習症例の少なさから検出が難しい分類も

あったが，CNNによる細胞分類の有効性が確認で
きた． 
人工カプセル画像を用いた血管内の動的検出

については，単体・群体での人工カプセル画像に

てともに動的検出が可能であった．特に単体のカ

プセルでは，枝分かれした血管の流れを再現して

埋め込んだ場合においても問題なくカプセルを

検出できた．群体カプセルにおいては，乱数を用

いたランダム形状で埋め込んだ場合でも問題な

く検出が行えることが確認できた． 
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高臨場感仮想空間での標的分子の設計システムの研究 
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1. 背景と目的 
テーマ２「情報メディアによるバイオ機能材料

開発の高度化」の中で，本研究課題ではバーチャ

ルリアリティ（VR）技術を活用した分子設計支援
システムの開発をめざした．具体的には，高臨場

感表示が可能なディスプレイを用いて，分子モデ

ルの 3次元表示を行った．これにより標的タンパ
ク質分子の 3次元構造の理解度を向上させて，そ
れを新しい分子の設計へと結びつけることを目

標とした． 
バイオ機能材料素材であるタンパク質分子の

機能は，その分子の立体構造と密接に関係してい

る．そのため，タンパク質分子の立体構造を解析

して作用機作を理解することは，現在のバイオサ

イエンスの研究では基本的で重要なテーマであ

る．例えば，疾病に関わるタンパク質の構造情報

をもとに薬を設計する創薬戦略は新しい研究基

盤技術として期待されている． 
これまでは，X線結晶構造解析などで明らかに
なった 3 次元構造データを 3DCG（3 次元コンピ
ュータ・グラフィックス）でパソコン画面上に表

示することで構造理解を進めてきた．例えば，分

子 CGツール PyMOL[1]は高速・多機能な 3DCG表
示ツールとして多くの研究者に利用されている．

しかし， PC画面上での表示では，分子構造の立
体感が乏しく，特にタンパク質分子のような複雑

な構造の分子では，内部構造が十分に観察できな

い，構造内での相対的な大きさや距離の感覚を得

にくいなどの課題があった． 
VR 技術は 3DCG で表示された仮想空間を，ま
るでそこに実物があるように感じさせる情報メ

ディア技術である．特に近年発展した没入型ディ

スプレイでは，ユーザ視野を広く覆う映像表示に

より，対象の 3DCGモデルに対するリアル感が向
上して，結果としてモデルの立体構造の詳細な理

解が期待できるようになった． 
本研究課題では，分子モデル表示に没入型ディ

スプレイを用いて，ライフサイズ（人間サイズ）

で表示することで，分子の設計に有用なツールに

なると考えた．そして，このソフトウェアツール

を実現するための，分子モデルの表現方法やデー

タ変換，3 次元 CG 処理の高速化，仮想空間内で

の入力インタフェース，空間データ共有について

研究を行うこととなった． 

 
2. 研究方法 
2.1 表示システム基本構成 
研究用の表示システムの基本構成図を図１に

示す．本システムは，タンパク質分子 3次元構造
データを読込み，3DCG として没入型映像ディス
プレイに表示するものである． 
分子モデルデータにはタンパク質構造データ

ベース PDB[2]の形式を想定して，クラウド上デー

タベース（例えば，PDBサイト（Protein Data Bank：
http://www.rcsb.org/），または研究室内のローカル

PCから構造データを取得するものとした． 
データ変換部は PDB構造データから 3次元 CG
モデル描画用データを生成する．空間表示部は

CG モデルデータをもとに没入型ディスプレイへ
の 3次元空間描画を行う． 
仮想空間表示のための没入型映像ディスプレ

イとして，研究計画段階では，マルチスクリーン

立体ディスプレイ（CAVE 型ディスプレイ）と広
視野没入型ヘッドマウントディスプレイ（HMD）
を予定した． 
 
2.2 研究計画 
表示システムの開発において，本研究では次

の３つのテーマに分けて研究を開始して，3年目
後半以降はこれらの研究成果を統合したシステ

ムでの研究を進めた． 
(1)分子モデルの表示技術 
(2)分子モデル操作のインタフェース技術 
(3)空間共有による共同研究技術 
 
 

 
図 1. 研究用表示システム基本構成図 
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研究の年次計画は表１のように予定した． 
研究を進める際には，テーマ１のバイオメディ

カル・エンジニアリングのメンバー等，バイオ系

研究者の意見を取り入れるようにした．そのため，

試作されたソフトウェアのテスト・評価実験の共

同実施（図 2），バイオ系研究会でのソフトウェア

デモ展示などを積極的に行った． 
 

表１．研究開発の進め方の当初計画 
H27 年度：既存ソフトウェアを用いた課題検討 

H28 年度：タンパク質分子の没入型表示ソフト試作 

H29 年度：分子モデルとのインタラクション機能導入 

H30 年度：分子設計への応用の検討 

H31（R1）年度：開発したシステムの総合的な評価 

 

 

 
図 2. 試作ソフトの評価風景 

 
 
2.3 没入型ディスプレイの選定 
表示システムとして，CAVE型ディスプレイ（図

3）と広視野 HMD の両方に対応することで研究

を開始した．しかし，研究 2年目（H28年度）後

半以降は，高性能HMDを用いるシステムのみを

研究対象にした． 
CAVE型ディスプレイは，分子モデル CGを
実際に人間サイズで表示できるため，実在感が

大きい点が最大の特長で，また複数名の同時観

察が可能な点も利点である．一方でディスプレ

イシステムが非常に大きいために使用場所が固

定されること，映像解像度が低いことが欠点で

あり，没入型ディスプレイとして大きな発展を

しばらくは期待できないと判断した． 
広視野・高性能 HMD は，研究開始の H27 年
度から市販品での機能向上が図られ，映像品質の

高さ、装置の軽量さ、低価格性などが飛躍的に発

展した．これらは本システムがめざす方向と一致

しており，将来的な実用化の点で有利と考えた． 
 
 

3. 結果および考察 
3.1 表示ソフト機能検討（PyMOLのHMD表示） 

PyMOLをHMD表示可能なソフトウェア（図 4）
を用いて，タンパク質分子の HMD表示の有用性，

適切な表示方法，インタフェースについて検討を

行った．PyMOLは，現在，化学・バイオサイエン
ス分野の研究教育で広く利用されている分子 CG
ツールである．これを高機能 HMD上で表示する
ことで，HMD 表示にどのような有用性があるか

を PC画面表示と比較して検討できると考えた． 
使用したソフトウェアは，3DCG キャプチャソ

フト AVR（Fiatlux 社製）であり，PyMOLの 3DCG
描画処理をキャプチャして，HMD型に変換・表示

するソフトウェアである．もとの PyMOL 自体は

全く変更なく HMD表示が行える点が特徴である． 
PyMOL 映像の HMD 表示をバイオサイエンス

系学生に体験してもらい，使用感などを述べても

らった．学生からの感想や意見としては，次のも

のが多かった． 
・構造観察は PC 画面上で操作して確認するより

綺麗で分かりやすい． 
・表面の凸凹の様子を見て取れるため部位の所在

が分かりやすい． 
・内側から見ることができるのは面白い． 
 

図 3. CAVE型ディスプレイでの表示 
（複数名同時観察が可能） 

図 4. PyMOLの HMD表示ソフトウェア 
左：HMDに表示される映像 
右：PyMOLの PC画面 
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これら感想，意見からは， HMD型仮想空間表示
では，PC画面上での観察と比較して，タンパク質

分子の 3 次元構造が一層分かりやすくなること，

また学生には興味ある映像提示となっているこ

とがわかった． 
一方で課題・要望としては，分子モデルの移動・

回転操作の難しさ（操作性の課題），目の前に見え

ている構造を撮影できる仮想カメラ機能，複数名

で体験を共有できる空間共有機能（機能要望）が

あった．その他の機能追加の要望も複数あった． 
この有用性検討を通して，本研究課題で開発を

めざす仮想空間での分子モデルのライフサイズ

表示の可能性と，その際の必要な機能を知ること

ができた．なお，ここで使用した PyMOL+AVRソ
フトウェアでは，表示能力が十分でなく，また機

能拡張性がなく，新たなソフトウェア開発の必要

性も認識された． 
 
3.2表示ソフトの開発 
(1)Unity3D ベースのMolCollabo 改良版 

PyMOLの機能を参考に，高機能 HMDを用いた
3次元構造表示ソフトウェアを Unity Technologies
社製 Unity3D ベースで開発した．これは Fiatlux 社

製ソフトウェア MolCollabo を改良する形で開発

された．HMDとしては，HTC 製 VIVEを想定し

たものとした． 
このソフトウェアでは，タンパク質分子の３次

元構造をボール状，リボン状，チューブ状の複数

の表現形式で表示できるようにした．また，イン

タフェースとして HMDに付属している手持ち型

コントローラを用いて，仮想空間内に表示される

メニューやアイコンを操作するものを作成した． 

作成されたソフトウェアでは，本研究プロジェ

クトでも扱うシャペロニンのような複雑な構造

でデータサイズも大きいタンパク質分子でも遅

延なく VR空間表示が可能となった．（図 5） 
本ソフトウェアについても，テーマ１のバイオ

系メンバーや学生に体験してもらった．その結果，

３次元構造の理解の点では HMD 版 PyMOL（3.1
参照）と同様の評価であり，操作性では HMD 版

PyMOL よりは評価が高いことがわかった．ただ

し，操作性については満足のいくものではなく，

多くの課題を指摘された．また，分子構造の変化

を連続表示できるアニメーション機能等の表示

機能高度化への注文もいくつかあった． 
 これらの意見を参考に改良を行った．具体的に

は，主に次の点で改良，機能追加をした（図 6）． 
・操作メニューをコントローラと一体で表示す

るようにした（操作性向上） 
 ・ファイル操作，モデル表現の変更など，一部

を PC 画面上からも実行できるようにした
（利便性，操作性向上） 

 ・時系列データをアニメーション表示する機能

を追加した．（実用性向上） 
 ・空間共有機能を追加して，複数名での観察を

可能とした（実用性向上） 
これらの機能改良についてもバイオ研究グルー

プに試用してもらったが，おおむね肯定的な意見

であった．なお，使いやすさの点で，PC画面でで
きる操作を増やしてほしいとの要望があった． 
 

ユーザが手にもった
コントローラ

仮想空間内の
コントローラ

仮想空間内の
操作メニュー画面

図 6. MolCollabo 改良版の画面 
・インタフェースの見直し 
・機能の追加など 

図 5. MolCollaboの画面表示例 
・ユーザは HMDにて鑑賞する 
・中央下部の緑色アイコンは操作メニュー 
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(2)VR表示コアソフトベースのMolDives 
MolCollaboの機能を検討して，さらなる表示機

能の拡張性，インタフェース作成の柔軟性を進め

ることとした．そのために，表示ソフトウェアを

これまでの Unity3D ベースから、VR 表示コアソ
フト（Fiatlux 社製）をベースとしたソフトウェア

を開発することとなった。当初開発のMolCollabo
改良版と同等の表示機能に加えて、分子モデルを

複数名で多方向から観察可能とするネットワー

ク型仮想空間共有機能、分子の３次元構造変化の

時系列データに基づくアニメーション機能、PC画
面上での２次元的インタフェースの併用による

簡易操作機能を改良・追加したソフトウェアを開

発した（図 7）． 
 

 
 
3.3 表示機能の開発用パッケージ化 MolAsset 

Unity3D ベースで作成したMolCollaboのなかで，
PDBデータ読込み機能と分子モデルの 3D表示機
能を抽出して，Unity3D 上での開発に利用できる
パッケージ（Unity3DアセットMolAsset）を作成

した．（図 8） 

これにより，本研究で作成したMolCollaboと同

様のタンパク質分子表示ができるソフトウェア

を Unity3D上で迅速に作れるようになる． 
この開発用パッケージの目的は，実験的なソフ

トウェアの開発を容易にすることである．例えば，

分子表示ソフトウェアへの新たな入力インタフ

ェース導入や，新たな分子モデル表現形式を試す

実験用ソフトウェアの前処理部分を本パッケー

ジが担うことで，開発期間の短縮が期待できる．

本プロジェクトでもハンドモデル等の入力イン

タフェース実験に利用している． 
 
 
3.4 簡易型 HMD用表示アプリ開発 GearProtein 
 スマートフォンを利用した簡易型 HMD向けの
タンパク質分子表示アプリ GearProtein を開発し
た．簡易型 HMDとしては，Sumsung 社製 GearVR
および Oculus 社製 OculusGoを想定した．アプリ

は Android OS を搭載するスマートフォン用に作

成した（図 9,10）．なお，このアプリ作成には 3.3
で説明したパッケージを利用している． 
 このアプリの目的はタンパク質分子の VR表示
を手軽に体験できるようにすることである．本研

究で用いているMolCollabo，MolDivesとも，表示
計算のために高速な PC を必要とする．また，使

用する HMDには，高機能・高速表示が可能なタ
イプが必須であり，使用環境が限定される． 

図 8. 表示機能パッケージを用いた開発用

の様子（Unity3D上で利用） 

図 7. MolDivesの実行画面 

PC画面のインタフェース

HMDに表示される映像

図 9. 簡易 HMD表示を使っている様子 
（左の VR映像が見えている） 

図 10. 装着するスマートフォンに 
表示されている映像例 
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今回作成した簡易型 HMD用表示アプリであれ
ば，実行時に PC を必要とせず，可搬性も高い．

利用方法として， 
・外部（学会，研究会）でデモをする場合 
・授業などで複数の学生に閲覧させる場合 
などが考えられる． 
 
 
3.5 使用感の調査（外部でのデモ） 
作成した表示システム（高機能版，簡易版）を

国内で開催されたバイオ系の学会等[3][4][5]でデモ

展示した（図 11）．その際に同分野の研究者に使

用してもらい使用感等の調査を行った． 
HMD を用いた VR 映像鑑賞自体の体験が初め

ての場合もあり，驚きや「面白い」との感想が多

かった．タンパク質分子構造の VR表示について
は，多くの体験者に興味を持ってもらえた．また，

専門的な観点から，分子モデルの重ね合わせ，構

造の編集，化合物とのドッキングシミュレーショ

ン機能などへの要望も多数あった． 
感想を中心とした調査ではあったが，本研究で

開発した表示システムは，対象とするバイオ系の

研究分野でも広く活用ができるものと言える． 
 

3.6 考察 
(1)研究成果１：標的分子 3次元構造の VR表示 
分子の 3次元構造の HMD表示に関する研究は
これまでにも報告があるが，その多くは低分子が

対象であった．本プロジェクトで開発した表示シ

ステム・ソフトウェアでは，シャペロニンのよう

な複雑な高分子でも遅延なく表示できるものと

なった． 
分子モデルの標準的な表示形式（ボール，リボ

ン等）を利用可能として（図 12），また移動・回

転（分子モデル及びユーザ視点）も仮想空間上で

実施できる．これらにより PC 版表示ソフトウェ

ア（PyMOL）と同等の表示が達成できた． 
これらに加えて，開発した VR表示システムで
は，分子構造の内部から構造観察ができる点は，

従来の PC 版表示ソフトウェアには無い優れた機

能を実現できた（図 13）．バイオ系研究者からも

この点での評価は高かった[6]． 

 
 (2) 研究成果２：研究ツールとしての評価 
開発した表示システムでは，タンパク質分子構

造がライフサイズ（人間サイズ）で表示される．

そのため分子モデル自体の実在感が PC 画面表示
よりも高く，実際に分子に近づいて観察すること

も，分子内部から観察することもできる．また，

仮想空間上で２つ以上の分子を表示して，構造を

比較することも可能である．（図 14） 
図 11. 簡易型 HMDアプリのデモ 

図 12. 分子モデルの表示形式例 

 

図 13. 分子内部からの観察例 

外から観察 中から観察

図 14. 仮想空間上で，2つ以上の分子を

比較できる 
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バイオ系研究者の使用感についての意見から

は，この表示機能により標的分子の構造理解が促

進されることが示唆された．そして，時系列変化

のアニメーション機能，ネットワーク共有機能な

ど，付加機能を工夫することで，さらに有効な研

究用ツールとなりえることも示唆された． 
 
(3)研究成果３：操作インタフェース 
 操作については，HMD 用コントローラを用い

て空間上の操作を行う方式を開発した．移動・回

転・拡大縮小など 3次元空間操作，分子モデルの

表示形式の変更など，表示に必要な機能をコント

ローラで制御する方式を実現できた． 
 また，PC 画面上での操作の方がやりやすい機

能について，PC用マウス・キーボードでの操作も

可能とした．これらは，バイオ系メンバーからの

意見を取り入れたものです． 
 当初計画では，ユーザの手（ハンドモデル）を

直接用いる直感的なインタフェースの実現を目

指した．4～5年目（H30～31年）に実験的な導入

を行った（図 15）．しかし，最終的な実装には至

らなかった．理由として，手の動きを取得する適

当なデバイスが選定できなかったことと，手（ハ

ンドモデル）を使ってどのような操作をするかを

十分検討できなかったことがあげられる． 

 
(4)研究成果４：その他の成果 
 当初の計画には無かったが，研究課題に関連し

て，今後の研究の発展に寄与する次の２つのプロ

グラムを研究期間内に開発した． 
 ①表示機能の開発用パッケージ（3.3 参照） 
 ②簡易型 HMD用表示アプリ（3.4 参照） 
特に②については，バイオ系の学習・教育用のア

プリとして実用化を検討している． 
 
(5)当初計画と実績 
当初計画のタンパク質分子の 3次元構造表示シ
ステムはおおむね完成して、ソフトウェアの拡張

性も含めて計画通りに進んだ． 

一方、標的分子設計に必要となる，分子モデル

の加工機能として，分子構造の編集や化合物との

ドッキングシミュレーション機能を計画してい

たが，研究期間内に実現できなかった．実現のた

めには，分子構造変化計算やドッキング計算など

も必要であり，今回の表示システムだけは実現が

難しい．専用計算機との接続など，システムの拡

張が今後の課題となる． 
また，開発したシステムを分子設計における有

効性の観点で評価することをめざしたが，研究期

間内には，ソフトウェア使用感評価のみ実施でき

た．有用性や効果についての評価も今後必要と考

える． 
 
(6)今後の研究計画 
当初計画にあった，直感的インタフェースのシ

ステムへの導入，分子構造の編集機能の開発を進

めて，分子設計への応用につなげることをめざす．

また，開発システムの実際の研究場面での利用を

促して，有用性評価に基づくシステム改良を進め

る予定である． 
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図 15 空間内に表示したハンドモデル 

空間内の
ハンドモデル
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タンパク質カプセル群を拡散する血液ながれシミュレーション 
服部 元史  

神奈川工科大学 情報メディア学科 教授 
 

1. 背景と目的 
Drug Delivery System において薬剤を運搬する

タンパク質カプセル群が拡散されながら血液に

よって輸送され、 複雑に枝分かれしている血管

を巡って行くにあたり、どのような場所に集中し

て行くのかを数値計算シミュレーションできる

ならば治療の効果を予測できて有益である。 
そこで本研究では、「質量密度ρが大きく純度

βが大きい粒子」としてタンパク質カプセルをモ

デル化し、「質量密度ρが小さく純度βが小さい

粒子」として血液をモデル化し、タンパク質カプ

セル群が拡散されながら血液によって輸送され

る現象を、粒子法  Moving Particle Simulation 
( MPS )[6][7]で数値計算シミュレーションする。 
タンパク質カプセル群を血液が輸送する現象

をシミュレーションするために Navier-Stokes 偏

微分方程式で流れをモデル化する。タンパク質カ

プセル群も粒子で空間離散化し 血液も粒子で空

間離散化するため、それらを区別するために純度 

β を導入する。純度 β が大きな値を持ってい

る粒子達でタンパク質カプセルを表し、純度 β 

が小さな値を持っている粒子達で血液を表す。 

質量密度ρだけで拡散現象を数値計算する試

みは途上であるが、下記の如く純度βを導入し 
純度βの拡散偏微分方程式と連立することで、 
拡散まで再現できる数値計算を試行している[1]。 
 
2. 研究方法 
< 2-1 粒子 𝒓 = #	𝒓𝐱, 	𝒓𝐲, 𝒓𝒛	&による空間離散化 > 

純度 𝛽! が大きな値を持っている粒子達 
	𝑟$ = (		𝑟$%, 		𝑟$& , 𝑟$'		) ( 𝑖 = 1,2,・・・,10000 ) 

でタンパク質カプセルを表し、 

純度 𝛽! が小さな値を持っている粒子達 
	𝑟) = (		𝑟)%, 		𝑟)*, 	𝑟)'		) ( 𝑗 = 10001, 10002,・・・) 
で血液を表して、粒子法 Moving Particle 

Simulation によって、タンパク質カプセルを血

液が輸送する現象を数値計算シミュレーション

する。 
時刻 t で位置 𝒓 = #	𝑟%, 	𝑟*, 𝑟'	& ∈流体領域𝛀 に

居る粒子の加速度を 𝒂(𝑡, 𝒓) で表し、速度を 

𝒗(𝑡, 𝒓) で表し、圧力を 𝑃(𝑡, 𝒓) で表し、質量密

度を 𝜌(t, 𝒓) で表す。空間偏微分作用素を	

  
	"
	"𝒓
		 = # 	"

	"$!
	, 	 	"

	"$"
	, 	 	"

	"$#
		%   (1) 

で表す。流体の粘性を表す Laplace 空間偏微分

作用素は 

		 	"
	"𝒓
∙ 	"
	"𝒓
	 =		             (2) 

 
	𝜕
	𝜕𝑟"

	
	𝜕
	𝜕𝑟"
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	𝜕
	𝜕𝑟#

	𝜕
	𝜕𝑟#

	 + 	
	𝜕
	𝜕𝑟$
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	𝜕𝑟$

 

で表される。 

タンパク質カプセルと血液の運動は、 

Navier-Stokes 偏微分方程式 

		
𝐷𝒓
𝐷𝑡 = 𝒗(𝑡, 𝒓)		for		𝒓 ∈ Int	𝛀												(3)	 

		𝜌	𝒂(𝑡, 𝒓) = 𝜌 %𝒗
%'
 	=               (4) 

				(−1) 	"%
	"𝒓
+ 	𝜇 	"

	"𝒓
∙ 	"
	"𝒓
	𝒗(𝑡, 𝒓) + 𝜌	𝒈  

と境界条件 

					0 = 	𝒗(𝑡, 𝒒)  for		𝒒 ∈ 𝝏𝛀        (5) 
			0 = 	𝒂(𝑡, 𝒒)  for		𝒒 ∈ 𝝏𝛀       (6) 

で駆動される。 
タンパク質カプセルが占める領域は 血液が占

める領域よりも遥かに小さいので、非圧縮性  

		 	)
	)𝒓
∙ 	𝒗(𝑡, 𝒓) = 0			for		𝒓 ∈ Int	𝛀	     (7) 

を仮定する。 

 

< 2-2 圧力 𝑷(𝒕, 𝒓) を求解する 

Poisson 偏微分方程式 > 

  Navier-Stokes 偏微分方程式の両辺に ∂/ ∂𝒓 
を内積させて、Poisson 偏微分方程式 

𝜌
	𝜕
	𝜕𝒓 ∙ 𝒂

(𝑡, 𝒓) = (−1)
	𝜕
	𝜕𝒓 ∙

	𝜕
	𝜕𝒓 	𝑃

(𝑡, 𝒓)		(8) 
つまり 

				(−1) 	"
	"𝒓
∙ 	"
	"𝒓
	𝑃(𝑡, 𝒓)          (9) 

				= 𝑓(𝑡, 𝒓) = 	𝜌
	𝜕
	𝜕𝒓 ∙ 𝒂(𝑡, 𝒓) 

を得る。 

 血管の壁面の点 𝒒 ∈ ∂Ω	 における内向きの(血

液側の)法線ベクトルを𝒏(𝒒) で表す。この法線

ベクトル	𝒏(𝒒) と Navier-Stokes 偏微分方程式

(4)との内積を考えて 

			𝜌	𝒂 ∙ 𝒏	 =                     (10) 

(−1)
	𝜕𝑃
	𝜕𝒏		+ I𝜇

	𝜕
	𝜕𝒓 ∙

	𝜕
	𝜕𝒓 	𝒗		K ∙ 𝒏	 + 		𝒈 ∙ 𝒏 

つまり 
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	"%(',𝒒)
	"𝒏(𝒒)

= ℎ(𝒒)			                (11) 
= 		𝒈 ∙ 𝒏	 +	(−1)𝜌	𝒂 ∙ 𝒏	           (12) 
							+(−1) I𝜇

	𝜕
	𝜕𝒓 ∙

	𝜕
	𝜕𝒓 	𝒗	K ∙ 𝒏

 
という non-homogeneous な 
Neumann 境界条件を得る。 
血管の枝分かれが有限個であるならば、

homogeneous な Neumann 境界条件に対する 
Poisson 偏微分方程式の Green関数 𝐾(𝒓, 𝒒) を
構成できるので [8] [9]、Poisson 偏微分方程式(9)
の厳密解 𝑃(𝑡, 𝒓) を数学的に構成できる。よっ

て数値計算でも安定して求解できる。 
圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) が求解できたならば、Navier-

Stokes編微分方程式(4) の解として 加速度を 

𝒂(𝑡, 𝒓), 速度 𝒗(𝑡, 𝒓),位置 𝒓(𝑡) を数値計算する

ことができる。これらの手順を各時間 Step で繰

り返すことで、数値計算シミュレーションを遂

行できる[2]。 
非圧縮な流れをモデル化している Navier-

Stokes 偏微分方程式(3)(4)(5)(6)(7)の数学理論に

よる厳密解を 粒子法 MPS による数値計算で近

似できる事を研究成果[4] [5] で検討した。 
 
< 2-3 並列計算による高速化 > 

粒子法 MPS を高速に計算するべく、 
研究成果[3]を踏み台にして並列計算による高速化

に取り組んでいる。 
血液という液体を振動しながら進行する音の

速度( 液体の音速 )よりも遥かに遅い流れを本研

究では扱っているため、流れに非圧縮性を仮定

し 式(7) に基づいて 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) を求解する 
Poisson 偏微分方程式(9) を ＜2-2＞ では使用

している。この手法では、圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) を求解す

るために	流体領域	𝛀 全体に渡る情報を必要とす

ることになり、並列計算を駆使する高速化を望

めない。 
液体の音速 c よりも遥かに遅い流れにおいて

も厳密には僅かに圧縮しているため、液体の質

量密度𝜌	!を 各粒子	𝑟! = M		𝑟!", 		𝑟!+ , 𝑟!$		N	につ
いて 正確に計算するならば、状態方程式から圧

力 𝑃(𝑡, 𝒓) を陽的に数値計算できる。 
統計力学から導出される「流体の状態方程」

のうち最も簡単なものは 
		𝑃(𝑡, 𝒓) = 	 c,	{	𝜌(𝑡, 𝒓) − 𝜌-	}       (13) 
である[10][11]。ここで、液体の音速を c とおき、

静止状態における標準の質量密度を 𝜌- とおい

ている。 

＜2-2＞ に示した数値計算アルゴリズムにお

いて、 Poisson 偏微分方程式(9)の代わりに、流

体の状態方程式 
		𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) = 	 c,	{	𝜌(𝑡, 𝒓𝒊) − 𝜌-	}       (14) 
を用いて圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) を陽的に数値計算する。 
この数値計算法では 各粒子𝒓𝒊 について局所的

に数値計算できるため、並列計算による高速化

が可能になる。 
しかし、この素朴な状態方程式(14)を そのま

ま用いて圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を陽的に数値計算された

値は、時間的にも 空間的にも 不安定に成って

しまう。 

 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) の計算値が不安定に成ってしま

う一つ目の理由は、液体の音速を c の値が( 気
体に比較すると )極めて大きいため、質量密度  
の値が誤差を含んでいると その誤差が c, で拡

大され 状態方程式(14)から 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) が計

算されるからである。 

 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) の計算値が不安定に成ってしま

う二つ目の理由は、個々の粒子の位置 𝒓𝒊 ごと

に局所的に 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を数値計算するため

である。＜2-2＞の如く Poisson 偏微分方程式(9) 
を求解して圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) を陰的に数値計算する

ならば、流体領域	𝛀 全体に渡って空間的に平均

化した計算が遂行されるため、個々の粒子の位

置 𝒓𝒊 ごとの局所的な誤差が平均化される。し

かし状態方程式(14)では、個々の粒子の位置 𝒓𝒊 
ごとの局所的な誤差が そのまま圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) 
の計算結果の誤差に反映されてしまう。 

 これら２つの理由による誤差を防ぐために、

時間 𝑡 についても 空間 𝒓 についても 平均化

しながら 状態方程式(14)で圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を数

値計算している。 

 時間 𝑡 について平均化しながら 状態方程式

(14)を数値計算するために 

		𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) = 	0.9	c,	{	𝜌(𝑡, 𝒓𝒊) − 𝜌-	}    (15) 
		+ 0.1  c,	{	𝜌(𝑡, 𝒓𝒊) − 𝜌-	}	/	(Δ𝑡), 
		+ 0.1  2	c,{	𝜌(𝑡 − Δ𝑡, 	𝒓𝒊) − 𝜌-	}/(Δ𝑡), 
		+ 0.1  c,	{	𝜌(𝑡 − 2Δ𝑡, 	𝒓𝒊) − 𝜌-	}/(Δ𝑡), 
にて 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を数値計算している。 

 空間 𝒓 について平均化しながら 状態方程式

(14) を数値計算するために、上記の式(15)で求

まった圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) (	𝑖 = 1, 2, 3,⋯	) から次の

ように計算し直している。 
 実数 𝑟 について単調に減少する重み関数 

𝑔(𝑟) を選ぶときに、 

𝑟 = 0 において最大値 𝑔(0) = 1 を取り 

𝑟 ≥ 3	x	(粒子の直系) で最小値 𝑔(0) = 0 を 

取るように選択する。 
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粒子 𝒓𝒊 の近傍に存在する粒子達  

𝒓𝒋	(	𝑗 = 1, 2,3,⋯	) について重み付き平均 

FG
)

𝑃#𝑡,𝒓𝒋&𝐠#I𝒓𝒊 − 𝒓𝒋I&K /G
𝐣

𝐠#I𝒓𝒊 − 𝒓𝒋I& 

(16)	
によって 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を求め直している。 

 以上のような数値計算を並列計算で遂行する

ために、図 3の如く流体領域 Ω をバケット達に

分割し、バケットに所属する粒子達を図 4, 図 5
の如く求めておく。 

 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を並列計算で求めるには、図 6, 
図 7 の如く各バケットごとに計算する。 

 空間 𝒓 について平均化しながら 重み付き平

均の式(16)によって 圧力 𝑃(𝑡, 𝒓𝒊) を計算し直

す場合も 図 4 の如く計算している。 

 

< 2-4 純度βが拡散する偏微分方程式を連立 > 

 タンパク質カプセルを血液が拡散する効果

を、純度 β が拡散する偏微分方程式 

		
	𝜕𝛽	
	𝜕𝑡 	= 	 𝑐, 	

	𝜕
	𝜕𝒓 ∙

	𝜕
	𝜕𝒓 	𝛽

(𝑡, 𝒓)			   (17) 

でモデル化する[1]。ここで 定数 c, > 0 は拡散

係数である。純度 𝛽! の値が閾値より大きい粒

子	𝑟$ はタンパク質カプセルとみなされ、純度 𝛽! 
の値が閾値より小さい粒子	𝑟$ は血液とみなされ

る。 

 
3. 結果および考察 

Poisson 偏微分方程式(9)を求解することによっ

て圧力 𝑃(𝑡, 𝒓) を数値計算しているシミュレーシ

ョン結果の一例を 図 1 と図 2 に示す。タンパク

質カプセルの粒子を赤色で描画し 血液の粒子を

白色で描画している。 
純度 β が拡散する偏微分方程式と連立させ

たシミュレーション結果の一例を 図 8 に示す。 
計算結果の精度を保ちながらも より高速に数

値計算できることを目指して 並列計算を試行錯

誤している。 
 

 
図 1 : 分岐した血管で圧力偏微分方程式を求解 

 
 

 
図 2:  分岐した血管で圧力偏微分方程式を求解 
 

 
図 3：流体領域 Ω をバケット達に割する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 : 各バケットに属する粒子達を求める 
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図 5 : 各バケットに属する粒子達をリスト構造化 
 

 
図 6 : バケットごとに並列計算する 
 

 
図 7 : バケットごとに並列計算する 
 
 

 
図 8 :  純度の拡散偏微分方程式と連立 
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