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研究成果の概要（和文）：近年の細胞研究の発展はめざましく、特に光を活用した細胞機能制御技術に注目が集
まっている。しかし、従来技術は、生体透過性の低い光を利用するため生体深部領域の細胞機能を制御すること
はできない。本研究では、熱を感じる温度応答性チャネルタンパク質TRPV2に着眼した新しい細胞刺激技術の開
発を目的とする。具体的には、生体透過性の高い近赤外光に応答し、“熱”を発生する機能性ナノ複合体を開発
し、当該ナノ複合体を用い、熱による物理刺激をナノメーターレベルで局所的かつ定量的に特定の神経細胞めが
けて低侵襲的負荷を与えることが可能な新しい細胞刺激制御技術を創製を目指した。

研究成果の概要（英文）：Stimulating cells by light is an attractive technology to investigate 
cellular function and deliver innovative cell-based therapy. However, current techniques generally 
use poorly biopermeable light, which prevents broad applicability. Here, we show that a new type of 
functional nanocomplexes, synthesized from multi-walled carbon nanohorns, polyglycerol-phospholipid,
 and antibody, enables photothermal control of Ca2+ influx into cells overexpressing transient 
receptor potential vanilloid type-2 (TRPV2). The nanohybrid is simply operated by application of 
highly biotransparent near-infrared light. The technology would revolutionize remote control of 
cellular function.

研究分野： 生物工学

キーワード： ナノ材料　ナノチューブ・フラーレン　ナノバイオ　細胞・組織

  ３版

  12渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難病に指定されている神経性疾患の早期の治療法実現が待たれている。現在、光によって細胞刺激可能なオプト
ジェネティクスが期待されているが、生体透過性の低い光を利用するため生体深部領域の細胞機能を制御するこ
とはできない。本研究では、熱を感じる細胞膜タンパク質（TRPV2）に着眼し、熱を発生する機能性ナノ複合体
を活用することで、生体深部をナノメーターレベルで効果的に刺激が可能な新しい細胞刺激技術を目指した。当
該技術は、オプトジェネティクス研究に新境地を開き、脳深部刺激療法にブレークスルーをもたらす革新性があ
り、先進医療分野において世界の科学・技術を大きくリードすることができるだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
光によって細胞膜電位を制御できるオプトジェネティクスは、魅力的な細胞機能制御技術の

一つである。オプトジェネティクスは、神経や心筋といった特定の細胞に遺伝子工学的手法を用
いて、光活性化イオンチャネルを強制発現させた後、これらの細胞に紫外あるいは可視光を照射
することにより、標的とする細胞を興奮または抑制させる。オプトジェネティクスを用いると、
細胞同士の接続や特定の細胞集団の機能を光のスイッチを切り換えて遠隔操作することができ
る。このためオプトジェネティクスは、未知の細胞ネットワークを解き明かし、病気の治療にも
役立つと期待されている。しかし、オプトジェネティクスで制御できるのは活動電位発生の有無
のみであり、一種類の細胞内シグナル伝達経路、あるいは一種類のタンパク質の活性化など、よ
り厳密な細胞機能制御を行うことはできない。また、紫外や可視光といった生体透過性の低い光
を利用するため生体深部領域の細胞機能を制御することはできない。さらに、安全性の低いウイ
ルスベクターを用いて遺伝子改変を行う必要があるため医療への実用化は難しい。一方、生理活
性物質に光照射により脱保護される保護基を有機化学的に導入し、その生理活性を一時的に失
わせたケージド化合物を用いる細胞機能制御技術がある。本手法は、小分子による様々な細胞機
能を選択的に制御でき、ウイルスによる遺伝子改変が必要ない点が魅力であるが、当該化合物を
合成するには卓越した技術が必要であり、脱保護に紫外線か可視光線を利用するため生体深部
領域の細胞機能制御には不向きである。 
 
２．研究の目的 
近年の細胞研究の発展はめざましく、特に光を活用した細胞機能制御技術に注目が集まって

いる。しかし、従来技術は、生体透過性の低い光を利用するため生体深部領域の細胞機能を制御
することはできない。本研究では、熱を感じる TRPV2（transient receptor potential, vanilloid 
family type 2）（52℃以上で活性化）に着眼した新しい細胞刺激技術の開発を目的とする。具体
的には、生体透過性の高い近赤外光に応答し、“熱”を発生する機能性ナノ複合体を開発し、当
該ナノ複合体を用い、熱による物理刺激をナノメーターレベルで局所的かつ定量的に特定の神
経細胞めがけて低侵襲的負荷を与えることが可能な新しい細胞刺激制御技術を創製する。当該
技術が実現できれば、これまで不可能であった生体深部領域の細胞機能制御が実現でき、今まで
解明が困難であった神経変性疾患における患部特定、分子レベルでの刺激機構の理解ならびに
病理解明につながる。 
 
３．研究の方法 
３－１．機能性ナノ複合体の合成と物性解析 
 カーボンナノホーン（CNH）に生体適合性の高いポリエチレングリコール（PEG）-リン脂質を
超音波照射により非共有的に結合させた。次いで、PEG-リン脂質末端のスクシンイミジル基と
TRPV2 抗体のアミノ基を縮合反応により共有結合させた。当該機能性 CNH 複合体の光吸収性、分
散性、ナノ構造などの物性解析は、紫外・可視分光光度計、ウエスタンブロッティング、動的光
散乱（DLS）、透過型電子顕微鏡（TEM）によって評価した。また、CNH 複合体の光発熱特性を調べ
るために、当該分散液に近赤外レーザー光線（1064 nm、連続発振ファイバーカップルタイプ）
を照射し、熱電対およびサーモグラフィにより経時的な温度変化を測定した。 
 
３－２．細胞物理刺激制御技術の構築 
 合成した当該ナノハイブリットを機械的ならびに熱的刺激を感受する TRPV2 を発現させたヒ
ト骨肉腫細胞株（U2OS）に結合させ、培地中の余分なナノ複合体を洗浄後、近赤外レーザー（1064 
nm）によって細胞刺激し、Ca2+の流入挙動を Fluo-8 によって蛍光顕微鏡により直接観察した。 
 
４．研究成果 
４－１．機能性ナノ複合体の合成と物性解析 
機能性 CNH 複合体の調製方法と概念を図 1a に示す。TRPV2 の結合はウエスタンブロッティン

グにより確認した（図 1b）。機能性 CNH 複合体のナノ構造を TEM により観察した（図 1c）。この
結果、CNH 特有のスパイク構造と抗体-PEG-リン脂質に由来する表面被覆が確認できた。機能性
CNH 複合体の粒子径を DLS で測定したところ、抗体の搭載により平均粒子径の増加（86 nm から
95 nm）が見られた（図 1d）。紫外・可視分光光度計により合成した機能性 CNH 複合体は特徴的
なピークは見えないものの、使用する近赤外レーザーの波長（1064 nm）に対応する明確な光吸
収があることがわかった（図 1e）。また、機能性 CNH 複合体の光発熱特性を評価したところ、わ
ずか 3分間のレーザー照射［波長 1064 nm、1 W（ca. 50 mW/mm2）］で 70℃近くまで温度上昇が
起こることがサーモグラフィ測定によりわかった（図 1f）。さらに、機能性 CNH 複合体の光発熱
特性の濃度依存性も確認できた（図 1g）。 
 
４－２．細胞刺激制御技術の構築 

次に、当該機能性 CNH 複合体を活用した細胞刺激制御を試みた。まず、温度応答性チャネルタ
ンパク質（TRPV2）を遺伝子工学的手法により発現させた U2OS 細胞への機能性 CNH 複合体の選択
的な結合を蛍光顕微鏡により観察した。機能性 CNH 複合体の有する TRPV2 抗体には緑色蛍光色
素 FITC を結合させている。この結果、TRPV2 抗体を搭載した機能性 CNH 複合体が、TRPV2 を発現



する U2OS 細胞に特異的に結合していることが明らかとなった（図 2a）。 
本細胞刺激制御の原理は図 2b の通りである。まず、機能性 CNH 複合体と結合した単一の U2OS

細胞に向かって、生体透過性が高く、かつ生体に低侵襲な 1064 nm 近赤外レーザーを照射するこ
とで、CNH の光発熱特性を誘起させ、熱を発生させる。この熱が細胞膜上の TRPV2 チャネルに伝
わることで開孔化が起こり、Ca2+の流入が起こるという仕組みである。レーザーを照射すると
TRPV2 を発現する U2OS は Ca2+の流入に起因する緑色蛍光を観察することができた（図 2c、2d） 

図 1. 機能性ナノ複合体の合成と物性解析。(a) 機能性 CNH 複合体の合成方法と概念図。(b) ウ
エスタンブロッティング。(c) TEM 観察。(d) DLS 解析。(e) 紫外・可視分光。(f) サーモグラ
フィ像。(g) レーザー照射に伴う CNH 複合体の各濃度における温度上昇曲線。 

図 2. 機能性ナノ複合体を活用した細胞刺激制御技術。(a) TRPV2 抗体を搭載した機能性 CNH 複
合体の TRPV2 を発現した細胞への選択的結合の蛍光顕微鏡観察。(b) 細胞刺激制御の概念図。
(c) 細胞刺激の Ca2+インジケーター（Fruo-8）を用いた蛍光顕微鏡観察。(d) 各種実験条件にお
ける Ca2+流入挙動。 
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