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マルトオリゴ糖で被覆したナノ粒子の核膜孔透過

新倉 謙一

近年のバイオ応用を目指した無機のナノ粒子合成に関する進歩はめざましいものがある．
蛍光・磁性・光熱変換特性・薬剤内包能などさまざまな機能を有するナノ粒子あるいはナ
ノ粒子集合体が報告されている．これらナノ粒子のバイオ応用は診断と治療を同時に達成
できる可能性を有しており，新しい医療ツールとして期待されている．そのためにはナ
ノ粒子を狙った場所（患部や細胞内オルガネラ）に送り込む表面修飾が必須である．細胞
レベルにおいてはナノ粒子が超えなければならないいくつかの壁がある．たとえば細胞
膜・エンドソームからの脱出・核膜の透過である．特に細胞核にナノ粒子を送り込むこと
ができれば，遺伝子発現抑制・診断などの応用が広がる．ここでは，CdTe/ZnS量子ドット
（QDs）の糖鎖クラスター修飾によってQDsが核移行するという筆者らの知見について紹介
する．

1. ナノ粒子の核移行に関する研究

ナノ粒子に代表されるナノマテリアルが，細胞にどのよ
うに影響を与え，そして細胞機能をどこまで制御できるの
かを理解することはナノマテリアルの医療応用に重要な意
義を持つ．ナノ粒子は従来数多くの研究がなされているイ
メージングツールとしての期待だけではなく，近年は同時
に治療にも関与するナノデバイスとしても期待されてい
る．そのために細胞内の狙ったオルガネラにいかに効率よ
く到達させるのかは，最も重要な課題の一つである．細
胞レベルでは，（1）細胞膜の透過，（2）エンドソームやリ
ソソームからの脱出，（3）核膜孔あるいは核膜の透過，な
どが主なバリアとして存在する．特に（3）の細胞核へのナ
ノ粒子の到達は，その高い生体バリアのためにまだ十分に
研究が行われていない．その中でも生体内での安定性の高
さ，そして電子顕微鏡観察などでの検出の容易さから金ナ
ノ粒子を使った核移行の研究は古くから行われている．こ
れらナノ粒子の核移行はインポーティンなどの輸送タンパ

ク質に認識される核移行シグナル（NLS, 陽イオン性のペ
プチド）を表面に固定化する方法でなされている．

Feldherrらは核移行シグナルを有するヌクレオプラスミ
ンタンパク質を金ナノ粒子に固定化し，マイクロインジェ
クションにより細胞導入すると金ナノ粒子が核に移行され
ることを報告している 1）．Feldheimらはウシ血清アルブミ
ン（BSA）を介して，金ナノ粒子（直径20 nm）に核移行
シグナルと，受容体依存性エンドサイトーシスを誘起する
ペプチドシグナルを同時に固定化した．これらを細胞培養
培地に加えるとマイクロインジェクションすることなしに
金ナノ粒子が核移行することを報告している 2）．多くの研
究で金ナノ粒子の直径は10～30 nmが用いられている．逆
にこれらのサイズであれば細胞核に金属ナノ粒子を核移行
シグナルによって運び込むことができる．
ナノ粒子は薬剤輸送のキャリアとして用いられることが
多いが 3），近年，El-Sayedは核移行能を有する金ナノ粒子
で処理したがん細胞は，ナノ粒子が核に蓄積しているため
細胞周期が乱され，細胞分裂できずにアポトーシスが誘起
されることを示した 4）．金ナノ粒子の濃度条件によっては
正常細胞とがん細胞との間に細胞周期の乱れの差がみられ
る．これらは薬剤輸送などのコンセプトとは異なり，ナノ
粒子そのものが細胞の応答を引き起こすことを利用した例
である．ナノ粒子が引き起こす毒性を逆手にとったもので
あり，実用にはまだ多くのクリアすべき課題があるが新し
いナノ粒子のバイオ応用ととらえることができる．
ナノ粒子を核に送達する際に重要になるのは，その粒子
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サイズに加えて，核移行シグナルをいかにナノ粒子に固定
化するのかである．すなわち核移行に関与するタンパク質
群に効率よく認識されるように粒子表面に固定化しなく
てはならない．Chanらは量子ドットにNLSを固定化する
密度，そして量子ドットのサイズがいかに核移行に影響を
与えるのかを系統的に調べている 5）．その中でNLSの表面
密度は20％程度でプラトーに達すること，そして3.0, 4.8, 
8.0 nmの量子ドットを比較すると4.8 nmの量子ドットが最
も効率的に核に輸送されることを報告している．
このように金属あるいは半導体ナノ粒子をNLSにより

核内に輸送する研究はあるが，これら核移行シグナルが陽
イオン性であることから応用面で課題が残る．核内に送達
する薬剤としては，短鎖のDNAやRNAなどをあげること
ができる．これらを核に送達することは遺伝子発現の制御
といった核内ならではの応用に直結する．しかし核酸は負
電荷で核移行シグナルは正電荷なので，二つの分子を同時
に提示した際に，核移行シグナルがうまく働かない懸念が
残る．したがって既存のペプチドによる核移行シグナルに
依存しない，中性分子からなる核移行シグナルの開発が求
められる．

2. 糖鎖を固定化することで促進されるタンパク質の核
移行

タンパク質の核移行の情報は，サイズがほぼ同等である
ナノ粒子の核移行手法の開発には欠かせない．そのサイズ
が大きいことから天然のBSAは，核移行しないことが知
られている．Monsignyらは1993年に，BSAをグルコース
などの単糖で化学的に修飾するとBSAが核移行すること
を発見した 6）．糖鎖修飾による核移行は，従来知られてい
るペプチド性のシグナル（NLS）とは異なり，細胞核への
受動拡散を促進する 6‒8） ．すなわちNLSによる核移行では
エネルギーを使うため濃度勾配に逆らい，核内にシグナル
を提示した分子が濃縮される．一方，糖鎖を提示したタン
パク質は細胞質と核内での濃度は最終的に平衡となる．核
膜孔を自由に透過して，核内外で濃度平衡に達したと考え
られる．これらBSAの糖鎖修飾による核移行の分子メカ
ニズムはいまだに明確にはなっていないが，核膜孔を透過
した核移行であることはコムギ胚芽凝集素（WGA）レク
チンによる核膜孔透過阻害という一般的な手法で証明さ
れている．またポリ-L-リシンを2糖であるラクトースで修
飾（リシン全体の40％をラクトースで修飾）した高分子
とDNAの複合体が細胞核へ複合体として輸送されること
も報告されている 9）．このように糖鎖による核酸やタンパ
ク質の核移行促進の現象はいくつか報告されている．
一方，BSAタンパク質の核膜孔の透過はタンパク質の
疎水性が鍵であることがReichらによって報告されてい
る 10）．すなわち天然のBSAを疎水性の化合物で修飾する
ことで核移行が促進される．これは核膜孔を形成している
タンパク質が疎水的なため，BSAの疎水性を上げること

で核膜孔との相互作用がある種，非特異的に向上したこと
が考えられる．筆者は糖鎖修飾タンパク質においても，後
述するように核膜孔タンパク質との（疎水的な）相互作用
が高くなり，これにより核移行が促進されるのではないか
と考えている．また生体適合性が高いオリゴ糖鎖での修飾
によって核移行が促進できる事実は，ナノ粒子のイメージ
ングなどに代表されるバイオ応用を広げるであろう．

3. 量子ドット（QDs）の糖鎖修飾による核移行

蛍光性ナノ粒子は，生体イメージングのツールとして現
在でも広く使われている．材料もシリコン，カーボン，半
導体など多くのものが開発されている．特に半導体から
なるナノ粒子は量子ドット（quantum dot：QD）と呼ばれ，
疾病診断のイメージングツールとして利用されている．こ
れら量子ドットをコントロールして核内に送り込むことが
できれば，その応用範囲が大きく広がる．量子ドットはサ
イズの小さいもの（～3 nm）が核膜孔を自然に透過するこ
とは知られている．しかしその表面修飾で積極的に核内に
移行させる技術についての研究はまだ多くない．筆者らは
量子ドットの表面に糖鎖提示をすることで核移行が起きる
かどうかを試みた 11, 12）．糖鎖としてはまずグルコース単糖
を提示するために図1にあるような分子を化学合成した．
量子ドットはコアがCdTeでシェルがZnSの2層になって
いるものを用いた．こうすることでCdTeの量子ドットよ
りも細胞毒性を大きく抑制できる．核移行の評価には，一
般的に使われるジギトニンアッセイ法を用いた．これによ
りジギトニンの界面活性作用で細胞膜の透過性を上げ，細
胞核のバリアだけを議論することができる．核移行のよう
すを図2に示した．蛍光を発している（白くなっている部

図1 量子ドット修飾に用いた糖鎖リガンド分子
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分）のが量子ドットである．
しかしながら，予想に反して，これまでBSAで報告さ

れているようなグルコース単糖の修飾では，量子ドット
の核移行はまったく観察されなかった．そこで単糖から2
糖，そして3糖から7糖まで糖鎖を伸ばしたところ，3糖
以上で量子ドットの核移行が観察された（表面リガンドの
構造式は図1参照）．マルトビオース（2糖）でも効果がな
く，3糖以上のマルトオリゴ糖が量子ドットの核移行に必
要であった 12）．ここで重要なのはマルトオリゴ糖を高密
度で粒子表面に提示させることである．糖鎖分子をポリエ
チレングリコール（PEG）リガンド分子で希釈することで
粒子表面の糖鎖密度を落とした場合，密度が60％以下に
なると核移行効率が大きく低下した 11）．この結果も粒子
表面の糖鎖が核膜孔透過時に核膜孔タンパク質との相互作
用をしていることを示唆している．ジギトニン処理をして
いない，生細胞においても核移行は観察された．マイクロ

インジェクションで細胞質に直接，マルトトリオース修飾
量子ドットを添加すると，5分後には核‒細胞質で平衡に
達していた．一方，PEG修飾量子ドットを添加した場合は
1時間後でも核内から蛍光がみられず，ジギトニンアッセ
イの結果同様に核膜を透過しないことがわかった（図3）．
秋田らはマルトオリゴ糖を提示したリポソームをデザイン
し，それらが遺伝子導入にも有効であることを示した 13）．

4. 糖鎖修飾量子ドットの核膜孔透過メカニズム

マルトオリゴ糖修飾の量子ドットの核移行メカニズムに
ついて分子レベルで解明することは，糖鎖に限定されない
さまざまな粒子表面分子の設計ガイドラインになるだろう
し，生物が持つ核移行機能の理解にも役立つ．ジギトニン
処理によって細胞質のタンパク質が抜け出た状態でも核
移行が観察されることから，核移行を仲介するインポー
ティンのようなタンパク質のアシストではなく，直接量子
ドットが核膜孔を透過していると考えることができる．そ
こで核膜孔を構成し，インポーティンとの結合能を有する
ことが知られているNup62タンパク質と量子ドットとの結
合を，表面プラズモン共鳴法（SPR）を用いて調べた 12）．
Nup62は疎水性である複数のFGリピート配列を有し，イ
ンポーティンβなどの核移行を担う輸送タンパク質との親
和性が高いことが知られている．ビオチン化Nup62を，ア
ビジン‒ビオチンの相互作用によりSPR基板に固定化し，
糖鎖修飾量子ドットを流路に添加することで親和性がある
かどうかを見積もった．PEGで修飾した量子ドットと比
較し，マルトトリオース（3糖）修飾量子ドットは，シグ
ナルの上昇，すなわち結合がみられた．この結合こそが糖
鎖修飾量子ドット核移行のドライビングフォースである
ことを支持している（図4）．また3, 5, 7糖では単糖よりも
大きな結合が観察された．最も強い結合は3糖を提示した
量子ドットでみられた．一方，細胞実験において核移行が
最も早いのは5糖を提示した量子ドットであった．完全な
一致は示していないが，核移行透過は実際には多くのタン
パク質が関与する上，3次元空間での複雑な動力学も議論
する必要がある．筆者は，この結合が，レクチンと呼ばれ
るようなタンパク質の糖鎖を特異的に認識するメカニズム
ではなく，糖鎖のもつ疎水的な要因がこのいわば非特異的

図2 ジギトニン処理したHeLa細胞に対して糖鎖修飾あるいは
PEG修飾した量子ドットを添加した後の共焦点顕微鏡像の経時
変化
3糖以上だと核移行が観察され，5糖が最も速く核移行した．
文献12より抜粋した．Copyright 2012 Royal Society of Chemistry.

図3 HeLa細胞に対してマルトトリオース（Glc3）修飾QDs, 
PEG修飾QDsあるいは核移行シグナルを持たせたBSA（ローダ
ミン修飾）をそれぞれ細胞質にマイクロインジェクション添加
した後の共焦点顕微鏡像の経時変化
Glc3-QDsは細胞質と核との濃度が平衡になるまで核内に拡散
した．本図は文献12より抜粋した．Copyright 2012 Royal Soci-
ety of Chemistry.

図4 糖鎖修飾量子ドットと核膜孔タンパク質との結合による
核膜孔の透過模式図
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な結合を生み出していると考えている．推測の域を出ない
が，シクロデキストリンのような環状のマルトオリゴ糖が
疎水性の分子をトラップするように，量子ドット表面を
覆ったマルトオリゴ糖が疎水性タンパク質とのアフィニ
ティーに寄与することは十分考えられる．事実，マルトオ
リゴ糖のもつ疎水性によるポリスチレンゲルとの相互作用
が報告されている 14）．すなわちオリゴ糖で被覆した量子
ドットは，糖鎖の疎水的な面と核膜孔構成タンパク質との
適度な相互作用によって核移行したのではないかと現在考
えている．

5. まとめと今後の展望

量子ドットに代表されるナノ粒子をマルトオリゴ糖鎖
で被覆し，ジギトニン処理した細胞，あるいはマイクロイ
ジェクションによって細胞に添加するとそれらが核内に移
行することを見いだした．さらにそれら糖鎖量子ドット
は，核膜孔を構成するタンパク質へのアフィニティーがあ
ることから，細胞内において核膜孔との結合により，核移
行することが示唆された．中性・高い生体適合性・水分散
性を与える糖鎖修飾は，機能性ナノ粒子の核内における診
断・分子輸送の新たな手法になりうるだろう．筆者らの現
在の課題は細胞外からジギトニンなどの処理をせずに，核
にナノ粒子を輸送することである．核移行能を発現する糖
鎖修飾とともに，細胞膜を透過するリガンドを粒子表面に
提示することによって，細胞外から添加した粒子をそのま
ま核内に送達できるシステムが可能になると考えている．
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