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第 1章 緒 言 

 

1.1 序 

 

水 (H2O) は，人間の体重の約半分から三分の二を占めており[1]，生命維持に必要不可

欠な物質である。医薬品においては，疾病部位や薬理活性部位に薬効分子を送り届けるた

めに，体内の水を溶媒・分散媒として用いる必要がある。すなわち，医薬品は水溶性を持つ

ことが条件の一つとなる。本章では，医薬品開発における薬効分子の水溶性がもつ重要性

を，バイオアベイラビリティの観点から概観し，現状の医薬品水溶化技術が抱える諸問題を

提起する。 

 

1.2 バイオアベイラビリティ(Bioavailability)と水溶性 

 

日本の総人口に占める 65 歳以上の高齢者の割合は 28.4%[2]で，世界でも類を見ない

超高齢化が進んでいる。このような状況においては，高齢者のみならずその家族，国が抱え

る負担，特に医療費等の経済的負担は年々増加しているといえる。したがって，化学的観

点から超高齢化へ対応するためには，新薬開発の推進が必要である。 

医薬品開発において，薬効成分そのものの水溶性は体内動態や薬効などに大きな影響

を与えるため，非常に重要なファクターの一つとなっている。なかでも，バイオアベイラビリテ

ィ (Bioavailability; 生物学的利用能) と水溶性の間には密接な関係がある。バイオアベイ

ラビリティとは，薬物が体内を循環し，作用する部位に到達する割合のことである[3]。経口投

与された薬物は，腸壁から吸収され肝臓に到達するため，多くの薬物はここで代謝を受け 

(＝初回通過効果)，充分な血漿中の薬物濃度が得られないことがある[3]。すなわち，水に溶

けにくく，吸収が遅い薬物においては，血漿中の薬物濃度がそもそも低い上に，初回通過

効果による代謝の影響も受けることになる。このことから，このような薬剤はバイオアベイラビ

リティが低い薬剤に該当する。したがって，バイオアベイラビリティの向上には水溶性の向上

が必要不可欠であると言える。 

近年では，先発医薬品と有効成分や薬効，安全性が同等と認定されたジェネリック医薬

品の開発が急速に進んでいる。これは，平成 29 年 6 月 29 日の閣議決定において，

「2020 年 9 月までに，後発医薬品の使用割合を 80 % とし，できる限り早期に達成できる

よう，更なる使用促進策を検討する。」と定められる[4, 5]など，患者の金銭的負担の軽減や医

療保険財政の改善に資するものとして政府・製薬会社一体となって推進しているためである。

本来，ジェネリック医薬品開発において先発医薬品との有効性および安全性の同等性を評

価するためには，生物学的同等性 (Bioequivalence; BE) 試験と呼ばれる臨床試験をヒトに

対して行う必要がある。しかし，現状のジェネリック医薬品利用促進を求められている中で，

このような開発規制は開発の遅延を招く恐れがある。さらに，BE 試験には健康な被験者に

対して行われることが多く，健康被験者に対する不要な薬剤曝露が懸念されるなど，その実
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施に対する課題が多く残っている[6]。 

そこで，in vitro での試験結果を基に BE 試験を免除 (バイオウェーバー) する考え方

として BCS (Biopharmaceutics Classification System) を適用する方法論が普及し始めてい

る。BCS とは，1995 年に Amidon らが提唱した医薬品原料の溶解性および膜透過性に

基づいた薬剤分類システムである[7]。BCS では，クラス I ：高い水溶性・高い膜透過性，ク

ラス II ：低い水溶性・高い膜透過性，クラス III ：高い水溶性・低い膜透過性，クラス IV ：

低い水溶性・低い膜透過性，の四つのクラスに分類される。BCS に基づくバイオウェーバー

では，クラス I (高水溶性・高膜透過性) およびクラス III (高水溶性・低膜透過性) に属す

る薬剤が BE 試験免除には必須であるとされている (図 1-1)[6]。すなわち，高いバイオアベ

イラビリティには高い水溶性が必要条件であることがいえる。 

 

 

図 1-1. BCS のクラス分類と，それに基づくバイオウェーバー 

Class I および III がバイオウェーバー適用可能とされる 

 

我が国の薬事規制には，BCS に基づくバイオウェーバーの考え方は未だ導入されてい

ないが，2020 年 10 月現在，医薬品規制調和国際会議 (ICH) において BCS に基づく

バイオウェーバーに関するガイドラインが最終合意・採択されている (Step 4)[8] ことから，ま

もなく我が国においても規制当局において，それぞれの手続きに従ってガイドラインが実施

されることになると思われる。 

以上のように，近年の医薬品開発を取り巻く環境の変化から，バイオアベイラビリティと水

溶性の重要性がますます高まっている。 

 

1.3 がん治療の現状と光線力学療法 

 

我が国の国民平均寿命は男性が 81.41 歳，女性が 87.45 歳 (令和元年度)[9] であり

世界一の長寿国である。しかし一方で，未だに治療法が確立していない難病や，日本のみ

ならず先進国を中心に死因の上位を占めるがんに苦しむ人々が依然として多い実情がある。 

20 世紀の死亡原因として最も多かった疾病は，結核をはじめとした感染症である。当時

は不治の病として恐れられていたが，1943 年に Waksman らによって発見されたストレプト

Class I

高い水溶性
高い膜透過性

Class III

高い水溶性
低い膜透過性

Class II

低い水溶性
高い膜透過性

Class IV

低い水溶性
低い膜透過性

高

低

高 低

膜透過性

水
溶
性
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マイシン (図 1-2)[10, 11] を抗生物質として利用したことにより，死亡率が激減した。今日では，

多くの抗生物質が開発され，医療技術が進歩したことで感染症によって亡くなる人は少なく

なった。  

 

 

図 1-2. ストレプトマイシンの構造式 

 

感染症に代わり台頭したきたのが悪性新生物，すなわちがんである。がんによる死亡率

は今日に至るまで右肩上がりである[12]。がん細胞は，正常な増殖制御機構が機能せず，異

常に増殖し，隣り合う組織に浸潤し，身体の他の場所に転移する性質を持っている[13]。がん

の死亡率に歯止めがかからないのは，これらの性質に対する有効的治療法が未だに確立さ

れていないためであると考えられる。 

がんの治療法として，外科療法，化学療法，放射線療法，免疫療法の四つに大別される。

外科療法は古くから用いられてきた治療法で，がんに侵された部位を切除することで他の臓

器への転移を抑制する方法である。化学療法は，化学物質である抗がん剤を血中に投与し，

全身に循環させることでがんの増殖を抑える方法である。放射線療法は，放射線が持つ細

胞の DNA に直接作用して細胞増殖能を消失させる機能[14]を用いて，がんの患部に X 

線や γ 線，電子線といった放射線を照射し，アポトーシスを誘導する治療法である。免疫

療法は，近年世界的に注目されている新しいがん治療法である。免疫チェックポイントと呼

ばれる，がん細胞に対して免疫細胞 (T 細胞) が攻撃させないようにする“ブレーキ”の役

割を果たす受容体の働きを阻害し，T 細胞の活性化を持続させがん細胞を攻撃させる治療

法である[15]。例えば，1992 年に Ishida と Honjo (2018 年ノーベル化学賞受賞) らが発

見した免疫チェックポイント PD-1 受容体[16]のシグナル阻害によって抗腫瘍効果があること

が報告され[17]，この受容体を阻害するモノクローナル抗体ニボルマブ (商品名：オプジー

ボ) として上市されている。これら四つの治療法は，それぞれがんの種類や症状によって適

切に選択し，複数の治療法を併用する必要がある。 

しかし，いずれの治療法も患者に対する負担が大きい治療法である共通の問題点がある。

外科療法では，がんの切除という大きな侵襲に対して体力を消耗することから，基礎体力の

無い高齢者に対しては，その適用には慎重にならざるを得ない。また，化学療法・放射線療

法・免疫療法では，用いる抗がん剤や放射線，免疫阻害剤が持つ機能が正常な部位に対

して働いた場合，非常に強い副作用として現れる。このような侵襲の激しい治療法は，患者

自身の尊厳を保ち，社会的に人間らしい生活を送ることを困難とさせる。こういった背景から，
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現在では患者の生命の質 (Quality of Life; QOL) の向上を求める声が大きくなっており，さ

らなる医療の発展や新治療法の開発が求められている。 

近年，生体に対して穏和な刺激である光を用いた光線力学療法  (Photo Dynamic 

Therapy; PDT) が，低侵襲的がん治療法として注目されている。PDT は，光照射によって

励起した光感受性物質 (Photosensitizer; PS) から，血液中に溶存する三重項酸素へのエ

ネルギー移動によって生じる活性酸素 (一重項酸素やスーパーオキサイドアニオンなど) 

が細胞攻撃種となり，標的細胞を直接破壊し，腫瘍組織周辺の微小血管の破壊を行うこと

で細胞を死滅させる治療法である (図 1-3)[18]。光感受性物質によって発生した活性酸素

は，生体内では非常に短時間 (40 ns 以下) しか存在できず，短距離 (20 nm 以下) しか

移動できない特徴がある[19]。この特徴は，腫瘍組織に集積した光感受性物質が正常細胞を

傷つけることなくがん細胞にのみ攻撃を与えることができるということを示しており，このような

利点を持つ PDT は重篤な副作用を示さない低侵襲的治療法としてその普及が求められ

ている。 

 

 

図 1-3. PDT 治療原理の概略図 

 

PDT においては，ポルフィリンが光感受性物質として主に用いられている。ポルフィリン

は，自身の持つ豊富な π 電子によりタンパク質との高い親和性を示し，特に低比重リポタン

パク質 (Low-Density Lipoprotein; LDL) に対して強い親和性を持つ[20]。この性質を利用す

ることで LDL 受容体の活性が上昇している腫瘍組織においては，ポルフィリン-LDL 複合

体が多く取り込まれる[21]。また，腫瘍組織ではリンパ系が未発達であるため，取り込まれたポ

ルフィリンが腫瘍組織選択的に蓄積する[22]。このようなメリットから，1994 年に第 1 世代ポ

ルフィリン系光増感剤のフォトフリン[23, 24]が当時の厚生省に認可された。フォトフリンを皮切り

に，第 2 世代光増感剤としてレザフィリン[25]やビスダイン[26]といった，より副作用を軽減さ

せた PDT 薬剤が開発されている (図 1-4)。 

 

PS 1PS* 3PS*

ROS

3O2

光照射

hv

項間交差

エネルギー移動

標的細胞への直接攻撃

微小血管の破壊
PS ：光感受性物質

電子移動
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図 1-4. フォトフリン，レザフィリンおよびビスダインの構造式 

 

1.4 難水溶性物質の水溶化法 

 

一般に，ポルフィリンのような π 電子系化合物は，水に難溶である場合が多い。そのため

ポルフィリンを薬剤として用いるためには，水溶化を試みる必要がある。前述のフォトフリンと

レザフィリンの構造式を見ると，多数のカルボキシ基が存在しナトリウム塩となっていることか

ら，結果として両者は水に溶けやすい性質を持つ[27, 28]。一方，ビスダインはカルボキシ基の

数が少ないため，水にほとんど溶けない[29]。そこで，水に溶解させるための添加物として，リ

ン脂質をビスダインに対して 5 モル当量添加し[29]，日本薬局方注射用水に分散させること

で，ミセルもしくはリポソームの複合体として溶解させている。このように，様々な工夫によっ

て難水溶性物質であるポルフィリンの水溶化を達成し，バイオアベイラビリティを高めて上市

されている。本項では，主に医薬品開発において生体利用を目指すために開発された難水

溶性物質の水溶化法について述べる。 

 

1.4.1 親水性基の修飾 

 

最も一般的な水溶化の方法として，親水基の修飾が挙げられる。ポルフィリン類縁体のよ

うな π 電子系化合物は高い電子親和性を持ち化学修飾を行うことが容易である。例えば，

ベンゼンにカルボキシ基が修飾した安息香酸，スルホン基が修飾したベンゼンスルホン酸
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はいずれも水に可溶である。また，ポルフィリンも同様に親水性の置換基を修飾することで

水溶化が可能である。前述のフォトフリンやレザフィリンはこの手法を用いて水溶化を実現し

ている。さらに，デンドリマーと呼ばれる，中心から規則的に枝分かれした構造を持つ樹状の

水溶性高分子を用いてポルフィリンを水溶化する例も多数ある[30–32]。 

 

1.4.2 分子構造の非平面化・非対称化 

 

最も単純な定義では，溶媒中の化合物の熱力学的溶解度は，平衡状態において化合物

が取り得る最も安定な結晶形態として，ある温度および圧力下で溶媒中に留まることができ

る最大量のことを指す[33]。最も安定な結晶形態とは，化合物が取り得る結晶形態のうち，最

も高い融点を持つ結晶形態を意味する。すなわち，溶解度に影響を与えるパラメーターに

は，水-オクタノール分配係数 (log P) だけでなく結晶のパッキングの強さも含まれるというこ

とになる。実際，Banerjee と Yalkousky らは，半経験的に有機物の水溶性 (S) と分配係

数の関係式に融点が含まれている，以下式 1-1 のような一般式が成立することを報告して

いる[34]。 

 log 𝑃 = 𝑎(log 𝑆) + 𝑏(𝑚. 𝑝. ) + 𝑐 …(1-1) 

ここで，m.p.: 融点 (ºC)，a, b, c は定数を表す。したがって，化合物と溶媒との相互作用

の方が化合物同士の相互作用よりも上回るようになれば，溶解しやすくなると考えられるた

め，融点を低下させる (＝結晶のパッキング力が低下) 方法は化合物の水溶性向上に有

効な戦略であると言える。 

Ishikawa らはこの戦略に着目し，難水溶性物質の平面性および対称性を，置換基導入

によって崩すことで，医薬品の薬効分子の基本骨格を変えることなく，水溶性を最大 2700 

倍まで向上させることに成功している (図1-5)[35]。一般に，平面性および対称性が高い化合

物は，結晶のパッキングが密であるために，融点が高くなることが知られている。この性質を

崩すことは，すなわちパッキング力の低下と融点の低下を引き起こす。この方法を用いること

で，親水性基の修飾による方法よりも効果的に水溶性を向上させることができ，さらに疎水

性 (＝膜透過性) も親水性 (＝水溶性) も同時に向上させることができる[36]という，バイオ

アベイラビリティの観点から優れた利点を持つ。 

 

 

図 1-5. 難水溶性物質の非平面・非対称化による水溶性の向上[35] 

  

Solubility: <0.001 mg mL-1 Solubility: 2.70 mg mL-1
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1.4.3 ハイドロトロープ(Hydrotrope)の利用[37, 38] 

 

ハイドロトロープ (Hydrotrope) とは，難水溶性物質の水への溶解度を高める化合物を指

し示すために Neuberg によって用いられた言葉である[39]。ハイドロトロープ性を持つ化合

物の特徴として，比較的低分子量の有機化合物であり，水溶性を示し，分子中に親水性基

と疎水性基が共存している。具体的には，安息香酸ナトリウムやクエン酸ナトリウム，尿素な

どが挙げられる。これらの分子構成としては，界面活性剤と類似している。実際，古典的な

論文ではハイドロトロープと，ミセルやマイクロエマルションとの区別が明確ではない記述が

見られる[40, 41]。これらの違いとして，ミセルやマイクロエマルションを構成する界面活性剤は，

疎水性基が大きく長いのに対して，ハイドロトロープの疎水性基は一般に小さく，それだけで

は自発的な凝集体の形成が起こらない点にある[42]。 

ハイドロトロープによる難水溶性物質の水溶化メカニズムについて説明する。界面活性剤

に臨界ミセル濃度 (Critical Micelle Concentration; CMC) があるように，ハイドロトロープに

も最小ハイドロトロープ濃度 (Minimum Hydrotrope Concentration; MHC) と呼ばれる特定

の閾値を持っている。MHC 以上の時，ハイドロトロープ分子が溶質の周りに集まり，クラスタ

ーを形成する。さらに，このクラスターを構成するハイドロトロープ分子に多数の水分子が会

合することで，一つの新しい「溶媒」ができるものとみなされる。したがって，このクラスターは

水中で安定に分散できるため水溶化が可能となる (図 1-6)。 

 

 

図 1-6. ハイドロトロープによる水溶化メカニズムの概略図[38] 

vは水分子，緑白抜きはハイドロトロープ分子，オレンジ中塗りは難水溶性物質を表す 

This article was published in Curr. Opin. Colloid Interface Sci., 2016, 22, 

W. Kunz, K. Holmberg, and T. Zemb, “Hydrotropes”, 99–107, (Graphical Abstract) 

Copyright© Elsevier 2020. 

 

この水溶化法では，水溶化の特性は pH に依存しないこと，水中で難水溶性物質とハイ

ドロトロープ分子を混合するだけで簡便に調製が可能であること，難水溶性物質の化学修

飾および有機溶媒の使用，エマルションを必要としないという利点[42]を持つ。 

  



12 

 

1.4.4 ホスト-ゲスト化学・超分子化学の利用 

 

「鍵と鍵穴」の関係のように，特定の分子を選択的に認識する分子をホスト分子と呼び，ホ

スト分子にある空間に取り込まれる分子をゲスト分子と呼ぶ。ホスト分子とゲスト分子は，van 

der Waals 力といった比較的小さな相互作用によって引き合っている。これまでに，難水溶

性物質を認識して水溶化した例に，シクロデキストリンが挙げられる。 

シクロデキストリンは，デンプンに微生物由来の酵素を作用させることで得られる環状オリ

ゴ糖の一種である。D-グルコースが 6 個，7 個，8 個環状に結合したものをそれぞれ α, β, 

γ-シクロデキストリンと呼ぶ。中心の空孔内部は疎水的な環境であり，疎水性分子 (難水溶

性物質) を空孔内に取り込むことができる。特に，[60]フラーレン (C60) や C60 誘導体は 

γ-シクロデキストリンを用いることで水溶化することが可能であり，C60 1 分子に対してシクロ

デキストリン 2 分子の複合体を形成していることがわかっている[43, 44]。また，カチオン性 

C60 誘導体-シクロデキストリン錯体には，HeLa 細胞に対して光照射下においてのみ細胞

毒性を有することが確認されている[45]。ポルフィリン類縁体に対しては，D-グルコースの持つ

三種類のヒドロキシ基すべてがメチル化された，トリメチル-β-シクロデキストリンを用いること

で錯形成し，水溶化することが分かっている[46, 47]。シクロデキストリンには，C3 水酸基と隣

接する D-グルコースの C2 水酸基の間に分子内水素結合が存在し，環構造を固定化して

いる。しかし，メチル化によって分子内水素結合が無くなるため，また C3 水酸基に結合し

たメチル基に立体障害があるため環構造が著しくゆがむ[48]。その結果，トリメチル-β-シクロ

デキストリンは未修飾のシクロデキストリンに比べ，D-グルコースのコンフォメーションが変化

できるようになり，環構造の柔軟性が高くなっている[49]。そのため，未修飾シクロデキストリン

と錯体を形成しない分子でも，空孔内にゲスト分子が入りやすくなり[50]，ポルフィリン類縁体

においても水溶化が可能になる。 

 

 

図 1-7. (A) トリメチル-β-シクロデキストリンの構造式 

(B) トリメチル-β-シクロデキストリンと錯形成したポルフィリンの X線構造解析結果[46] 

Adapted with permission from Chem. Eur. J., 2012, 18, 456–465. (Figure 3c) 

Copyright© 2020 WILEY‐VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. 

  

(A) (B)
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シクロデキストリンのように環状に結合した多糖類だけでなく，直鎖状多糖類を用いた場

合も，ゲスト分子を超分子化学的に複合化し水溶化することが可能である。Sakurai と 

Shinkai らは，直鎖状多糖のうち，通常三重らせん構造を持つシゾフィランやカードラン (β-

1,3-グルカン) をホスト分子として，リネイチャー法と呼ばれる手法により，ポリチオフェンやカ

ーボンナノチューブといった難水溶性物質を，超分子複合体の形成によって水溶化すること

に成功している[51, 52]。さらに，Ikeda らは高速振動粉砕法[53]と呼ばれるボールミル法の一種

を用いることで，β-1,3-グルカンと C60 および C70 が複合化し，リネイチャー法のように有機

溶媒を使用せず，かつ簡便に C60 を高濃度で水溶化できることを見出した[54, 55]。 

 

 

図 1-8. リネイチャー法を用いた多糖類によるカーボンナノチューブの水溶化の模式図[52] 

Reprinted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 5875–5884. (Graphical Abstract) 

Copyright© 2020 American Chemical Society. 

 

超分子化学的手法によって難水溶性物質を水溶化する方法で，既に医薬品として上市

された例がある。例えば，リン脂質二重膜構造を持つリポソームに抗がん剤を内包させたド

キソルビシン内包リポソームが挙げられる[56, 57]。このように，超分子化学的手法による水溶

化は，ホスト分子の生体適合性の高さによっては医薬への応用が容易であり，かつ水溶化

のための化学修飾も必要ないことから，難水溶性物質の性質を大きく変えることなく水溶化

が可能である。前述のハイドロトロープ分子による水溶性の向上は，溶質とハイドロトロープ

分子のクラスター形成によるものであることから，広義の超分子化学的手法による水溶化法

であると言える。 

 

1.5 問題提起 

 

以上のように，医薬品化合物の水溶性はバイオアベイラビリティの観点から，最も重要な

ファクターであり，医薬品開発において最も考慮すべき性質の一つである。したがって，これ

までに様々な水溶化技術が研究・開発されてきた。前述の難水溶性物質の水溶化法を方

法論として分類すると，①化合物を化学修飾することによって水溶性を高める方法，②化合

物を他の化合物と非共有結合的に複合化することで水溶性を高める方法，の二つに大別さ

れる (表 1-1)。 
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表 1-1. 難水溶性物質の水溶化法の分類 

① 化学修飾による方法 ② 非共有結合的複合化による方法 

➢ 親水性基の修飾 

➢ 分子構造の非平面化・非対称化 

➢ ハイドロトロープの利用 

➢ ホスト-ゲスト化学・超分子化学の利用 

 

本論文では，医薬品水溶化技術として主流である，①化学修飾による方法における問題

点を次のように提起する。化学修飾による方法は，置換基の導入によって本来持っていた

はずの優れた薬効が失われる，もしくは生体に好ましくない影響を与える物質に変化してし

まう可能性がある点が，この方法で最も懸念される。様々な視点からリード化合物が大量に

合成され，その中でも優れた薬効を示す分子をスクリーニングすることで医薬品原薬が開発

される。しかし，優れた薬効を示していたにもかかわらず水溶性が乏しいという理由などの生

物薬剤学的性質でドロップアウトしてしまうリード化合物が全化合物のおよそ 40 % を占め

ると言われている[58, 59]。医薬品として実際に上市される確率は数万分の一と言われるほど

困難な医薬品開発において，これほどドロップアウトする薬剤が多いことは，開発のさらなる

遅延を招くため，我が国の超高齢化への対策としても早急に対処すべき課題である。しかし，

前述のようなバイオアベイラビリティの観点から優れた利点を持つ水溶化法が開発されてい

るにもかかわらず，このような状況を打破できないのは，化学修飾による水溶化の向上によ

って必ずしも薬効が保持されないためであると推察される。すなわち，この問題を解決する

「薬効が保持される水溶化法」が求められる。 

この問題の解決策として，本論文では②非共有結合的複合化による方法のうち，直鎖状

多糖類を可溶化剤とする超分子化学的手法による水溶化法を提案する。1.4.4で解説したよ

うに，ホスト-ゲスト化学を利用した水溶化法ではゲスト分子を選択的に認識し，包接錯体を

形成することで水溶化が可能であったが，適用できるホストおよびゲスト分子の組み合わせ

が限られていた。しかし，Ikeda らが高速振動粉砕法を用いた直鎖状多糖類による C60 の

高濃度の水溶化を報告している[54]ことから，直鎖状多糖類を用いることでゲスト分子に対す

る特異性が低下し，水溶化の適用範囲が広がると予想された。また，この方法で水溶化され

た C60 の光化学的機能性はほとんど維持されていた。したがって，前述の問題点に対する

解決策として，直鎖状多糖類と薬剤を超分子化学的に複合化させて水溶化する方法が最も

適当であると考えられる。 

 

1.6 本博士論文の構成 

 

前述のように，直鎖状多糖類と薬剤を超分子化学的に複合化することで，難水溶性物質

を水溶化した例はいくつか報告があるものの，この複合体を薬剤として応用することを目的と

した水溶化例は極めて少なく，難水溶性物質の持つ薬効を in vitro において検討した例

は β-1,3-グルカンと C60 および C70 の組み合わせに関する報告に限られている[54, 55]。 

そこで本論文では，直鎖状多糖類として天然由来であり，かつ食品添加物に使用されて

いる毒性の低い安価な多糖類を選択し，これを可溶化剤として様々な難水溶性物質の水溶
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化を試み，その水溶化能や超分子複合体の持つモルフォロジー，さらに in vitro における

薬効を評価することで，超分子化学的手法による水溶化に関する新たな知見を得ることを目

的とする。 

本博士論文は全 5 章で構成される。第 1 章では，研究背景として，医薬品開発におけ

る薬効分子の水溶性がもつ重要性を，バイオアベイラビリティの観点から概観し，現状の医

薬品水溶化技術が抱える諸問題を提起，この解決策に関して言及する。第 2 章は，先行

研究で用いられていた β-1,3-グルカンを可溶化剤として選択し，各種ポルフィリン類縁体を

モデル薬剤として水溶化を試み，複合体の薬剤としての性質や細胞との相互作用に関する

検討を行った。第 3 章では，より汎用的な多糖類を可溶化剤として，ポルフィリン類縁体の

水溶化を試み，直鎖状多糖類を用いたゲスト分子の水溶化法の高い汎用性を示し，多糖の

違いによる水溶化能の違いや水溶化メカニズムに関する考察を行った。第 4 章では，モデ

ル薬剤としてテトラフェニルエテン誘導体を選択し，細胞イメージング材料としての活用に関

する検討を行い，さらに不斉結晶という性質を利用して，ゲスト分子の性質維持に関する検

討を分光学的測定によって行った。第 5 章では，本論文で得られた知見を総括し，今後の

展開について考察する。 
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第 2 章 β-グルカンによるポルフィリン類縁体の水溶化と光線力学治

療薬への適用 

 

2.1 序 

 

本章では，β-グルカンを可溶化剤として各種ポルフィリン類縁体の水溶化を，高速振動

粉砕法を用いて試み，これらの分光学的測定，モルフォロジー観察によって，ポルフィリン

類縁体・β-グルカン複合体の光線力学治療薬としての性能を評価する。また，がん細胞に対

する光照射による細胞障害性を評価することで光線力学治療薬としての適用可能性を検討

する。さらに，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体が持つ活性のスイッチングメカニズムを

解明し，複合体が持つ性質および細胞との相互作用に関する知見を得る。 

本章で用いたポルフィリン類縁体および β-グルカンの構造を以下図 2-1に示す。 

 

 

図 2-1. 本章で用いたポルフィリン類縁体および β-グルカンの構造 

  



22 

 

2.2 実験結果と考察 

 

2.2.1 高速振動粉砕法を用いた β-グルカンによるポルフィリン類縁体の水溶化 

 

2.2.1.1 アルカリ処理 β-グルカンの調製 

 

β-グルカンは，黒酵母 (Aureobasidium pullulans) から精製した β-(1,3-1,6)-グルカンを用

いた (Lot. K-1 170502, Mw: 5.08×106, Mn: 2.33×106, Mw/Mn = 2.18)。この β-グルカンは通常

3 本の分子鎖が三重のらせん構造を取っているため難水溶性であるが，アルカリ処理を行う

ことによってらせん構造が解け，易水溶性へと変化する[1]。 

1.0 M 水酸化ナトリウム水溶液 20 mL に対して三重らせんβ-グルカンを 50 mg 分散さ

せ，60 ºC で 12 時間以上加熱撹拌した。この溶液に超純水 180 mL を加えて 10 倍に

希釈し，5.0 M クエン酸水溶液を用いて pH 4–6 になるよう中和した。中和後，エタノール

沈殿法によって溶けた糖鎖を析出させ，遠心分離 (10000 rpm [9170 ×g], 20 min) によって

回収した。回収したβ-グルカンを 70 v/v% エタノール水溶液で洗浄した後，超純水 2.0 mL 

に溶解させ凍結乾燥を行い，アルカリ処理β-グルカンを得た (収量: 36 mg, 収率: 72 %)。 

 

2.2.1.2 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の調製 

 

 

図 2-2. 高速振動粉砕法の概略図 

(ゲスト分子：ポルフィリン類縁体，ホスト分子：β-グルカン) 

 

水溶化には，高速振動粉砕法[2]を用いた。ポルフィリン類縁体 2.0 µmol とアルカリ処理

β-グルカン 10.0 mg をメノウボール二個とともにメノウ容器に入れ，高速振動粉砕法 (30 

Hz , 20 min) により混合した。この混合物に超純水 2.0 mL を加えて抽出した。この抽出液

を遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶なポルフィリン類縁体を沈降させた。

得られた上澄みを分取し，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液を得た。 

使用したポルフィリン類縁体は以下表 2-1 に示す化合物を用いた。いずれのポルフィリン

類縁体も，600–800 nm 付近に吸収を持つことから，生体透過性に優れた赤色光を用いて

メノウ製容器
高速振動粉砕

(30 Hz, 20 min)

H2Oを入れ
粉末を溶解

遠心分離
上澄み

ゲスト分子

ホスト分子

メノウ製ボール

ホスト-ゲスト
複合体水溶液
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活性酸素を発生させるために優れた性能を有すると考えられるため，本研究の光線力学治

療モデル薬剤として採用した。 

 

表 2-1. 今回用いたポルフィリン類縁体の構造式および混合量 

構造式 番号 置換基 略称 混合量 

 

1 R = H TPP 1.2 mg 

2 R = NH2 TAPP 1.3 mg 

3 R = OH THPP 1.4 mg 

4 R = OMe TMOPP 1.5 mg 

5 R = COOH TCPP 1.6 mg 

 

6 (Pyridyl) TPyP 1.2 mg 

 

7 X = Y = H PhDAP 0.9 mg 

8 X = H, Y = OH 4-OHDAP 1.0 mg 

9 X = OMe, Y = H 3,5-OMeDAP 1.2 mg 

 

以下，複合体を n-GL (n = 1–9) と略して標記した。また，比較として高速振動粉砕法で調

製したポルフィリン類縁体・2,3,6-トリ-O-メチル-β-シクロデキストリン錯体のデータを適宜示し

た。この錯体は n-CDx (n = 1–9) と略して標記した。 

 

2.2.2 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の分光学的性質と濃度決定 

 

2.2.2.1 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体のUV-Vis吸収スペクトル測定 

 

2.2.1.2で得られたポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を 30 µL 分取し，超純水 270 

µL 加えることで 10 倍に希釈した。この水溶液のUV-Vis吸収スペクトルを測定した。結果

を以下図2-3に示す。 
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図2-3. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液のUV-Vis吸収スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル，抽出液を 10 倍希釈) 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，灰線: 5-GL，緑線: 6-GL 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL 

 

図2-3より，高速振動粉砕法によってβ-グルカンと複合化し，ポルフィリン類縁体が水溶化

していることが明らかになった。 

いずれのポルフィリン類縁体においても，400 nm 付近の Soret 帯および 600–800 nm 

付近の Q 帯が，1–9-CDx 錯体水溶液の吸収[3, 4]と比較して大きくブロード化していた。こ

のことから，ポルフィリン類縁体は多糖複合体中で凝集した状態で存在しているものと推察

される。逆に，5-GL は Soret 帯の吸収が比較的シャープであったことから，単分散の状態

に近いものと考えられ，複合体を形成せずに化合物 5 のみで水溶化していると予想された。 

この水溶液をそれぞれ凍結乾燥し DMSO で再溶解した際の吸光度と，濃度 (mol·L−1) 

が既知であるポルフィリン類縁体・DMSO 溶液を用いて決定した DMSO 中のモル吸光係

数 (εDMSO) を用いて，以下に示すランベルト・ベールの式 (式2-1) から濃度および水中で

のモル吸光係数 (εH2O) を決定した。 

 Abs = 𝜀𝑐ℓ …(2-1) 

ここで，Abs：吸光度，ε：モル吸光係数 (dm3·mol−1·cm−1) ，c：溶液濃度 (mol·dm−3) ，

ℓ：光路長 (cm) を示す。それぞれのモル吸光係数を以下表2-2に示す。 
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表2-2. 各種ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の極大吸収波長とモル吸光係数 

略称 
ポルフィリンの

略称 
極大吸収波長(nm) 

モル吸光係数 εH2O 

(dm3·mol−1·cm−1) 

1-GL TPP 430 1.78×105 

2-GL TAPP 431 1.31×105 

3-GL THPP 424 1.73×105 

4-GL TMOPP 433 1.25×105 

6-GL TPyP 427 1.12×105 

7-GL PhDAP 360 5.72×104 

8-GL 4-OHDAP 400 4.79×104 

9-GL 3,5-OMeDAP 380 4.34×104 

* 化合物5は複合体を形成していないと考えられるため除外 

 

2.2.2.2 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の1H-NMRスペクトル測定 

 

2.2.1.2と同様に調製したポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を D2O 2.0 mL で抽出し，

遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶なポルフィリン類縁体を沈降させた。得

られた上澄みを 600 µL 分取し，外径 5 mm の石英 NMR 管に注入した。これをサンプ

ルとして 1H-NMR スペクトルを測定した。また，比較としてβ-グルカンのみを同様の条件で

高速振動粉砕し，抽出・遠心分離したβ-グルカン水溶液も測定した。結果を以下図2-4に示

す。 
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図2-4. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液の 1H-NMR スペクトル 

(400 MHz, 25 ºC, 積算回数: 64回，溶媒:D2O) 

●：フリーのポルフィリン類縁体由来のピーク 

 

図2-4より，5-GL を除く全てのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体において，ポルフィ

リン類縁体に由来するプロトンのシグナルは検出されなかった。これは，ポルフィリン類縁体

が多糖と複合化することで見かけ上高分子量化し，運動性が低下したことによるシグナルの

平均化が起こっているものと考えられる。このようなゲスト分子のシグナルが消失する現象は，

ゲスト分子をリポソームの脂質二重膜内へ導入した際にも同様に見られる[5–8]。これらのこと

から，ポルフィリン類縁体は多糖に包接されて水中に分散していると考えられる。 

一方で，5-GL では，8.2–9.5 ppm 付近にポルフィリン由来のシグナルが観測された。こ
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れは，化合物 5 が持つカルボキシル基による比較的高い水溶性によって，複合化した多

糖から漏れ出しているものと推察される[7, 8]。これは，2.2.2.1で述べたように 5-GL の UV-

Vis 吸収スペクトルの Soret 帯が比較的シャープになっているということに矛盾しない (図

2-3)。したがって，化合物 5 はβ-グルカンと複合化しておらず水中に単分散している分子も

系中に存在していることから，これ以降の実験において 5-GL を用いることは不適当である

と判断し，除外した。 

さらに，β-グルカン水溶液とポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の 3.0–4.5 ppm 付近

に見られる多糖由来のシグナルを比較すると，複合化の有無にかかわらずピーク位置や分

裂にほとんど変化が無く一致している。この現象については第 3 章にて詳しく検討する。 

 

2.2.2.3 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の蛍光スペクトル測定 

 

2.2.1.2で得られたポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を，2.2.2.1で算出した水中での

モル吸光係数を用いてそれぞれ希釈した。この水溶液の蛍光スペクトルを測定した。結果を

以下図2-5に示す。 

 

 

図2-5. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液の蛍光スペクトル 

(25 ºC, 1 cm 蛍光セル, Ex = 540 nm) 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，緑線: 6-GL ([1–4, 6] = 5.0 µM) 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL ([7–9] = 3.0 µM) 

破線: 3-CDx, 8-CDx錯体 ([3-CDx, 8-CDx] = 30 µM) 

(スリット幅：励起・蛍光側ともに 10 nm，ホトマル電圧：400 V) 

 

図2-5より，全てのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の蛍光は非常に微弱であり，観

測することができなかった。一方で，3-CDx および 8-CDx 錯体水溶液を同様に測定する

と非常に強い蛍光が観測された。これらのことから，ポルフィリン類縁体が複合体内でランダ

ムに凝集したことで，自己失活による消光，すなわち凝集起因消光 (Aggregation Caused 

Quenching; ACQ) が起きているものと考えられる。 

 

600 650 700 750 800

F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 i
n
te

n
s
it
y
 (

a
.u

.)

Wavelength (nm)
575 600 625 650 675 700 725 750

F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 i
n
te

n
s
it
y
 (

a
.u

.)

Wavelength (nm)

(A) (B)

1-GL

2-GL

3-GL

4-GL

6-GL

7-GL

8-GL

9-GL

3-CDx
8-CDx



28 

 

2.2.3 複合体調製法としての高速振動粉砕法の優位性 

 

ここで，他の水溶化法を用いた場合の水溶化能を比較する。今回，単純に化合物 2 の

みを高速振動粉砕した場合 (多糖非共存下; 30 Hz , 20 min) ，β-グルカン水溶液に化合物 

2 を分散させ超音波照射を行った場合 (超音波照射法; 120 min) ，β-グルカンと化合物 2 

を水中で加熱撹拌した場合 (加熱撹拌法; 80 ºC，120 min) の三種類の方法と比較検討し

た。結果を以下図2-6に示す。 

 

 

図2-6. 各種調製法で調製した複合体の UV-Vis 吸収スペクトル (25 ºC, 1 mm 石英セル) 

黒線: 多糖非共存下，赤線: 高速振動粉砕法，青線: 超音波照射法，緑線: 加熱撹拌法 

(2: 2.0 µmol，[β-グルカン] = 5.0 g·L−1，遠心分離 (4500 rpm，20 min) 後の上清) 

 

図2-6より，高速振動粉砕法を用いた場合 (赤線) と比べて三種類とも著しく吸光度が低

かった。Wennerström らは，γ-シクロデキストリンと [60]フラーレン (C60) を加熱撹拌法[9]で

錯体を調製しているが，今回の結果と同様に高速振動粉砕法の水溶化能と比較すると著し

く低いことが分かっている[2]。これらのことから，高濃度でポルフィリン類縁体を水溶化する方

法として，高速振動粉砕法を用いることが最も適当であり，優位な方法であることが分かった。 

 

2.2.4 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体のモルフォロジー 

 

2.2.4.1 動的光散乱(DLS)法による粒径測定 

 

光線力学治療薬としての適用を目指す上での条件の一つとして，粒子の大きさが重要で

ある。これは，腫瘍組織に見られる EPR 効果[10]によって，光感受性物質を患部に集積す

るために粒径を制御する必要があるためである。 

まず，今回調製したポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の粒径を動的光散乱 (DLS) 

法によって測定した。DLS は，試料にレーザー光を照射し，その散乱光の“ゆらぎ”を検出

することで粒子径を得る方法である。今回測定に使用した動的光散乱測定装置 (Malvern
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製，Zetasizer NanoZS Zen3600型) の構成を以下図2-7に示す。 

 

 

図2-7. DLS 測定装置の構成 

 

まず，本装置による測定原理を説明する[11, 12]。レーザー光 (633 nm，赤色光) を試料に

照射すると，ブラウン運動する粒子によって拡散係数 D に応じたゆらぎが生じる。ブラウン

運動は大きい粒子ほど動きがゆっくりで遅く，小さい粒子ほど早く動くため，このゆらぎ方の

違いが拡散係数の違いとして反映されることを意味する。この散乱光のゆらぎを，入射光に

対して 173º の位置にある検出器で光の強度信号として検出し，さらにこの信号を相関器で

処理したデータに基づき，自己相関関数に変換する。自己相関関数は，測定直後の散乱

強度を 1 とした時，ブラウン運動によって粒子がランダムに動くことで 0 の状態へ収束す

る。この時間 (µsec) に対する“1”から“0”へ収束する挙動から拡散係数 D を見積もること

ができる。カーブフィッティングにより算出した拡散係数 D を基に，ストークス・アインシュタ

インの式 (式2-2) から粒径が算出される。 

 𝑑 =
𝑘𝑇

3𝜋𝜂𝐷
× 1012 …(2-2) 

ここで，d：流体力学的直径 (nm) ，k：ボルツマン定数 (1.38×10−23 J·K−1) ，T：絶対温度

(K) ，η：粘度 (mPa·s) ，D：拡散係数 (m2·s−1) を示す。 

さらに本装置では，自己相関関数から粒子径別の収束速度を抽出するアルゴリズムを用

いて粒子径分布を求めることができる。この方法で得られた分布は光強度分布と呼び，本論

文では特に断りが無い限り光強度分布をデータとして採用した。 

2.2.1.2で得られたポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を，2.2.2.1で算出した水中での

モル吸光係数を用いてそれぞれ 5.0 µM に希釈し，この水溶液の粒径を測定した。結果を

以下図2-8に示す。 
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図2-8.  ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の粒径分布 (25 ºC) 

黒: β-グルカン，青: 1-GL，赤: 2-GL，橙: 3-GL，灰: 4-GL, 緑: 6-GL 

黄: 7-GL，紫: 8-GL，ピンク: 9-GL 

 

また，それぞれの平均流体力学的直径と多分散度 (Polydisperse Intensity; PdI) を以下

表2-3にまとめた。 

 

表2-3. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の平均粒径 

略称 
ポルフィリン類縁体

の略称 

平均流体力学的直径

(nm) 
PdI 

GL β-グルカンのみ 119 0.23 

1-GL TPP 262 0.17 

2-GL TAPP 148 0.13 

3-GL THPP 231 0.22 

4-GL TMOPP 207 0.26 

6-GL TPyP 173 0.14 

7-GL PhDAP 170 0.16 

8-GL 4-OHDAP 184 0.22 

9-GL 3,5-OMeDAP 136 0.20 

 

以上の結果から，いずれの複合体もおおよそ 100–200 nm の粒径を持つことが示唆され

る。したがって，EPR 効果による腫瘍組織への蓄積が期待される粒径に制御できていると

考えられる。 

 

2.2.4.2 透過型電子顕微鏡(TEM)によるモルフォロジーの観察 

 

2.2.4.1では DLS による粒径の測定により，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体のお

およその粒径が示唆されたため，透過型電子顕微鏡 (Transmission Electron Microscope; 

101 102 103 104
0

5

10

15

20

25

D
is

tr
ib

u
ti
o

n
 (

%
)

Hydrodynamic diameter (nm)



31 

 

TEM) により直接観察することで，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の粒径を評価した。 

本評価では，2.2.1.2で得られたポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体のうち，2-GL を評

価に用い，像のコントラストを付けるためにリンタングステン酸溶液によるネガティブ染色によ

る観察方法を採用した。2.2.1.2で得られた 2-GL 水溶液を 100 μM に希釈したのち，カー

ボン支持膜グリッド上に約 1 分間溶液を浸した。その後溶液を濾紙で吸い取り，その上に 

2.0 wt% リンタングステン酸水溶液を約 10 秒間浸したのちに溶液を濾紙で吸い取った。こ

れをサンプルとして観察を行った。以下図2-9に結果を示す。 

 

 

図2-9. 2-GL のTEM観察画像 

(ネガティブ染色； 2.0 wt% リンタングステン酸，Scale bar: 100 nm) 

 

図2-9より，2-GL と思われる凝集体の像が観察された。この凝集体はおおよそ 100 nm 

程度であった。このことから，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は EPR 効果を発現しう

る適切な粒径であると考えられる。 

 

2.2.5 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の長期安定性の評価 

 

続いて，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体が分散している状態をどれだけ維持でき

るか，長期安定性を評価した。水中に分散した状態を長期間維持し，性質もほとんど変わら

ないことが，薬剤としての適用にあたり好ましい条件であるといえる。 

2.2.1.2で得られた 1–4-GL および 6-GL を 20 μM ，7–9-GL を 100 μM に希釈し，こ

れを室温下で静置した。希釈直後を 0 日として 0.5 (12 h), 1, 2, 3, 5, 7 日後の上清液の 

UV-Vis 吸収スペクトルを測定し，0 日に対するそれぞれの極大吸収波長における吸光度

の減少率を算出した。以下図2-10に結果を示す。 
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図2-10.  ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を室温下に静置した際の吸光度の減少率

(25 ºC, 1 mm 石英セル, Abs0: 希釈直後の吸光度) 

(A) 灰: 1-GL，青: 2-GL，赤: 3-GL，橙: 4-GL，緑: 6-GL 

(B) 灰: 7-GL，赤: 8-GL，青: 9-GL 

 

図2-10より，8-GL を除いて，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は水中で 7 日後に

おいてもおよそ 80 % 以上保持していた。8-GL については 2 日後以降から徐々に減少

を続け，7 日後には 60 % 程度まで低下した。これは，化合物 8 が持つヒドロキシ基に加

え，ポルフィリン環に挿入された窒素原子上にある孤立電子対の影響によって，粒子同士の

凝集が促進されたことで，分散性が低下したためであると考えられる。 

いずれのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体においても，1–9-CDx と比較すると長期

安定性は向上した[3, 4]。一般にシクロデキストリン錯体では，錯化していないフリーのシクロデ

キストリンと，錯化したシクロデキストリンとの間で交換が起こっており，その影響でゲスト分子

が脱落しやすく，結果的に不安定になる[13, 14]。今回，β-グルカンのような直鎖状多糖類を用

いることで分子の交換が起こらず，安定性が向上したものと考えられる。 

 

2.2.6 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の一重項酸素発生能評価 

 

光線力学治療薬の最も重要な役割は，光励起によって得たエネルギーを溶存酸素 (三

重項酸素) にエネルギー移動もしくは電子移動によって受け渡し，活性酸素を発生させるこ

とである。この活性酸素発生能が治療効率に直接関与することになる。そこで，活性酸素の

一種である一重項酸素 (1O2) のポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体による発生能を評

価した。評価方法には9,10-アントラセンジイルビス(メチレン)ジマロン酸 (ABDA) を用いる 

ABDA ブリーチング法を適用した[15]。ABDA は、アントラセン部位に一重項酸素をエンド

ペルオキシドの形で捕捉する。380 nm もしくは 400 nm 付近にみられるアントラセン由来の

吸収の減少を経時的に追うことで、一重項酸素の発生能を評価した。なお、光照射は生体

に対して低侵襲であり，かつ生体透過性の高い 620 nm 以上の波長の赤色光を用いた。 
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図2-11. ABDA ブリーチング法の原理 

 

2.2.1.2で得られた 1–4-GL および 6-GL を 15 μM，7–9-GL を 3.0 μM に希釈した後，

この水溶液を 1 cm 石英セルに 2970 μL 入れ，遮光しながら 30 分間酸素ガスによるバ

ブリングを行った。30 分後，UV-Vis 吸収スペクトルを測定し，このスペクトルをブランクとし

た。次に，2.5 mM ABDA・DMSO 溶液 30 μL 加え，再び UV-Vis 吸収スペクトルを測定

した。この時のスペクトルを光照射時間 0 分後として光照射をおこない，7.5, 15, 30, 60 分

後における UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。測定時の最終濃度は [1–4, 6] = 15 μM, 

[7–9] = 3.0 μM, [ABDA] = 25 μM である。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標

準偏差を算出した。以下図2-12に結果を示す。 

 

 

図2-12. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体からの 

一重項酸素発生による ABDA の吸光度変化 

(25 ºC, 1 cm 石英セル，[1–4, 6] = 15 μM, [7–9] = 3.0 μM，[ABDA] = 25 μM) 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，緑線: 6-GL 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL 

 

図2-12より，1-GL, 4-GL および 6-GL においては 380 nm もしくは 400 nm 付近の吸
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収の減少がみられたことから，一重項酸素の発生を確認した一方で，2-GL, 3-GL および 

7–9-GL においては同吸収の減少がほとんどみられなかった。この結果から，1-GL, 4-GL 

および 6-GL は赤色光によって一重項酸素を発生させることができ，これを用いた光線力

学治療薬としての効果が期待されると予想した。 

 

2.2.7 ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の光線力学活性評価 

 

ここまでは，細胞外におけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の光線力学治療薬と

しての評価を行ってきた。前項でそれぞれの複合体のおおよその活性を把握したことから，

ここからは in vitro (細胞内) におけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の光線力学治

療薬としての評価を行う。本項では，がん細胞としてヒト子宮頸がん由来細胞株 (HeLa細

胞) に対する光照射による細胞障害性と細胞内挙動を評価した。 

 

2.2.7.1 細胞実験の準備 

 

2.2.7.1.1 液体培地の調製 

 

HeLa 細胞用液体培地は，フェノールレッドおよびL-グルタミン含有の最小必須培地

(Minimum Essential Media; MEM) 44.5 mL に対して，安定化された抗生物質-抗真菌剤混

合溶液 (100×) 500 μL およびウシ胎児由来血清 (Fetal Bovine Serum; FBS) 5.0 mL をクリ

ーンベンチ内にて無菌状態で混合し，4 ºC で保存した。 

 

2.2.7.1.2 リン酸緩衝生理食塩水(1×PBS)の調製 

 

塩化マグネシウムおよび塩化カルシウム不含の  10 倍濃縮リン酸緩衝生理食塩水 

(10×PBS, pH 7.4) 50 mL に対して，オートクレーブ滅菌処理済み超純水 450 mL を加え，

1×PBS を調製し，4 ºC で保存した。 

 

2.2.7.1.3 トリプシン-エチレンジアミン四酢酸(EDTA)混合溶液の調製 

 

0.5 % トリプシン-EDTA 混合溶液 (10×) 2.0 mLに対し，2.2.7.1.2で調製した 1×PBS 18 

mL 加えることで 0.05 % トリプシン-EDTA 混合溶液 (1×) を調製し，4 ºC で保存した。 

 

2.2.7.1.4 細胞の培養 

 

−80 ºC で凍結保存していた HeLa 細胞のクライオチューブを 37 ºC の恒温槽で急速

に解凍した。このクライオチューブを 70 v/v% エタノール水溶液で滅菌した後，クリーンベ

ンチ内で 15 mL のコニカルチューブに移し取り，液体培地 4 mL 加えて遠心分離した 
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(1500 rpm, 3 min)。細胞が底部に沈殿していることを確認した後，上清の液体培地を取り除

いた。沈殿した細胞に対し 4 mL の液体培地を加え，ピペッティングを行うことで十分に分

散させた。この細胞懸濁液を，あらかじめ 10 mL の液体培地を入れた 10 cm 培養ディッ

シュに 300–500 μL 加え，37 ºC，5 % CO2 の条件に設定した CO2 インキュベーター内に

保管し，細胞を培養した。 

 

2.2.7.2 HeLa細胞に対する光線力学活性評価 

 

2.2.7.2.1 光照射サンプルの調製 

 

2.2.7.1で調製した液体培地，1×PBS，トリプシン-EDTA 混合溶液を 37 ºC の恒温槽で

温めた。前もって培養した細胞が 80 % コンフルエントに達していることを確認した後，クリ

ーンベンチ内でディッシュ中の液体培地をアスピレーターで除き，1×PBS 5 mL を加え洗浄

した。1×PBS をアスピレーターで除き，トリプシン-EDTA 混合溶液 500 µL を添加し，ディ

ッシュ全体に行きわたらせた。これを 5 % CO2 インキュベーター内で 5 分程度温めること

で，細胞をディッシュから剥離させた。細胞がディッシュから剥離していることを顕微鏡で確

認した後，液体培地 1.5 mL を加え浮遊する細胞を 15 mL コニカルチューブに回収し，

遠心分離 (1500 rpm, 5 min) した。細胞が底部に沈殿していることを確認した後，上清の液

体培地をアスピレーターで取り除いた。沈殿した細胞に対し 4 mL の液体培地を加え，ピ

ペッティングを行うことで十分に分散させた。この細胞懸濁液中の細胞数を，トリパンブルー

染色による細胞の生死を区別した上で，フックス-ローゼンタール血球計算板を用いてカウン

トした。この細胞懸濁液の濃度を 8.55×104 cells·cm−3 となるように希釈し，48 wells plate に

希釈後の細胞懸濁液を 200 µL ずつ播種し，37 ºC, 5 % CO2 の条件に設定した CO2 イン

キュベーター内で 24 時間インキュベートした。24 時間後，あらかじめ調製したポルフィリン

類縁体・β-グルカン複合体水溶液を規定した濃度になるようにそれぞれ添加し，さらに 24 

時間インキュベートした。24 時間後，48 wells plate から液体培地をアスピレーターで取り除

き，1×PBS 200 µL で洗浄することで取り込まれていないポルフィリン類縁体・β-グルカン複

合体を除いた。ここに，再び液体培地を 200 µL 加えたものを光照射サンプルとした。 

 

2.2.7.2.2 細胞への光照射 

 

2.2.7.2.1で作製した 48 wells plate 光照射サンプルを 25 ºC インキュベーター内に移し，

石英ファイバー付きキセノンランプ光源を用いて光照射を行った (610–740 nm, 30 min, 9.0 

mW·cm−2) 。その後，37 ºC, 5 % CO2 の条件に設定した CO2 インキュベーター内で 24 

時間インキュベートした。 
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2.2.7.2.3 WST-8アッセイによる細胞生存率の算出[16] 

 

本研究における細胞生存率の定量法として，WST-8 アッセイ法を採用した。WST-8 は

水溶性テトラゾリウム塩であり，細胞内脱水素酵素によって還元されることで水溶性ホルマザ

ンを生成する。このホルマザンは 450 nm 付近に極大吸収を持つことから，液体培地中の

吸光度を直接測定することで，容易に生細胞数を算出できる。以下に測定の原理を示す。 

水溶性テトラゾリウム塩 WST-8 はその高い水溶性から，生細胞膜を透過することなく細

胞外の液体培地中に存在する。一方，共存する電子伝達物質 1-メトキシ PMS は容易に

生細胞膜を透過し細胞内外を行き来できる。ここで，生細胞内では乳酸脱水素酵素の補酵

素である NADH から 1-メトキシ PMS へ電子移動が起こる。電子を受け取った 1-メトキシ 

PMS は細胞外の WST-8 を還元させることで，水溶性ホルマザン WST-8 ホルマザンが

生成する[17]。この WST-8 ホルマザンは NADH 濃度，すなわち生細胞数に比例して産生

される[18]ことから，450 nm 付近の吸光度を測定することで細胞生存数を定量可能である。

本実験では，あらかじめ作製した検量線 (細胞濃度 8.55×104 cells·cm−3 を 100 % として，

0, 25, 50, 75, 100, 150 % 細胞分散液を 48 wells plate で 3 日間培養)との比較により細胞

生存率を算出した。 

 

 

図2-13. WST-8 を用いた生細胞数測定の原理[16] 

 

光照射 24 時間後の 48 wells plate 光照射サンプルおよび，光照射を行わなかった同

様のサンプル (暗所サンプル) をインキュベーターから取り出し，液体培地をアスピレータ

ーで除き，5 v/v% に希釈した Cell Counting Kit-8 (1-メトキシ PMS と WST-8 の混合溶

液) 液体培地溶液を 200 µL ずつ加え，37 ºC, 5 % CO2 の条件に設定した CO2 インキュ

ベーター内で 30 分間インキュベートした。その後，呈色した液体培地を 96 wells plate に 

100 µL ずつ移し，マイクロプレートリーダーを用いて 450 nm における吸光度を測定するこ
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とで，生細胞数の定量を行った。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標準偏差を

算出した。以下図2-14に結果を示す。 

 

 
図2-14. 細胞生存率に対するポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の濃度依存性 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，緑線: 6-GL 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL 

(上段：暗所サンプル，下段：光照射サンプル) 

 

暗所サンプルにおいては，いずれのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体も細胞生存

率が大きく低下することはなかったことから，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体そのもの

が持つ毒性は低いということが明らかになった。また，いずれのサンプルも細胞生存率が 

100 % 以上となっていた。これは，複合化していないフリーのβ-グルカンが細胞増殖を促進

させたためであると考えられる[19]。 

一方で，光照射サンプルにおいては 2-GL, 3-GL および 7–9-GL を投与した場合にの

み細胞生存率が大きく低下した。この複合体が持つ毒性を定量的に比較するため，細胞の

生存率が 50% にあたる濃度である半数阻害濃度 (IC50) を算出し，以下表2-4にまとめた。

さらに 2-CDx, 3-CDx および 7–9-CDx における結果と比較した。 
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表2-4. 各種水溶化ポルフィリン類縁体の IC50 値 

番号 名称 
 IC50 (µM)  

 β-グルカン複合体 シクロデキストリン錯体[3, 4]  

2 TAPP  0.08 0.08  

3 THPP  0.18 0.15  

7 PhDAP  0.035 0.047  

8 4-OHDAP  0.087 0.15  

9 3,5-OMeDAP  0.027 0.022  

 

既に光線力学治療薬として上市されているフォトフリンの IC50 は 3.02 µM[20, 21] であるこ

とから，2-GL, 3-GL および 7–9-GL はフォトフリンよりも低濃度で治療が可能であると思わ

れる優れた光線力学活性を持つことが明らかとなった。また，シクロデキストリンで水溶化し

た場合の IC50 値と比較すると，ほとんど同様の値が得られており毒性に変化はなかった。

これは，光線力学活性の違いがそれぞれのポルフィリン類縁体の特徴に依存していることを

示唆している。 

ここで，2.2.6で測定した一重項酸素発生能と光線力学活性の関連性を検討する。2.2.6で

は，1-GL, 4-GL および 6-GL は一重項酸素発生能があり，光線力学活性があるものと予

想していた。しかし，活性を有していたのは一重項酸素発生能がほとんどなかった 2-GL, 3-

GL および 7–9-GL であった。この原因として，一重項酸素発生能がある 1-GL, 4-GL お

よび 6-GL において光毒性が無いことから，細胞への取込みの有無がこの違いに寄与して

いると考えた。そこで，細胞内へのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の取込みに関する

検討を行った。 

 

2.2.7.3 HeLa細胞に対する蛍光染色実験 

 

2.2.2.3で述べたようにポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は，自己失活による消光が

起きているが，完全に消光しているわけではなく微弱な蛍光は観測することができる。この微

弱な蛍光を利用して，細胞内への取込みに関する情報を得ようと考えた。 

培養した HeLa 細胞が入ったディッシュ中の培地をアスピレーターで取り除き，調製した

1×PBS 5 mL で洗浄した後，調製したトリプシン-EDTA 混合溶液 500 µL を加え，37 ºC, 

5 % CO2 インキュベーターで 5 分間インキュベートした。5 分間の処理後遊離した HeLa 

細胞を，1 mL の培地を入れた 2.7 cm ガラス製ディッシュに 10 µL 入れ，37 ºC, 5 % CO2 

インキュベーターで 24 時間培養した。プラスチック製ではなくガラス製ディッシュを用いた

のは，ポルフィリン類縁体のディッシュへの吸着を抑えるためである。 

HeLa 細胞を培養した 2.7 cm ガラス製ディッシュから培地をアスピレーターで取り除き，

1× PBS 1 mL で洗浄した後，[1–4, 6] = 8.0 µM, [7–9] = 4.0 µM に希釈したポルフィリン類

縁体・β-グルカン複合体を 10 µL ディッシュに加え，同条件で 24 時間インキュベートした。

24 時間後上清を取り除き，フェノールレッド不含 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-
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MEM) を 1 mL 加え，蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィルターは G2-A (励起光：510–560 

nm，蛍光：≧590 nm) を用いた。ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の最終濃度は，[1–

4, 6] = 0.8 µM, [7–9] = 0.4 µM である。以下図2-15に結果を示す。 

 

 

図2-15. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体添加時における細胞蛍光染色像 

(A, B) 1-GL, (C, D) 2-GL, (E, F) 3-GL, (G, H) 4-GL, (I, J) 6-GL 

(K, L) 7-GL, (M, N) 8-GL, (O, P) 9-GL 

Scale bar: (A–J) 20 µm, (K–P) 90 µm 

 

図2-15より，1-GL, 4-GL および 6-GL では蛍光像を確認することができなかった。一方，

2-GL, 3-GL および 7–9-GL ではポルフィリン類縁体由来の蛍光と思われる像を観測した。

これは，光線力学活性の有無のトレンドと一致しており，光線力学活性と細胞内への複合体

の取込みに相関があることを示唆している。 

さらに，細胞内へ複合体が取り込まれた 2-GL, 3-GL および 7–9-GL において，非常に

微弱であったはずのポルフィリン類縁体由来の蛍光が大きく増大していた。これは，細胞内

への複合体の侵入がトリガーとなり，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の蛍光強度を増

大させているのではないかと考えられる。 
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2.2.7.4 HeLa細胞へのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の取り込み量評価 

 

前項では，細胞内へポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体が取り込まれていることを示

唆するデータが得られた。そこで，取り込み後の細胞を破砕することで，細胞内部にポルフ

ィリン類縁体・β-グルカン複合体が存在することを直接観測することを試みた。今回，細胞の

蛍光像が観測されなかった 1-GL と，蛍光像が観測できた 2-GL の二種類をピックアップ

してその違いを比較した。 

2.7 cm ガラス製ディッシュにあらかじめ 1.0×105 cells·cm−3 に希釈した HeLa 細胞懸濁

液を 1 mL 入れ，37 ºC, 5 % CO2 インキュベーターで 24 時間培養した。24 時間後，あら

かじめ 40 µM に希釈した 1-GL および 2-GL 水溶液を 100 µL ずつそれぞれ添加し，

さらに 24 時間インキュベートした。24 時間後，ディッシュから液体培地をアスピレーターで

取り除き，1×PBS 1 mL で洗浄することで取り込まれていない 1-GL および 2-GL を除い

た。ここに，細胞や組織を溶解し，細胞内成分の抽出時に用いられる  RIPA (Radio-

Immunoprecipitation Assay) バッファーを 1 mL 添加し，氷浴で冷やしながら 30 分間静

置した。上澄みをマイクロチューブにすべて回収し，遠心分離 (4500 rpm, 5 min, 4 ºC) を行

い，不溶物を沈殿させた。回収した上澄み 1 mL に対して，クロロホルム 1 mL を加えポル

フィリン類縁体のみを抽出した。このクロロホルム抽出液の蛍光スペクトルを測定することで，

取り込み量の相対的な比較を行った。以下図2-16に結果を示す。 

 

 

図2-16. 細胞内から抽出したポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の蛍光スペクトル 

(25 ºC, 1 cm 蛍光セル, Ex = 540 nm) 

黒線: 1-GL，青線: 2-GL 

(スリット幅：励起・蛍光側ともに10 nm，ホトマル電圧：400 V) 

 

図2-16より，化合物 2 由来の蛍光が大きく観測されたため，これらの複合体は細胞内に

取り込まれ，2-GL を効率よく細胞内へ輸送できていることを示した。 
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2.2.8 光線力学活性スイッチング能のメカニズム解明 

 

ここまで得られたポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の特徴をまとめると，光線力学活

性については，水溶液中における一重項酸素発生能を有するもの (1-GL, 4-GL および 6-

GL) は，細胞内へ取り込まれないことから光線力学活性を有しなかった。一方，水溶液中に

おける一重項酸素発生能を有しないもの (2-GL, 3-GL および 7–9-GL) は，細胞内へ取り

込まれており，かつ光線力学活性を有していた。すなわち，後者は細胞内へ複合体が侵入

することで，蛍光強度の増大および一重項酸素発生能が“OFF 状態”から“ON 状態”へと

スイッチングしていることを意味している (図2-17)。 

 

 

図2-17. ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の特徴 

 

本項では，このようなスイッチング現象について主に 3 つの仮説を立て，それぞれ検証

することで現象のメカニズムの解明を試みた。 

 

2.2.8.1 仮説①：ポルフィリン類縁体のDNAインターカレーション 

 

インターカレーション (Intercalation) とは，分子の集合体に存在する間隙に他の分子が

挿入される現象のことを指す。DNA は 2 本のポリヌクレオチド鎖が水素結合によって二重

らせん構造を形成しており，塩基対間に π-π スタッキングしやすい平面性の高い分子がイ

ンターカレートする場合がある[22]。なかでもポルフィリン環は平面性が高く，DNA へインタ

ーカレートしやすいことが知られている[23]。これまでに，ポルフィリン類縁体・シクロデキストリ

ン錯体は，酸性条件下において DNA にインターカレートし，中性条件下では元の錯体に

可逆的に交換が起こることが報告されている[24]。そこで，本現象も細胞内の DNA に対し

てポルフィリン類縁体がインターカレートすることでスイッチングが起きているのではないかと

考えた。本項では，スイッチング能を持つ 2-GL について検討した。 

2-GL を 0.9 w/v% 生理食塩水にて調製し，これを 10 µM に希釈した。この溶液 1500 

µL と，200 µg·mL−1 に希釈した DNA 生理食塩水溶液を 1500 µL ずつ混合し，およそ 

1 分後に UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。最終濃度は [2] = 5.0 µM, [DNA] = 100 

µg·mL−1 である。以下図2-18に結果を示す。 

 

“Turn-on”

OFF ON ON OFF

細胞外 細胞内 細胞内 細胞外

β-グルカン複合体 一重項酸素発生能 光線力学活性 細胞内蛍光 水溶液中蛍光

1, 4, 6 ◎ × × ×

2, 3, 7, 8, 9 × ◎ ◎ ×
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図2-18. DNA 存在下における 2-GL の  

(A) UV-Vis 吸収スペクトルおよび (B) 蛍光スペクトル 

青線：DNA 非存在下，赤線：DNA 存在下 

(25 °C， 1 cm 蛍光セル，Ex = 540 nm，ホトマル電圧：400 V) 

([2] = 5.0 µM, [DNA] = 100 µg·mL−1) 

 

図2-18より，UV-Vis 吸収スペクトルの概形および蛍光スペクトルにほとんど変化が無か

ったことから，DNA とのポルフィリン類縁体との間に相互作用が無いことが示唆された。した

がって，ポルフィリン類縁体のインターカレートは起こっておらず，仮説①の可能性は低いと

考えられる。 

 

2.2.8.2 仮説②：リソソーム内酵素の糖分解作用によるポルフィリン類縁体の放出 

 

リソソームは細胞小器官の一つであり，細胞内の消化を担っている部位である。リソソーム

内には加水分解酵素が多く存在しており，エンドサイトーシスによって取り込まれた物質は

最終的にリソソームに輸送され，加水分解により分解される。ナノ粒子で構成された薬剤も，

エンドサイトーシスによって細胞内へ輸送される場合がある[25]。これまでに，ポルフィリン類

縁体・シクロデキストリン錯体がエンドサイトーシスによって取り込まれ，リソソーム内に位置し

ていることを共染色実験によって確認している[26]ため，リソソーム内における加水分解酵素

の作用によってポルフィリン類縁体が放出されるのではないかと予想した。そこで，リソソーム

内の酵素機能を阻害する作用を持つ塩化アンモニウム水溶液[27]を細胞へ投与し，酵素機

能を阻害した際の蛍光染色像に変化があるかどうかを検討した。機能阻害することで蛍光

染色像が得られなくなれば，本仮説を支持する結果と言える。本項では，スイッチング能を

持つ化合物 2・β-グルカン複合体について検討した。 

2.7 cm ガラス製ディッシュにあらかじめ 1.0×105 cells·cm−3 に希釈した HeLa 細胞懸濁

液を 1 mL 入れ，37 ºC, 5 % CO2 インキュベーターで 24 時間培養した。24 時間後，あら

かじめ 100 mM に希釈した塩化アンモニウム水溶液を 100 µL 添加し，24 時間インキュ

ベートした。インキュベート後，8.0 µM に希釈した 2-GL 水溶液を 100 µL ずつそれぞれ
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添加し，さらに 24 時間インキュベートした。24 時間後，ディッシュから液体培地をアスピレ

ーターで取り除き，1×PBS 1 mL で洗浄することで取り込まれていない 2-GL を除いた。こ

こに，フェノールレッド不含 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) を 1 mL 加え，

蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィルターは G2-A (励起光：510–560 nm，蛍光：≧590 nm) 

を用いた。最終濃度は [2] = 0.8 µM，[NH4Cl] = 10 mM である。以下図2-19に結果を示す。 

 

 

図2-19. 酵素機能阻害剤を添加した際の細胞蛍光染色像 

(A, C：位相差像，B, D：蛍光像, Scale bar: 20 µm，[2] = 0.8 µM，[NH4Cl] = 10 mM) 

(A, B) 塩化アンモニウム非存在下, (C, D) 塩化アンモニウム存在下 

 

図2-19より，塩化アンモニウム非存在下および存在下にかかわらず，細胞の蛍光染色像

が観測された。このことから，リソソーム内の酵素の影響はほとんどないことが示唆された。し

たがって，仮説②の可能性は低いと考えられる。 

 

2.2.8.3 仮説③：細胞膜との相互作用による複合体の状態変化 

 

2.2.8.1および2.2.8.2では，主に細胞内における現象に焦点を当てて仮説を検証した。こ

れは，本来持つポルフィリン類縁体の性質が細胞内において活性化されていることから着想

している。しかし，いずれの仮説についても可能性が低いことが明らかとなった。そこで，細

胞内の機能から着眼点を変え，細胞膜の機能に焦点を当てることにした。 

細胞膜はリン脂質を構成脂質とした，細胞の内外を隔てる膜を指す。細胞膜は脂質二重

膜構造を取っており，表面には様々な糖鎖が修飾され，タンパク質が膜を貫通するなど，生

命活動を維持するために必要な機能を有している[28]。本項では，ポルフィリン類縁体・β-グ

ルカン複合体と細胞膜との関連性を検討するが，細胞膜は非常に複雑な機能を多数有して

いるため，関係性をピンポイントに解明することは困難を極めることが予想される。そこで，細

胞膜が持つ脂質二重膜構造を単純化した，人工細胞膜モデルであるリポソームを用いて検

証を行った。 

 

2.2.8.3.1 リポソームの準備 

 

単層リポソーム (Small Unilamellar Vesicle; SUV) はエクストルージョン法によって調製し

た。1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン (DMPC) 33.9 mg (50 µmol) をクロ

ロホルム 1.0 mL に溶解させ，50 mM ストック溶液を調製した。ストック溶液から 160 µL を

(A) (B) (C) (D)
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バイアル瓶に分取し，クロロホルムを留去することで脂質薄膜を形成した。このバイアル瓶に

超純水 2.0 mL を加え，ボルテックスミキサーを用いて水和させた。脂質溶液を −195 ºC 

の液体窒素を用いて急速に凍結させ，50 ºC の湯浴で速やかに溶解させた。この凍結-融

解サイクルを 8 回繰り返すことで，多層リポソームから単層リポソームへと変化させる。最後

に，この脂質溶液を孔径 100 nm のフィルターに 11 回エクストルージョンすることで，粒径

を整えた SUV を調製した。最終濃度は [DMPC] = 4.0 mM である。 

ジャイアントリポソーム (Giant Unilamellar Vesicle; GUV) はエレクトロフォーメーション法
[29]によって調製した。1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン 

(POPC) 1.5 mg (2.0 µmol) をクロロホルム 2 mL に溶解させ，1 mM ストック溶液を調製し

た。酸化インジウムスズ (Indium Tin Oxide; ITO) 透明電極に，ストック溶液 100 µL を乗せ，

薄く伸ばし窒素ガスを吹きかけて乾燥することで，電極上に脂質薄膜を形成させた。この薄

膜をシリコンカバーで囲み，超純水 1 mL をゆっくりと薄膜の上にのせ，もう一枚の ITO 透

明電極で挟み込んだ。2 V，10 Hz の交流電圧を 30 分間印加することで，10 µm 以上の

大きさを持つ GUV を調製した。最終濃度は [POPC] = 100 µM である。 

 

 

図2-20. リポソームの調製に用いた脂質分子の構造 

 

2.2.8.3.2 リポソーム水溶液とポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液との混合 

 

2.2.8.3.1で調製した 4.0 mM DMPC-SUV 水溶液 750 μL，超純水 750 μL を混合した

溶液に対して，あらかじめ調製した 10 μM ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液 

1500 μL を混合し，湯浴にて 37 ºC，2 時間加熱撹拌した。最終濃度は，[1–4, 6] = 5.0 µM, 

[7–9] = 3.0 µM, [DMPC] = 1.0 mM である。この溶液の UV-Vis 吸収スペクトルおよび蛍光

スペクトルを測定した。以下図2-21および22に結果を示す。 

  

DMPC POPC
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図2-21. DMPC-SUV 存在下における 

ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液の UV-Vis 吸収スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 蛍光セル，[1–4, 6] = 5.0 µM, [7–9] = 3.0 µM, [DMPC] = 1.0 mM) 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，緑線: 6-GL 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL 

実線：DMPC-SUV 非存在下，破線：DMPC-SUV 存在下 

 

 

図2-22.  DMPC-SUV 存在下における 

ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体水溶液の蛍光スペクトル 

(25 ºC, 1 cm蛍光セル, Ex = 540 nm, [1–4, 6] = 5.0 µM, [7–9] = 3.0 µM, [DMPC] = 1.0 mM) 

(A) 黒線: 1-GL，青線: 2-GL，赤線: 3-GL，橙線: 4-GL，緑線: 6-GL 

(B) 黒線: 7-GL，赤線: 8-GL，青線: 9-GL 

実線：DMPC-SUV 非存在下，破線：DMPC-SUV 存在下 

(スリット幅：励起・蛍光側ともに10 nm，ホトマル電圧：400 V) 

 

図2-21および22より，2-GL, 3-GL および 7–9-GL に DMPC-SUV を混合した場合にの

みスペクトルに変化があった。UV-Vis 吸収スペクトルにおいては，Soret 帯および Q 帯の
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吸収がブロードであったものが比較的シャープに変化した。また蛍光スペクトルにおいては，

蛍光強度が著しく増大した。ただし，8-GL については変化の程度は他のポルフィリン類縁

体と比較すると限定的であった。これら変化のあったポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体

の組み合わせは，これまでに述べた光線力学活性を有するものと細胞内蛍光を発する組み

合わせと一致している。さらに，既報[30, 31]によれば，多糖類はリポソーム膜表面と相互作用

し吸着することが知られている。これらのことから，2-GL, 3-GL および 7–9-GL が持つ光線

力学活性のスイッチング能は脂質二重膜，すなわち細胞膜との相互作用によって膜に吸着

することで引き起こされているものと示唆される。また，この吸着現象はゲスト分子の置換基 

(ここでは，アニリンやフェノール部位) に大きな影響を受けていると考えられる。 

 

2.2.8.3.3 ジャイアントリポソーム(GUV)を用いた複合体吸着の直接観察 

 

前項では，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体がリポソーム膜表面への吸着している

ことを示唆するデータが得られた。そこで，マイクロメートルオーダーの大きなリポソームを作

製し，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体を混合することで，光学顕微鏡を用いて吸着現

象を直接観察することを試みた。本項では，スイッチング能を持つ 2-GL について検討した。 

2.2.8.3.1で調製した POPC-GUV に対して，あらかじめ調製した 100 μM 2-GL 水溶液

10 μL をマイクロシリンジで注入した。この ITO 電極を顕微鏡用パネルヒーターで 37 ºC，

30 分間加熱した。これを観察サンプルとして，蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィルターは

G2-A (励起光：510–560 nm，蛍光：≧590 nm) を用いた。最終濃度は，[2] = 1.0 µM, 

[POPC] = 100 µM である。以下図2-23に結果を示す。 

 

 

図2-23. POPC-GUV へ 2-GL を添加した際の GUV 蛍光染色像 

(Scale bar：10 µm，[2] = 1.0 µM, [POPC] = 100 µM) 

(A) 位相差像 (B) 蛍光像 

 

図2-23より，GUV 膜表面が蛍光染色されている像を観測することに成功した。この結果

から，脂質二重膜に 2-GL が相互作用によって吸着していることを明らかにした。3-GL お

よび 7–9-GL においても同様に吸着していると考えられる。 

 

(A) (B)
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2.2.8.3.4 リポソーム水溶液混合後の一重項酸素発生能評価 

 

前項の結果から，ある特定の置換基を持つポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は，リ

ポソーム膜表面に吸着し，蛍光を発することを確認した。そこで，リポソーム膜表面への吸着

と一重項酸素発生能への影響の関連性を検討した。本項では，スイッチング能を持つ化合

物のうち，2-GL および 7–9-GL をピックアップして検討した。 

2.2.8.3.2と同様の手順で得た DMPC-SUV・2-GL および DMPC-SUV・7–9-GL を 1 

cm 石英セルに 2970 μL 入れ，遮光しながら 30 分間酸素ガスによるバブリングを行った。

30 分後，UV-Vis 吸収スペクトルを測定し，このスペクトルをブランクとした。次に，2.5 mM 

ABDA・DMSO 溶液 30 μL 加え，再び UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。この時のスペ

クトルを光照射時間 0 分後として光照射をおこない，7.5, 15, 30, 60 分後における UV-Vis

吸収スペクトルを測定した。測定時の最終濃度は [2] = 15 μM, [7–9] = 3.0 μM, [DMPC] = 

1.0 mM, [ABDA] = 25 μM である。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標準偏差

を算出した。以下図2-24に結果を示す。 

 

 

図2-24.  DMPC-SUV 存在下におけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体からの 

一重項酸素発生による ABDA の吸光度変化 

(25 ºC, 1 cm 石英セル，[2] = 15 μM, [7–9] = 3.0 μM, [DMPC] = 1.0 mM, [ABDA] = 25 μM) 

(A) 青線: 2-GL (B) 赤線: 7-GL，青線: 8-GL，緑線: 9-GL 

実線，●：DMPC-SUV 非存在下 破線，▲：DMPC-SUV 存在下 

 

図2-24より，いずれのポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体においても DMPC-SUV 存

在下で一重項酸素発生能が向上した。8-GL については，2.2.8.3.2と同様に変化の程度は

他のポルフィリン類縁体と比較すると限定的であった。このことから，ポルフィリン類縁体・β-

グルカン複合体の脂質二重膜への吸着が一重項酸素発生能にも大きく影響を及ぼしてい

ることが明らかになった。これは，細胞に取り込まれることで光線力学活性がスイッチングす

る現象を，細胞外で再現していると言える。 
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2.2.8.4 仮説④：細胞膜との相互作用によるゲスト分子の移行 

 

2.2.8.3における検証によって，仮説③を支持する結果が得られた。しかし，疑問点も残る。

それは，疎水性相互作用などの比較的弱い相互作用で起きている吸着という駆動力だけで，

自己消光が起きるほどの凝集体構造を変化させる力があるのかどうか，という点である。自

己消光している状態から蛍光を発する状態にするためには，① J会合体のような秩序のあ

る凝集状態に変化する[32]，② 完全に単分散な状態に変化する必要がある。両者は，ポル

フィリン類縁体同士の距離がある一定程度離れている状態にある点で共通している。これを

今回の系に適用するならば，① リポソームに吸着後，β-グルカン複合体内でポルフィリン

類縁体の凝集状態が秩序ある状態へと変化する，② リポソームに吸着後，β-グルカンか

らポルフィリン類縁体が脂質二重膜中へ移行する，と考えることができる。現時点での結果

からは，この両者のどちらかを区別することができない。言い換えると，リポソーム・ポルフィリ

ン類縁体・β-グルカン複合体におけるポルフィリン類縁体の存在位置が不明である。そこで

本項では，この状態変化がポルフィリン類縁体の脂質二重膜中への移行を意味していると

考え，検証を行った。 

 

2.2.8.4.1 [60]フラーレンを用いた蛍光消光によるポルフィリン類縁体の位置の推定 

 

[60]フラーレン (C60) は色素に対して良好な消光剤として働く[33]。さらに，SUV の脂質

二重膜中に導入された C60 は，脂質の末端アルキル鎖付近，すなわち膜中央付近に存在

していることが明らかになっている [34]。そこで，C60 が導入された  DMPC-SUV (Lipid 

Membrane Incorporated C60; LMIC60) 水溶液をポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体と混

合させた時の，蛍光消光を確認し，ポルフィリン類縁体の存在位置を推定することを試みた。

本項では，スイッチング能を持つ 2-GL について検討した。 

既報[35]の方法で調製した C60・γ-CDx 錯体を 100 µM に希釈した。ここに，2.2.8.3.1で

調製した 4 mM DMPC-SUV 1000 µL と 100 µM C60・γ-CDx 錯体水溶液 1000 µL をバイ

アル瓶内で混合し，これを 80 ºC で 1 時間加熱撹拌することで LMIC60 を得た。混合後

の最終濃度は [DMPC] = 2 mM，[C60] = 50 µM である。加熱後の溶液は紫色から黄色へ

変化した。 

あらかじめ 2-GL を 10 µM に希釈した。1 cm 蛍光セルに，10 µM 2-GL 1500 µL と，調

製した LMIC60 を 1500 µL を混合し，37 ºC，30 分間加熱した。この時の最終濃度は [2] 

= 5.0 µM，[C60] = 25 µM，[DMPC] = 1 mM，[2]/[DMPC] = 0.5 mol% である。この溶液の 

UV-Vis 吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを測定した。以下図2-25に結果を示す。 
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図2-25. LMIC60 存在下における 2-GL 水溶液の 

(A) UV-Vis 吸収スペクトル (B) 蛍光スペクトル 

黒線: 2-GL，赤線: 2-GL と DMPC-SUV を混合，青線: 2-GL と LMIC60 を混合 

(25 °C， 1 cm 蛍光セル，Ex = 540 nm，ホトマル電圧：400 V) 

([2] = 5.0 µM，[C60] = 25 µM，[DMPC] = 1 mM) 

 

図2-25より，LMIC60 に 2-GL を混合した際の蛍光強度は，C60 不含の DMPC-SUV と

比較して，約 30 % 強度が低下していた。このことから，脂質二重膜中央付近に存在する 

C60 と比較的近い位置にポルフィリンが存在しているということを示した。したがって，ポルフ

ィリン類縁体はβ-グルカンから脂質二重膜中へと移行していることが示唆される。 

 

2.2.8.4.2 脂溶性カルボシアニン色素を用いたポルフィリン類縁体の位置の推定 

 

シアニン系色素のうち，長鎖炭化水素を持つ脂溶性カルボシアニン色素は脂質二重膜

を容易に標識することができ，蛍光団は膜表面に存在している。これまでに，この色素を光

アンテナ分子として用い，脂質二重膜中の C60 へ効率よくエネルギーを伝達し，一重項酸

素発生能を向上させた例が報告されている[36, 37]。この時，エネルギーはフェルスター共鳴

エネルギー移動 (Förster Resonance Energy Transfer; FRET) による機構で移動しており，そ

の分子同士はおよそ 10 nm 以内で近接していることが分かる。また，適切な吸収を持つ脂

溶性カルボシアニン色素を選択することで，FRET が起きる条件の一つである，蛍光スペク

トルと励起スペクトルの重なりを持たせることができる。そこで，蛍光スペクトルがポルフィリン

類縁体の励起スペクトルと大きく重なる，1,1’-ジオクタデシル-3,3,3’,3’-テトラメチルインドカ

ルボシアニン (DiI) を用いて，FRET に起因するエネルギー移動を観測することで，ポルフ

ィリン類縁体の存在位置を推定することを試みた。本項では，スイッチング能を持つ 2-GL 

について検討した。 
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図2-26. DiIの構造式 

 

2.2.8.3.1で調製した 50 mM DMPC ストック溶液 160 µL とあらかじめ調製した 2.0 mM 

DiI メタノール溶液 10 µL をサンプル瓶に入れ、クロロホルムを留去することで脂質薄膜を

形成した。このバイアル瓶に超純水 2.0 mL を加え，ボルテックスミキサーを用いて水和さ

せた。その後，2.2.8.3.1と同様の操作を行い，DiI 含有 DMPC-SUV を得た。最終濃度は

[DMPC] = 4.0 mM，[DiI] = 10 μM である。調製した DiI 含有 DMPC-SUV 750 μL と，超

純水 750 μL を混合し，そこにあらかじめ調製した 10 μM 2-GL 水溶液 1500 μL を混合

し，37 °C で 2 時間加熱した。最終濃度は [DMPC] = 1.0 mM, [DiI] = 2.5 μM, [2] = 5.0 

µM である。この溶液の UV-Vis 吸収スペクトルと蛍光スペクトルを測定した。以下図2-27

に結果を示す。 

 

 

図2-27. DiI-DMPC-SUV 存在下における 2-GL 水溶液の 

(A) UV-Vis 吸収スペクトル (B) 蛍光スペクトル 

黒線：2-GL，赤線：2-GL と DMPC-SUV を混合 

青線：DiI 含有 DMPC-SUV 水溶液，緑線：2-GL と DiI 含有 DMPC-SUV を混合 

(25 °C， 1 cm 蛍光セル，Ex = 540 nm，ホトマル電圧：400 V) 

([DMPC] = 1.0 mM, [DiI] = 2.5 μM, [2] = 5.0 µM) 

 

図2-27より，DiI 由来の蛍光 (570 nm 付近) の強度が 2-GL 存在下で減少しており，

また DiI 存在下で化合物 2 由来の蛍光ピーク (670 nm付近) の強度が上昇していた。

DiI の消光率は 73 % であった。このことから，脂質二重膜表面付近に存在するカルボシ

アニン色素と比較的近い位置にポルフィリンが存在していることがわかった。2.2.8.4.1の結果
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と併せると，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体はリポソーム存在下において一部のポル

フィリン分子が脂質二重膜内へ移行しつつも，膜内の広い範囲に存在していることが示唆さ

れた。ここで，POPC を構成脂質とした脂質二重膜と化合物 3 に関して，膜外に存在する

化合物 3 一分子がどのような挙動を示すか，分子動力学的シミュレーションを行ったところ，

200 ナノ秒後に脂質二重膜中へ移行することが報告されている[38]。この報告は，ポルフィリ

ン類縁体の膜内への移行が実際に起こり得ることを強く示唆する結果である。 

 

2.2.8.4.3 1H-NMRを用いたポルフィリン類縁体の移行の観測 

 

最後に，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体からゲスト分子が移行していることを 1H-

NMR スペクトルで検討した。しかし，2.2.2.2で示したようにポルフィリン類縁体は複合体中

で会合していることによってシグナルが消失している。さらに，ゲスト分子が脂質二重膜中へ

移行した場合も，運動性の低下によるブロード化が起こり，ゲスト分子由来のシグナルが消

失することが分かっている[6–8]。このことから，ゲスト分子の移行を 1H-NMR で観測すること

はできない。そこで，同じ疎水性の脂質部位を持つミセルへの移行，およびシクロデキストリ

ンへの移行の有無を観測することを試みた。ポルフィリン類縁体のミセル複合体およびシク

ロデキストリン錯体は，単分散な状態と類似しており，運動性の低下もほとんどないことから 
1H-NMR スペクトルにおいてポルフィリン類縁体由来のシグナルを観測することができる。

本項では，スイッチング能を持つ 2-GL について，ミセルを構成する脂質としてセチルトリメ

チルアンモニウムブロミド (CTAB)，シクロデキストリンとして 2,3,6-トリ-O-メチル-β-シクロデ

キストリン (CDx) を用いた。 

D2O で調製した 2-GL を 100 µM に希釈し，1 cm 蛍光セルに 1500 µL を加えた。こ

こに，D2O 1200 µL と，あらかじめ調製した 20 mM CTAB・D2O 溶液および 2.0 mM CDx・

D2O 溶液を 300 µL 混合した。この時の最終濃度は [2] = 50 µM，[CTAB] = 2.0 mM，

[CDx] = 0.2 mM である。なお，比較のため同濃度の 2-CDx 錯体を既報[3]の方法で調製し

た。この溶液の 1H-NMR スペクトルを測定した。以下図2-28に結果を示す。 
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図2-28. CTAB および CDx 存在下における 2-GL の 1H-NMR スペクトル 

(400 MHz, 25 ºC, 積算回数: 64回，溶媒:D2O) 

(A) 2-GL と CTAB を混合 (B) 2-GL と CDx を混合 (C) 2-CDx 錯体 

●：化合物 2 由来のシグナル，●：錯体の CDx 由来のシグナル 

 

さらに同様の方法によって溶媒として H2O を用い，最終濃度を [2] = 5.0 µM，[CTAB] 

= 2.0 mM，[CDx] = 20 µM に調製した溶液の UV-Vis 吸収スペクトルおよび蛍光スペクト

ルを測定した。以下図2-29に結果を示す。 

 

 

図2-29. CTAB および CDx 存在下における 2-GL の 

(A) UV-Vis 吸収スペクトル (B) 蛍光スペクトル 

黒線：2-GL，赤線：2-GL と CDx を混合，青線：2-GL と CTAB を混合 

(25 °C， 1 cm 蛍光セル，Ex = 540 nm，ホトマル電圧：400 V) 

([2] = 5.0 µM，[CTAB] = 2.0 mM，[CDx] = 20 µM) 

 
1H-NMRスペクトルより，2-GL に CTAB および CDx を加えると化合物 2 由来のシグ

ナルが観測された。さらに，CDx を加えた際に検出されたシグナルの化学シフト値が，別途
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調製した 2-CDx 錯体の化合物 2 由来の化学シフト値と一致していた。また，UV-Vis 吸

収スペクトルでは，化合物 2 の吸収のうち Soret 帯がシャープに変化し，かつ蛍光スペク

トルでは蛍光強度の増大を観測した。これらは，2.2.8.3.2のリポソーム存在下における挙動と

一致している。なおかつ，CDx を混合した際に得られた UV-Vis 吸収スペクトルおよび蛍

光スペクトルの極大波長の位置は，別途調製した 2-CDx 錯体の極大波長の位置と一致す

る[3]。 

以上の結果から，2-GL は CTAB および CDx に対してゲストを受け渡し，移行してい

ることを明らかにした。これは，リポソーム存在下においても同様の挙動を示していることを示

唆している。したがって，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体が持つ光線力学活性のスイ

ッチング能は，細胞膜へ複合体が吸着し，そこから一部のポルフィリン類縁体が細胞膜内へ

移行するメカニズムによるものと結論付けた。 

 

2.3 結言 

 

ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は，その可溶化能，長期安定性に関して，ポルフィ

リン類縁体・シクロデキストリン錯体と比べると大幅に向上しており，医薬への適用に際して

優れた性質を持つことが分かった。さらに，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体はナノ粒

子として存在し，おおよそ 100 nm 程度の粒径で分散していることから，EPR 効果を用いた

腫瘍組織への受動的送達も期待される。また，一部のポルフィリン類縁体においては一重

項酸素発生能を有していることも明らかとなり，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の光

線力学治療薬への適用が可能であると示唆された。 

次に in vitro での評価では，HeLa 細胞に対してポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体

水溶液を投与し，生体透過性に優れた赤色光を照射すると，一部のポルフィリン類縁体に

おいて細胞死を引き起こすことが分かり，既に上市されている光線力学治療薬と比較すると，

およそ 15 倍以上の活性があることから，優れた光線力学活性を有していることが明らかと

なった。したがって，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は，光線力学治療薬への適用が

可能であり，既に上市されている薬剤と比較しても優位な薬剤であることを示した。 

しかし，水溶液中での評価と in vitro での評価において，光線力学活性のトレンドが全く

異なっていた。このうち，2-GL, 3-GL および 7–9-GL は水溶液中で活性が無いにもかかわ

らず，in vitro では活性があり，これは細胞内に取り込まれることによって 2-GL, 3-GL およ

び 7–9-GL の活性が“OFF 状態”から“ON 状態”へとスイッチングしていることが分かった。

このメカニズムを解明するため，人工細胞モデルであるリポソームを混合することで検討した

ところ，細胞膜へポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体が相互作用によって吸着し，ポルフ

ィリン類縁体が膜内へ移行するメカニズムによって，スイッチングが起きていると結論付けた。 
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第 3 章 ポルフィリン類縁体の水溶化に対する食品添加物用多糖類

の適用 
 

3.1 序 

 

本章では，食品添加物に用いられている汎用的な多糖類を可溶化剤として，ポルフィリン

類縁体の水溶化を高速振動粉砕法によって試み，これらの分光学的性質から，ポルフィリン

類縁体・多糖複合体の光線力学治療薬としての性能を評価する。またがん細胞に対する光

照射による細胞障害性を評価することで光線力学治療薬としての適用可能性を検討する。

さらに，第 2 章の結果と比較することで，ホスト分子適用範囲の拡張の可能性を検討し，多

糖類を用いた高速振動粉砕法によるゲスト分子の水溶化法の高い汎用性を示す。 

また，多糖による水溶化メカニズムとしてコロイド分散系モデルを適用し，多糖の違いによ

る水溶化能の違いやその予測に関する知見を得る。 

本章で用いたポルフィリン類縁体および多糖類の構造を以下図 3-1に示す。 

 

 

図 3-1. 本章で用いたポルフィリン類縁体および多糖類の構造(カッコ内は多糖類の略称) 
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なお，アラビノガラクタン (AG) は抽出植物によって構造が異なる。本論文ではカラマツ

由来のものを用いた。 

以下，それぞれの複合体を 2-XX (XX = GL, CGN, TG, PL, AG, SH)と略して標記した。

また，比較として化合物 2・2,3,6-トリ-O-メチル-β-シクロデキストリン錯体のデータを適宜示し

た。この錯体は 2-CDx と略して標記した。 

 

3.2 実験結果と考察 

 

3.2.1 高速振動粉砕法を用いた多糖類によるポルフィリン類縁体の水溶化 

 

 

図 3-2. 高速振動粉砕法の概略図 

(ゲスト分子：化合物 2，ホスト分子：各種多糖類) 

 

水溶化には，2.2.1.2 と同様に高速振動粉砕法[1]を用いた。化合物 2 2.0 µmol (1.3 mg) 

と各種多糖類 10.0 mg をメノウボール二個とともにメノウ容器に入れ，高速振動粉砕法 (30 

Hz , 20 min) により混合した。この混合物に超純水 2.0 mL を加えて抽出した。この抽出液

を遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶な化合物 2 を沈降させた。得られた

上澄みを分取し，化合物 2・多糖複合体水溶液を得た。 

 

3.2.2 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の分光学的性質 

 

3.2.2.1 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の UV-Vis吸収スペクトル測定 

 

3.2.1で得られた化合物 2・多糖複合体を 30 µL 分取し，超純水 270 µL 加えることで 

10 倍に希釈した。この水溶液の UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。結果を以下図3-3に

示す。 
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図3-3. 化合物 2・多糖複合体水溶液の UV-Vis 吸収スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル，抽出液を 10 倍に希釈) 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，橙線: 2-PL 

灰線: 2-AG，緑線: 2-SH，紫線：2-CDx 

 

図3-3より，高速振動粉砕法によって AG および SH を除く多糖類と複合化し，化合物 

2 を水溶化していることが明らかになった。 

いずれの多糖複合体においても，400 nm 付近の Soret 帯および 600–800 nm 付近の

Q 帯が 2-CDx 錯体の吸収と比較して大きくブロード化していた[2, 3]。このことから，化合物 

2 は多糖複合体中で凝集した状態で存在しているものと推察される。この結果は，2.2.2.1に

おけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体の結果と一致するため，β-グルカンが形成する

複合体と同様の形態で水溶化していると考えられる。これらの結果を基に，これ以降の実験

において濃度の算出に用いるモル吸光係数は，多糖の種類にかかわらず β-グルカン複合

体と同じである εH2O = 1.31×105 (dm3·mol−1·cm−1) を用いた。 

一方で，AG および SH を用いた場合は，吸収スペクトルを観測することができなかった

ため，水溶化することができないと判断した。以降の実験ではこの二種の多糖は除外した。

このように多糖によって水溶化能の違いが現れる理由については，後述の 3.2.3 にて詳しく

検討する。 

 

3.2.2.2 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の 1H-NMR スペクトル測定 

 

3.2.1と同様に調製した化合物  2・多糖複合体を D2O 2.0 mL で抽出し，遠心分離 

(4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶な化合物 2 を沈降させた。得られた上澄みを 600 

µL 分取し，外径 5 mm の石英 NMR 管に注入した。これをサンプルとして 1H-NMR ス

ペクトルを測定した。また，比較としてそれぞれの多糖類のみを同様の条件で高速振動粉

砕し，抽出・遠心分離した多糖水溶液も測定した。結果を以下図3-4に示す。 
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図3-4. 多糖類および化合物 2・多糖複合体の 1H-NMR スペクトル 

(400 MHz, 25 ºC, 積算回数：64 回，溶媒：D2O) 

 

図 3-4 より，全ての多糖複合体において，化合物 2 に由来するプロトンのシグナルは検

出されなかった。これは，2.2.2.2 におけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体と同様に化

合物 2 が多糖と複合化することで見かけ上高分子量化し，運動性が低下したことによるシ

グナルの平均化が起こっているものと考えられる。したがって，化合物 2 は多糖に包接され

て水中に分散していると考えられる。 

また，2.2.2.2 と同様に 3.0–5.5 ppm 付近に見られる多糖由来のシグナルを比較すると，

複合化の有無にかかわらずピーク位置や分裂にほとんど変化が無く一致している。この考

察は後述の 3.2.3にて詳しく検討する。 

 

3.2.2.3 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の蛍光スペクトル測定 

 

3.2.1で得られた化合物 2・多糖複合体を，それぞれ 5.0 µM に希釈した。この水溶液の

蛍光スペクトルを測定した。結果を以下図3-5に示す。 
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図3-5. 化合物 2・多糖複合体の蛍光スペクトル 

(25 ºC, 1 cm 蛍光セル, Ex = 540 nm，[2] = 5.0 µM) 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，緑線: 2-PL，橙線: 2-CDx 

(スリット幅：励起・蛍光側ともに10 nm，ホトマル電圧：400 V) 

 

図 3-5 より，全てのポルフィリン類縁体・多糖複合体の蛍光は非常に微弱であり，観測す

ることができなかった。この結果は，2.2.2.3 におけるポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体

の結果と一致するため，これらと同様に凝集起因消光による自己失活が起きているものと考

えられる。 

 

3.2.2.4 動的光散乱(DLS)法による粒径測定 

 

さらに，複合体の粒径に関しても β-グルカン複合体との類似性を検討した。 

3.2.1で得られた化合物 2・多糖複合体を，それぞれ 5.0 µM に希釈した。さらに，多糖の

みを高速振動粉砕によって処理した水溶液も準備し，これらの水溶液の粒径を測定した。

結果を以下図3-6に示す。 
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図3-6. 化合物 2・多糖複合体の粒径分布 (25 ºC) 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，緑線: 2-PL 

実線，●：複合化前，破線，▲：複合化後 

 

また，それぞれの平均流体力学的直径と多分散度 (Polydisperse Intensity; PdI) を以下

表3-1にまとめた。 

 

表3-1. 各種化合物 2・多糖複合体の平均粒径 

略称・名称 平均流体力学的直径(nm) PdI 

GL 120 0.23 

2-GL 148 0.13 

CGN 213 0.27 

2-CGN 249 0.23 

TG 216 0.32 

2-TG 361 0.15 

PL 131 0.54 

2-PL 210 0.18 

 

以上の結果から，いずれの複合体もおおよそ 100–300 nm の粒径を持つことが示唆され

る。したがって，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体と同様に EPR 効果による腫瘍組織

への蓄積が期待される粒径に制御できていると考えられる。 

 

3.2.3 多糖による水溶化メカニズムと水溶化能の予測 

 

ここまで，β-グルカン以外の汎用的な多糖類を用いても，高速振動粉砕法によってポルフ

ィリン類縁体を水溶化できることを示した。しかし，多糖の種類によっては全く水溶化できな

いことから，多糖による水溶化能は，ホスト分子とゲスト分子の組み合わせの“相性”に依存

していることが示唆される。したがって，“相性”を理解するためには水溶化のメカニズムにつ
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いて検討する必要がある。 

ここで，2.2.2.2や3.2.2.2で述べたように，ポルフィリン類縁体・多糖複合体の 1H-NMR ス

ペクトルについて，3.0–4.5 ppm 付近に見られる多糖由来のシグナルを比較すると，複合化

の有無にかかわらずピーク位置や分裂にほとんど変化が無く一致していることから，系中の

多糖とゲスト分子との相互作用はほとんど無いことが示唆される。この結果から，多糖による

水溶化メカニズムの仮説として「トレイン-ループ-テール」モデル[4, 5]の適用を考えた。 

 

 

図3-7. 「トレイン-ループ-テール」モデルの模式図[6] 

 

本モデルについて説明する[6]。高分子を粒子の分散剤として用いる場合，粒子に対して

その高分子が吸着することで粒子同士の凝集を防いでいる。この時，粒子に吸着した高分

子は図3-7のように疎水性分子の界面に接着した部分 (＝トレイン部) と，分散媒に広がっ

た部分 (＝ループ部およびテール部) を有している。分散系の安定性は，ループ部とテー

ル部が主に寄与している。 

ここで，このモデルをポルフィリン類縁体・多糖複合体の系に適用すると，ポルフィリン類

縁体が粒子として，高分子が多糖として考えることができる。このモデルにおいて，ポルフィリ

ン類縁体と多糖が相互作用している部分はトレイン部に相当することになる。ただし多糖分

子中で吸着に関与するセグメント当たりで考えると，そのセグメントすべてが吸着に関与する

わけではない。文献[6]によると全セグメント中三割ないし七割程度の値が報告されている。さ

らに，吸着していないフリーの多糖分子も同時に存在している。すなわち，多糖分子がポル

フィリン類縁体と相互作用を受ける部位はわずかであると考えられる。これは，前述の 1H-

NMR スペクトルの変化が複合化の有無にかかわらずほとんど無いことに矛盾しない。 

そこで，本項における水溶化メカニズムのモデルとして「トレイン-ループ-テール」モデル

を採用し，このモデルから水溶化能の予測を試みた。 

 

3.2.3.1 持続長による検討 

 

「トレイン-ループ-テール」モデルでは，多糖がポルフィリン類縁体粒子表面に吸着したト

レイン部から，屈曲してループ部およびテール部が伸びている。これが多糖一分子でいくつ

テール部

(Tail)

ループ部

(Loop)

トレイン部

(Train)

疎水性分子界面
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ものトレイン部を有している場合もある。このことから，多糖分子は高い柔軟性を有している

ほどポルフィリン類縁体粒子表面に吸着しやすいと考えられる。そこで，高分子鎖の剛直

性・柔軟性の指標として用いられる持続長 (Persistence length; Lp) を比較することで，多糖

による粒子表面への吸着のしやすさを比較した。Lp は高分子鎖の直線として存在すること

ができる長さを指し，値が大きいほど剛直性が高く，値が低いほど柔軟性に高いといえる。

以下表3-2に各種多糖類の Lp をまとめた。 

 

表3-2. 各種多糖類の持続長 Lp
[7–11] 

名称 Lp (nm) 

CGN 2.3–3.0 

TG 6–8 

PL < 2 

AG 6–9 

SH 4–6 

 

表3-2より，文献により値の幅があるがおおよそ 10 nm 以内の Lp を持つことが分かった。

化合物 2 の水溶化能が非常に低い AG および SH において，水溶化能が良好であっ

た他三種の多糖類と比較しても剛直性は高くなく，大きな差が見られなかったことから，水溶

化能との明確な相関が無いことが明らかになった。ここで，水溶液中で三重らせん構造を取

るため非常に剛直性の高いことが知られている多糖類シゾフィランの Lp はおおよそ 150–

200 nm であり[12, 13]非常に大きな値を持つ。このことからも，今回用いた多糖類の剛直性に

大きな差は無いことが分かる。 

以上の結果から，ポルフィリン類縁体の水溶化能には，多糖分子の剛直性ではない別の

ファクターが関与しているものと考えられる。 

 

3.2.3.2 ゼータ電位による検討 

 

前項の結果から，いずれの多糖も「トレイン-ループ-テール」モデルによる吸着が可能な

柔軟性を持つことが分かった。そこで，ポルフィリン類縁体と多糖との相互作用の強さが水

溶化能に寄与しているのではないかと考え，コロイド分散系に対する分散安定性の指標とな

るゼータ電位 ζ の測定を試みた。 

以下にゼータ電位の概要と測定原理を示す[6, 14, 15]。粒子表面では，水中のイオン吸着も

しくは表面からの解離によって表面電荷を帯びる。この表面電荷と反対の符号を持つイオン 

(対イオン) は，静電引力によって引き寄せられ，結果的に表面に近い領域では対イオン濃

度が増加する。これによって各粒子の周囲には電気二重層が形成する。電気二重層のモ

デルとして Gouy-Chapman モデルや Stern モデルが知られているが，ここでは Stern モ

デルを用いて説明する。 
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図3-8. 電気二重層モデルの概略図[6, 15] 

 

電気二重層の内側はスターン層と呼ばれ，前述のように表面との静電引力によってイオ

ンが強く結合している。これに対して外側の層を拡散層と呼び，スターン層ほど強く結合して

いない領域が存在する。この境界の電位をスターン電位と呼ぶ。この時，拡散層中に仮想

的な境界が存在し，この境界の内側の領域に存在するイオンは，スターン層とは独立して存

在するものの表面電荷の影響をある程度受ける。そのため，重力の作用などで粒子が移動

する際には，この仮想的境界の内側のイオンは粒子と共に移動することになる。この境界層

を流体力学的剪断面またはすべり面と呼ぶ。この境界の電位をゼータ電位と呼ぶ。 

今日では，Gouy-Chapman モデル (表面電位＝スターン電位とみなすモデル) と Stern

モデルを両方適用したモデルを考えることが多く，表面電位をスターン電位とみなし，かつス

ターン電位をゼータ電位とみなすことによって間接的に表面電荷を実測するようになった。 

今回測定に使用したゼータ電位測定装置 (Malvern製，Zetasizer NanoZS Zen3600型) 

では，電気泳動移動度を測定し，これにヘンリーの式を適用することでゼータ電位を算出す

る。以下図3-9に装置構成を示す。 

 

 

図3-9. ゼータ電位測定装置の構成[15] 
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本装置では，レーザードップラー法と呼ばれる，散乱光強度の変動率と粒子速度 (移動

度) が比例する関係を用いた方法によって電気泳動移動度を算出する。両端に電極を持

つセルに電圧をかけ，そこにレーザー光を照射する。この時，入射光に対して 17º の位置

にある検出器で光の強度信号を検出し，この信号をデジタル信号プロセッサ―が処理した

後にコンピューターに送られ，周波数スペクトルを作成し，電気泳動移動度を算出する。こ

れを基に，ヘンリーの式 (式3-1) からゼータ電位を算出した。 

 𝑈𝐸 =
2𝜀𝜁𝑓(𝜅𝑎)

3𝜂
 …(3-1) 

ここで，ζ ：ゼータ電位，UE ：電気泳動移動度，ε ：溶媒の誘電率，η ：溶媒の粘度，

f(κa) ：ヘンリー関数を示す。ヘンリー関数として，通常 1.5 および 1.0 の近似値を用いる

が，本装置ではスモルコフスキー近似を適用し，近似値を 1.5 とした。 

一般にゼータ電位の絶対値が 0 に近いほど静電斥力が働かなくなることを意味するた

め，粒子同士が凝集しやすいと考えることができる。また異種の粒子においては，それぞれ

の粒子のゼータ電位が同符号であるときは，ゼータ電位の差の絶対値が小さい方が，異符

号であるときはゼータ電位の差の絶対値が大きい方がそれぞれ凝集 (吸着) しやすいとい

える。 

各種多糖類 10 mg をメノウボール二個とともにメノウ容器に入れ，高速振動粉砕法 (30 

Hz , 20 min) により混合した。この混合物に超純水 2.0 mL を加えて抽出した。この抽出液

を遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶な多糖類を沈降させた。得られた上

澄みを分取し，これを測定サンプルとした。最終濃度は，[Polysaccharide] = 5.0 g·L−1 である。

さらに，再沈法[16, 17]によってポルフィリン類縁体ナノ粒子を調製した。3.0 mM 化合物 2・

DMSO 溶液を調製し，これを 20 µL 分取し，超純水 1980 µL と混合・撹拌することでナノ

粒子を調製した。最終濃度は [2] = 30 µM，H2O/DMSO = 200:1 (v/v) である。 

それぞれの溶液をゼータ電位測定用キャピラリーセルに入れ，ゼータ電位を測定した。

以下表3-3に結果を示す。 

 

表 3-3. 各種多糖類およびポルフィリン類縁体のゼータ電位 (pH 7.0) と水溶化能の関係 

略称 ゼータ電位 (mV) 
化合物 2 とのゼータ電位

の差の絶対値(mV) 

水溶化 

順位 

2 7.3 － － 

GL −3.3 10.6 1 

CGN −34.7 42.0 4 

TG −11.7 19.0 3 

PL −32.1 39.4 2 

AG −26.6 33.9 × 

SH −40.9 48.2 × 
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表 3-3 より化合物 2 ナノ粒子の表面は正に帯電しているのに対し，各種多糖類は全て

負に帯電していることが分かった。両者は異符号であるため，静電引力が起きると予想され

る。また，その強さは両者のゼータ電位の差の絶対値が大きいほど強いと考えられる。 

水溶化能の順位と比較すると，最もゼータ電位の差の絶対値が大きい SH は水溶化が

できなかった。これは，水中の化合物 2 を強い静電引力によって過剰に引き付け，非常に

大きな凝集体を形成してしまうため，水中に分散できず沈殿し，結果的に水溶化できなかっ

たものと考えられる。一方，最も絶対値が小さい GL は最も水溶化能に優れていた。これは，

静電引力によって引き付けられた化合物 2 の表面に，多糖が適当量吸着することで，立体

反発の効果が現れ水中に分散，水溶化できていると考えられる。このことから，ゼータ電位

の差の絶対値が大きくなるほど水溶化が難しいという傾向がわかり，ゼータ電位による水溶

化能の予測ができる可能性を示した。 

しかし，一部例外が存在する。AG に関しては水溶化できている PL よりもゼータ電位の

差の絶対値が小さいにもかかわらず水溶化できていない。また CGN および PL に関して

はゼータ電位の差の絶対値が SH に匹敵するほど大きいにもかかわらず水溶化できてい

る。これらのような矛盾が生じる要因について，次の二点が考えられる。 

一点目は，複合体の粒子径や密度の影響である。溶媒に球形粒子が分散した系を考え

た時，重力によって沈殿する際の粒子の沈降速度 v (cm·s−1) は以下式 3-2のように表すこ

とができる[14]。 

 𝑣 =
2

9
∙
(𝜌p − 𝜌f)𝑔𝑟

2

𝜂
 …(3-2) 

ここで，η ：溶媒の粘度  (g·cm−1·s−1) ，g ：重力加速度  (cm·s−2) ，r ：粒子の半径 

(cm) ，ρp ：粒子の密度 (g·cm−3) ，ρf ：溶媒の密度 (g·cm−3) である。この式から分かるよ

うに，沈降速度は粒子半径の二乗に比例し，粒子の密度に比例する。したがって，ゼータ電

位の比較上分散状態が有利な状況であっても，複合体形成後の粒子密度が高い場合や粒

子径が大きい場合には沈殿が促進される，すなわち水溶化できない場合がある。 

二点目は，枯渇効果[6, 18]の影響である。粒子表面に吸着していない高分子が存在する

場合，粒子同士が接近すると，ある大きさを持つ溶存高分子が粒子の間隙から排除され，

高分子が存在しない(枯渇した)領域が現れる。この領域は領域外と比べて高分子濃度差が

著しく大きくなることから，これに由来する浸透圧が発生する。この浸透圧の影響で，ますま

す粒子同士が接近させることになり，結果として凝集を引き起こす。これを枯渇凝集と呼ぶ。 
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図 3-10. 枯渇効果による凝集の概略図[6] 

青く塗りつぶされている領域が溶存高分子の枯渇領域にあたる。 

 

枯渇効果を考慮した際の二粒子間に働くポテンシャルエネルギー ΔG は以下式 3-3 の

ように表すことができる。 

 Δ𝐺 =
𝑁𝑘𝑇𝜋𝑐

2𝑀𝑛

(𝐷 + 𝑑 − 𝑟)2(2𝐷 + 2𝑑 + 𝑟) …(3-3) 

ここで D： 粒子の直径，d： 溶存高分子の広がり (直径)，r： 分散粒子間の中心間距離，

N： アボガドロ定数，k： ボルツマン定数，T： 溶液の温度，c： 高分子濃度，Mn： 高分子の

数平均分子量である。この式からわかるように，枯渇効果によって生じる二粒子間の引力は，

高分子濃度に比例し，粒子の直径と溶存高分子の広がりの三乗に比例して増大する。 

ポルフィリン類縁体・多糖複合体の系では，2.2.2.2や 3.2.2.2で述べたように 1H-NMR ス

ペクトルの結果から，粒子に吸着していないフリーの溶存多糖が多く存在することが示唆さ

れている。したがって，多糖の種類によっては枯渇効果による凝集が起こる可能性がある。 

以上の検討結果から，多糖による水溶化能の予測は，ゲスト分子と多糖とのゼータ電位

の差の絶対値を比較することによって大まかに予測は可能であるが，複合体形成後の粒子

径および密度，溶存多糖の濃度，分子量，広がりを考慮する必要があり，現時点では正確

な予測はできないと結論付けた。今後の様々な疎水性分子と多糖の組み合わせによる水溶

化の検討の中で，水溶化能の予測が期待される。 
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3.2.4 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の長期安定性の評価 

 

続いて，化合物 2・多糖複合体が分散している状態をどれだけ維持できるか，長期安定

性を評価した。 

3.2.1で得られた化合物 2・多糖複合体を20 μM に希釈し，これを室温下で静置した。希

釈直後を 0 日として 0.5 (12 h), 1, 2, 3, 5, 7日後の上清液の UV-Vis 吸収スペクトルを測

定し，0 日に対するそれぞれの極大吸収波長における吸光度の減少率を算出した。以下

図3-11に結果を示す。 

 

 

図3-11. 化合物 2・多糖複合体を室温下に静置した際の吸光度の減少率 

(25 ºC, 1 mm 石英セル，[2] = 20 µM) 

灰: 2-GL，青: 2-CGN，赤: 2-TG，緑: 2-PL 

 

図3-11より，2-GL, 2-CGN および 2-TG 複合体は水中で 7 日後においても 80 % 以

上保持していた。一方で，2-PL は日を追うごとに漸減しており，7 日後には保持率が 70 % 

以下であった。いずれの化合物 2・多糖複合体においても，既報[2, 3]の 2-CDx とそれぞれ

比較すると長期安定性は向上した。これは，2.2.4でも述べたように直鎖状多糖類によるゲス

ト分子の脱落・交換が起こりにくいために安定性が向上したものと考えられる。 

 

3.2.5 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の長期安定性の評価 

 

また，一重項酸素 (1O2) の化合物 2・多糖複合体による発生能も β-グルカン複合体同

様に ABDA ブリーチング法によって検討した。 

3.2.1で得られた化合物 2・多糖複合体を 15 μM に希釈した後，この水溶液を 1 cm 石

英セルに 2970 μL 入れ，遮光しながら 30 分間酸素ガスによるバブリングを行った。 30 

分後，UV-Vis 吸収スペクトルを測定し，このスペクトルをブランクとした。次に， 2.5 mM 

ABDA・DMSO 溶液 30 μL 加え，再び UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。この時のスペ

クトルを光照射時間 0 分後として光照射 (>620 nm, 15 mW·cm−2) を行い，7.5, 15, 30, 60 
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分後における UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。測定時の最終濃度は  [2] = 15 μM, 

[ABDA] = 25 μM である。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標準偏差を算出し

た。以下図 3-12に結果を示す。 

 

 

図3-12. 化合物 2・多糖複合体からの一重項酸素発生による ABDA の吸光度変化 

(25 ºC, 1 cm 石英セル，[2] = 15 μM，[ABDA] = 25 μM) 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，緑線: 2-PL 

 

図3-12より，2-GL および 2-CGN 複合体においては 380 nm 付近の吸収の減少がほと

んど見られなかったことから，一重項酸素は発生していないと考えられる。一方で，2-TG お

よび 2-PL は，吸収の減少が確認されたことから，一重項酸素が発生していると示唆される。

特に，2-PL は他の三種類の多糖複合体と比べて減少率が高かった。しかし，第2章で述べ

たように，ポルフィリン類縁体・多糖複合体の系においては，一重項酸素の発生能の程度が

そのまま細胞に対する光線力学活性の程度を反映するとは限らず，光線力学活性は細胞

への取り込みの大小が大きく影響する。したがって，この結果から光線力学活性のトレンドを

知ることはできないため，細胞への投与および光照射による細胞障害性を検討した。 

 

3.2.6 ポルフィリン類縁体・多糖複合体の光線力学活性評価 

 

細胞内における化合物 2・多糖複合体の光線力学治療薬としての評価を行った。本項

では，がん細胞としてヒト子宮頸がん由来細胞株 (HeLa 細胞) に対する光照射による細胞

障害性と細胞内挙動を評価した。細胞実験の準備は，2.2.7.1 と同様の方法で行った。 

 

3.2.6.1 HeLa細胞に対する光線力学活性評価 

 

2.2.7.2 と同様の手順で調製したサンプルを光照射した後，WST-8 アッセイによって細胞

生存率を算出した。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標準偏差を算出した。以

下図 3-13に結果を示す。 

0 10 20 30 40 50 60
0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

A
b

s
/A

b
s

0
 a

t 
3

8
0

 n
m

Photoirradiation time (min)



72 

 

 

図3-13. 細胞生存率に対する化合物 2・多糖複合体の濃度依存性 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，緑線: 2-PL 

(A) 暗所サンプル，(B) 光照射サンプル 

 

暗所サンプルにおいては，すべての化合物 2・多糖複合体で細胞生存率が大きく低下

することがなかったことから，化合物 2・多糖複合体自身の暗所毒性は低いということが明ら

かになった。 

一方で，光照射サンプルにおいてはすべての化合物 2・多糖複合体で細胞生存率が大

きく低下した。この複合体が持つ光毒性を定量的に比較するため，細胞の生存率が 50 % 

にあたる濃度である半数阻害濃度 (IC50) を算出し，以下表 3-4にまとめた。 

 

表3-4. 化合物 2・多糖複合体の IC50 値 

名称 IC50 (µM) 

2-GL 0.08 

2-CGN 0.35 

2-TG 0.14 

2-PL 0.45 

 

既に光線力学治療薬として上市されているフォトフリンの IC50 は 3.02 µM[19, 20] である

ことから，化合物 2・多糖複合体はフォトフリンよりも低濃度で治療が可能であると思われる

優れた光線力学活性を持つことが明らかとなった。また，これら多糖複合体は一重項酸素発

生能が低いにもかかわらず毒性が非常に高いため，β-グルカン複合体と同様に光線力学活

性が“OFF 状態”から“ON 状態”へとスイッチングしているといえる。さらに，多糖の種類に

よって IC50 値に差があることが分かった。この違いの理由については後述の 3.2.6.2 で考

察する。 
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3.2.6.2 HeLa 細胞に対する蛍光染色実験 

 

さらに，細胞内への取り込みに関する情報を得るため，蛍光染色像による検討を行った。

2.2.7.3 と同様の手順で顕微鏡観察サンプルを作成し，蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィル

ターは G2-A (励起光：510–560 nm，蛍光：≧590 nm) を用いた。化合物 2・多糖複合体の

最終濃度は，[2] = 0.8 µM である。以下図 3-14に結果を示す。 

 

 

図3-14. 化合物 2・多糖複合体添加時における細胞蛍光染色像 

(左：位相差像，右：蛍光像，Scale bar: 20 µm，[2] = 0.8 µM) 

(A, B) 2-CGN, (C, D) 2-TG, (E, F) 2-PL 

 

図 3-14 より，全ての化合物 2・多糖複合体でポルフィリン類縁体由来の蛍光と思われる

像を観測した。この結果は，2.2.7.3 で述べたように，光線力学活性は細胞内への複合体の

取り込みと相関があることを示唆している。また，水溶液中においては蛍光が消光している

にもかかわらず細胞内での蛍光像を観測したため，β-グルカン複合体と同様に光線力学活

性が“OFF 状態”から“ON 状態”へとスイッチングしているといえる。 

蛍光顕微鏡像における蛍光強度に着目すると，多糖の種類によって異なっており，細胞

内への取り込み効率に違いがあることが示唆される。ここで，ナノ粒子の細胞への取り込み

効率は，それぞれの表面電荷，つまりナノ粒子と細胞表面との間に起こる静電相互作用に

よる引力および静電反発による斥力に大きく影響することが知られている[21–23]。なかでも，

CGN においては構成する糖に硫酸基を持っていることから強い負電荷を示す。また HeLa 

細胞表面においても負電荷を帯びているため，両者の間に静電反発による斥力が生じ，結

果として取り込み量が少なくなっているものと考えられる。したがって，他の二種の多糖と比

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)
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べると蛍光顕微鏡像における蛍光強度が弱くなっていると推察される。この結果は，3.2.6.1

で評価した光線力学活性において，2-CGN の毒性が若干低くなっていることからも支持さ

れる結果である。これに対して 2-PL においては，毒性が低いにもかかわらず蛍光強度が

高くなっている。この原因として，2-PL の長期安定性について最も安定性が低い (図 3-11) 

ことから，液体培地中における安定性の低さによって，複合体の崩壊が促進され膜中へと移

行する効率が高くなったためであると考えられる。これが毒性を低くさせる理由については，

後述の 3.2.7.2で考察する。 

 

3.2.7 リポソーム水溶液とポルフィリン類縁体・多糖複合体の混合 

 

第 2 章において結論付けたように，ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体では細胞膜と

の相互作用により，ポルフィリン類縁体が脂質二重膜中へと移行している。前項までに，化

合物 2・多糖複合体においても，移行によって起きたとみられるスイッチング能を有している

ことが明らかとなった。そこで，ホスト分子が変わったポルフィリン類縁体・多糖複合体も同様

に移行するかどうか，リポソーム水溶液 (DMPC-SUV) を用いて検討した。 

 

3.2.7.1 UV-Vis吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルの変化 

 

2.2.8.3.1で調製した 4.0 mM DMPC-SUV 水溶液 750 μL，超純水 750 μL を混合した

溶液に対して，あらかじめ調製した 10 μM 化合物 2・多糖複合体水溶液 1500 μL を混合

し，湯浴にて 37 ºC，2 時間加熱撹拌した。最終濃度は， [2] = 5.0 µM, [DMPC] = 1.0 mM

である。この溶液の UV-Vis 吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを測定した。以下図 3-15

に結果を示す。 
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図3-15. DMPC-SUV 存在下における化合物 2・多糖複合体水溶液の 

(A) UV-Vis 吸収スペクトル (B) 蛍光スペクトル 

黒線: 2-GL，青線: 2-CGN，赤線: 2-TG，緑線: 2-PL，橙線: 2-CDx 

実線：DMPC-SUV 非存在下，破線：DMPC-SUV 存在下 

(25 °C，1 cm 蛍光セル，励起波長：540 nm，ホトマル電圧：400 V) 

（[2] = 5.0 µM, [DMPC] = 1.0 mM) 

 

図 3-15 より，化合物 2・多糖複合体に DMPC-SUV を混合した際にスペクトルの変化が

あった。UV-Vis 吸収スペクトルにおいては，Soret 帯および Q 帯の吸収がブロードであっ

たものが比較的シャープに変化した。また蛍光スペクトルにおいては，蛍光強度が著しく増

大した。さらに，2-CDx のスペクトルと比較すると，多糖複合体由来の吸収および蛍光とも

にレッドシフトしており，かつそれぞれの極大波長はほぼ一致していることが分かった。した

がって，化合物 2 は CDx 錯体ではない別の分散状態にあることが示唆される。これらの

ことから，多糖複合体も β-グルカン複合体と同様にポルフィリン類縁体が脂質二重膜中へと

移行していることが示された。 

 

3.2.7.2 一重項酸素発生能に対する影響 

 

3.2.7.1 と同様の手順で得た DMPC-SUV・2-CGN および 2-PL 複合体を 1 cm 石英セ

ルに 2970 μL 入れ，遮光しながら 30 分間酸素ガスによるバブリングを行った。30 分後，

UV-Vis 吸収スペクトルを測定し，このスペクトルをブランクとした。次に， 2.5 mM ABDA・

DMSO 溶液 30 μL 加え，再び UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。この時のスペクトルを

光照射時間 0 分後として光照射をおこない， 7.5, 15, 30, 60 分後における UV-Vis 吸収

スペクトルを測定した。測定時の最終濃度は [2] = 15 μM, [DMPC] = 1.0 mM, [ABDA] = 25 

μM である。本実験はそれぞれ 3 回行い，平均値および標準偏差を算出した。以下図 3-

16に結果を示す。 
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図3-16.  DMPC-SUV 存在下における化合物 2・多糖複合体からの 

一重項酸素発生によるABDAの吸光度変化 

(25 ºC, 1 cm 石英セル，[2] = 15 μM, [DMPC] = 1.0 mM, [ABDA] = 25 μM) 

青線: 2-CGN，緑線: 2-PL 

実線，●：DMPC-SUV 非存在下 破線，▲：DMPC-SUV 存在下 

 

図 3-16 より，2-CGN において DMPC-SUV 存在下で一重項酸素発生能が向上した。

これに対して，2-PL は DMPC-SUV 存在下で一重項酸素発生能が低下した。これは，2-

PL がなんらかの要因で光励起による三重項励起状態をとりやすい環境となり，一重項酸素

発生能が高くなっていたにもかかわらず，脂質二重膜中へと移行したことによって逆に一重

項励起状態を取りやすい環境になったためであると考えられる。2-PL そのものが三重項励

起状態を取りやすくなった要因の詳細は不明であるが，高度に秩序化した自己組織化ナノ

粒子は光触媒活性を高める例[24]があることから，2-PL に形成するポルフィリン類縁体同士

のパッキングが秩序化し適切に配置されることで，項間交差の効率が向上し，結果として酸

素分子に対する電子およびエネルギーの交換効率が高まったためであると推察される。 

さらに 3.2.6.2の結果より，2-PL を HeLa 細胞へ作用させた際の細胞内蛍光の強度が他

の多糖複合体と比べて強くなっているが，これは 2-PL の長期安定性の低さから分かるよう

に複合体の崩壊が起こりやすく，他の多糖複合体と比べてポルフィリン類縁体が膜中でより

高分散な状態になりやすいと考えられる。すなわち，一重項励起状態 (＝蛍光を発する励

起状態) を取りやすく，三重項励起状態 (＝りん光を発する励起状態) の割合が減ってい

るためであると考えられる。つまり，一重項酸素発生効率が低下することを意味しており，本

項における結果と，3.2.6.1における細胞への光毒性が低くなった結果とも矛盾しない。 

以上の結果から，汎用的な多糖類をポルフィリン類縁体の可溶化剤として用いた時，β-グ

ルカン複合体と同様の性質を持っていることから，ホスト分子の適用範囲を拡張でき，高速

振動粉砕法による水溶化法が汎用性の優れた機能化法であることを明らかにした。 
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3.3 結言 

 

初めに，食品添加物に用いられている汎用的な多糖類を用いた水溶化について，ポル

フィリン類縁体として化合物 2 をピックアップし，第2章と同様に高速振動粉砕法によって水

溶化が可能であるかを検討した。今回使用した六種類の多糖類のうち，GL，CGN，TG，PL 

の四種類で水溶化が可能であることを示した。一方で，AG および SH においては水溶化

ができなかった。この水溶化能の違いについて，水溶化メカニズムとして「トレイン-ループ-テ

ール」モデルを適用し，多糖のポルフィリン類縁体表面への吸着によるコロイド分散系として

検討した。しかし，多糖の持続長の比較による剛直性の違いでは，水溶化能に対する明確

な関連性が見いだせなかった。さらにポルフィリン類縁体および多糖類の水溶液中における

ゼータ電位の比較について，大まかな予測が可能であることを示しつつも，高分子コロイド

分散系に特徴的な枯渇効果による凝集の影響や，複合体自体の粒子径・密度による影響

が大きく現れる可能性があるために，正確な水溶化能の予測には至らなかった。今後の

様々な疎水性分子と多糖の組み合わせによる水溶化の検討の中で，水溶化能の予測が期

待される。 

次に，水溶液中の化合物 2・多糖複合体の性質について検討した。長期安定性に関し

て，ポルフィリン類縁体・シクロデキストリン錯体と比べると大幅に向上しており，医薬への適

用に際して優れた性質を持つことが分かった。さらに，化合物 2・多糖複合体はナノ粒子と

して存在し，おおよそ 100–300 nm 程度の粒径で分散していることから，EPR 効果を用い

た腫瘍組織への受動的送達も期待される。 

さらに，HeLa 細胞に対して化合物 2・多糖複合体水溶液を投与し，生体透過性に優れ

た赤色光を照射すると，すべての多糖類との組み合わせにおいて細胞死を引き起こすこと

が分かり，既に上市されている光線力学治療薬と比較すると，およそ 6 倍以上の活性があ

ることから，優れた光線力学活性を有していることが明らかとなった。化合物 2・多糖複合体

の活性が第 2 章のβ-グルカン複合体と同様に“OFF 状態”から“ON 状態”へとスイッチン

グしている様子が観測されたため，人工細胞モデルであるリポソームと混合した際の挙動を

検討したところ，β-グルカン複合体と同様に細胞膜へ複合体が相互作用によって吸着し，ポ

ルフィリン類縁体が膜内へ移行するメカニズムによって，スイッチングが起きていることを示し

た。 

したがって，ポルフィリン類縁体は，様々な安価で汎用的な多糖類を用いても水溶化が

可能であること，形成した複合体は光線力学治療薬への適用が可能であることから，多糖を

用いた高速振動粉砕法による水溶化法が，汎用性に優れた機能化法であることを明らかに

した。 
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第 4 章 多糖類を用いた不斉結晶のキラル情報を維持する水溶化

法の開発 
 

4.1 序 

 

第 2 章および第 3 章では，ポルフィリン類縁体・多糖複合体が優れた光線力学活性を

持ち，さらに細胞イメージング材料としての活用が期待できることを示した。しかし，水溶液中

においては蛍光が著しく消光しており，これは複合体中でポルフィリン類縁体が凝集起因消

光 (ACQ) を引き起こしているためであると考えられる。そこで，これとは逆の性質である凝

集誘起発光 (Aggregation Induced Emission; AIE)[1] を用いることで蛍光が増強するのでは

ないかと予想し，本章の着想に至った。 

本章では，AIE 物質であるテトラフェニルエテン (Tetraphenylethene; TPE) 誘導体を用

い，多糖類を可溶化剤として水溶化を高速振動粉砕法によって試み，これらの分光学的測

定，モルフォロジー観察によって，TPE をゲスト分子として多糖との複合化が可能であるか

を検討する。また，複合体の細胞への投与を行い，細胞イメージング材料としての活用を試

みる。さらに，TPE 誘導体が持つ不斉結晶という性質[2]を基に，結晶中のキラリティを維持し

たまま水溶化していることを，分光学的測定から明らかにする。 

本章で用いたテトラフェニルエテン誘導体および多糖類の構造を以下図 4-1に示す。 

 

 

図 4-1. 本章で用いたテトラフェニルエテン誘導体および多糖類の構造 
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4.2 実験結果と考察 

 

4.2.1 1-(4-ヒドロキシフェニル)-1,2,2-トリフェニルエテン (11) の合成[3] 

 

 

図 4-2. 化合物 11 の合成スキーム 

 

ベンゾフェノン (2.0 g, 10 mmol)，4-ヒドロキシベンゾフェノン (2.2 g，12 mmol)，亜鉛粉末

(2.9 g，44 mmol) を 1000 mL 三口フラスコに入れ，脱水テトラヒドロフラン 200 mL に溶か

して 30 分間撹拌した。フラスコを，食塩を加えた氷浴で冷やしながら塩化チタン(IV) (2.5 

mL，22 mmol) を窒素雰囲気下でゆっくり滴下し，氷浴上で 1 時間撹拌した。その後，氷

浴を外して油浴に代えて 12 時間加熱還流した。還流後，室温まで放冷し 10 % 炭酸カリ

ウム水溶液 100 mL を加え 5 分間激しく撹拌した。吸引ろ過によって沈殿を取り除き黄色

の溶液を分取し，ジクロロメタンと飽和食塩水で分液し黄色の有機層を得た。硫酸ナトリウム

で脱水した有機層を減圧留去し，橙色の油状物質を得た。これをシリカカラムクロマトグラフ

ィー (展開溶媒：ジクロロメタン，Rf = 0.43) で分離し，橙色の半固形物を得た。さらにこれを

加熱したヘキサンに溶かしてろ過することで，白色の粉末を得た (収量：727.9 mg，収率：

21 %，文献値[3]：44 %)。化合物の同定は 1H-NMR スペクトルにて行った。 

 

 

図 4-3. 化合物 11 の 1H-NMR スペクトル 

(400 MHz, 25 ºC, 積算回数： 32 回，溶媒： DMSO-d6) 

  

HOD

DMSO
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表 4-1. 1H-NMR スペクトルの帰属 

 文献値[3] 実測値 

 

a 9.35 (s, 1H) 9.36 (s, 1.0H) 

b 7.1 (d, 9H) 7.16–7.07 (m, 8.9H) 

c 6.98 (s, 6H) 6.97–6.92 (m, 5.8H) 

d 6.73 (s, 2H) 6.73 (d, 1.9H) 

e 6.51 (s, 2H) 6.49 (d, 2.2H) 

 

図 4-3および表 4-1から一部の分裂が異なるものの，化学シフト値と積分値がほぼ一致

したため合成に成功したと判断した。 

 

4.2.2 高速振動粉砕法を用いた多糖類によるテトラフェニルエテン誘導体の水溶化 

 

 

図 4-4. 高速振動粉砕法の概略図 

(ゲスト分子：化合物 10–12，ホスト分子： CGN および PL) 

 

水溶化には，2.2.1.2 および 3.2.1 と同様に高速振動粉砕法[4]を用いた。化合物 10–12 

5.0 µmol と各種多糖類 10.0 mg をメノウボール二個とともにメノウ容器に入れ，高速振動

粉砕法 (30 Hz , 20 min) により混合した。この混合物に超純水 2.0 mL を加えて抽出した。

この抽出液を遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶な化合物 10–12 を沈降

させた。得られた上澄みを分取し，化合物 10–12・多糖複合体水溶液を得た。 

使用したテトラフェニルエテン誘導体は以下表 4-2に示す化合物を用いた。 
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表 4-2. 今回用いたテトラフェニルエテン誘導体の構造式および混合量 

構造式 番号 置換基 略称 混合量 

 

10 X = Y = H TPE 1.7 mg 

11 X = OH, Y = H TPE-OH1 1.7 mg 

12 X = Y = OH TPE-OH4 2.0 mg 

 

以下，それぞれの複合体を n-XX (n = 10–12, XX = CGN, PL)と略して標記した。 

 

4.2.3 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の分光学的性質と濃度決定 

 

4.2.3.1 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の UV-Vis吸収スペクトル測定 

 

4.2.2で得られた化合物 10–12・多糖複合体水溶液を 30 µL 分取し，超純水 270 µL 

加えることで 10 倍に希釈した。この水溶液の UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。結果を

以下図4-5に示す。 

 

 

図4-5. 化合物 10–12・多糖複合体水溶液のUV-Vis吸収スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル，抽出液を 10 倍に希釈) 

黒線: 10-CGN，青線: 10-PL，赤線: 11-CGN，橙線: 11-PL，緑線: 12-CGN，紫線：12-PL 

 

図4-5より，高速振動粉砕法によって多糖と複合化し，テトラフェニルエテン誘導体が水溶

化していることが明らかになった。 

この水溶液をそれぞれ凍結乾燥し DMSO で再溶解した際の吸光度と，濃度 (mol·L−1) 

が既知であるテトラフェニルエテン誘導体・DMSO 溶液を用いて決定した DMSO 中のモ

ル吸光係数 (εDMSO) を用いて，2.2.2.1に示したランベルト・ベールの式から濃度および水

中でのモル吸光係数 (εH2O) を決定した。なお，多糖の種類によってスペクトルの概形にほ
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とんど変化が無かったことから，いずれの複合体も同様の形態で水溶化していると考えられ

る。この結果を基に，これ以降の実験において濃度の算出に用いるモル吸光係数は，多糖

の種類にかかわらず PL 複合体の値を用いた。それぞれのモル吸光係数を以下表4-3に

示す。 

 

表 4-3. 各種テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体水溶液の 

極大吸収波長とモル吸光係数 

略称 
TPE誘導体 

略称 

極大吸収波長

(nm) 

モル吸光係数 εH2O 

(dm3·mol−1·cm−1) 

10-PL 

(10-CGN) 
TPE 329 1.82×104 

11-PL 

(11-CGN) 
TPE-OH1 325 1.64×104 

12-GL 

(12-CGN) 
TPE-OH4 342 1.29×104 

 

4.2.3.2 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の蛍光スペクトル測定 

 

4.2.2で得られた化合物 10–12・多糖複合体水溶液を，それぞれTPE誘導体の濃度が 

10.0 µM になるように希釈した。これら水溶液の蛍光スペクトルを測定した。結果を以下図4-

6に示す。 

 

 

図4-6. 化合物 10–12・多糖複合体水溶液の蛍光スペクトル 

(25 ºC，1 cm 蛍光セル，[10–12] = 10.0 µM) 

黒線: 10-CGN，青線: 10-PL，赤線: 11-CGN，橙線: 11-PL，緑線: 12-CGN，紫線：12-PL 

(Ex = 329 nm (10), 325 nm (11), 341 nm (12)) 

(スリット幅：励起・蛍光側ともに10 nm，ホトマル電圧：400 V) 
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図 4-6 より，全てのテトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体で非常に強い蛍光を観測し

た。このことから，多糖による複合化によって凝集誘起発光が引き起こされ，蛍光が増強して

いるものと考えられる。 

ここで，それぞれのスペクトルを比較すると，置換基が多く結合しているほど蛍光強度が

低下していた。特に，12-PL に関しては 10-PL に比べて約 400 分の 1 にまで低下して

いた。テトラフェニルエテン誘導体は凝集によって蛍光が誘起される物質であり，その蛍光

強度は凝集力に比例するものと考えられる。したがって，この違いはヒドロキシ基自身の立

体障害や，高速振動粉砕後の水による抽出時にヒドロキシ基付近に水が配位することで嵩

高さが増大し，凝集力に影響しているものと推察され，それが蛍光強度の低さにつながって

いると考えられる。 

このように化合物 12 を用いた複合体は，蛍光増強の程度が他の二種に比べて小さいこ

とから，これ以降の実験において化合物 12・多糖複合体を用いることは不適当であると判

断し，除外した。 

 

4.2.3.3 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の 1H-NMR スペクトル測定 

 

4.2.2と同様に調製した化合物 10 および 11・多糖複合体を D2O 2.0 mL で抽出し，遠

心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) により不溶な化合物 10 および 11 を沈降させた。

得られた上澄みを 600 µL 分取し，外径 5 mm の石英 NMR 管に注入した。これをサン

プルとして 1H-NMR スペクトルを測定した。また，比較としてそれぞれの多糖類のみを同様

の条件で高速振動粉砕し，遠心分離した多糖水溶液も測定した。結果を以下図4-7に示す。 

 

 
図4-7. 多糖類および化合物 10 および 11・多糖複合体の 1H-NMR スペクトル 

(400 MHz，25 ºC, 積算回数：64 回，溶媒：D2O) 

10-CGN

11-CGN

CGN

11-PL

10-PL

PL
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図 4-7 より，全ての多糖複合体において，化合物 10 および 11 に由来するプロトンの

シグナルは検出されなかった。これは，2.2.2.2 および 3.2.2.2 におけるポルフィリン類縁体・

多糖複合体と同様に，化合物 10 および 11 が多糖と複合化することで見かけ上高分子

量化し，運動性が低下したことによるシグナルの平均化が起こっているものと考えられる。し

たがって，化合物 10 および 11 は多糖に包接されて水中に分散していると考えられる。 

また，2.2.2.2 および 3.2.2.2 と同様に 3.0–5.5 ppm 付近に見られる多糖由来のシグナル

を比較すると，複合化の有無にかかわらずピーク位置や分裂にほとんど変化が無かった。こ

れは 3.2.3 で述べたように，テトラフェニルエテン誘導体の粒子表面に，多糖類が一部吸着

している「トレイン-ループ-テール」構造を持つことを示唆している。 

 

4.2.4 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体のモルフォロジー 

 

4.2.4.1 動的光散乱(DLS)法による粒径測定 

 

4.2.2で得られた化合物 10 および 11・多糖複合体を，それぞれ 10.0 µM に希釈した。

さらに，多糖のみを高速振動粉砕によって処理した水溶液も準備し，これらの水溶液の粒径

を測定した。結果を以下図4-8に示す。なお，本章では光強度分布から算出した粒子数分

布を示した。 

 

 

図4-8. 多糖類と化合物 10 および 11・多糖複合体の粒径分布 (25 ºC) 

黒線: 10-CGN，青線: 10-PL，赤線: 11-CGN，橙線: 11-PL，緑線: CGN，紫線：PL 

 

また，それぞれの平均流体力学的直径と多分散度 (Polydisperse Intensity; PdI) を以下

表4-4にまとめた。 
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表4-4. 多糖類と化合物 10 および 11・多糖複合体の平均粒径 

略称・名称 平均流体力学的直径(nm) PdI 

PL 5.9 0.536 

10-PL 114.7 0.141 

11-PL 116.1 0.145 

CGN 135.0 0.265 

10-CGN 216.1 0.136 

11-CGN 217.3 0.184 

 

以上の結果から，いずれの複合体も多糖類のみの粒径より大きくなっており，平均 100–

200 nm の粒径を持つことが示唆された。 

 

4.2.4.2 透過型電子顕微鏡(TEM)によるモルフォロジーの観察 

 

4.2.2で得られた化合物 10・多糖複合体水溶液を 100 μM に希釈したのち，カーボン支

持膜グリッド上に約 1 分間溶液を浸し，その後溶液を濾紙で吸い取った。その上に 2.0 

wt% リンタングステン酸水溶液を約 10 秒間浸したのち溶液を濾紙で吸い取った。これを

サンプルとして観察を行った。以下図 4-9に結果を示す。 

 

 

図4-9. 多糖類および化合物 10・多糖複合体のTEM観察画像 

(A) CGN，(B) 10-CGN，(C) PL，(D) 10-PL 

(ネガティブ染色； 2.0 wt% リンタングステン酸，Scale bar：100 nm) 

(A) (B)

(C) (D)



88 

 

図 4-9 より，多糖類のみを観察した場合には明確な構造体を観測することができなかった。

一方で，10-CGN および 10-PL においては，直径がおよそ 100–200 nm のグロビュール

状の構造体を観測することができた。これらのことから，高速振動粉砕法によって多糖類とテ

トラフェニルエテン誘導体が複合化して水中に分散していることを確認した。 

 

4.2.5 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の HeLa 細胞への導入 

 

さらに細胞蛍光イメージング材料としての活用を期待し，細胞内への取り込みに関する情

報を得るため，蛍光染色像による検討を行った。2.2.6.3 と同様の手順で顕微鏡観察サンプ

ルを作成し，蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィルターは U-MNUA2 (励起光：360–370 nm，

蛍光：420–460 nm) を用いた。最終濃度は，[10 or 11] = 5.0 µM である。以下図 4-10に結

果を示す。 

 

 

図4-10. 化合物 10 および 11・多糖複合体添加時における細胞蛍光染色像 

(Scale bar: 50 µm，[10 or 11] = 5.0 µM) 

(A, B) 10-CGN, (C, D) 10-PL, (E, F) 11-CGN, (G, H) 11-PL 

 

図 4-10より，10-CGN および 10-PL 添加時における蛍光像では，細胞内での蛍光はほ

とんど無く，ガラスディッシュ表面からの蛍光が観測された。このことから，10-CGN および 

10-PL は細胞内に取り込まれることなくガラスディッシュ表面に吸着し，PBS による洗浄で

剥ぎ取ることができなかったと考えられる。 

これに対して，11-CGN および 11-PL は細胞内の蛍光が観測できた。したがって，11-

CGN および 11-PL は細胞内へ導入されていることが明らかとなった。このように，ヒドロキ

シ基を持つ疎水性分子が細胞内へと導入されやすいことは，3-CDx や 5,10,15,20-テトラ 
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位相差像 位相差像蛍光像 蛍光像
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(ヒドロキシフェニル)クロリンのようなポルフィリン類縁体を用いた場合にも起きることが既に報

告されており[5, 6]，なおかつ第 2 章で述べたように 3-GL でも同様の傾向が見られることが

分かっている。すなわち，細胞内への取り込み作用が，細胞膜に存在するフェノールレセプ

ター (例えば，エストロゲンレセプター[7]など) の認識によって引き起こされていると示唆され

る。 

また，細胞内の蛍光強度を比較すると，11-CGN が 11-PL よりも低くなっていることが分

かる。これは，CGN を構成する糖にある硫酸基による強い負電荷と，HeLa 細胞表面の負

電荷間での静電反発による斥力が生じたためであると考えられる[8–10]。これは，3.2.6.2 にお

いて 2-CGN の蛍光強度が低くなっているという結果と矛盾しない。 

以上の結果から，テトラフェニルエテン誘導体を高速振動粉砕法によって多糖と複合化

させることで水溶化することができ，これを細胞イメージング材料としての活用が可能である

ことを示した。 

 

4.2.6 テトラフェニルエテン誘導体が持つキラル情報の水溶液中における維持 

 

4.2.6.1 不斉結晶としてのテトラフェニルエテン 

 

ある同じ示性式を持つ化合物同士について，人間の右手と左手の関係のように重ね合

わせることができない鏡像の関係にあるものをキラル分子と呼び，その一対の立体異性体を

鏡像異性体 (エナンチオマー) と呼ぶ。また，この鏡像の関係にある性質のことをキラリティ

と呼ぶ。例えば，炭素に対して四つすべて異なる原子団が結合している場合にエナンチオ

マーが発生する。物質量や結合エネルギーは全く等しいため，エナンチオマー同士の物理

的性質はほとんどが等しい。しかし，それぞれの分子の持つ電気双極子モーメントのベクト

ルが異なるため，その分子近傍を通過する電磁波 (すなわち，光) と相互作用することで偏

光面が異なる方向に傾く。このような性質を旋光性と呼び，右旋光および左旋光によってキ

ラル分子を区別することができる。さらに，生理活性物質においてはその高い基質選択性か

らエナンチオマーを区別することができ，その反応性・生理活性も全く異なる。睡眠薬である

サリドマイドのエナンチオマーによる胎児催奇性が最もよく知られた一例である[11]。 

また，化合物の結晶状態において，結晶構造の対称性を示す際に用いられる 230 の空

間群のうち，キラルな空間群を持つ 65 種のいずれかの空間群を持つことで，分子構造の

キラル・アキラルにかかわらずキラリティを示すことがある[12, 13]。この結晶を不斉結晶と呼ぶ。

二酸化ケイ素の結晶である水晶は，右水晶・左水晶と呼ばれる光学活性を持つ結晶を作る

ことはよく知られている。また，ベンゾフェノンのような有機化合物でも同様に光学活性な結

晶が合成できる。この現象は，有機・無機化合物および錯体のいずれを問わず起こりうる。

特にアキラルな分子が不斉結晶化する要因として，①コンフォメーションの固定による結合

のねじれによるキラリティの発生，②分子が集団としてヘリックス構造のようなねじれ構造を

作ることによるキラリティの発生，の二つが挙げられる[10]。このように，結晶中の分子の運動

が著しく制限された状態であるからこそキラリティが発生するため，溶媒に溶解させる，もしく
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は高温で溶融させると，速やかにラセミ化しキラリティは失われる[10, 11]。 

本章で用いたテトラフェニルエテン (化合物 10) も不斉結晶となることが知られている[10]。

結晶中でフェニル基の運動性が制限され，一方向に傾いた状態で固定されることで P21 

空間群を持ち，P 型 (右巻きらせん) 構造と M 型 (左巻きらせん) 構造を持つ。 

 

 

図 4-11. 化合物 10 の有機溶媒中および結晶中における分子構造 

 

4.2.6.2 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の円偏光二色性スペクトル測定 

 

第 2章から本章にかけて，高速振動粉砕法によって多糖と複合化して水中に分散した疎

水性分子は，ポルフィリン類縁体においては凝集起因消光，テトラフェニルエテン誘導体に

おいては凝集誘起発光を観測していることから，多糖複合体中で凝集していることを明らか

にしている。したがって，この凝集状態がある程度秩序を持っていると仮定すれば，この複

合体は結晶性を持っている，すなわち複合体が旋光性を有しているのではないかと予想さ

れた。そこで，テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の円偏光二色性  (Circular 

Dichroism; CD) スペクトルを測定することで，旋光性の有無を確認した。 

4.2.2で得られた化合物 10 および 11・多糖複合体を，それぞれ 250 µM に希釈し，円

二色性分散計を用いて CD スペクトルを測定した。円二色性分散計で得られるデータは楕

円率 θobs (mdeg) であるため，以下式 4-1 を用いてモル楕円率 [θ] (deg·cm2·dmol−1) に換

算した。 

 [θ] = θobs / 10cl …(4-1) 

ここで，c: モル濃度 (mol·dm−3)，l: 光路長 (cm) を表す。 結果を以下図 4-12に示す。 

 

P-helicity：右巻きらせんM-helicity：左巻きらせん

≡ ≡

有機溶媒中

不斉結晶化 不斉結晶化
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図 4-12. テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体の円偏光二色性スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル, バンド幅： 3 nm, 走査速度： 100 nm·min−1, 積算回数： 4 回) 

黒線: 10-CGN，青線: 10-PL，赤線: 11-CGN，橙線: 11-PL 

 

図 4-12 より，テトラフェニルエテン誘導体の吸収領域において，負のコットン効果が観測

された。さらに，10-CGN および 10-PL のスペクトルは既に報告されている，固体 CD ス

ペクトル測定における P 型結晶の結果とほぼ一致していた[14]。この結果から，10-CGN お

よび 10-PL は P 型結晶のキラリティを持っていることが分かった。したがって，多糖複合

体中で凝集したテトラフェニルエテン誘導体は不斉を持つことが明らかになった。また，モル

楕円率の強度は，ヒドロキシ基が導入された化合物 11・多糖複合体の方が弱くなっていた。

これは，4.2.3.2で述べた蛍光強度の低下の原因と同様に，凝集力が低下することで，フェニ

ル基に生じるねじれが解消しやすくなっているためであると考えられる。 

 

4.2.6.3 テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体のキラリティ形成メカニズム 

 

前項の結果より，テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体はキラリティを有していることが

明らかになった。そこで，本項ではこのキラリティがどのように形成されたのかを検討する。考

えられるメカニズムとして以下二つの仮説を立て，それぞれ検証することでキラリティの形成

メカニズム解明を試みた。 

 

4.2.6.3.1 仮説①：多糖によるテトラフェニルエテンのキラリティ誘起 

 

多糖を形成する糖ユニットには，不斉炭素が存在する。また，多糖の種類によってはらせ

ん構造を有することがある。したがって，多糖は不斉源としての役割を果たすことができると

考えられる。したがって，様々な種類の多糖類を用いてテトラフェニルエテン誘導体と複合

化すれば，P 型および M 型のキラリティを持つ複合体を作り分けることができるのではない

かと考えた。そこで，今回用いた CGN および PL と主鎖構造は同じだが，側鎖に枝分か

れを持つ多糖を二種類 (第 3章で用いた TG および AG) を用いて，利き手の作り分けが
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可能であるかどうかを検討した。 

 

 
図 4-13. 今回用いた多糖類の構造式 

 

4.2.2 と同様の方法によって得られた 10-TG および 10-AG を，それぞれ 10-PL と同じ

モル吸光係数を用いて 250 µM に希釈し，円二色性分散計を用いて CD スペクトルを測

定し，式 4-1を用いてモル楕円率 [θ] (deg·cm2·dmol−1) に換算した。結果を以下図 4-14に

示す。 

 

 

図 4-14. 10-TG および 10-AG の円偏光二色性スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル, バンド幅： 3 nm, 走査速度： 100 nm·min−1, 積算回数： 4 回) 

緑線: 10-TG，紫線：10-AG 
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図 4-14 より，すべての多糖も P 型のキラリティを示しており，多糖の違いで利き手の作り

分けをすることはできなかった。P 型に収束する多糖を偶然選択した可能性もあるが，この

結果から仮説①の可能性は低いと判断した。 

 

4.2.6.3.2 仮説②：結晶状態におけるキラル情報の維持 

 

ラセミ体が結晶化する際に，両方のエナンチオマーが別々に結晶化し，理論上それぞれ

50%ずつ生成する[15]。一方，不斉結晶化においては結晶成長が一方向に進行し，一方の

エナンチオマーのみが 100 % 生成する[12]。したがって，市販されている化合物 10 の粉

末においても，製造段階で行った再結晶時において発生する不斉の偏りを持ったまま販売

されていると推察される。つまり，4.3.2で観測された円偏光二色性は，市販の化合物 10 の

キラリティを維持しているのではないかと考えられる。そこで，化合物 10 の P 型および M 

型結晶を作成し，それぞれを高速振動粉砕法によって多糖と複合化した際に得られる CD 

スペクトルを比較することで，結晶状態におけるキラリティが維持されているかどうか検討した。 

 

4.2.6.3.2.1 テトラフェニルエテンの不斉結晶化 

 

化合物 10 は数ある不斉結晶の中で，偶然結晶構造からキラリティを判別でき，P 型お

よび M 型のキラル結晶を分取できる稀な化合物である[16]。そこで，不斉結晶の作り分けを

行った。 

化合物 10 100 mg を量り取り，これをトルエン 3.5 mL に溶解させ，60 ºC で 2 時間加

熱した。同時に，ガラスチューブを 10 本程度用意し，これらはマッフル炉を用いて 50 ºC 

に予備加熱した。加熱した溶液を，予備加熱したガラスチューブに取り分け室温まで徐冷し

た。室温程度まで冷ましたのち，冷蔵庫に入れ 3 日間程度静置した。3 日後，チューブの

底に結晶が生成していることを確認し，ろ紙にその結晶を回収した。回収した結晶は 120 ºC 

で 2 時間真空乾燥した。小さい結晶は，種結晶として数回成長させ，目視で結晶の形が確

認できる程度まで成長させた。この結晶を，拡大鏡を用いて目視で P 型および M 型結晶

に選別し，実体顕微鏡 (OLYMPUS 製，SZX7 型) を用いて写真撮影を行った。各結晶は

以下図 4-15を基に判別した。 

 

 

図 4-15. 化合物 10 不斉結晶の形状の違い[16] 

 

M型 P型
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以下図 4-16に実体顕微鏡を用いて観察した結晶観察像を示す。 

 

 

図 4-16. 化合物 10 不斉結晶の実体顕微鏡観察像 (Scale bar: 500 µm) 

(A) M 型, (B) P 型 

 

図 4-16より，テトラフェニルエテンの P 型および M 型不斉結晶を作り分けることに成功

した。 

 

4.2.6.3.2.2 テトラフェニルエテン不斉結晶の水溶化 

 

 

図 4-17.  テトラフェニルエテン不斉結晶の水溶化の概略図 

 

化合物 10 P 型および M 型結晶 5.0 µmol とプルラン 10.0 mg をメノウボール二個と

ともにメノウ容器に入れ，高速振動粉砕法 (30 Hz , 20 min) により混合した。この混合物に

超純水 2.0 mL を加えて抽出した。この抽出液を遠心分離 (4500 rpm [1860 ×g], 20 min) 

(A) (B)
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により不溶な化合物 10 を沈降させた。得られた上澄みを分取し，化合物 10 P 型および 

M 型・多糖複合体水溶液を得た。これら複合体を 30 µL 分取し，超純水 270 µL 加えるこ

とで 10 倍に希釈し，この水溶液の UV-Vis 吸収スペクトルを測定した。さらにこれら複合

体をそれぞれ 250 µM に希釈し，円二色性分散計を用いて CD スペクトルを測定，式 4-1

を用いてモル楕円率 [θ] (deg·cm2·dmol−1) に換算した。なお，これら複合体を以下 10(P)-

PL，10(M)-PL と略して標記する。結果を以下図 4-18に示す。 

 

 

図4-18. 10(P)-PL，10(M)-PL水溶液の分光学的性質 

(A) UV-Vis 吸収スペクトル (25 ºC, 1 mm 石英セル，抽出液を 10 倍に希釈) 

(B) CD スペクトル ([10] = 250 µM) 

(25 ºC, 1 mm 石英セル, バンド幅： 3 nm, 走査速度： 100 nm·min−1, 積算回数： 4 回) 

黒線: 10-PL，青線: 10(M)-PL，赤線: 10(P)-PL 

 

図 4-18 より，両者共に水溶化が可能であり，かつ CD スペクトルは鏡面対称なスペクト

ルとして観測された。さらに，既に報告されている固体 CD スペクトル測定における P 型

および M 型結晶の結果と，それぞれほぼ一致していた[14]。以上の結果から，結晶状態の

キラル情報が維持されていることが確認され，仮説②がメカニズムとして最も適当であると結

論付けた。 

なお，4.2.6.2 で観測された負のコットン効果 (図 4-18 黒線) は，純粋な P 型結晶を水

溶化した際に得られたスペクトル (図 4-18 赤線) の強度よりも弱くなっていることから，初め

に述べたように市販の化合物 10 が，製造段階に発生した不斉の偏りを既に持っているた

めであると考えられた。 

 

4.2.6.4 キラル情報および複合体の安定性評価 

 

最後に，このキラル情報および複合体の熱力学的安定性を検討した。4.2.6.3.2.2 で得ら

れた 10(P)-PL および 10(M)-PL を 250 µM に希釈し，この水溶液を 80 ºC，24 時間加

熱した。この時水溶液は撹拌せず，静置した状態で行った。加熱前後の UV-Vis 吸収スペ
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クトルを測定し，そのスペクトルを比較した。結果を以下図 4-19に示す。 

 

 

図4-19. 80 ºC, 24 時間加熱後の 10(P)-PL，10(M)-PL 水溶液の UV-Vis 吸収スペクトル 

 (25 ºC, 1 mm 石英セル，[10] = 250 µM) 

青線: 10(M)-PL，赤線: 10(P)-PL，実線：加熱前，破線：加熱後 

 

図 4-19 より，それぞれの複合体で加熱後に吸収が減少していた。さらに，目視でも沈殿

が発生していることを確認した。なかでも，10(M)-PL は加熱後に吸光度が約 80 % 減少し

ていることから，10(M)-PL の安定性は低いものと考えられる。 

さらに，同様の溶液を用いて CD スペクトルを測定し，式 4-1 を用いてモル楕円率 [θ] 

(deg·cm2·dmol−1) に換算した。なお，加熱後のスペクトルを換算する際に用いた濃度は，図

4-19 で得られた加熱後の吸光度を使って算出した濃度を用いた。結果を以下図 4-20 に示

す。 

 

 

図4-20. 80 ºC, 24 時間加熱後の 10(P)-PL，10(M)-PL 水溶液の CD スペクトル 

(25 ºC, 1 mm 石英セル, バンド幅： 3 nm, 走査速度： 100 nm·min−1, 積算回数： 04 回) 

青線: 10(M)-PL，赤線: 10(P)-PL，実線：加熱前，破線：加熱後 
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図 4-20より，モル楕円率の強度は P 型および M 型共に加熱前後でほとんど変化が無

かった。したがって，キラル情報の熱力学的安定性は高く，P 型および M 型の間に差が

無いことが分かった。 

このように，複合体自体の安定性に差があっても，キラル情報の安定性にほとんど差がな

いことからも，高速振動粉砕時の化合物 10 が持つキラル情報 (＝熱力学的安定性が高

い結晶構造) をそのまま水溶液中でも反映しているということを示唆している。 

 

4.3 結言 

 

テトラフェニルエテン誘導体について，ヒドロキシ基の数が異なる化合物 10–12 を選択

し，第 2 章および第 3 章と同様に高速振動粉砕法によって水溶化が可能であるかを検討

した。多糖類として CGN および PL を選択したところ，いずれの多糖を用いても水溶化が

可能であることを示した。また，全てのテトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体で非常に強

い蛍光を観測した。このことから，多糖による複合化によって凝集誘起発光が起こることで，

複合体の蛍光が増強したと考えられる。また，テトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体のモ

ルフォロジーを観察したところ，ナノ粒子として存在しており，平均 100–200 nm 程度の粒径

で分散していることから，ポルフィリン類縁体・多糖複合体と同様の形態で水中に分散してい

ることを明らかにした。 

また，HeLa 細胞に対してテトラフェニルエテン誘導体・多糖複合体水溶液を投与し，蛍

光顕微鏡を用いて観察したところ，化合物 10 では細胞内に取り込まれなかったのに対し

てヒドロキシ基を持つ化合物 11 は細胞内に取り込まれた像を観察できた。これは第 2章に

おける 3-GL でも同様の傾向がみられることから，細胞内への取り込み作用は細胞膜に存

在するフェノールレセプターが関与していることが示唆された。この結果から，テトラフェニル

エテン誘導体・多糖複合体は細胞イメージング材料としての活用が可能であることを示した。 

さらに，化合物 10 は不斉結晶と呼ばれる性質を持つことが知られており，複合体内で

疎水性分子が凝集して存在しているという，これまでに分かっている事実を踏まえると，複合

体は不斉を持つのではないかと推察された。そこで，CD スペクトルを測定すると化合物 10 

の吸収領域において負のコットン効果が観測された。したがって，複合体中で凝集している

化合物 10 は不斉を有していることを明らかにした。この不斉がどのように形成されたのかを，

化合物 10 の P 型および M 型結晶の二種類の不斉結晶として作り分け，それぞれを多

糖と複合化することで検討した。その結果，それぞれの複合体は鏡面対称な CD スペクト

ルを示すことから，それぞれのキラリティが維持されたまま水溶化していることが確認された。 

 このように，水溶液中において結晶が持つ情報を維持したまま水溶化した例はこれまでに

なく，本研究が唯一の例である。 
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第 5章 結 言 

 

本論文では，難水溶性物質を超分子化学的手法によって水溶化を試み，その複合体の

持つ性質・機能性を評価することで新たな知見を得ることを目的とし，分光学的，モルフォロ

ジー，および in vitro の観点から研究を行った。 

第 2 章では，β-グルカンを可溶化剤とし，各種ポルフィリン類縁体をモデル薬剤として，

高速振動粉砕法を用いて水溶化を試みた。また，この複合体が持つ光線力学治療薬として

の適用可能性を検討した。 

ポルフィリン類縁体・β-グルカン複合体は，その可溶化能，長期安定性，モルフォロジー，

および一重項酸素発生能においてポルフィリン類縁体・シクロデキストリン錯体と比べて優れ

た性質を有していることが明らかとなり，この複合体は光線力学治療薬として適用可能であ

ることを示した。また，in vitro での評価においても，生体透過性に優れた赤色光の照射に

よって細胞死を引き起こすことが分かり，既に上市されている光線力学治療薬と比較して約 

15 倍の活性があることから，優位性の高い光線力学治療薬であることを示した。さらに，こ

の複合体が持つ in vitro における活性のスイッチング現象は，細胞膜へポルフィリン類縁

体・β-グルカン複合体が相互作用によって吸着し，ポルフィリン類縁体が膜内へ移行するこ

とによって引き起こされていることを明らかにした。 

第 3 章では，食品添加物に用いられている汎用的な多糖類を可溶化剤とし，ポルフィリ

ン類縁体を高速振動粉砕法によって水溶化を試みた。また第 2 章と同様に，この複合体

が持つ光線力学治療薬としての適用可能性を検討した。 

食品添加物用多糖類として六種類を選択し，ポルフィリン類縁体として化合物 2 を高速

振動粉砕法によって水溶化を試みたところ，そのうち四種類の多糖で水溶化が可能であり，

多糖間で水溶化能が異なることを明らかにした。この違いを，水溶化メカニズムとして「トレイ

ン-ループ-テール」モデルを適用し，多糖のポルフィリン類縁体表面への吸着によるコロイド

分散系として検討した。ポルフィリン類縁体と多糖類のゼータ電位の測定を比較すると，そ

の相互作用の強弱による大まかな水溶化能の予測が可能であることを示したものの，高分

子コロイド分散系に特徴的な性質による影響が大きく現れるために，正確な水溶化能の予

測までは至らなかった。また，複合体の光線力学活性について検討したところ，第 2 章で

の結果と同様に，既に上市されている光線力学治療薬よりも優れた活性を持つことを明らか

にした。このように第 2 章の結果を踏まえると，多糖を用いた高速振動粉砕法による水溶化

法は，汎用性に優れた機能化法であることを示した。 

第 4 章では，凝集誘起発光による蛍光増強を企図し，テトラフェニルエテン誘導体を水

溶化することで，細胞イメージング材料としての活用を試みた。また，不斉結晶という性質を

利用して，ゲスト分子の性質維持に関する検討を分光学的測定によって行った。 

ヒドロキシ基の数が異なるテトラフェニルエテン誘導体 10–12 を，多糖類として λ-カラギ

ーナンとプルランを選択し，第 2 章および第 3 章と同様に高速振動粉砕法によって水溶

化が可能であるかを検討したところ，いずれの多糖を用いても水溶化が可能であることを示
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した。また，この複合体の水溶液は，多糖による複合化によって凝集誘起発光が引き起こさ

れ，非常に強い蛍光を有していた。さらに，in vitro での評価においては，ヒドロキシ基を有

するテトラフェニルエテン誘導体のみが細胞内へ取り込まれた蛍光像を観測できたことから，

細胞イメージング材料としての活用が可能であることを示した。さらに，化合物 10 は不斉結

晶と呼ばれる性質を有していることから，多糖との複合化後におけるゲスト分子の性質に関

する検討を行ったところ，複合体は不斉結晶の性質を維持したまま分散していることが明ら

かになった。このように，結晶が持つ不斉情報を維持したまま水溶化した例はこれまでに無

く，本研究が唯一の例である。 

最後に今後の展望について，本論文で得た知見を踏まえて考察する。高速振動粉砕法

を用いることで，多糖類と複合化し水溶化した例はこれまでに C60 および C70 の二つの例

に限られていた。本研究では，ゲスト分子をポルフィリン類縁体やテトラフェニルエテン誘導

体といった，比較的平面性の高い分子に範囲を拡張しても水溶化が可能であることを示した。

さらに，ホスト分子についても，β-グルカンだけでなく汎用的な多糖類を用いても水溶化が可

能であることを明らかにした。このことから，適切なホスト分子と組み合わせることによって，高

速振動粉砕法を用いれば，どのようなゲスト分子に対しても水溶化が可能であることを示唆

している。非特異的に水溶化が可能となる方法は，医薬品開発スピードの向上の観点から

興味深い。第 1 章で述べた，医薬品開発においてドロップアウトする薬剤が多い問題に対

して本研究を適用することによって，リード化合物の早期のドロップアウトを防止できることを

意味する。今後は，ドロップアウトした難水溶性の医薬品リード化合物の製剤化再検討法と

しての展開を期待できる。 

また，第 4 章では，多糖複合体として分散したゲスト分子は，性質(光学的性質や結晶

における情報)を維持したまま水溶化していることを明らかにした。これを医薬品化合物に置

き換えて考えると，薬効を保持した状態で水溶化が可能であることを示している。医薬品開

発においては，結晶多形によって水溶性や薬効の違いが発生することが多い。そこで，この

方法を用いることで，より薬効が優れた結晶多形をそのまま水溶化することで，より優れた薬

剤の開発が可能となる。今後は，医薬品性能の向上を目的とした利用展開が期待される。

近年では，SDGs (Sustainable Development Goals; 持続可能な開発目標) 達成のために環

境配慮型の材料開発が求められているが，既存の油性材料から有機溶媒を使用しない新

たな水性材料への転換方法としての利用も期待される。 

さらに，結晶学という化学的・物理学的・光学的性質の研究分野と，超分子化学の分野と

の融合という新たな分野としての発展が期待される。これまで，固体超分子化学と呼ばれる

超分子化学的性質を利用して結晶を作成し，その性質を研究する分野は存在するが，均一

溶媒中において両方の分野を同時に扱う研究は，本研究が初めてである。本論文における

研究手法は様々な結晶に適用可能であると考えられることから，結晶を水溶液として扱うた

めの新たな分野として展開が期待される。 

以上のように，本論文で得られた知見は，医薬品開発，あるいは工業的材料開発におけ

る種々の問題解決法として寄与することができ，結晶学を融合した新たな研究分野の創出

により，超分子化学のさらなる発展に貢献することが期待される。 
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使用機器一覧 

1. 水溶化実験関連装置  
  
高速振動粉砕装置 Restsch 製, MM200 型 
ボルテックスミキサー Scientific Industries 製 
小型微量遠心機 Beckmann 製, Microfuge 22R 型 
リポソーム調製器 Avestin 製, LF-1 型 
超純水製造装置 Millipore 製, Direct-Q 3UV 型 
マッフル炉 デンケン製, KDF-S70 型 
  
2. 分析機器  
  
紫外-可視分光光度計 Shimadzu 製, UV3600 型 
蛍光分光光度計 日立ハイテクサイエンス製, F-2700 型 
動的光散乱測定装置 

Malvern 製, Zetasizer NanoZS ZEN3600 型 
ゼータ電位測定装置 
核磁気共鳴分光装置 400MHz Varian 製, 400-MR 型 
円二色性分散計 日本分光製, J-1500 型 
透過型電子顕微鏡 日本電子製, JEM-1400 型 
光照射電源装置 ウシオ電機製, BA-X500 型 
光照射光源装置 ウシオ電機製, SX-UID500X 型 
倒立型リサーチ顕微鏡・蛍光顕微鏡 Nikon 製, ECLIPSE Ti2 型 
実体顕微鏡 OLYMPUS 製, SZX7 型 
電圧印加装置 TEXIO 製, FG-274 型 
  
3. 細胞実験装置  
  
クリーンベンチ 三洋電機製, MCV-131BNF 型 
オートクレーブ装置 ALP 製, KTR-3045A 型 
CO2 インキュベーター 三洋電機製, MCO-175 型 
マイクロプレートリーダー AS ONE 製, MPR-A100 型 
石英ファイバー付きキセノンランプ光源 朝日分光製, MAX-301 型 
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使用試薬一覧 

1. 溶媒  
  
メタノール 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
エタノール 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
ジメチルスルホキシド(DMSO) 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
クロロホルム 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
ジクロロメタン 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
ヘキサン 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
無水テトラヒドロフラン(THF) 東京化成工業(株) 
トルエン 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
重水 (D2O) 99.8 % 富士フィルム和光純薬(株) NMR 用 
ジメチルスルホキシド-d6 (DMSO-d6) 
99.8 atom % d, contains 0.05 % TMS (v/v) 

Sigma-Aldrich 

  
2. ホスト分子  
  
β-グルカン(GL) 甲南大学 甲元先生より提供 
λ-カラギーナン(CGN) 富士フィルム和光純薬(株) 生化学用 
タマリンドガム(TG) 東京化成工業(株) 
プルラン(PL) 東京化成工業(株) 
アラビノガラクタン(AG) 東京化成工業(株) 
ヒアルロン酸ナトリウム(SH) 鶏冠由来 富士フィルム和光純薬(株) 生化学用 
γ-シクロデキストリン 富士フィルム和光純薬(株) 和光特級 
2,3,6-トリ-O-メチル-β-シクロデキストリン 富士フィルム和光純薬(株) 生化学用 
  
3. ゲスト分子  
  
テトラフェニルポルフィリン(TPP) 東京化成工業(株) 
テトラ(4-アミノフェニル)ポルフィリン(TAPP) 東京化成工業(株) 
テトラ(4-ヒドロキシフェニル)ポルフィリン 
(THPP) 

東京化成工業(株) 

テトラ(4-メトキシフェニル)ポルフィリン 
(TMOPP) 

東京化成工業(株) 

テトラ(4-カルボキシフェニル)ポルフィリン 
(TCPP) 

東京化成工業(株) 

テトラピリジルポルフィリン(TPyP) 東京化成工業(株) 
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ジフェニルジアザポルフィリン(PhDAP) 山梨大学 新森先生より提供 
ビス(4-ヒドロキシフェニル)ジアザポルフィリ

ン(4-OHDAP) 
山梨大学 新森先生より提供 

ビス(3,5-ジメトキシフェニル)ジアザポルフィ

リン(3,5-OMeDAP) 
山梨大学 新森先生より提供 

テトラフェニルエテン(TPE) 東京化成工業(株) 
1-(4-ヒドロキシフェニル)1,2,2-トリフェニルエ

テン(TPE-OH1) 
自身で合成 

テトラキス(4-ヒドロキシフェニル)エテン 
(TPE-OH4) 

東京化成工業(株) 

[60]フラーレン(C60) 
Frontier Carbon Corpration ナノムミクス ST
から抽出 

  
4. 細胞実験関連試薬  
  
最小必須培地(MEM, 1×) 
フェノールレッドおよび L-グルタミン含有 

GibcoTM 

抗生物質-抗真菌剤混合溶液 
(安定化, 100×) 

ナカライテスク(株) 

ウシ胎児由来血清(FBS) HycloneTM 
リン酸緩衝生理食塩水(10×PBS，pH 7.4) GibcoTM 
0.5% トリプシン-EDTA 混合溶液 GibcoTM 
CELL BANKER® 1 タカラバイオ(株) 
0.4 w/v% トリパンブルー溶液 富士フィルム和光純薬(株) 細胞染色用 
Cell Counting Kit-8 (株)同仁化学研究所 
フェノールレッド不含 Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium(D-MEM) 

富士フィルム和光純薬(株) 細胞培養用 

Radio-Immunoprecipitation Assay 
(RIPA)バッファー 

ナカライテスク(株) 

  
5. 合成試薬  
  
ベンゾフェノン 富士フィルム和光純薬(株) 和光特級 
4-ヒドロキシベンゾフェノン 東京化成工業(株) 
亜鉛粉末 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
塩化チタン(IV) 富士フィルム和光純薬(株) 和光特級 
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6. その他試薬  
  
水酸化ナトリウム 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
クエン酸 富士フィルム和光純薬(株) 食品添加物 
炭酸カリウム 富士フィルム和光純薬(株) 試薬特級 
硫酸ナトリウム 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
リンタングステン酸ナトリウム 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
9,10-アントラセンジイルビス(メチレン)ジマロ

ン酸(ABDA) 
Sigma-Aldrich 

デオキシリボ核酸(DNA) サケ精液由来 富士フィルム和光純薬(株)  
塩化アンモニウム 富士フィルム和光純薬(株) 和光一級 
1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジ

ルコリン(DMPC) 
(株)日油 
[コートソーム MC-4040] 

1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-グリセロ-3-
ホスファチジルコリン(POPC) 

(株)日油 
[コートソーム MC-6081] 

1,1’-ジオクタデシル-3,3,3’,3’-テトラメチルイ

ンドカルボシアニン(DiI) 
InvitrogenTM 

セチルトリメチルアンモニウムブロミド

(CTAB) 
富士フィルム和光純薬(株)  

シリカゲル 60N(球状，中性) 関東化学(株) カラムクロマトグラフィー用 
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