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弟一章 序曲

Ill.t研究の背Jtと位t付け

生物を柵成する基本単位である細胞に対する､物質のi#人は生物工学の基本技術である｡しか

しながら止伝+治妹や細胞を用いた物質生産等において､細胞内に壊枚やタンパク常等の物質

を串入する手段は限られていた｡

従来の物質琳入鮭としてはウイルスベクター(レトロウイルスベクター等).非ウイルスベクター(リ

ポフェクチン等).喝気穿礼法,リン酸カルシウム法.パーティクルガンといった.細胞群を対教にし

たもの(a)･また･マイクロインジェクションのような､特定の細胞を対掛 こしたもの仲)を科 ずることが

Lu巣る.一般に従*･の技術においては､卵細胞のような大型の細胞を除いて､細胞相 こ対して曲

率的に処理を加えるという手法(a)が取られている｡すなわち､多Jkの細胞に対し､その一部が日

的となる改変を受ければよいという前提で成立しているf一法であり.大多数の細胞は未改変である｡

そのような場合には日的となる処理を施された細胞を分#する必要も多いが.処理u't後にtk能･形

状ともほぼ同一のままの処理.未処理の細胞を分別することは升常に周鍵である｡

また､aJJ､ガラスピペットを用いて･大型の細胞に対して行われるマイクロインジェクション法仲)

11生術者の料紙を垂する技法である｡このため自軌化は極めて閃Jtである他.一般の細胞には細

胞膜の森軟性故にピペットが刺入できず適用不可能である｡

これら細胞処卿 鳩 学･工学において日常的な技術となっている現在､処理の再現性渦 度の

向 Lは非常にJi要な課樹である｡矧 こ生井細胞の処理に際しては 卵細胞が体細掛 こ比較して

各個体から非常に少放しか得られないJt重Ij:辻伝脊振であることを考慮すると.その処理の成功

率が堆術者の技よに左右されるという状況は医学的･工判 り見地から大きな問個である｡
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また.上髭の処理はいずれも､中細臥 あか ､は逆走性細胞のような生休からのJ8Jt･生体-の

再i*人が可能な細胞に限られていたことは無視できない.すなわち.紳良知鳩のように生件と不可

分の細胞-の改変処理はほぼ不可能なのである.

これら沖胞処理の根本的な同居は細胞J#の軌 itを制i+する技術の不l削こ由来するものと考え

られる｡

脚 こ沖胞を破儀する用途であれば､種々の青物が長洲 こわたって検討されている｡しかしなが

ら.細胞死を引き起こすことなく､部分的かつ一時的に細胞膜を破j#するという細胞工学上の要求

に応えるものではなかっlL

方で･細胞の改変による技術発展の可能性はますます大きくなっている｡以下に赦例を示

す｡

1)クローン生物の作成 卵細胞の睦を介してit伝丁を狂人する作動 く必朝である｡しかしながら､

その成功利 ま非斜 こ低い｡

2)C性体を組み込んだ細胞 これは細胞の位且を留先約に制御するための手段として研究が進め

られているものである｡現在､そのような細胞を魁造する妖みは､桜性知歯の磁性体生成並伝子を

卓入†る71鰍 こより行われている｡細胞の大魚生産という点ではこのようなit伝子改変が望ましい

那.鑑別1J速の細胞制 こおいては人工的な良性体を挿入した方が者するgl合も多い｡

3)マイクE7マシン マイクロマシンの典型的な応用期待例u細胞レベルの徹小手術段技である.細

胞レベルでの7-術を行う敏合･蝉なる物理的T=段では細胞膜を切朋するに足る出力が得られない

ことは容易に恕放される.また､界面活性剤等を利用した化学的なJW 崩を利用することも考えら

れるが､破半を制御する上で間組がある｡



4)iI胞t侍･神細 胞の活動屯位を計測したり､t気利光を加える幼合において､基礎研究用の

t博を除く実用屯fiはいずれも細胞外での計耕･刺atの印加を行っていた.細胞外屯睦には､本

来の神技括1削こ関わる細胞Jg毛位(･70-+40mV程度)に比較して､検出される1g号の役弱化

(恥 一社十pV)および神足刺激に必要な屯位入力のLI大(叔百mVが必要)という間堵点がある.

これに対し.仲良細胞内-の電極設置が可能となれば､神経の本来の投屯位と同等の七位計加.

伯東GJ汝が可能となることに加え､電纏と神港の仲報交換が一対一で行えることになる0

5)細胞エネ/L,ギー渡の追加ないし交換 エネルギー変換工乍分野において､人工光合成をEl指

し光鑑屯JJを持つ削 ､な光屯変換兼71の人工膜への配杜の研究が行われている｡これは光屯変

換糸子による起租ノブを股間屯位発生に利用するものであるが.このような微小光屯変換素子を細

胞喋中やミトコンドリア膜中に配懸することで､細胞代別に必要なェネルギーを光で供給することが

可能になる｡すなわち､様々な細掛 こ植物のような光エネルギー利用能^を付加することが可能

になると想われる｡

このような技術の実施性を根本的に向上させるた桝 こは､細胞膜の軌#制御が必要不可欠であ

ら.映破J#技術は前述の通り様々なものがあるが.鮒 立特鮒 )に膜を破端可能な技術は限られて

いた また鮒 立特炎的に膜厳躾を行うマイクロインジェクション裟杜LTt､機械的軒断力に上り無理に

膜を穿孔しているために､細胞が佑つき､インジェクション処用後の生存軸 鳩 いという問題があっ

f- 以上の現状から･峡破J&技術において解決すべきZW lま､稚練的射断力のみによらず､何ら

かの手段により幌を任意に一時的かつ部分的に変性もしくは破J#する方法の朋発であると考えら

れた.

このような鵬 蟻掛 こ必要なのは､破崩鵠所と鞍放生の制御である｡そこで細胞膜を対射 こ､挨

戦地活性を制御可能な膜変性剤を用いた穿孔技術を検討し七 井休的に膜を一時的かつ部分的

に変性もしくは破j#する方法として､本研究においてほリン脂質連依過酎 ヒ反応に着日した
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-魂項放棄やス~バ~オキシドラジカルといった活性汝兼種は細胞株の不飽和リン梅軒を連鎖

反応'r過酸化する(FigllR 1-1)｡それに対し細胞は即 】の抗鮒 ヒ神であるα-to00pherol(以

下cL-tCC.ビタミンE)や､水溶性の抗#化剤である LrascorblCadd(ビタミンC).BuperOX.de

dLSmutbSe(以下 SOD)等の酸化防衛tk紙を持ち､酸化に抵抗する川｡

このような連qI鮒 ヒ作用が酸化肪和能を越えると.膜破♯は指数開銀的に急速に並行し､細胞

膜がイカン透過阻止能を失うため､細掛 土代斯維持が不可能となる｡この適中供鞍か 確 むと最

終的に細胞死に至ることになる｡

光により招性腺兼を生成し.このような脂質連qI過酸化反応のトリガーとなる分子は光増感剤

(PhotoSCnSltrr･Cr)と呼ばれる.一般的な光増感剤としては､ローズペンP/レ､メチレンブルー､ポ

ルフィリン御 く竹 でられるが､これらの増感剤は光村射下､タンパク矧 こ貞則ヒ備青を与えることが知

られている｡

このような光増感剤を膜変化剤として使用することで､El掠となる最′ト限の細胞滋面に部分的に

如 .W ､A;L鎖過恨化反応を起こすだけで膜の変化が可能となる｡しかも股穿孔作美の取に過酸化

反応により価宮を受けた膜は､穿孔後に膜自JJの流動性､また細胞の抗酸化鮒 Aにより修復され

ることが期待された伊'guJV 112).

この技術は細胞膜の他.ミセル.リポソームといった人工脂質膜にも有用可能と考えられる｡また､

膜変性に連射反丘･を利用することで､少丘のrH始反応から大きな変性を生じさせることが可能とい

う特徴がある.

J車研究においては､以上のような問周点に関して検討を行い.細胞工学の発展上大きな鍵を握

る細胞Jm J#技術の新たな糸口を振った

本研究の日的Il･光により生体膜の破顔を制8ILながら穿孔する叢碓技術の可能性を検討しつ

つ､新規光増感剤による細胞族筈の検討を行うことである｡



ニt結合を三つもつ脂肪酸
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1･2bq連研究の進捗状況

I_2-IJJ曲-の肋Tj*入技術

斗胞蜂を介した物質車人の分野で現在成功している技術を大まかにまとめると以下の3種類に

分類さfしろ.

(a)マイクロピペット刺入ノ1-ティクルJJン朋)(tk練的に帳をJl通させる手段)

0)屯先那 L法(C気的衝撃により膜を乱し.低分子を吸中に取り込ませる手段)…

(C)ウイルスベクター等(生化学的下段で細胞内にi一伝+等を取り込ませる手段)(a)

ここでは､本研究に関連した先fT技術として.個々の細胞に適用可能であり､かつ制御性の有る

膜那 LT一段として･(a)のマイクE7ピペット系の技脚5'kついて肺掛 こ記述する｡

なお屯気那 L法については.以抑 ま細胞分散液が処理対穀であったが､付着性特集細胞(6)や､

肝片や皮frといった組鰍 こ対して血按物質を斗入した報仁が出てきているrTB,｡筒先那 L法の穿

孔梢Llの向上や適用範凹の拡大によっては.本研究のR指す応用飾域と魂-なってくる可能性もあ

り.今後の同姓の発展には注目する必要がある.

a)マイクロピペット(微小JJラス菅キヤビラリー)

正徒散ミリメートルのガラス管の中央部を加黙して両伽 ､ら引っ鵠り､引きちぎることでピペット先

端が正怪200ナノメーターはどの直径をt)つ鋭いガラス管キヤビラリーが作興される｡このキヤビラリ

ーを細胞帆 こ見通･刺入させ､キヤビラリー内液を細胞内に注入するのがマイクロインジェクション

である｡



屯気生理実故のための微小屯風 土､このガラス管内矧 こtAF官溶液(通常は 311の塩化カリウ

ム水杏頼)を先攻し､屯擁となる金Jt線(虫塩化銘屯纏等)を入れたものである.この屯庫を細胞Jg

に邦人して.あるいは*胞外に設tして使用する｡

#,J･ガラスfピペットはアフリカツメガェルの卵母細胞といった大型の細胞には容易に刺入でき

るがノト型の細地点には細胞膜の柔軟性.涜tb性のためにピペットが刺入国#であるという閉居が

ある｡また.細胞膜に掛 '先端部を刺入しているため.わずかな振軌 こよっても先端部が刺入鎌の

細胞喋の俳を広げてしまい､細胞が死んでしまう｡そのためキヤビラリーを細胞へ長時ryl安定して

按扶することは囚徒である｡

このような問地点を解決するために､キヤビラリーを経典に動作させるための機器が開発されて

きた.例えば市版の稀輔度ILマイクロマニピュレータ-には数百ナノメーター単位でキャビラリーの

位隈を制御し､細胞へのインジェクション処理を半白th化したbのI,ある.また用途に応じた様々な

キヤビラリー作魁雑や､肝炎uF'Uのキヤビラリーも'f'版されている｡

b)バッチピペット

バッチビべッHま微小ガラス管キャビラリーでは不可能な小g.細胞への物好叫入･電気的按戊の

ために柵光されたPEOL

バッチピペットは微小ガラス管キヤビラリーの一種で､先韓和正径が2マイクロメーターほどと太く､

ガラス管の先姓知の良が加熱処理によりにより丸く加工Lである.先姓部の操を丸めるのはピペット

をa胞に制さすに､細胞膜に密着させて使用するためである｡

′(ッチビベットは細胞膜に先端を接触させた複､ピペット内を凍圧して細胞膜とピペットの密着性

を高めて班別 -るため､細胞との捷鰍 ま非常に安定である｡その安定性から.,,･ッチビペッ=ま微

小屯権として･圭として電気生理実軌 こ用いられる｡′くッチ屯纏の佐用方法には大別して相 加 ;

あるが､細胞全体の屯気的情報を称引紺 法はホールセル′{ッチタランプ(whole･ceup8kh

clamp)法と呼ばれる｡これは､細胞に癒着したバッチ取脚 轍 こ防圧をかけることで細胞膜を毛
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擁内に吸い抜いて､屯庫内と細胞内を井通しa胞膜屯位や蝶屯光をa促 するカ法である｡この坊

合のt楓内ばは■胞内戚に近い絶戊のものがiB択される.バッチピペット先矧 こ蝶が密書した状

kでは微小t榛よりはるかに長時間(故時間以上)a胞との撲虎が維持される.バッチピペット表

面と細胞膜の凍廿性が高くないとこのtt垂としては使用できILい.すなわち細胞とバッチピペットの

抜銘にはビJ<ット衣面が滞沖であることが必須であるため､細胞に対して着用する転に/''ッチビベ

ットは淡い捨てることになる.

撫練的斬新JIのみを用いた既存の細胞膜破j&法は､膜が変形しやすく､流動性に富むことを勘

案すると.決して最良の方法とは考えられない｡すなわち.IIiに即 Jな先規を持つ物体で細胞伊

がJr通できるとは限らないのである.前述の様に鋭利な先端を持ち､強度的に比較的丈夫なガラ

スa'J､屯権でさえも､細胞への刺人が開粁であるという開放を抱えていた｡その解決のためにバッ

チ屯触 ら叫 炎されたほど､膜穿孔法の改良は韮要な杜潜であった｡

細胞吸の写HLの困難さの原田は､胸膜が流動性に宙むリン脂質から叫成されることによるものと

卑損されている｡その紙数性は催糾 こ近いものであり､】970年代に細胞融合の研究の過程で明

らかになっているull4'･また･細胞膜の強度については､各純の削 ､計汎鞍誰の発展によって80

年代初頭に題礎的な研究がなされ仰､細胞膜の強風 こ散qL的な炎づけがなされた｡特に､近年

の走査プローブ瀕微鰍 こよる細胞計測技術{l… の発展は細胞膜の牧は的強度の問増を一層明

klとしている｡すなわち生きている神足細胞表面をbW l嗣力頼故鏡で沸定した研究において,衣

面形状を走jE細注する探針の接触圧力を上げても､細胞刑 場 九を起こすほどの鰍 ま細掛 こ与

えられなかったという報告がある'1.･9･.

1-2･2 光村感触桝による細鳴映リン脂質連鎖過酸化反応

馳 棚 ll細砲股の不飽和ル 脂質を対象に逃gI的に過鮒 ヒ反応を引き起こすとされている

C"l)･このような細胞捌 旨質の酸化による傷害についてIL 動物佃Gt-･組織レベル､あるいはタン
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バク常レベルでの研究が主流である.また.そのAf折については､過鮒 ヒ反応により生成した過酸

化J5耳を併催J&掛 こ測定するか,あるいは組溝の頗兼涌井より追鮒 ヒ反応の進行を間接的に測

定することで行われてきた町20.

光ql感挽淋 こよる活性酸素の発生を利用した研究については､疾薪治まと関連付けられた研究

が多い｡光tI感剤の使用による疾患の治療研究は､ミトコンドリアに対する苛性CL57といった基礎研

究の分Ifから･ガン細胞の殺鮪 CtL277､レーザー光による赦'L物の殺佑C2LZt一等の文節的な応用分

野に至るまで､近年特に報告が相次いでいる.しかし､これらの研究は細胞納接や微生物-不可

逆的な体潜を引き起こすことが主眼となっており,,4=研究の君国するような個々の細鵜や細胞膜を

対射 こした､可逆的な膝破城を唐Lglした研究とは異なるものである｡近年､光昭感織柵を利用した

細胞膜傷割 こ関連する基礎研究として.あらかじめ細胞膜内に拘持させておいた色兼の漏出を膜

佑音の指標として､ビデオ敢微鰍 こよって細胞レベルの光tf9感傷晋を掛梓変化解析した報告がな

された仰｡しかしながら､この方法では細胞暖の佐相過程を把握するのは周姉と考えられた.また､

光照射による細胞(鼻骨の解析にqi気生理央験を適用した研死例は二例を見出したが､それらは

組織を対政にした適m'叫ならびにイオンチャンネルを対故とした基礎研究であっが 193..その他､

値別の細胞破鰍 こ光増感作用を利用した研究も報告されているが伽叫､これらはあくまでも細胞

の機能を軌 け るために用いられているのであり､本研究の君国している細胞膜の詐分的かつ一

時的な軌 #とは異なるものであった.

以上の既存の研究に朋する飼重からtJG研究のコンセプトである､光照帥 こよる較蔽別 働 ま.

纏めて新bL椎の高い研究として佐世付けられるものと考えられた.

1-2-3 光村感剤

本研究に必要な光増感剤の望ましし唯 質としては､以下のような灸件が考えられた
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1)低分子よで天然軌 こ近いI#連を持ち細胞に分無代射されやすい､あるいは細胞より排除され

やすい.

2)励超波長として.320nzDより長波長封に吸収ピークを持つ｡

3)国体B面への件妨材料としての発展性がある.

これらの項目について補足する｡今まで検ぎlLてきた光増感剤による細胞膜舷軌 こついては.細

胞の回復が可能な増感剤の選択がEl要と考えられfL そのため.光桐感剤の選択に際しては.増

感剤臼体のな作が低いことが荊-の桐提粂件であった｡また.細胞文教に光欄感剤を適用するに

は､光鮒射自体によるによる細胞傷害が少ない波長で励超されることが必要であった｡長波長紫

外弟UVA(320･400nm)に比較して､中波長紫外凍UVB(280･320nm)は細胞に紫外崩陣筈を

強く引き起こす波長簡域であるため(361､光増感剤の選択に際しては励起波如 ;320nm以上であ

ることを鮮二のnll挫条件とした｡さらに､光増感機絹による細胞膜蔽城技術の応用を考えると､将

凍的にBg休&面の併称 こ適用可能な光増感剤であることが望まれた.例えば.光増感剤で表面

を蛙耕した甘,J､センサーは､光膜破額技術によって細胞内に挿入して使用することが可能になる

と懸わナ仏｡今後の光鵬 妓技術の発展を考慮し,これを第=_の机鰹条件としも

天然物の光増感剤で･増感捜柵解析 薬理的応用が検討されている一般的なものとして.オリゴ

チオフェンの一種であるaクーチコ- 'L,を科 ヂることが出来る｡この化合物はマリーゴT/L,ド根より

朋 Eされた附従物由来の天然光増感剤であり,天然物を含む様々な誘導体の合成や - ､光増

感の鎖柵AW ･l均､灯ID･ポウフヲ48･･9,やウイルス(叫.皮jf糸状菌(5りi･対射 こした典理葵祭が行

われてきた仰｡また､光化学簾払-の応用の基礎研究が息近報告されている(83,.これらの幅広い

研究の背ACこは･αクーチエニ′レが天然物由来の光増感剤ということが挙げられる｡すなわち､α
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クーチエニ/レをA薬用速写に使用したiA合でも､虎姫-の負荷が低いと期持されるためである｡

.6来水-の捗AF性に乏しい¢クーチエニルではあるが,その着用範囲を拡大するため､様々なt

洪よをgF入することにより水棒媒系でのji用が検討されている(R叫.

また､オリゴチオフェン軒は､導電性高分子の一種であるポリチオフェン合成のモノマーとしてt,

用いられている.オリゴチオフェン類は美空蒸38法や､有機溶媒に棒解した上で溶媒を再発させる

方法により.叔密な成膜が可能であるため､実掛 ここれらの誘事体を兼材とした光屯 池(81岬､電解

効果トランジスター(Geld-eWecttranB･StOr島.FEY)や発光ダイオード OI官htemLtL.ngdlOdes,

LEI))も拭作されている(47)｡

JS研究においては光増感剤として,圭に当研究室で合成されたアミノメチル基をチオフェン供の

両刺 削こ持つ新規なオリゴチオフェン(岬を使用した｡このビスアミノメチルオリゴチオフェン(以下

BOで)はaクーチエニルの訣導件であり､低分7-且かつ未婚のアミノメチル諮により他のαクーチ

ユニル鱗叫体に比較して水浴性が高いことが卿 寺された｡BOT日掛ま新規な分子であり､本研究

FH始時点で光酸化剤としての実掛 まなく､分子の遊脚 平価段階にあったが､"より水熔性の恥 ､α

タ-チエニル系光増感W (53N)として期待するに ト分な可能性があった｡





本肺冒頭で述べた光増感剤に求められる3条件とJiOTの性質の対応について略記する.

】)BOTは頼物由来の光相感剤αタ-チエニルの携事体である｡

2)近年 BOTの類似化合物であるジメチ′レオリゴチオフェンの合成が報告されたP9)｡これらジメ

チルオリゴチオフェンの二塩化メチレン(以下 CH2C12)中での吸収ピーク薮長は 316nm(二

王体).36LInn(三主体)､397nJD(四量体)であり柵.BOでI,同様に紫外髄坪に吸収ピーク

を持つものと期待された.

3)金と親和性の和 ､チオフェン界PBÒ1せ持ち.BOqlは吸都 こより金電擁表面に容易に修飾可

能(耶Jと)gl持された｡また､先に述べたオリゴチオフェン櫛の成帳製の高さも､将来的な由体表

面修飾-の発展性上､有利であると考えられた｡



1.3本研究のEl的と意義

本研究の目的は･光畑感剤を使用した月胞蜂の蔽J#制軒の可能性を検討することにあった.具

件的には､}:然の光村盛期である¢クーチエニルの妨事体 BOT を対射 こ､*胞は妨害への着

用を軸として､J30Tの段階的な鞍蓮解析を行った.

1･311爽■のM成

木研究の目的は.細胞への物質堵人を最終日摂として､光増感剤として新規なオiIゴチオフェン

を併用し､細胞膜の破煉程度を光によって制わすることにあ･?た.そのための実戦は.以下のよう

な段階によって行うこととした.

8)Jk溶性の光増感剤をFnいて､対故となる細胞全肘 こ光増感剤を接触させ､光照射に伴う細胞

膜悌'Gから修復までの過複を計測する｡

b)細胞へ鮒 立件兇的に光増感剤を作用させることで､外部より何らかのマーカーを細胞内に導入

可能であるか.また革人されたマーカーが保持されるか礼讃する｡

このような掛 こなる実軌 こ加え､光増感剤の特性のAYqr実験を加えた｡文数内執 ま以下のよう

に繋釣される.

1)新規80T筋の特性解析

2)迦択された光相感剤BLITのiI胞鵬 せ効果の解析 一前述のa)に相当する文教である｡

3)BAT鵬 J#扱柵の解析

4)BAT帳破滋を利用したマイクE,インジェタカ ン ･前述のb)に相当する実験である.



&研究においでは､細胞際aF等の評妬手段として.屯気生理実戦を選択した.屯気生理尖鼓

は､リアルタイムで細胞段抵抗･片電位･拝t光を計測可能であり､細胞膜の破iA.任複の道程を

追跡する目的に話した軒功臣であった.

また､光増感剤を実掛 こa胞-の物貿叫人に使用する実験としては､マイクロインジェクション

睦を遭択した｡光増感剤は細胞に対しては等物であるため､少ない光増感剤で効果的に細胞J*

破J#を生じさせる必要があった｡もっとも倫便にそのような英5tを行うには.光増感剤をピンポイント

で*胞膜に作用させることが適当と考えられた｡マイクロインジェクIh ン法においては､インジェク

ション用キヤビラリーの内液に光増感剤を添加することにより､キヤビラリーが細胞帆 こ投出した部

分のみ､光増感剤を作用させることが可能であった.

また本研矧 こおいて､光増感剤を作用させる対象としては神経系射 ヒ細胞 PC12を選択した.

これは光増感剤の細胞膜傷害の評価法として屯気生理実戦やマイクロインジェクション汝を用いる

ことを考息すると､これらの爽教法による知見の着用のある神経系の特集細胞が実験対敦として適

当と判断したことが理由であった｡

ラットクロム親和細胞腫bheochromocytoma)である PC12細掛 11976年に Grecneと

T.8Chlerに上って柵立された'63㌔この細胞の特徴は神経成長因子(Ner･vcGrowthFactor,

NGF)の添加により･神経類似の細胞に分化する点にあり-6.'､中枢神泉細胞のモデルとして並碇

研究から･細胞センサーといった応用研究まで様々に用いられている.6866,.

また､本研究においては､強力な紫外光振により､放抄～故1秒mの矧時間の光照射による細

胞Jf鮪'Eを珊定する必要があっfq それらの条件を定点的に検討可能な光源として.第三章では

アルゴンイオンレーザー.第四辛ではエキシマレーザーを利用した.1舷に光増感剤の研究にお

いては･紫外蛍光灯や水銀ランプ､-｡ケンランプ等の非レ-ザ一光瀬を用い.敦十分から敦日

111位での光剛 IQ)別 Fを解析したす例が多く､JF研究で試みたような砂～数分畔位の光照射実

軌ま､光増賂剤の研究としては類例が少ない｡
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,6研究の昔鰍 ま･細胞工学から医務工学の節蝶において纏めて高いものがある｡近年の半年体

プロセスやマイクロマシーニング技術の連射 こより､各種マイクロデ′くイスはサブマイクロメーター

農の人ささでtI々 な織能を実現している.その用途として､掛 こ医療工学を牧野に入れた細胞レ

ベルのセンサーデバイス-の応用が期待されており.実l削こ細胞外に改正する鞍′ト撮器につい

ては嫌々な報告がなされているtJJq｡しかし･そのようILデバイスを細胞へ払み込もうとしても､現

在の*胞Jg破Jl技術では雑み込みが不可能である｡本研究により推進された薪規な細胞膜穿孔

技術のまさに延長&上に､そのような細胞レベルでの生体Itk苫按枚を可能にする技術体系がdE

立されるであろう.

FipJt,114ラット クロムt和ti■曲J(Pho∝ hromocytorTla)PC12



I-4本■文の柵成

木B文は六章より捕成される.本旨文の第二手では､新規ビスアミ/メチルオリゴチオフェン額の

基礎的な特性のAf折結果をまとめた｡

節三号.第四JFでは､第二章の結果を元に光増感剤として選択されたオリゴチオフェン BATの

*胞-の着用についてまとめた 第三章では屯気生理1!軌 こよりBATの PC12細胞に対する

光増感作用について検討を行った結果を記述した｡邪四革では､ 娘的な膜岱書の辞林法であ

る乳欣脱水#(lactAtedehydrogcnase.LDH)検出払を指だとした､BATによる光細胞傷害の解

析結果についてた述した｡

那玉野では､BAT映破城を実掛 こ細胞への物質導入に応用した､光増感マイクロインジェクンラ

ンの結A-をまとめた｡

窮六軒 上紙論であり､本論文の総括を行った｡



第二辛 ビスアミノメチルオリゴチオフェンの基礎特性評価

2･1 轄首

オリゴチオフェン矧 土浦 乾性高分子の一種であるポリチrフェン合成のモノマーとして近年注

EIされている｡これらオリゴチオフェンに対し､屯子物性の改変,結晶作や分子の安定性の向上等

をEl的とした各種の社旗益の帝人も訳みられており､美麻にこれらの凍導体を顛材とした光屯池

(qq､棚 効果トランジスター(丘eld-eqecttrans18tOr8･PET)や発光ダイオード(llghLemlulng

dlOdea,LED)も武作されている即 ｡

オリゴチオフェンについてはこのような導電性高分7-材料としての機能の他に､光増感剤として

の繊恥 ある(部一章1･2-3参照).三丑体オリゴチオフェンの益本分+廿格であるQクーチエニ

ルは縫物由来の光増感剤として申推されたもので即､典型的な光糊感剤の一つとして)97昨 代

末以臥 数々の誘半休を含めて光増感牧柵の析折.薬理面での応用が検EltされてきTL Lかしこ

れらαクーチエニル妨媒体の多くは水-の軒解性が低く､その用途もアルコール等の有捷辞姓に

棚 した形で殺虫矧 こ用いられる乳 限定されてきたIq.この様な背且の元で､主として光化学旋

汰-の都 陀 扱,fに入れた- 他の- αクーチエニル誘鮒 の合成が望まれていたのである

IL)7(I
本約 ま･新船 こ合成されたビス7ミノメチルオリゴチオフェン(以下BOT)の一土体(以下BAB)､

三輪 (以下 BAT)､四生体(以下 BAQ)について､舶 来*Jこ使用可能か､3TifyTTつた括3R-を

た逃した.

光槻 剤として温択した BOT 虹 六iFらにより水溶性がか 琳屯比和 )+モノマーとして新規

に分相 計･%成されたもので､合成と平行して榊 に妃述した特捜解析実鼓が行われた(5q.
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80では､光巾薮神としての可能性は未知であったが､他のoクーチエニル携草体に比較してアミ

ノメチル基による水溶性の高さとaタ-チエニルに類似した光村舶 能を併せ持つことがJq持され

ていた..

これらのtiOT頚を細飽実戦に着用可能か･検討を行った 具体的な検討項目は以下のようにな

った

A)BOT席の水筋性の検?寸と併せ吸収ピーク波長の測定を行い､励起波長がjJ胞夷軌に遺すら

ものを選択した_

b)細胞突教に際しては､生体計測において重要な中性(l'H≡74欄 域での BOTの解#状態を

把朋する必35Lがあった｡そのため BOT 二塩酸塩を対射 こ電位差滞在実･教を行い､解群定数

を水めた｡

C)細胞共牧mに選択したBOTが光増感作用を,vl;すか､.和 文敬を行った 実*においては,水

耐性抗鮒 ヒ剤 rrblox-C17りとtlATを等浪度含む水倍液系を肘掛 こ､光照射および 13Arrの有無

によりどのように抗鮒 ヒ剤の浪度が変化するか洲定を行った.

なお耶-#()･2･3)にか て､tiOTの成膜応用性について述べも 放映用に用いるBOTとし

ては､水府削 】でのJAの維持を考慮すると､水特性が低いことが望ましかっ7t.そのため､上記の

灰索の過振で判明した低- 牡 BOT について･A空瀬音による蚊帳を試み.LW 一間力顕徴銘

(Atom)cForteNlLCrO8COPC,以下AfM)によって膜&両形状を測定した このAFM判定は､水

掛軸 求められる如 白実験用 JIOTの解析には正接は糾 しか ものの､今後の成膜応用-の

知見を称るEI的で BOTAWrの一男として行っfL

2･111光村感作JIlの模村

紬 化刺¶O-oxICは･α-to叩 herol(以下山帆 ビタミンE)のアルキル郎 粉 をカルボン酸に

t凱た相 性の高い- 体で･細胞涙透過軌 高いとされている｡nolox･Cは活性敵組 を
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挿耕し･白身は汝化され･消★される｡そのためrTbJox･Cの■度を測定することで､Z10Tにより活

性裁#種の生成が促進されているか･知見を御ることが可能となる｡なお Tblox･Cit度のiM定に

はt気化草検出廿を装付した布達練体クロマトグラフィー(以下.ECD-fTPLC)を用いた

また80Tが生成する活性酸兼矧 こついての知見を得るため.各種の特典的な活性蘇葉捕横刑

の軌 】によりBCrr存在下でのTmlox-Cの約才が抑制されるか､比較実敦を行っt.活性鹸業種

には.一韮項汝兼､退鮒 ヒ水丸 ス-ノミ-オキシドラジカル･ヒドロキシルラジカルといった稚魚が

ある･Tblox･Cl判官性酸素篠全般を捕軋 柑 するために･JIOTが光琳州 こよりどのような活性

肘 縄を生成した結紫･rTto]ox-Cが消井したか判断がつかか ｡ここで仮にTro)ox･Cと､特異的

に活性敢紫を捕那 ~るft薬Aが共存している狙合を考える｡談兼Aを含まか 対伸銅に比較して､

糊 A存在下でBOT由来の活性酸素楓 こよるTrolox･Cの糊 が抑制されれば､この抑制農は

糊 ^が捕耕した活性酸素種の鼻を反映しているものと推舶 れる｡このようにして活性酸楽種の

棚 についての知如 判 られるものと考え･以下 A)～d)の活性酸紫捕凍剤の彫Vを検討した｡

A)-7ri項酸楽揃碓刺 ヒスチジン

b)過鮒 ヒ,k捕推測 カタラーILJ

c)スーパーオキシドラジか レ糊 剤 スーノー オキシげ ィスムターゼ(SuperOX)dedLSmutabe､

以下SOD)

a)ヒド叫 シルラジカ′レ糊 剤 ジメチルスルホキシド(dLmClhy)8ulroxJde､以 FD̂1SO)

これらR薬の軸 および適用頚度については.論文何および戚書Pわを鯛 にLfq

細 鮒 した活性- 捕- は･- 対跡 BOTとnolox･Cを含む畑 練であるため,畑

媒系で舶 可能であるものが遵択された｡一朗 郎 糊 剤としては､一帥 こはベータ如 チ

ンが用いられるが･ベータカD3-ンは捷- - 性が低いため･こ今回の実射 こおいでは代配 し

てヒスチジンを佐用した
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2.1.2JF子巾^半枚暮に上る丘形状aQl定

原子間力Bi汝鍵(AtDthicForceMLCZDBCOPe･以下 AfM)は､微小な探針でd:按的に対象の

衣面を圭庶し酌 tlけ る走査プローブ顛鼓*(SanrungProbeMlcrDSCOpe.以下 SPM)の一種

である.*初の SPM 挽野である走査トンネル顕後免が主として尊宅性拭料を対射 こサンプルの

表面の屯錐の決れ易さを指掛 こ画像化する原簿鏡r70であるのに対し､AFM は微小な針状の走

亜プローブの先舶 ;サンプル表面との相互作用により反発.あるいは吸引により変形することを利

用し､B面形状を洲定する顕微鏡である̀75).ネ研究において使用した AFM は光てこ方式と呼ば

れる方式を採用している･これは走査プローブの梁にレーザー光を剛 IL､その反射光の変位を

走凍7'ロープとサンプルの相互作用の軌さの括ほとして.一定のブE卜 プ抜出D=力で形状洲定を

fTうものである(FJgure2･3).

LaserBeam

く主 , Z

)

ー Ⅰ〉】ezoscam1er

angleofLref)ectlon､7､､

FLm 213 光てこ方式片子Fq力敢故* 横式図 ㈹

柵 こおいてはAFM により･オリゴチオフェンBAQの兵空舶 股の炎面形状湘定を行った籍

矧 こついても紀逃しTL



2-2爽●

2-2_IPt兼等

8AB,BAT.8AQは六車らにより合成･提供されたものを任用した(8g｡

以下の洪兼については市販品を任用した｡

水♯化ナトリウム(以下 hTaOfI.SIGhlA)

フタル酸水薬カリウム(STGMA)

塩化ナトリウム(以下NaCJ,SJGMA)

塩酸(以下 HCLSIGMA)

高速液体クロマトグラフィー関連拭兼

メタノ~ル (以下 MeOll.ナカライテスク)

Trolox･C(Fluka)

組 来赦ナトリウム (以 卜NaC10小和光純井)

2･212使用8L磐

吸光光度計8451AdLOdeaTraySpeCtrOphobmeterrHcwlettPACkArd)

蛍光光度計 NALES700 (堀壌制作所)

pHメータ-00し50,DKX)

相 計RAD10METER365nmp,obe装倫 (tJVX)

212-2-1 満連液体クロマトグラフィ-

カラム spELCOS比 LC･18(SPELCO)

屯気化棚 出鞍 SH]SEIDONanospaceS日 揮 生堂)
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ポンプ PU･980(EI木分光)

デガッサーNカラムオープン C0-965(日本分光)

クロマトパック C-R7Apulse(A津‡削乍所)

2.2･212光J*点瀬見Ji:光涙

パルスエキシマレーザー光蔽 LPX200.XeCJgasO･ambdaphy8.k)

入=308nm)Ica130-20mJ/pulse･Pu)seDurAtl0n100n8･max20Hz(16-025Wcrn･1)

光照射面榊あたりの出ノ)については･照度計の実測値を掛 こ以Tのように井出した｡

エキシマレーザー光は柾 7mm 横 23mzn樫腔の長方形面に剛 寸され.その面跡 目 61

cm7となる｡100mJ/pu)scの塘合を例にすると･光照射面称 ま161cd12であるため､面頗あたり

光JtIこ換井すると62JrnJcn12.20日之発振時の鰍地 力 L24W cm.】と井出された レーザ

ー出ノ)は脚 キレ一g-'-装臥 帆こ盛示されるため･この炎示出力朕をiEにkL人出力値と同軌 か

計井を行って･必軌 光卦 こ柵当するレーザー発振阿数を選択した｡

2･2･2･3吏壬プローブ坂散*

走&プローブ軒微鍵棚 NAnOBCOPe叩 )gitAHn8trumentB)

軸 プローブ剛 鏡スキ叶 やpeJ(Dlglt8日n8trUmentS)

吏壬プローブ TypeS3G31､315L125(N- OBenSCrS)

2･213Jlけr吸収ピーク波長のaI定

BOT二壇鰍 ま鮒 水･BOTについては二塩化メチレン(以下 CT12CIJに適宜溶解し.

それ伽 の溶媒.Pにおける吸収ピーク波長を吸光光度計に上り淵定した｡
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2-214 水辞汝中における*+定鼓の井出

BOTを細胞突etに供する前段階として生体

計ボにおいで玉章IL中性(pH ≡74)領域での

BOT のAF■状態を把握する必要があった｡

BOT 二旋酸姫は二bFの酸であり､水軒液中で

Fl即 re2･4に示した様に二段軌 こAfXするこ

とが千心された｡なお t(卜K.は各平衡状他に

おける解AE淀散である｡

文節の測定に際しては､水斡性の低い BAQ

を除いて､BAB二塩酸屯とBAT二塩酸塩につ

いて.pHメーターを州いて25℃で清定を行い､

各定数を求めた｡

8AIi被検定練は10mM20m)lを折製､検定

H,N-鞠 NH;

KI俳 +

H2㈱ NH;

K2H1㌢

Hが｣聖
練50mMNAOIl(フタル酸水兼カリウム倍液 5

F-guTe2･4 BOTAfJt維*

m別により傍泣所)により済定測定を行った_

B̂T被検定液は 5mM20mlをaI典.検定

紬 mL川 AOf7(フタ′噌 水井カリク- 液 5m入4により軌 絹 )によ｡清定軌舶 ･行った｡

抽 BA臥 B̂ rr鵬 - のイオン強劇 は NaCJの浜加事よ りⅠ=0.09に■軌 75.



2.2.5h loI-C赦化実●

96ウェルアッセイプレートの個々のウェルに､妓検波として2p̂日 blox-CPBS剛 を200pl

嵐如しtTLdわ ル中の披挨練に対し･エキシマレーザーで改定した光Aに連するまで光照射を行

った上で ECDIHPLCにより､絞中のTro)ox･C浪度をa促 しfl このようにして得られたTh,一ox.

C汝Llから･光照射生と恥olox-Cの酎 ヒについて･光Jt感剤BATの有無､および以下の活性強

弁拝顔刺の添加による形IIの解析を行った.

光増感剤 B̂ T 2pN

一武項鹿楽捕獲刑 ヒスチジン 10I..M

過酸化水捕if剤 カタラーゼ 1000un.t8/mJ

ス~パーオキシドラジカル揃頚剤 SOl) 】ooounlt8/ml

ヒドロキシルラジカル捕鎌刺DMSO 100mM

上伊LC恕姓机成

lleOH60%(V/V)恭宙水50%(V/V)､50mMNaCIO .

2-2-6X全点暮群の盤面形状al定

BOTの成Jr性lこついて･水掛 軸 低い BAQおよび B̂ Q二垢組 について鼓室蒸着膜を作

成し,AFMによって挨&面形状の加定を行った

BAq･および BAQ二蟻酸姓の成蝶は以下の条件で行われfl

牡鹿cal80｡C･気Lf 7x)OJPa.JW 100nm

棚 粗 こは棚 の2インチ径雌 品シリコン基盤を用いた

なおAF̂川 - - 下､タッピングモーr･mJ､走- - 一辺 加 納 で洲舶 行った



2.3勝夫

2-allBOT吸収ピーク汝長のわ定

得られたビ-クの-Xを Tbble2-1に 示す.判定の結果､8AB の吸収ピーク波長が 310

nmと･中波良紫外毅 UVB(280･320rim)領域内になることが判明した 中波長紫外鰍 ま長波長

紫外鞍UVA(320-400 nm)に比較して､細胞に紫外JB畔害を強く引き起こすため(第-辛1.2_3

事冊).細胞実軟に適用するにはBABは不ia当と判断された.

また､BOqlを細胞に着用する掛 こは高い水溶性が求められる(妨一章1･3-1歩軌 一連の吸

収ピーク洲定の過程で､室温25℃においてBABは 10mM､BAllは 5mM i*LRの水軒液を珊

魁できtLl 一方.BAQは最大で04mM粗度しか水に軒解しないことがわかっ7㌔

以上の掛 白,および生体に光傷割 こ関連する研究がチオフェン三見体で水中的に行われてい

ることから(那-81-2･3歩即 ､BATを細胞実数に適用することとした｡このBATについて,吸収

スペクトル測定を行った結果をFl即代 2-5に示すoBATは中波艮紫外線敵城から長波長紫外蝕

敵船こわたって唆収を礼 も なお･参考までに FIP IC2-6に波堤360mmで励起した場合の

BAT蛍光スペクトルを示す･BATの息大蛍光ピーク波長は437nmであっ7㌔

rrAb)e2-1 80T魚吸収ピーク汝&

359 394
amlne

- h kCトbCb 320 367 4里.

(nm)
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2,3128A8､RATの相 中における群■定散の事出

水再任が低い BAQを除いた BA臥 BATについて･済定実鼓を行った 縛られた群定曲鼻を

FLP Jt2-7 に示す･BAB二度単軌 JIAT二塩酸卓の両か こおいて.窮 1当Jt点､第 2当士

点射 こ明捷な変曲点は削 'られなかった しかしながら･pR:.--logK,～pぺ,-1ogR;であることか

ら･この曲集より･pRll､P屯 の皆はBABにおいて約 8-9､BATにおいて比的65-75と横井

され7t･BATは酸性からpH75複度まで水に斡解していたが､溶液をさらにアルカリ帆 こ変化さ

せたところ･次邪に紫色いコ｡イド状の折出物を生じた｡

2･3-3Troloz-Ct*化実■

光点とTYolox･Cのi*度の対応について､ECD-HPLCによる測定を行った絶取を Fl印柁 2-8

に示す･なお洲定の籍果･nolox-C濃度が 02Jlhl以 卜の朝域についてEま.光卦 こ逆比例して

Trolox-C浪舶 はば庇巣的に減少して行くことが判明した.そのため､この領齢 こおける光量と

恥 lox･CaJRのrA休について･近似した-次式を回申に糾 した.この 一次近似式の傾きは光

剛 批 伴って･エキシマレーザー光凱 Jcm-2あたりの頗化された1ゝoloxIC講座をRしている｡

湘定の拓北･ltolox･Cは8ATノ緬 加の48合に 1Jcm ,あた｡007岬 鮒 ヒされたのに机 ､

BATを添加ルた48合には ユJcm-2あた｡0･8uM鮒 ヒされていfq

また､恥 】ox･Cと8ATを含むサンプル軌 こ対し.光剛 ほ を-ii･L-Lた条件で､レ.･ルスあたり

加 lパル袖 たり約56mJの光を60バ′レス､他方はrW ]24mJの光を26-27′{ルス照射し､

どちらも棚 引JLは 21Jcm2とした･その- ･光強度が則 っても鮒 光圭が乳 ければ､

8ATに上ってほぼ印 度の 149岬 Trdox･Cが酸化される鰍 が得られた｡

故 BATの生成する- 敢兵権の検討のため･Tb)ox-Cに加え細 の離 剛 梼脚 の添

加を行った結鵜 F1- 2191涼 す｡光土21Jcm2において､rTblox･CはBAT純 下で
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約 15pN 赦化された これに対し､SOD添加を添加した甘合は恥olox-Cは約 12pM鮒 ヒさ

れ･#化は若干抑制された･その軌 ヒスチジンおよびカタラーゼでl畑 制が認められi･､DMSO

ではThlox･Cの酸化が約 16p加 に増加した
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0 1 2

標準塩基(NaOH)の当量

Figure 2･78ABおよび BATの*定曲■

pK..,pK_Ica8-9lBAE))6･5-7.5(BAT)
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:乱打光JtならびにBAT添加による差

Sunple 2PMlbloIC.2什MBAT.pH74byPBS



Table2-2 ♯外書ilJlとBATによるTrolox-C幹化とのBtCt

LightDose(mJ/pulse) 56士4 124士8

PuJseNumber 60 26-27

Trolox-Cconsumption(pM) 1.49士0.09 1.49±0.06

LaserFrequency20Hz,TotalLightDose2.1Jcm12

サンプル兼 2PMTroloxIC.2pMBAT,PBSでpH74にPf集

光暮 パルスエキシマレーザー L:308nm
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2_3-48AQおよび BAQニ盤鼓生のJt空兼fJtの東面形状満定

水溶性の低かったBAQについては､BCrr意による固体&面捗肺-のiA用性を評4するため.

大空燕jrによる位族と､その表面形状の沸定評書を行った

叫結晶シ1)コン基盤･同基盤上に蒸着したBAQ~塩酸塩膿､および同島盤上に蒸着したtlAQ

蝶について､科られた膿の東面形状を FlgtJre2･10に示す.ブランクとなるシリコン申結晶基盤

はBAQ后の形状沸定に対し十分な平滑さ僻 牧内の射 出 S的 lnmの範鮒内に収まっている)

杏,Ir'す画鰍が得られた(a)｡この基盤上に成膜を行った幼合､約 Inm以上の虐tRが棚定された場

合にJL 対粂となる膜に特有の表面構造の反映であるとj;えられた.軌定の親米､蒸耕された

B̂ Q =塩酸塩膜はアモルファス的な不定形な形状を,-rtしたO').一九 rJJ鰍 こ!'&好された BAQ

螺は･馴 ら的な多数の-/ロックの集合からなる形状を,-I;した(C)｡また.B̂ Q臥 BAQ二塩酸塩帳

ともに･ブランクとなるui削 占シリコン基や表面に類似した形状の細分は見出せなかった他,猟定

した1pm凶ガの飾域において､膜&面の高低差はBAQ二塩酸塩膜で45nm以内,I)AQ帳で

10mm以内である結火が得られた｡





21 年ホ

BOTの墳収ビ-ク沸定の結果.BABの堺収ピーク波長は細胞に紫外bl叶等を強く引き起こす

中波長紫外扱UVB(280-320tlln帰 城になることが判明した.また､室温25℃においてBABは

10m帆 BATは5mM 8度の水持液をZIl製可能であった一方､JlAQは浪人で0_4m̂ 1程度し

か水に溶解しないことがわかっfL これらの結果､細胞実軌 こは三JL体BOTであるBATを選択し

た(213･1歩鮒)｡

解群論定夫軟の括弧 BAB二塩放生､DAT二塩酸塩の両方において､那 1当焦点､第 2当丑

点共に明恥 ヒ変曲点は削 ,られなかっfL これは Kいtqが接近した臥 すなわち J(.JTq,の位が

looJC洲 こILっているためと推定される 7̀8)｡ また･pR:I--logKl､pJql--IogJ(,であることから､こ

の曲線より･pぺ ･･pR1,の他まBABにおいて約 8-9､BATにおいては約 65-75と横井され

た｡これらの似 ま典型的な脂肪酸ジアミンニ塩酸盤である､エチレンジアミン/ヘキサメチレンジア

ミン~軽鍵盤の対応するpRll(pRlJはそれぞれ 708(9189)および983(1093)である(イオン

艶歴 o1､25℃)17qことを考Ltすると･解推定数の比伽 ､らBAB､8ATは､エチレンジアミン/-

キサメチレンジアミン二姓僚塩に比較して軌 ､酸であるといえる｡また BAT水棒液は第2当量点

pH75以降アルカ州 で次矧 こコロイド状の析出を生じた これは鵬 触媒においては二価カチ

オンであったBArrがアルカ順 域では完全解#して屯FTを失ったために､実数条件である5mAl

tlATの高iA座下では析出したと考えられた._

触 細 用に溝択した BATが光増感作用を示すか､抗酸化剤の酸化を棚 に粕 を行った

その枯巣･水馳 抗鮒 ヒ剤 Tblox･Cの光照射による鮒 ヒは､JIAT末汲加の甘食では lJcm -2

あた｡o･oTPlであった一方､BAT存在下では08pM と机 1倍胤机 た これは BATが光熊
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41により括性酸群棲を生成し,Tblox･Cの貞削ヒを促進したためと考えられた これはすILわち､

BATが光Jt感鞍能を持つことを示唆するものである｡

また.Tbtox･CとBATを含むサンプル練に対し､光照射tを一定にした灸件で.1/くルスあたり

のレーザー光の強度と､照射パルス敦を変えて同様の芙鼓を行った若菜.光強射 場 なっても凧

1拙 JLが革しければ､BATによってほぼ同濃度のTrt')ox･Cが酸化される結集が得られた.この結

果は.ZIATによる1blox･Cの消斉がレーザー光照射による勲的な反応ではなく,光反応に起因

することを支持するものである｡

さらに.いくつかの特異的な活性酸素捕穎剤の添加による 'ⅠbLox-Cの酸化の抑制を指ほに

8̂Tの生成する活性放棄篠の検討を行った.しかしながらSODによってrn,o)0,,Cの酸化がの若

干抑制された以外は､明確な結果は得られなかった｡′什olox-Cの酸化の抑榔こSODが若干有効

であったことからBATが光剛 寸下でスーパーオキシドを生成していることが示唆されたが､これは

a.ク~チエニル肪耕鰍が水砕蚊系においてスーパ-オキシドを生成したという報L｡k-1qB･叱 対応し

ている可能他がある.既存の研究においては､tlATのJLになった cL.クーチエニ/L,およびその折

叫肘 こおいては一束項酸素の発生が主要な光村感性絹であると.."報告されていることもあり,

D̂Tの光増感稚LAIこついては､今後の換対が期待される｡

BAQおよびBAQ一塩鹸塩の蒸着膜についてjLF九佃 定を行った払果､JîQ二塩酸垢椴はア

モルフTス的な不達形な形状を示す一方､BAQ膜は結晶的な多政のブロックの如合からなる形状

を示しも このAFM淵必 こあたっては､BAQ二塩酸別 典､BAQ校についてX線回折､X線光

亀子分析 O(-rayphot舵1ectr- 叩 eCtrO8COpy,以下XPS)､紫外～近赤外分光分析による軸定

が向即 行して行われた叫･これらの解析の結果･BAQ､BAQ一塩酸塩とt).棚 処矧 こよる化

合物の棚 は見出せなかったこと･また BAQ二塩酸塩帆 こおいては脚 J的な柵速が認められな

い-九 BAQJ#fま御 伽 な属- 進を示す縦 が得られた この BAQ膜については､BAQ分

了がチわ ェン釣の冗屯子系同上が- する形で基盤上に正札 ､膜絹 には BAQ来場のアミ
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ノメチル基が*LiIしているという結果が得られた なおこれらの分光湘定用のサンプルにおいて用

いられた蒸着基盤については･各軸掛 こ舌合する鰍 こ､近赤外分光測定では臭化カリウム､その

他は石英スライドガラスが用いられた･これらの題盤の費面形状によってはJ*のマクロ納者は異な

っていると思われる｡しかし･本研究で渦定したや結晶シリコン上の蝶が､基盤の平滑さから35点し

て妹の本来の形状を示しているものと考えられた.

これらの分光学的な軸定によって得られたJ3AQ二垢酸境膜恥 藍の不朋 雌 .および BAqJ更

林道の及別働 こついての結果は･AFM による鵬 の線盟を支持するものであると考えられk._ま

た､形状湘定を行った1pzn四方のgi域において､映衣面の高低差はBAQ二姓赦塩原で45mm

以内,B̂ Q膜で 10nm以内である朗 さが得られた｡これらの脚 が 100nmであることを考慮す

ると､姑盤&軌 ま全面的にBAQ二境膜塩､BAQに律われており､その膜&面はナノメートルレヘ

ルで平滑であることがあることが示された.

以上の結果から･BOrr類を戚膜して使用するための基礎的な知LLが即ちれた｡

糾こBAQ膜については膜面州 こおいて乃電子系同上が壌触していることから稚気伝導性が期

待さ11るほか･液面にアミノメチルB;をt)つ均-性の高い- な削 り乍成できたことから､今後の

有脚 屯断 仇 ての応用や､アミノメチルA･を介してBAQ帆 こ群蛸 を結合させるといったセン

サー方面-の応用がJ剛キされた｡

215 括甘

柵 こ合成された BOT 二生体(BA臥 三基体(BAT)･四生体(BAQ)の特性を和 しtL BOY

の相 即 における吸肘 -ク測定の結果､BAT畑 AQではそれぞれ 359.391nm の長波長

軸 井tJV̂ (320･400 nm)- にビ-ク波長を持つ一九 8AB細 胞に鰍 糾 雛 5i(引き

虹 ナ中&･長- 奴 uvB(280-320nm)91眺 ピーク波蝕 持つことが判明した｡軌 紬 2

5℃においてBABは 10mM､BATは 5m- 度の水- 杏- 可能であった一人 BAQは
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k大で04m14程度しか水に溶ポしないことがわかっlL 以上の結集から､細胞岱嘗突放には三

A件であるBATをig択した.

BATの水群媒系での基礎物性を検討し､滞在非鉄の好叉から生体計軌 こおいて粛重な中性

(pH≡74)中城で8ATは啓液として使用可能であることが示唆されfq

l また､BAllが光増感作用を示すか評価するため･光照射丘および DATの有無によって抗酎 ヒ

剤竹OloxICがどの軽度酎 ヒされるかー比較洲定をfTつた その結果､TbloxICはBAT未払加の

gl合に光点lJcmZあたり007Lll順 化された一方で･BArr存在下では08p加 と約 1】倍多く

赦化された･また､光強度が異なっても照射光具が等しければ､BATによってほぼ同濃度の

rrtolox･Cが鮒 ヒされた･以上の結果からBATが光肘射下で活他酸素機の生成を促進する､すな

わち光糊蝦作用を持つとことが示された｡

以上の鈷巣から･B̂rrは細胞膜破蟻剤として使用可能であることが示唆さTut.

なおBOT四主体であるBAQについて臥 床空蒸着による成峡を行い､舶 形状の湘定を行っ

た 原+rU】力耕微妙 こよる軌如 ,ら､BAq膜が削 も- を持つこと､その瞬火面は lpzn2あたり

高低削 Onm以下で平滑であることが示され､今後の剛 を- 上でのBOTの適用が榔 寺される

総見が得られた.
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第三辛 光牌射によるBATの細胞膜破濠の評価

3-1経書

娘に生物は光照射により笛等を受けることが知られている.そのtk補は生剛 】の,欄 干系を

持つ分7-が光励起され･各種の酸化傷害を引き起こす活性酸菜種(RCactJYCOxygellSplceB,

以川 OS)を生成するためと卑えられている120)｡光増感剤恥 otosenSItIT･er,以下PS)とは､光に

上るROSの生成を促進する物質である｡

aクーチエニルは植物由来の光増感剤として知られる分子で即､マリーゴールド等の雑物白身

が昆虫から身を守るために2次代糾物として/ほ すrJtされている.αクーチエニルの光触感機柵

については･主に3Ji状態のQクーチエニルが高い収坤で一皿堺酸#を発生させるためと解析さ

れている44211)･このQクーチエニルはその- 帆 人工合成されr3,Jq､ポウフラ､姐血.カビなど

駆除に利用され･その鵬 と光速性の関係についての数多くの報告がなされている他､最近では

光縦 O'hotdynLLmlCThcTApy･以下PDT)としてガン旺臥 皮耶 棚 .HLVの殺傷にも利用さ

れている｡このようにタ-チオフェンとその類似化合- 鵬 として細 岡紙 用の可能性を伽

ている｡

Iil和 三種のビスアミ/メチルオリゴチオフェ糊 ､ら･細胞実数用に BATを選択した.BATLま.

恥 叫 性- - 容如 紬 する性質を持つ｡そのためBAT梢 液で鵬 を獅 することで､

この分Ti･細 茸- 容易に付加させることが可能である.これは､他の件飾チオフェンオリゴマ

ーに恥 ず､耶 - 分- ノマーとして設計された他の分子には伽 )か 薪恥 輔 で払
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光相感剤の寺牲牡柵は･光励起され血起三Jl項状軌 こなった光増感如 くROSを生成し､これ

らROSが■胞JXの不飽和胎井の連軌的通酸化反応を引き起こすためと考えられている｡細胞専

任を引き起こす色兼､そしてその毒性の光軸感作用についてrL 軌 こ膨大な研究が行われており.

4宮の多くがJf曲膜やi地 内のリン脂質･挨タンパクの過酸化による俳書であることが明らかにな

っているtl'･それらの脂質通庸化のモニタリングu;としては酸化に作う鹿尭消*､あるいは呈色反

応等の化学的な方法が主溝である(2123I｡しかしながら現在に至るまで,細胞膜依頼の時間依存性

の研究は乏しく､多くの研究は光剛 寸からある程度の時限を良た後の蚊の供等状態についてPiペ

られていた.

l これに卸し本研究で札 細胞レベルでの微小なtg飯箸を凋 複過程も含めて秒から数分のオ_

ダーでモニタリングする必掛 (あり･上記の測定蛙は冶さか .そのため､本研兜においては.相

克生理文教の手法である′iッチクランプ法相'により細胞脹TM屯凪 あるいは細胞膜を通過するイオ

ン屯流を洲定することで･椴のイオン透過性より細胞映鶴首を齢 ル㌔

]

光増感剤による細胞体苔を牝気生理芙吸で解析する研究の野馳 ま少か .例えば Tarrらによ

ってローズ･,<ンガルを光柵卵 Jtして･カエル筋細胞のカリウム避延チャンネルの屯経と光Jtの舶

保が■ペられている働｡しかしながら､これは光増感作用によってイオンチャンネルの機能を劣化

させ･イオンチャンネルの解析を目的とした研究であっt:i このため､本研究の新規性としては細胞

較棚 lこ屯気生理実験を着用した点､またオリゴチオフェンを細胞レベルの父軌 こiB用した点の

2つを執 することができる.

柵 こおいては･光増感- を- された細胞膜穿孔技術-と確属させる苅_段階として､

BAT分子細 接触 こ蔽加して細胞死を生じ- 捜度の細胞鵬 境を光照射に上って引き起こ

すことが可能であるか､検討を行った.



3.1.1′tッチクランプ乾

バッチクランプ法fi神捉a胞の繊能Af折に広く卿 ､られている細胞膜七位沸定睦であるC.lq｡
JF葉書では細胞全体(Whole･ceuバッチクランプ壮)､またt極上に単暮した細胞膜(｡uts.de.

outバッチクランプB)を用いて､BAT鼠加により其軌 こ細胞涙にどのような影事が生じるか測定し

た げWIreall)｡





3,112神島弟妹化JrJaPC12

沖軽系株化iI胎 PC12はラット副腎ヰft由来の神抜蘇類似細胞である仰. PC12細矧 ま倍

刺 ;容易であり･神軌 正長因子の添加により紳鐘楼に分化した同a胞は中枢神経のモデルとして

用いられる他･種々の*胞工学デバイスのモデル実鼓にも用いられている仰q.pc12細胞につ

いては邦 書(1･3･1)で詳aをた述した



3.2実●

3.2･1糊 等

光増感亦tとして使用したBATは前章と同様に六私らにより合成 ･堤供されたbのを使用した

以下の試燕はホ板晶を使用した.

*伯特*関係林業

クマ血柵OIOr8e8erum)(CIBCOBRL)

ウシ胎児血柵(fctalbovJneSerum)(中擁沖ウシ坤胎児血柵 三菱化学)

L･グルタミン酸(G113COBRl,)

L-グルタミン(CIBCOBRL)

NeurobaSAIMed】um'"似 下 NB.GlBCOBRL)馴

ル 轍鮒 食塩柚 ho8PhatebufferedsaLlne･PBS･組成 KH2PO.210机 NBCJ90OO汎

NaHP0-7Jl10 726gnJ NNaOtI液でpH74に訓恥

ウシ血相アルブミンのovLneSerumAlbumLn,BSA)(GTJ3COJlRL)

紳kl紬 因子 MurulC2･5SNGF801uLIOn100pg/mlL叫 l(GIBCOBRL)

坑鮒 t:苅

≠olox-C肝Iuka)

堆*容器

崩代特兼細 ガンマ線波菌済み 25cm鳩 兼フラスコ(岩奴恥 F)

鴨 化榊 ガ- 級滅菌折みさ35m.nコラーゲンコーげ ィッシュ(卦妊硝子)
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その他

022岬 フィルタ (Nil)exOIGVSLGV025I.S.htlLLrPORE)

辞組 成

パッチt擁内削 組成 132rnM J(CI,8皿】̂1NaCJ.2mM t̂gC1,,30mM HEPES.4mM

hT8㌔TP･03mMGTP･05mMEGTA.見終的に NaOH可紬 によりpH73にil製)

Tmlox-C貯戚(1mMTrolox･Cを NaOHノ畑 液 bH100)に溶解)

屯気生郎 験川桁地(執成 )24mM NACJ･5mM KC)I24mM CaC122日20.)3mM

hlgS0-7日20･10mMgluco8e､最終的に NaOH添加によりpH74に桐炎)

3･2･2tk邪

CO,インキュベーター (仰日ライフサイエンス製)

共虻AL,-ザー軒数恥 onf- =且8erEmml･ng∩.CrOSCOPC,CLSM)̂ 4RC･1000UV 03[0･

RW labcratoneB)

触 膜1位測定用7ンプ 叩̂ aLch1-D(Lhon-n8Lruments)

梓折ソフトウェアAIOSCOPeVetI･1ソフトウェア(JuOnln8Lruments)

3-2-3JI也堆■

実細 胞に一土棚 系肘 ヒ剛 帥 C12を使用 した洞 細胞は大日碓 井ALtERICANrT,YPE

CULTURECOLLECTTONより入手 した｡



3-2.3-1塘施JJt

lO≠ ウマ血清･5% ウシ胎児血札 735mgnLグルタミン鼓､2mM L,･グルタミンを含む NB

培地(pH73)を用いて PC12jJ胞をCO,インキュベーター中95% CO,ガス下､37℃で堵兼L

fq

なおクマ血淋 こついては56℃･30分の加熱により勲非A化処理したものを捷用した｡

3-213-2PCl2Jr胞塘*プロトコル

増発プロトコルは大日本利率AMERICANm ECULTURECOLLEm ON説明甘お

IU''&俊灰学別冊神社生化'7-マニュ7ル1り以下の鰍 二葵的し､増資を行った｡

継代特弟は､培地を細胞に吹き付け将兼フラスコ確面よりはがし､300g､5分の削 .分AEにより

細胞を触めた臥 底面fh25cmlの特発フラスコ内に Jmlあたり1-3×LOIceu cm2となるよう

に細胞をまき.2-3El伝に培地交換することにより行っTL

pC12鵬 を紳鮭様細胞に分化させる軌 こは神経成長田子(Nerveg和WthractLW,以下

NGF)25Sを別 は 旋50ngznJ･となるように培地に添加 た.培地添加用 NGF分散棚 熊牡

は以下の通りであるb

I)2mgウシ血河アルブミンを PBS】000pllこ分散し･分散痕を ポ7サイズ022pmのフィルタ

を通し城南した.

3)この鵬 汲 100plと NCFBOlutlOn10叫 を加え全敗 200p)fこれ帆 ,これを8plづつ

ミニチューブfI-入れ -20℃で凍結保存した

このように分注したNGF液を培地に 1000倍希釈となるように甑加して､PC12細椴を分化させ

TL
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pc12さ旭 はブラスチ･/クボ トルの壁面にiiく授BL､小さいクラスターを形成しながら生育した

なお推代塘兼容矧 こは 25cm'堵兼フラスコ.押掛 ヒ堵兼にはコラーゲンコ-げ ィッシュを使用し

㌔

以上のプE7トコルに従い･細胞を培兼した 電気生理美食には7+掻械細矧 こ分化EM始後六 El以

上経過した細胞を使用した.

3-2-3･3 t先生建策●

細胞レベルでの微小な膜供省を･回復過程も含めて秒から数分のオーダーでモニタリングする

必輩があるため･稚気生理突取の手酷であるバッチクラン71R:lこより細胞Jm 順 位､あるいは細胞

Jfを遠退するイオン屯流を測定した｡

光増感剤 BA1-は HEPES(25millpJ174)接衝汝に分散した｡マイクロビペッHこより細胞

近傍に局所的に析加するための BAT 練(原液)fま 2mM,稚洗液全体に祐加するための練は

02mMに析刺した｡

なお,BAT波の局所添加に際してはマイクロマニビュレ-クーに保持された微小ガラスキヤビラリ

ーを使用し･適宜細胞に吹き付ける形で供給した このキヤビラリー内軌 こ榊 感剤 BAT液03AT

書度 2n]M･水Rr成)を充填し･キャビラリー先蟻如 く,膜屯位.膜抵抗を計測する細胞の近傍

200pm 以内になるように氏正した 実軌 こあたってはキヤビラリー内部をマイク叫 ンジェクション

紬 により加圧(0･08kgcm･,)してBA- を放臥 ･日的となる細胞J#(こBATを付舶 せ七

鴨 生卑軸 中･細胞は 2m)の毛気生理実戟用培地に上｡室温で姓持された

/Lb伽 蒸発による桝 を肪<･ため･電気- 実鼓用地 ま長堤でも40分に一度はピペットによ

り交換した.

蛇 ･BATl縫 下､光照射によって生じた- 族の榊 に何らかの鮒 は 応の各与があるか

和 す批 - - - - - 化剤恥 lox-Cを- し､- - が糾 され紗 比軌 も
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3.2.3-4且AT励起光嵐射

励起光#lま共焦点レーザー顛散熊に掠準装4iされている50mW.波長 363nmのアルゴンイ

オyt,-ザ-を佐用した 頼棚 穀類牧野(約470p･mX 680LLEn)の1/16(Xll､Y●方向そ

れぞれlI4､117LJm X 170ド皿 )の俄域を前述のL,-ザ一光で傾次走査LTL この額域に,バ

ッチ屯糎の振放された被滞定細胞全体が入るように改定した｡レーザー光は 】00%出力で 50

mlVであった-刑射光Jtは･照射時間を1/16.1J4.1/32秒から選択することで御節LrL また､

祥光フィルタによる71節も著宜行った･なお､共焦点薪脊鰍 こおいてサンプルを拡大計aqするズ

ーム機能をLkJRLたgl合は,通常に比べ光を狭い領域で水中して走査するたれ ql位両横あたり

の光点はズーム伯呼の一乗に比例して増加することになっfL.また実掛 こ細胞に励起光が届くま

でにはコラーゲンコ-げ ィッンユのプラスチックを透過するためノ ラスチック透過に伴う減光を考

Jttする必要があった なお･本草で述べた光ALこは.このディッシュによる減光を含んでいない｡

また､励起光照射の際には電気生理記録と連動した矩形波は号を光掛 こ送付し､光鮒射と屯気

的軸定の同期をとった｡

屯気生確柵 のJH始にあたり･細胞膜電位は-80- ･60mVの附 こ維持されていた バッチ屯

権の舷抗は 3-4MQで､前述の屯梅内液を充填して用いfq

a胞帳抵抗伽 バッチ屯掛 こよ｡350 En8､1日乙の矩形波過分細 流を通屯した際の峡屯

位射 出 り書出し･この分体のための通電圭(0】または 015n̂ )は通電による肝屯位変化が

30JhVを越えか 上うに選択しTL なおこの実教典件下では･PC12細 別ま活動屯位を発生しな

かった･なお､刃鼓に際しては細胞伽 順 抵抗は 100人10以上の平均 120±JOIVlnのものを用

いf..

鵬 された屯位.屯雄のデータは 5knzのロー′くスフィル列止 って高周波ノイズを除去.ソフト

ウェァを用いて解折しも

なお紬 の結果に臥 事考のため､光照射*をJcm12雌 で滋示しも
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3.3結果

FIPLe 3-2は実験系の略図である｡F耶 3-3は実戟中の細胞の較ia洗写文であa.写実

右手よりバッチ屯触 ド中央のiJ胤 こあてがわれている.この細鹿は細胞全触 こ光照射され.膜屯

位および挟抵抗が消失した状掛 こある｡周辺の細胞と比較して.光照射された細胞は平面的にな

っている様に見受けられる｡

屯焦生確実軌 こよって BATの有崇･および光照射の有無による細胞膜屯位の変化を測定した

法典をFIP re3-4に,-T'す｡細胞膜屯位は光照射によっても､また BATの吹き付けによってもほと

んど射 ヒしなかった･これに対して･JIAY を吹き付けた後､光照射的 った幼合には細胞蜂屯位

の脱分体が測定された.

outBLde-outバッチクランプ法により測定された映屯流の経時変化をF)pu1315に示す｡この

跳 経は細胞ル くッチ屯極上に分粧された直径約 2Llmの細 娘 を遭遇する屯粁 pある｡膜屯

光は光照射軌 こはほぼolLAであったが･157Jctn･2の光照射後約 14秒の榊 期Tylの後に軌

定レンジである lnAを上E]る過大な屯流が流れ.回,tm 認められなかった

BAT/I-lf下･光剛 柁 行った吐合の典型的な3種類の- 位および榊 王抗の変化を FIPJC

3･6､F)p Jt3-7に示す｡光農047Jcn]-2では 4mV 以上の通分帆 5%以上の披抵抗の減

少も伽 lされなかった 方､光農094Jcm･Zでは･約3秒後に20lnV棚 の脱分怪とJE抵抗

の挨少が榊 された さらに光圭 】57JcmZでは光鮒 の約 14秒針 J純 位および膜抵抗

が消失Lf._

以上のように測定された脱分経や細胞膜屯位の消失は､BATの光増感作用に上る酸化的な細

垣畷鰍軌こよるものと朝 ふれた(罪-割 -2･2歩凱 そのた桝 こ光照射 Fで 8ATが引き起こす

蜂偽書について､酸化- が作用しているか知見を得るた帆 細胞瀬兼鰍 こ抗鮒 ヒ剤を削 ル

てその桝 を評価した 具体的には､叫 山Ⅰ水斡性抗酸化剤TbLoxICを含む如 甜 洗液を佐用
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し､BAで存在 FでのJI胞の光妨害にTtolox･Cを含まない通常の津洗液に比較して,膜俵首の程

齢 こ劫 (拷められるか比較実教を行った.照射光JLとdS等の錠皮をBAT■度およびrTbtox.C添

加の有無によって並理した農具をFl訂 u℃3-8に示す.ここで光照射による細胞仏書のデータを

比較するgi合､放射JAPF害の評伝法が参考になる.必射殺を厨射された斗合に対魚となる生物の

50%が死に至る放射集iは50%争死凍土(Iethldose50)と定義されるCK'.これを光則 Iに対し

てi用すると､ある条件において.対象となる生物の 50%が死に至る光tは 50%致死光よ

(leLhaHlgh一doee50)と定義することができる.

Flgtm 3-8 において､回復可能な膜傷害(レベル A)と､回'd不可能な膜妨害(レベル B)と

の間となる光点が､対応するjt･験粂件における細胞の 50%故死光JLと考えられる｡この 50%致死

光tについて Fip･T3･8 より株券した結果を､参考のため TtLble3-1 に示す.その庶果､

細胞渦流掛こB̂ Tが49pM含まれていた恩合には50%致死光Aは､約 1Jcm)と推定された｡

-カ細胞稚統液に2LLM BATを含む場合､細胞の 50%致死光最は 10pMrZTolox･Cを捌 け

ることによって約 10Jcm2から約 1000Jcm2-とおよそ 100倍札加することが示されfL





Flpl用 3-3BAT添加､光脈 のJtI曲(Jlt位および洪抵抗消失)
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3.4 年蕪

BATの有無･および光照射の有か こよる細胞- 位の変化を軸定した結果､a胞跳 位は光

則 書によっても､また BATの吹き付けによってもほとんど変化Jrかったのに対して､JIATを吹き

付けた後･光則 托 行った牡合には舶 !朗 位の脱分割 嘲 定された(FIP Le3-4)｡JA-t位は

イオン朗 他の低い臥 すなわちイオン.くリア能のある掛 こよって隔てられた2鵬 の屯解す溶iS

の間に生する｡このt位発生附 を考息すると･- された脱分泌 まBATの九村感作用の結果.

Jd胸膜のイオン′くリア能が射 ヒして･股間イオン浪度差による約 位は小さくなり､脱分勧 ;生じ

たものと与えられる.

細胞陰のイオン透過性を評価するには･細胞膜を透過するイオン屯削 吸屯流)の測定が有効で

ある｡そのため､out81de･outバッチクランプ法によって映屯流の経時変化を行った｡その結果

(FIP Te3-5)､映電鰍 ま光照射軌 LLまほぼonAであったが､-57Jcm･2の光醐 憎 約 14秒

の榊 榊 の後lこ洲定レンジであるlnAを上Li]る過大な取れが流れ･回徽 ま認められなかった

この過大な鴨 は.Jgのイオン′くリア能が消失したこと､すなわち細胞眼が棚 されたことを示唆し

ている｡Out81de･out̂'ッチクランプ法においてLit細胞膜が細胞よ｡分PFされた状博にあるため､

細胞の代即に依札 か 険自体の性質を測乱 ている｡- 射を行ってから糾 3秒後に断 機

J#されたことを示唆するこのデータは･光剛 げ ､BAT tこよる急性の細胞齢 鳩 音が細胞系の代

射変化によってTyl捷的に生じたのではなく､細別 蕪自体が棚 的に糾 される扱帆 こより生じた

可能性を強く示唆している｡

一般に励G:されたクーチオフェンl⊥励起三並項状魅を介して､脚 と次のような反応細 を良て

活性酸素を生するとされている｡

30T'0,- OT+10, (I)一五項粁#生成

30T'0,-OT･. 02 (2)スーパーオキシド生成
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これらのtk恥 !これまでの研究で模対されたタ-チオフェンの光苛性の開始反応であり､本研究

で掟用したクーチオフェン排導体 BATも同様の牧柵で活性赦業種を生成､光苛性を示すt,のと

推対される.

これら活性政事程が不飽和脂質を酎 ヒし､そのとき生じた適齢 ヒ満貫が連れ的に脂質を酎 ヒし

ていくt,のと考えられる(細胞除の酎 ヒ妨害は擦脂質のみならず摂タン/くクについても報告されて

おり(43)､換屯位封 ヒについては活性酸素による片タンバクのイオンポンプ横位等の佑割 )ある握

度は寄与してレ巧とヰえられる｡

本研究においては､BAT存在下･光照射によって細胞LEの快音が発生するならば､そのtk鰍 ま

脚 )鮒 ヒ体育によるものであろうと想定していた｡実矧 こ･抗酸化剤である 10pM rTto)ox-Cを雅

雄軌 こ添加することによって,2-̂1BATにおける50%致死光跡 約 10Jcm】から約 1000J

cmlへとおよそ 100倍馴 け ることが示された(Thble31)).これは 光賂肘によって生成した活

性榔 働 け roJox･Cによって捕横された結果･細胞膜の過酸化脂質の発生が抑えられ､細胞死

を引き堪こすために必勝な光集を伽 は せたものとJEJ･えられる｡このJ:うに Th)ox･Cによって傷害

が抑制されたことから､光照射下､BA･Jlによって生ずる細剛 史の儀番には何らかの酸化榊 が寄

与していることが示唆される｡

また､ 軌 こクーチオフェンの光柳 生には分子の疎水性も許与するものと考えられている｡BAT

は他のクーチ*7ェン附 体に比較して分子末端のアミノメチル弟の親水性とチオフェン脚 の

硬水tLのために糾 舶 内へ容易に刷 込まれ･寿命の軌 ､活性泉兼を朋 の近くで発生させるこ

とができるものと推･Gされる･50%致死光卦 こ- ては- 化棚 の連鎖反応による股棚 と細

軸 の柵 榊 ･すなわちα-t- pheroIや 叫 erOXJdedlSmuLBBeによる鮒 ヒ反応の停止､紳

伽 柵 帥 こよる教化脂質の除去･イオンポンプの穣粥 との競合状鰍 こなり､どちらかの扱

恥 飯位となったときに細胞死･あるいは回卸 こ至ると考えられる.このような酸化棚 能力は

咄 ot)dan暮defence cApaClty(抗鮒 ヒ能)と呼ばれている(咽｡
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FIPJt3･6･FLPLe3-7に示した BATによる膜屯位変化と秩抵抗変化は､光照射による挨

妨害が､JF七位や膜抵抗を変化させるほどのイオンの漏れが生じた後でも可逆的に回復可能であ

ることを示している･これは短時榊の光照州 こよって活性巌薬種が集中的に発生した乱 新たな活

性#菜種の供給が途絶えた扶tBで膜破さが連行したことが影Vしているものとろえられる｡a胞

や軌汁において･ある一定JLの活性駿薬種に対して･十分にその佐瀬を取り除ける粗度の抗鮒 ヒ

焦があっても､短時間に処理可能な酎 ヒ妨害には限界があるものと考えられる.本研究において

は･レーザー光fM tLこよって 1秒以内の短時間に活性酸素種の発生を行った そのため光照射

の狂乱 -時的に膜屯性や膜抵抗を変化させるほどの細胞境の防音が生じても､放l桝 ､ら数分

後に抗鮒 ヒ能が膜佑'寄(こ対して十分鮭掛 こなった壌合は細胞が回復するものと考えられる｡

通常の光増感柵 こよる光俵宮を評価する実鼓系では､紫外搬ラン71執 こよって放時間～致rI

臥 id娘 的に光照射を行い･その結果生じた細胞の佑害を汎定している(1･2･2さ軌 このような

既存の文政において･光増感剤による細胞偵盲や組織蟻掛 ま非可逆的な体晋であるとJS･えられ

できた｡しかし､少なくとも本炎戟系において､細胞レベルで如時間の光照身ほ 行った敏合につい

ては､細胞膜の肪割 まある粒度可逆的であることが示唆された

また､BAT存在下､膜確位の変化が醒められた敏合には､いずれの幼合でも剛 的に強ノIIL光

剛 托 行った乳 光剛 け ら文軌 こ膜電位が変化するまでには穀秒の時間差があった これは脂

佃 酸化の附 畑(膜内抗放化鰍 枇 よる防御が適齢 ヒに抵抗している期剛 に相当するものと

患われる｡

以上のことから､この実鼓における膜電位の脱分権変化･映抵抗変化は､連供的な脂質膜過酸

化反応にともなう膜の体育によ｡･- の条件では蝶から編出しない各種イオンの漏れに起因する

ものと棚 されも 細 に強力な光照射によってか 的 に剛 位が消失した臥 細胞を光学顕微

如 よって軌蕪すると･外見は指平的になり全体的に収縮するような棚 を札 た(Fj叩 313)｡

これは文献叫 こ桝 のシアンによって引き起こされた脂質過倍化によって射 ヒした触 媒形態の

tT鞭徴戟蝕と類似している.
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本研究においてIj=･光照射ttJ突破j#の関連の梧密な定よ的洋価は肉片であった

その原田として以下の点が挙げられも

1) 神政細胞様に分化させた PC12細胞において臥 紳良化の進行が細岨伝の蝶の状況が異

なっていたと怨定される｡

2) iI胞毎の映修改能力に遅いがある.

3) 細胞&面への BAT付着点を正itlこ制御出来なかった｡

4) 打効な光照射Jtの検帥 こ､個々の細胞の面領を考慮しなかった.

また､バッチクランプ法を膜破嫉剤と併用すること日掛 こよる間軌 ある｡パッチクランプ法におい

ては細胞膜とパッチ屯捗の先端的場 着し､この接合部分からは喝流がほとんど漏れか ようにする

必歩がある｡この屯擁 細胞膜校合飾分の抵抗値は救ギガオームになるたれ ギガシ-T'L,と呼ば

れる｡一般的にバッチクランプ法は嶋凍細胞で多用されるが.その理由は細胞&面が他の結合如

約 で捕われていないきれいな状態であり､屯陸と細胞の筏着性がよいためである.生体中から

単推した細胞では､袈劇 こ結合細魚等が凍っているため.仲井処理宵で細胞点繭をきれいけ る

e要があったため･近if･までバッチクランプ法の適用鰍 ま少なかっも なお現在T-は､スライス′くッ

チ･ブラインドバッチといった新しい手財 こより･脳W lこ血按′,･ッチ電線を接続することが出来る

ようになっている･英掛 こBAT重度を高めるほど､ギガ-/-ルの成功杜利 ま下がり､JIAT を

1818pLM 添加した軌 まギガシールが不可能であっTL この条件下で､光学塀散鏡で細胞を稚認

したところ､if米糠中に析出したBATが認められた この観転は､細胞表面が過対の BATによっ

て汚れたために,細胞膜とバッチ電働 く夜盾できなくなったpT能性を示している｡



3.5清書

dタ-チエニルtm 件BATを細胞光妨害の光増感剤として使用し,光照射主により細胞膜へ

の俳書を制群することをftみた 突放は神島掛 こ分化させた仲良系射 ヒiI拍PC12を対象として.

この光増感剤BATによるa胞辞儀者の鼓時変化aI定を行った 段仏者の評鉢は稚気生理英&

(パッチクランプ法)により行い･膜毛位,膜抵抗を求めfqBATを由良する光漁としては典P.点レ

ーザ一軒徹銃のアルゴンイオンレ-ザー8-363nm.50mW)を使用した.BATは細胞近傍の亡

べ･/トから細胞に吹き付けるか･あるいは稚洗練に妊接添加して用いた 細胸椎洗練ならびにバッ

チ屯稚内液はラット細胞に標ifl的に用いられる組成のものを使用した

その結38-･屯先生理文敦の手法によりBATによる細胞LA･のダメージを光朋射農により.

1)細胞膜-の影申なし､2)細胞膜が数分で回復する妨害､3)細胞掛 稚 崩され回律しカ い

以上の桜に段階的に制御LJは ることがわかった.

各 B̂ T汲座下での50%致死光具についても検討を行った.その結果､細胞池沢掛こBATが

49pM含まれる姐合の50%致死光点は約 1Jcm2.2pM 含まれる脇合にはれ‖oJc.n2と推定

された｡一方2LLllB̂ Tと2pM抗酸化剤 TmloIY･C(水溶性ビタミンE誘導体)が含まれる碓流

掛こおいては､50%致死光枇 糸目∝氾Jcm2と推定され､Ttrolox･Cを含まない塘合に比較して

およそ 100倍増加することが示された このことからBAT存在下の光による脹破繊現象には､何

らかの軟化反応が関与していることが示唆されfq

従丸 光増感剤の範性は解体.組綴レベルT-の評臥 あるいはイオンチャンネル等の捜能性タン

パクのレベルでの押伽 桁 われてきた･また･その詳鉢も光を速攻放十分～救時帆剛 寸した後の

化学的な測定にJEづくものがほとんどであっTL

本*lこおいては･細胞レベルでの光増感剤の膜破鮒 乍用についてミリ秒から秒のスケールで計

恥 ることが出来も ある日的部位に短時間の光照射を行うことで,目的とする反応･IE合物を作｡

鮒 蝕 は内光分AFと呼ばれる｡この町光分如 )技法を応用して稚気生朗 :的なリアルタイム計

わより､光- 朴 こよる細胞J" 害に朗する知見を取 出した研究は､本研究が世界折であも こ
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のような短時間の光照射による､細胞膜俳等の解析勤 ま今後の光相感剤の藁理･生理的作用の

AF折においてJi半な技払となると思われも 本掛 こより得られた特に亜重な知見として､光増車剤

によりGB害を受けた細胞膜抵抗が岩当な粂件下では 30秒程度で回復することが判明した点を挙

げることが出来る｡光照射によりEM始反応として活性煮#確を生成し.その後時下,すなわち即始

反心が停止した状態で細胞齢 )佑亨～回復を計測した前脚 ま文献jI壬lこよっても兄いだせなか

った･このように細胞膜の光価筈からの修復過程を計iPlすることで､供の動的プロセスの解析から

上学的なa胞操作を射殺とした･様々な有用な知見が得られると吸われる｡



第四草 BAT膜破♯繊群の解析

4.1*首

4･1-1BATによるJI由井破JAの#折

前掛 こおける稚気生理炎勤 ま･BAT 液を細dE洗液に添加後3分～30分以内に行われた.この

時間内では細胞内に B̂ Tが取り込まれ､細胞の代講lf=影中を与えるには､時r･J)的に不 †分と推

測された また･細胞防蔽J#は･光照射後赦秒以内で生じている迅速な反応であった｡以上の2点

から,B̂ Tによる細胞膜破瀕は細胞代糾変化による可能性は低いものと考えられた.しかしながら､

BATの光附州 こよらない細胞毒性の有如 く不明であり､また BATによる細胞膜破鰍 こ膜の赦化

反応が寄与しているか､知見は縛られていなかった｡

これらのfgl雌点を並理すると.以下のようになる.

屯気生理実戦は･細胞帳の屯気的特性の姓時変化をサブミリ秒～分の単位で測･jEできる｡しかし

地 脈 の分析牡としては 一般的ではない他･個々の糾 由の洲定時肌 士別 一分にとどまり､急性

8性しか評紡できないというIH僧 があった

このため引き抜き､既存の一般的な細財 拓書評触法によって JlAT 光村感作用のAF折を進める

必FがあっtL

必要な検討項削ま以 Fのようになった.

A)光増感剤と細胞の作用時間とJg銭音の関係を評価する｡

b)Jv飽佐官と光相即 Jの浪度とのEM係を評価する.
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C)脂担任抗鮒 ヒ剤である α･to00pherol(vltAmlne臥 以下a･toe)を添加した培地でa胞を培暮

し.細胞J#の C(･t∝ を増し抗鮒 ヒ能を増大させる｡これらの斗由に対し.a)b)と同様の美浜を行い

*地価省が強少すれば.BATによるa胞俳書が細胞較応での鮒 ヒに超由する有))な兵付けとな

ら.

これらの■胞佑害の肝触法として.丘■乳酸脱水群酔兼 OaCtatedehydmgena8e,以下

LDH)拓性湘定位を選択した)｡LDHは細胞f(に含まれるJfNE酵素であり､細胞株に傷害が生じ

たgl合には､細胞質からLI)flが細胞外に漏出する｡この細胞外の LDH活性を指軌 こ､細胞鱗

宮を打価する手法が並AFLl)H測定法であり､細胞鮪等の評価法として一般的に用いられている

的･このLDH法をPC12細胞に対して善用した報告もなされており(払90㌧同細胞に対するhtヒ的

膜価割 こついても､LDJl法により解析を行った報告もなされている即｡

4-112細胞からの脂辞任成分抽出とt(:仰phelt)1類のt伊LC軸定

耶三車に記述した屯先生理実験においては､光増感剤による細胞他省を抑制する目的で水酵

性抗鮒 ヒ剤の ≠olox･Cを旋用した rrYoLox-Cは培地や碓溌液への縮hlが容易である反風 水

港性IiI胞膜蕃通性が諭し､た桝 こ･実数系において､どの部位で拓性酸素程を捕獲し.細胞膜の

仏書を抑制しているのか､情報が御られないという間軸があっll

光捌 け の BATによる細胞膜破息の飯蛸としては､細胞Jg脂質の過酸化が寄b･していることが

想定されも このような搬 地線納に的する知見を称るため､細胞片に柿先約に抗硬化hJcL･tDCを

敵加した細胞をZr射し･対照例の細胞に比較して光によるtm 等が抑制されるか検討を行った

通常tcL･tOCは水にほとんど溶解し加 ､ため･細胞矧 こ局在してし巧｡このα-tLX:を増加することで､

細 蝶の抗#(ヒ能を高め､前述のような比較実験が可能となった.

a-tocを鮒 ヒした細胞を胡製するた桝 こ､細胞堵兼血洲 こcl伽 を添加した｡細胞や生体軌鞭

に対する鮒 ヒ体育のAf折実軌 こ- ては･舶 白や親#に α-ta を取加し､抗鮒 ヒ能を務めた状
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滋で仏書の押切が拷められるか､観負することが一般に行われている｡しかし､そのような実敦に

おいでは･*胞培地や姐先非洗練にDMSO等の有線溶鰍 こ搭Afした cL-LcN=を高書皮で^溶液

に添h]している｡本来･動軌 こおいては血冊中の脂F成分である低比丘リポタンパク井(I.owl

Dens.tyLlpOPrOteln.以下 L工)L)に聴好性の α･tocを辞AFさせ､LDLを介して細胞膜に cL_t∝

を取り込ませている｡本文敦系においては､dL柵LDLに脂溶性の cL-t∝を溶解させた上で､LDL

を介して細胞膜に cL･tOeを由り込ませている.この技掛 ま.生休中において細胞膜に cL_t牝 が取

り込まれる適性に近い自然な形で､細胞JFにのみ α･locを増加添加するために東大先端研の高

絹らにより卑果されたものであるCWJ.

なお･このような比較実鼓を行う場合は､α-toc添加暗兼によって細胞眼中の cL-I.C含有臭に実

酸どの柁LR-の差が生ずるか､培準的な培兼細胞における含JJIJLと併せて把押しておくことが里ま

しかった.そのため.通常の特集を行った細胞と､cE-toc添加時事を行った細胞の脚 旨質の抽出を

行い､映脂宮中の a-tDC含有卓をECD･HPLC測定を用いて媒出した.
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4-2実■

4-211耽美等

8ATは六JILらにより合成･提供されたものを使用したノ

以下の試兼は市販.?.を蚊用した｡

JI抱糖tBd係妖美

第二凪 こ2n lる(略称も含む)｡

抗F*化村

a-Locopherol(D,L打も合物.SIGMA)

8･LIXOphcroIP,Lガも合物､SIGMA)

夷■用耕地培地

HlbernateAT}Medla (以 下H■b･A､GlbcoBRL)pn

JI也婦*容器

継代特集客船 ガンマ凍披曲折み 25cmり昏兼フラスコ(岩城耶7)

神転化塙兼ディッシュ･ガンマJは 歯済み035rnmコラーゲンつ-げ ィッシュ(岩城硝子)

押掛 ヒ培兼マイクロプL,-トガンマ浪滅菌済み 96ウェルマイクE7プレート(岩城硝子)

布達練件クロマトグラフィ一関#朱美

メタノール (以下 MeOH､ナカライテスク)

Cert.ary･ブチルアルコール (以下tert･J3uOH.和光純和
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ia塩兼頗ナトリウム (以下 NaC10小和光托蕉)

その他

022pznフィルタ (Millez'-GVSl刀v0251且 MILuPORE)

LDH細胞価等検出キットLDHCytotDXiclけDetect'onKitltK401(以下LDHキット 宝酒

追)

96ウェル平底アッセイプレート(岩城硝子)

界面括tW JTlltOnXl100 (以下TXl100､Sigma)

Pho8PhAteLiufrcredS北.､C･74 Ca､Mg不含(以下 P8S.GIBCOBRL)

死細胞接触色拭必 T'rop･d.umJodIde (以下PI.Molecula,P.｡bcs)

412-2細JB塘♯

文政細胞には神島系射 ヒ細胞 PC)2を使用した.同細胞は卿 ヒ苧研究所細胞洲発銀行より入

手した･培地桝炎.将兼プロトコルは弟=一章(31213･1)(3-2･3･2)に準じた.

412-2･1実■用 Hlb-A培地訂製

Hlb-A培地に 10%クマ血胤 5%ウシ胎児血机 735mgnL･グ′レタミン厳､2mML.1グルタミン

を削 ル7t･なお.ウマ血清については 56℃､30分の加熱 こより熱非卸 ヒ処理したi)のを旺用し

た.

4･2-212来■用 PC12aJa打製

鴨 化 PC12細胞の培兼寄掛 こついては市販のコラーゲンコー順 96ウェルマイクロプL,-ト

を旋用した 実験用の細胞胡矧 こあたっては､矧 モ堵兼中の PC12細胞を細胞柑 09×103
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cellcm7でウェルに括え掛 ､だ｡培地はクi/レあたり300叫とし､2-3日ごとに 200pl交換しfl

Jg脂甘抽出文tt用の細胞はo35rnm コラーゲンコート済ディッシュへ細胞密度 09X103cell

cmtで尤え掛 ､だ.培地はディッシュあたり3Jnlとし.2-3日ごとに 2ml交換した.なおウェル

用､ディ･/シュ用射 こ､培地には第三革(3･2･3･2)と同船 こ神最成長因子 NGF25Sを軌 】し.細

胞を神BE状に分化させた｡

ウェルの妨合､文教にあたっては､まず炭酸ガス依存性 NJ3培地を除去し､次に細胞を潮たしな

いようにとほ して洗浄用 PBSlooplで二回洗浄を行った_.PBSを除去した後､最終的に大気下

突教用 Hlb-̂ 培地 100p=こ交換した.なお､ディッシ1の場合は洗浄用 PBS点 1.nl.lllb.A

培地 1mlとなるh

4-2･2-3a･t(に扱加細胞堵t

ct-t∝ を細胞膜に紙加し､抗鮒 ヒ能を高めた細胞を31判するにあたっては､商愉らによる以下の

未発表プロトコルP2)に其づいて培養を行った

cL-tOCをDMSOに軒解し､】50mMDMSO分散液を鞘製する｡この原液を似非倣化ウマ血柵

【3･2･3･IS附 に 1mM α-tocになるように添加し･伝例規作を8時ryl以上行った後､022岬 フ

ィルタで滅菌牡過を行う.

この O-toc添加ウマ血沖を用い･培養を行っf_･培地iX射場 兼プE3トコルは弔=章(3･2･3-1)(3

･2-3-2)に準じTL

IJ･おa･t∝ 敵加ウマdL淋 ま実験用 Hlb･A培地(4-2･2･1)には使用しなかった.これLict-to:顔

胞を誕kに使用するgl合･細胞以外の実験粂件は通常の実数と同一にする必要があったためで

ある｡

41213 t暮解

COtインキュベーター (FormaSc.ent血 )
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蛍光蝋徴集 A3'10Vert135(Ze)sB)

マイクロプレートリーダー MPR-A4I (東ソー)

Sw ple492nEb,reference600Ttm

推水封造装■8,0∝1̂ 10/El1X10(MILLIPORE)

4-2-3-1高速液体クロマトグラフィー

邪~章(2･2-2･l)に坤ずる｡

4･2･3-2光塘&剤励起光溌

弟~津(2-2･212)に昨ずる｡

本刑 こおいては､BATの励起光甑として第二章で班用したパルスエ キシマレーザーを選択し7㌔

このエキシマレーザー光跡 ま･光照射面伽 籾 15cm)であり､他のレーザーに比較して大きいと

いう特赦がある･那三野で用いたアルゴンイオンレーザー光髭は､軌 ▲.n大のレーザースポットで

農大 150LLm凶力を走iEするために､一度に光照射nT能なサンプル勤ま体頗的には極微Jtlこ限

られていた･そのため･歎 f-pl以上のサンプル集が必要なLDH拓也軌k･による細胞体等率の刺

創こおいては､本エキシマレーザー光汝を使用するのが適当であると考えられjt.

エキシマレーザーを佐用した実軌 こおいては､以下の点に注唐する必要があった

4)拡用したエキシマレーザー光の波長は307nrnと中波艮兼外簸 tJVti(280･320mm)斬域内

に入るため､レーザー光自体による細胞傷害の可能性について配点する必削 ;あった(弟一

書 ト2･3さ紳)｡
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b)BATの励起効率の点で､7′レゴンイオンレーザーの波長 363''m､エキシマレーザーの波長

307nrn･それぞれlこおけるBATの墳光圧(Fig-e2-5 5剛 からBATの助起助平を畔熊

に比較すると･エキシマレーザーに比較してア′レゴンイオンレーザーのJb-*叫 耗計事では約 5

†純 利であろうとろえられる｡第三千と本章の実鼓結果を比救する姐合は､この効率の違いに

ついても妃Jtする必要があった.

C)萌三幸で蚊用したアルゴンイオンレーザ-は･典光系により快い両肌 こ典申して光を朋射可能

であり､光照射時剛 】ほぼ一秒以内で十分であっfL エキシマレーザーは光点では劣るため､

レーザー発振･匝徴 を増すことで照射光土を増した.節二軒 こおいて49pM BATの条件下で

約 16Jcm似 上の光丑で非可逆的な細胞性鞍崩が生じたことを参卿 こ(FLgu,.318着鮒 ､

光免は約 17Jcmtを見大値として実験条件を定めた｡この射牛ではエキシマレーザー発振20

日,･時において･光州印 寺間はlサンプルあたり鳥人30秒以内となった｡データのAF折に必斐

なサンプル政を蝕保するためには･け ンプルあたりの光FLl射処理を行う耶 Iを抑える必要も

あり,このような光剛 旭 の最大他を定めた｡

4･2-4 *拍胸書中のcL-t∝ at庶事出

4･2-4･1瀬辞任成分抽出･α-t∝ 凍定手頼

通常の堵美を行った細臥 およびa- 添加培養を行った紳矧 こ対して､細胞排中のcl-tcc含有

よを以下のa)～e)の手帆 こしたがって判定した

8)PC12加 は コラーゲンコート薪ディッシュ上で 7-10ロ間押掛 ヒ塙兼した後､細胞培地を除

去Lf- 同細 線 洗浄用PBS1mlで3回洗浄した後､務留水 lnlは 細胞に吹き仙 す､容器か
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ら射rさせて遠心チューブ(ポリプロピレン 15m1)に移した｡遠心分Il(1500rT)m)により細胞

を洗足させペレット状にした状態で､上浦を除き.最終的に水を 110pl入れて細胞分散硬にし

た一

b)この細胞破JA綾のうち10plを分取し､血球計井盤によりill胞夜Lfを求めた｡撲りの細胞分粒溌

100ト】については液休ま熱 こより急冷､凍結世解を3回錬り返し､細胞を破J#した｡

C)わ蜘 〉他紙に脂甘地LiI推200p.)を入れ (totB1300pJ)､Vo)texmixerで1分間振り混ぜた

複に12000rpmで3分間遠心分能を行った｡下に脂耳を含むクロロホルムJiが沈降するので､

100LLJを別の遠心チューブ(ポリプロピレン魁､容積 15ml)に分取した.

a)遠心チューブ内の脂粉性成分を含むクロロホルムに対し､ドラフトチャンバー内で N,ガスを吹き

仙 ナてクロuホルムを雅発させた｡抵触状態で放った脂耳をメタノール 50叶1で棒解し.このメタ

ノール液をECJ)-1lPLCにより測定した.

e)ECD･JrPLCのbIJ定条件紋定は屯睡屯位 06V､洗足08mlTm nlとした.この尊合､サンプ

ルの HPLC-の注入から cL･t∝ では約 10分後､8-tocでは約 6分後にピークが現れた.

tIPLC汝搬 成

lleOrI90ウi(V/Y)lerL-BuOH10%(V/V)､50mMN且C10.

/Lおtert･BuOHは紬 では固体のたれ MeOH 50%(V/V) te,t-BuOH(V/V)の組成のst∝k

80lutlOnを測熱､これを使用した｡

七千抽出准

クロロホルム 2:MeO711(Vル)混合液
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412･.12■也抽出JP千からのtlXX)Phczl0J類■よ事出方法

脂東抽出液によって抽出しkjI胞脂質に含まわる a･t.∝ 浪度を井出する手煩は以下のようにな

5､

抽出率測定のための内部だ準として.jl胞分散7Gの段階で一定浪度の 8･t一:伽Pherol(以下8･

伽 )を添加した.a･.8-t∝ は同一の分配率で水月からクロロホルム凧 こ抽Elほれると仮定して､この

内部ほ碑を利用してtocophcrol(以下 tDC)類の抽ttLB]収率を井出する｡

細胞分散液からの toc煩の回収率は式(1)のように我される.内部だ碑とする8-tcN=濃膿を決め､そ

の哉政サンプルにより掛られるシグナル(下辺)と細胞分散液に同一沸度の8･toc添加し､抽出後

に得らhる内部は神シグナル(上辺)を比較する｡#_怨的に 1CO%他山された場合,回収率は 】に

なる｡

(ckJ禦 lEq芸.6:'誓 red) (1)
(8-/ocsIArea)

抽出F71クロ｡ホルムノクノール 21液を細胞分放水に対して2伯Bt入れると､抽出脂質を含む有搬

梓虻属の休耕は水Jiに対して )38掛 こなる｡そのため.-汀撫倍炊胤 こおける細胞聴皮は水凧 こ

おける密度に対して､この比率で希求されることになる.

以上の条件から､細胞あた りα-IOC濃度 LpmoJ/ceJJ)は式(2)のように釆される｡

(ce〝somp,el一･a-,oc帆 "･o/"×% 'x･38×両帝×% )(2,
1

この式中の CdlSump/e中a-ECCiA度は式(3)のように戎される｡
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fECJ禦 聖 二'_撃 rED)×(a-'Od ･聖 まで 撃 (て:誓 '･d ･UJ])(,)
(a-tocStAred) (C｡LSomp/e.VOI【〆】)

ECD･HpLCにより裁定されたtDC類のA度から.以上の式(I.2.3)より目的とするiI胞あたりα･

tccJtが求められる.一般に､JP中の t∝ 薪のような練土成分については 】x10.鵬 あたりに含ま

ttるJtで比較されるため.本研究においても同様の比較を行った.

412･5舶 御 中3II定実■

コラーゲンコート折96ウェルマイクロプレートを培養容器として､神経化した PC12細胞を対穀に

実験を行った(4･212･2参照)｡ウェル中の細胞および培地に対し､エキシマレーザーで設定した

光点に述するまで光僻村を行った上で､LDHキットにより細胞傷害率を測定した｡このようにして

得られた細胞佑書中から､照射光烏と光増感剤の作用時間について､光増感剤 BATの有無､お

よび 細胞-のα･t∝ 添加培養による影¥の解析を行った.

使用した市販 u)Hキットは以下のような反応によりLDH活仕をホルマザン吸光度により評価する

ものである伽｡

LDH

I■ - / ~'i ; ビルビン書

HAD+ NADH十H◆

ホルマザン(赤色'忠 テトラゾリウム(責色,

NAD ニ̀コチンアミトアデニンジヌクレオチド､rI-:水兼イオン

LDH洲定プロトコルについては.使用したキットの収り扱い投明書にifLじ､以下の&)～e)の手折で

ホ定を行った.
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A)光照射等の細胞文敦'&､培地200■1のうち上71*100plを､96ウL/レアッセイプレートに移す｡

このl削こ､ウェル底面のAI胞を吸引しない掛 こtXJiに上浦を拐取する.この上i削こ.酎削こ

ZIl刺したキットの鮮兼･色素液 100plを添加.LDHと反応させる｡反応は毒姐で30分､逆光

下で行う..

b)各ウェルに併発反応を停止するため INtlClを50plh]える.

C) バックグラウンドコントロール(培地中のLl)H活性).低コントロール(無処理細胞から放出され

る LDH 活性).および祢コントロール(細胞を TX･1001%処理づることで最大に放出される

LDll招性)の洲定も行う.

a)マイJ/17プレートリーダーを用いて､サンプリング鞍長492nm､対照波長600nmでホ′レマザ

ン吸光度を洲妊する｡

e)細胞体官率を以下のように針弁する｡

細胞体嘗(%)≡
(測定値 -旺コン トロール) 100
: ∴ _ __ 】 _ ' x100X . '~~

(芯 コン トロール)1低 コン トローJL,) (光によるLDH活性低下(%))

なお､式中の?J定皆､低コントロール､高コントロールについては､あらかじめバックグラウンドコン

ト｡-ル他を妹井しておく.

また光に上るLDH活性低下(%)は､高コントロールサンプルにユキシマL'-ザ一による光風加を

行い･光剛 姥 行わなかった牡合の LDH活性をLO0%として各光骨ごとの比活性を求めIL



4-2_5-1#曲dF書中について

通常,並■LDH活性iPI定に基づく細胞妨害串は､沸定細胞全体に対する死細胞の比率と考え

られているP7).しかし､本研究における第三章(3･3手筋)で得られたような可逆的な挨妨害のgi

合については､細胞死に至らなくともLDHがl除から渦出する可能性があると考えられた.そのため.

以降のJI胞俳等の解析については,傷害率が単に死細胞の比率を表すのではなく､生細胞の一

時的な瞭岱書の形Vも含まれている可能性に配生した.
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4_3括Jt

4.3.1JPJaJF書中のq-tl氾8度事出

席井抽出用サンプル7kの細胞紙座､および ECD-HPLCによってiP促 され.た抽出脂甘中のcL-

toc浪度から､改定した培養条件における cl-tJXの細胞含有Jtを Table4･1に示した.

*胞膜中の a.toc含有Aは､cL-ta兼添加細胞では002nmol/106ce))であったのに対して､

α一触 弧加細胞では 137nmol/106cellと50倍以上となっている結果が得られた.

413･2細胞dE省串iN定美食

光鵬肘によるLDH活性の劣化を測定した結果を F)四一℃4･1に示す.以降の細胞傷答申の

gt出においては.FIN 4-1の許菜に鹿づき算出した 数値(Table4･2)に従って､光照射に

よるLL)H捕性の釘 ヒを補正した｡このような補正処理を行った上で､光脚別の有無､およびa.toe

添加の布鮒 こよる細胞仏事串の差を比較した｡その総見を BAで 波圧別に FLP rt'4-2.

F)gllre4-3､Fi印柁 4-4に示す｡なお各グラフの横軸は細胞とBAYの接脚古間であり､BAT

を含む Hlb-̂ 培地に交換後,この時間経過した後に光剛 柁･行ったことを意味している｡また､光

府射JLは 17Jcm'に挨-した｡

光照射を行わなかったJA合､BAT抜At時r恥 ;一時間以 L=のサンプルにおいて.次聯 こ細胞体

'EAS生じも いずれの牧舎も細胞体育串は最大で25%程度になった

光熱射を行ったgl合.叫 MBATおよび 10pA相 ATにおいては､細胞燐,&串は BAT嬢触時

恥こほとんど依存せず.約 20%程度であった｡

~カ､20pMBATにおいて光照射を行った浪合は.BAY接AkF糊 に依存して細胞脹古平の斬

首な上井が認められflB̂T接脚 紬 160分のサンプルでは傭答申は約 25%であったが､按世
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時榊120分のサンプ/L,では約 75%に上昇､接触時胴2LIO分のサンプルでは約 90%の件宮中と

なり､2PM.lop-MBATとは明らかに異なる結果となった.

cL･t00 汲加特集a胞を対軋 こした比較実験においては､光照射をfTつた20卜MZIAT､71AT按

Al時間 120分のサンプルにおいて長大約 60%のGF害率の汝少が認められた｡

cl･tJX:添加堵兼細胞でのその他のデータについては､元々の沖胞価苔41が25%経度と低かった

ことbあり.B̂ T接触時脚に依存した明瞭な妨害串の変化は絡められなかった｡

FlgWe 4-5は光照射処理を行った細胞の蛍光写共である｡上段 且)紘.B̂Tが添加されなかっ

た細胞.下段 b)は 2qlM BAT､接触時間 1時間の処理が行われた細胞である｡なお､写式中の

細胞には,死細胞核染色拭燕 Plを添加してある.PIは.細胞映不透過性の摸史色拭薬であり､

細胞膜出銭を受けている場合､あるいは細胞死により細胞膜が崩穎している場合に､接を敏光艶

色するr紬.

A)においては.Pl典色による発光はほとんど観療できなかった｡一九 b)においては､按がPt染

色されている細胞が粗められるほか､細胞全体が 8ATによる宵白い蛍光を発していた｡また､この

沖白い並光は細胞質からt'発せられており､細胞核の部分が丸く抜けた状鰍 こなっていた｡



T&ble4llPC12JPhJF席丁中のα-ta 含有JL

Sampre i Nativecell α-tocaddedce"
Conc. ; 0.02±0.01 1.37±0.12

nmol/106ceH(n=3)

,サンプル中のcL-LLk浪度は ECD-JTPl.Cにより計測､細胞密度は血球計井故により井出した｡

TAb)e4-2エキシマレーザ一光照射JLとLDH活性の劣化や



｣

:_
=.:･.

.

.
5 10 15 20

LightDose(Jcm~2)
0

0
ooo

o

o

O
8
64
2

rl■(%)̂l!̂BtOVHD1
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サンプル･神庫化PC12細胞を 1% 界面活性剤 m tonX･】00 で打解した上汁

83



芭○冒EEQ 50O章 呈o ▲ ■
lー1----J

0 60 120 180 24

8･1



S o一ヽ0苗EEdl 50O>く引 喜 o0 60 120 180 24

86



邑0:岩8 50O)く章 呈 o ■● ■
0 60 120 180 24

86



a)BATなし､エキシマレーザ一光照射 17Jem2

b)20トMBAT接触時間 】時間､ユキシマレ-サー光照射 L7Jcm Z

Flgtm 4-5 JIATのJP胞榊 写六

･X光照射から30分後に､頼不透過性梯弘色扶桑Prop)dlumlodldc20pgmlIで死細胞捗を

灸色(赤)を行った写共である｡蛍光較徴鍬 こおいて紫外殺励起フィルタセットを使用し膨 した｡
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4-4号糸

iI砲畷中のα･t∝ 含有よは､α-toc未添加*胞における002nmol/106cellに対して､a_t∝

瀬h]培jtをfTつた細晦では 137n血01/106cc11と50倍以上となっている結具が得られも この

ことから.0-1oc取加細胞では通常の培兼を行った細胞に比較して､細胞操の抗酸化鮭はあきらか

に上耕しているものとヰえられた.そのため､ある細胞体宮について､通常の培養細胞に比較して

a.t∝ 添加細胞において俳書率が減少したとするならば,その細胞飯筈の推鰍 Tは細胞蝶の酸化

が寄与していると考えられfL

光剛 Iを行わなかった姐合に駄 BAT接脚 手間が良くなるにつれ次鰍 こ細胞倣害が生じた｡ま

た.いずれのgi合も細胞旗等率は農大で25%程鍵になった.これは光照射によらない細胞銭筈で

あったため.IlArrが何らかの我理的な作用により細胞佑潜を引きtaこしているものと考えられた こ

れを仮にLX沓Aと定殺する｡

光照射を行った射合､2卜M8Arrおよび 10トLM BATにおいでは､細胞傷害利まJ3AT接触時

間にほとんど依I+せず､約 20%軽度であった.この傷省の馳如 ミ､光照射を行った敏合に比較し

て潜干低かったこと､および BjtT按良的 間による形Vがほとんど隠められなかったことから､この

細胞体割 ま先の瑛脊Aとは別の機鰍 こよるものと卑えられる｡これを仮に傷害 Bと定義する｡

20llM JiATにおいて光照射を行った場合は､BAT接触時制60分で約 25%.接Ai時間 Ⅰ20

分で約 乃%､按脚 割印240分で約 90%の傷害率となった_この価吉ittの変化には光照射および

BAT按k時mの'&与が認められたことから､岱害 A､妨害 J3とも異なる機鰍 こよる佑害であること

が推耕された｡これを仮に体等Cと定義する｡

これら妨害人､iX脊Bについては･a-toc添加により細胞帳の抗鮒 ヒ能が木められていた幼合で

も体育串の減少ははっきりとは鵠められなかった これは価等の捷柵として膜の赦IEを耗なかった
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ためか.膜の鹿化が生じたが反応が翁かったためか､GK育率自体が小さかったためか､現段階で

は判断できない.これらの俵等の解析については今後､より長時間に凍る細胞佑寄実鼓を行うか.

あるいはより強^な光汝による細胞dl等実検を行う必要があるbのと考えられる｡

一方.伎脊Cについてはα-t∝ 蔽加培養細胞での比較実鼓において､農大約 60%の妨害串の

洋少が路められた.これは俵等C の披柵において細胞膜の酎 ヒが寄与していることを強く示唆し

ているものと考えられる.

BAT棲k時間を良くすることで､GB等A､傷害Cについては細胞佑宥平が増しfq このことから､

BATが細胞に着用することで.傷害 A,C についてはtE害が大きくなっていることが示唆された｡

BArrの細胞8=横性については､FIP LrC4-5が参考になると思われる,BAT Fh束と思われる蛍

光が細胞質からも発せられていることから､DAT は細胞膜だけでなく､細胞矧 こも藤棚しているh

のと考えられた.

この斯徴集他により得られた知見と細胞傷害の3パタ-ンから,以下のような振茂を立てた.

A)細胞膜内･あるいは細胞内に次掛 こ素材された DAT によって､何らかの代柑変化により細胞

岱筈が引き起こされた(儀吉 A).これは光照射によらない､BATの薬坪的な作用によるもので

ある.

b)堵地中のBATl油 地表面に接しており.その細胞への作用浪皮はBAT按脚 印 粧 依Ifしな

い･この細胞外の DAT が光照射によって,接k時間依存性のない細胞備蓄を引き宅こした

(gF'&8).

C)如 包内に書用されたBATと細胞外のBATが光照射を行うことで､相乗的に細胞妨害を引き起

こした(銭等C)｡cL･t(光添加により細胞膜の抗酸化能が諦められていたせ合には.俳書の減少

が明細 こ現れたことから.この細胞佑軌 ま膜の鮒 ヒよって引き息こされたものと々 えられる｡
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節三事との比較において間頬となるのは体等 Bのケースである｡第三書でfTった実鼓は､BAT

汲加後3-30分の光増感作用･光照射Aは047Jcm7- 約 100)Acm-tで行われた(Fip Le

3･6､FIPJt3･7､FIPLl,318さ照)この実鼓条件による*胞儀都 こついて.族の加齢 こ至らな

い燐'EをtE脊 D(FlPu℃3-8 における段階 A に相当する)､膜が肋JAするGF等を佑答 E

げIP ･C 3･8 における段階 Bに相当する)と仮に定義する.

傷害D､Eを本草の細胞騒音率実鼓に対応させると､BAT添加後3-30分で発生している細胞

岱苔であることから､これは偽書 BにBiするものと考えられる{その 一方で傷害 D､Eは抗鮒 ヒ剤

Trolox･Cによって抑制きれたことから､抗酸化剤が有効であった儀'GCに対応する可能性もある｡

F)叩 318 によれば､股ルl風 こ至る膜f兵書Eが生ずるのに必嬰な光丑は49LIMBAT下で

約16Jcml以上･2LLMBArrで約 30JcI..･2以上と見積もられた.本軌 こおける10pMBAT､

2pMBAT下 17Jcr"Zの光鮒射によって引き起こされた俄等Bは､光比から推測して膜の脇俵

に至らない肪事DにfEI当するのではないかとJ5-えられる｡

このことから･BAT接脚 判糾こついての適いはあるものの､†兵器Cと儀貨Eの対応が推沸される｡

光増感剤の作用よが少なくとも､光丘が大きければ塩い BAT按I帥糊 で大きな佑書を引き起こ

すというnl能性は十分匂えられる.すなわち､窮三軒 こおいては BAT接脚 寺間が 30分以内と短

かったにもかかわらず､政 トー救百Jcm'の比較的大きい光照射卦 こよって併-aCに類似した

耳板乱 す/Lわち脹育Eが生じたものと考えられる｡

これらの捜柵は仮悦である.しかし､BATが活性酸素棟を生成していること､また傷害 Cは細胞

喋の抗頼化能が高められている船台に最大 60% の明らかな減少を示したことから.光風肘下の

BATによる細胞体掛 こは､Jgの鮒 ヒ的な俵事が寄与している可能性が削 ､ものと考えられた
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4･5括書

BATに上って引き起こされる細胞tl等が､細胞膜の鮒 ヒによるものであるか､検討を行った｡細

胞の俳書については沖射 ヒPC12細胞を対食として.一股的に用いられる並■丸顔脱水兼併兼

iPI定8-により評坊を行ったLl細胞に20LAMBATを約 1時間以上作用させた昏合には.光照射に

より細胞膜の破躾を示す細胞傷害が認められた これに対し細胞膜中の抗酸化mcE･t∝ の含有量

を002nmoLIIO●ceLlから137nmo1/108ceuへ約 50倍強高めた細胞においては､光照射

による細胞i&'&串がJ&人で60%減少した.このことからBAT光tel感による細胞体-Sの機桝として､

細胞映脂質の掛 ヒの-寄与が示唆された.



第五辛 BAT膜破瀬を応用したマイクロインジェクション

5-1片音

本刑 こおいては､光増感機構を利用した細胞膜の破穎制御を英取にマイクロインジェクションに

着用した結果を記述する.

インジェクションのマーカーとして水溶性蛍光色瀦LuciferYellowCH(LY)を使用し､インジ

ェクション波中の BArrの有無.および BAT励#北開射の有無によって､細胞への LYインジェク

ション成功率がどのように変化するか詳価した｡

LY はマイクロインジェクソヨンに用いられる低奄性の境光色東であり､細胞分裂の附､娘細胞に

移行する特徴がある仰.また､高い水終性と拡散性からマイクロインジェクションにより細胞に注入

される仲良系の細胞故光ラベル剤としても用いられるOm｡さらに LY はギャップ接合(BB)で連結され

た細胞rylを分Lli位で迅速に移行する粋伽 ミあり､pC12細胞についても何様のギャップ接合形成

のマ~カ~としでmいられた報告がなされている(991｡LYを注入された細胞は過大な LY励起光僻

射に対しては細胞死を引き起こすOl帆 インジェクション液中の E3ATの布無､および BAT励畦光

取射の有無によって､細胞-のインジ‡クション成功軌がどのように変化するかさ平林LTL.

5･111マイクE)インジェクション実書について

通常､マイクロインジェクションを成功させる坊合には､先端LN口部の砿径が牧百ナノメー トルで

あるガラス細管(キヤビラリー)を高速で細胞に接触させ､機械的に､I那加こ細胞臥 あるいは核軒

をJ'洩･糾 し･すIb必蜘 ;ある｡本実験においてはプログラム軌作可依な78勤マイクロマニビュレ_

クー(Eppendorr比熱･M.crDmanlPulatDr5171)および屯軌インジェクター四ppendo,r祉魁､

Tt8nqecbr5246)を使用し･キヤビラリーの接触速度を任意の肘 こ詮をすることが可能であった.
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また､インジェクション用キ十ビラリーは同装荘川にrh版された土産品 (Eppendorf比較､

Femto11p与)を用いた_t軌マイクロマニピュレーターによりインジェクション作美が再現性よく自動

化されたこと.また自作キャビラリーに比較して形状の均一性が淋し､市巌のキ十ビラリーを使用した

ことから､インジェクション成功率についての綻計的処理を行うことが可能になった.なお､マイクロ

マニピュレーターは蛍光頼教卓OX70.オリンパス光学工粟)に装佑した

このような系では､光増感剤 T3ATがキ十ビラリー先端の直径 0511mの額掛 こ炎申され.キヤビ

ラリーが捷しているや城以外については､BATは拡散によって速やかに希釈された｡そのため､細

胞に作用するB̂ T濃度としては､キヤビラリー按他部の浪Lfに比較iるとその他の部位の浪度は

*捉できると払われる.

インジェクション作業に原しては.キャビラリー接触速度 l00Opm8-で細胞にキヤビラリ-が制入

できるようにマニピュレーターの動作範囲を設定した上で､キヤヒラリーを7けm81の低速度で動作

させ.物甥的に細胞膜を穿孔しないようにキヤビラLJ-を細胞膜に検収させた｡この粂H=で､BAT

による光糊射 乍用によって細胞のインジェクション成功効碑がどのように変化するか比較した｡な

おキヤビラリーのアブ｡-チ速度 】000Llm与りま.鮫川したマニピュレーターのほぼ尽大改定速度

であり､7lLtrH lはマニピュレーターの恩低設定速度である.



ク､
/取

_と≡亥
0 轟速でアプローチすると

膜を貫通できる

I

= 17~ー
×低速でアプローチすると

膜が嚢形し貫通できない

…/~~~

×先端が鋭くなくては

膜を貫通できない

Fl即JV511マイクロインジェクションのMJlJi
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5-2実■

5-2-17く業等

BATは六4Lらにより合成.提供されたものを使用した

以下の洪燕については市販品を使用した｡

塩化ナトリウム(以 下NaCLキシダ化学)

射 ヒカリウム(以下KC)､キシダ化学)

リン軟水兼~ナトリウム(以下NatHPO.和光純兆)

リン棟二水糸カリウム(以下KH2PO一和光純兼)

或光マーカー LucLferYellow CH.Llth'um 8alL(以下 1.Y.cx428llm,em.536.1m

MotecuLcTProbe81nc)

集■用#胞培地

H･bernateAT】Medは (以下 111b-A.GlbcoBRl.)-93･

抗生QIr

ペニシリン-ストレプトマイシン汲合物 凍結乾燥品 (G.bcoBRL)

kJa特*容世

卿鴨 井容#.ガンマ叙城西済み25crn鳩 兼フラスコ(岩城硝子)
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実鼓用Jl胞塘暮ディッシュ ガンマ線滅菌済みd35a)mコラーゲンコートディッシュ(岩城硝子)

リン仙 術it生水(pho8phAtebuJrered8Aliz)e､以下 PBS)

インジェクション用 PBSは以下の強度になるように各成分を柑射水に軒AF､a射した.

J一斡■Lt-

N8C1 8gn

KCJ O2gn

Na2HPO. 115gn

KH2P0- 02gA

※インジェクション用PBSは5併洪度でstDCkBOlutlOnを桐興した｡

細胞洗作用 PBS

PhoSphAtCDuqeredSallne.74 Ca.Mg不含(GIBCOBRL)

光州感剤BAT8t∝k80)ut･On(2mAH3AT,希塩鰍 こよりpH30に評判 )

インジェクション准〟l威

光JtI感剤 JOOpMBAY(8ATStOCksolut)on5%添加 )

蛍光マーカー 2mMLY

インジェクション用PBS

(なおBATを含まない対照実戦用インジェクション癌については.JlATstock的Iutl｡nに代わり

同比率のpH30希塩酸を添加した｡)
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5_2.2■曲埠事

実鵬 l副こは神経系抹化細胞 PC12を使用した.同細胞は理化学研究所細胞開発銀行より入

手した 培地Zq載･蛾兼プロトコルは第三号(3-2-3-1)(3･213･2)に串じ､実♯に佐用する細胞は

435mm コラーゲンコート済ディッシュ-細胞酷度… )ocellJディッシュで確代培美を行った｡

5-2-2-1実■用 fLlb-̂培地■弟

nib･A培地■軌 ま第四車(4-2･2･I)に準ずる｡

なお､抗酸化剤 molox-C添加 Hlb-̂ 培地は以下の様にDI刺した.

TroloxICを ImM NaOfi液に相席､10 mM液とする.この符城を､訓魁済みの Hlb-A培地に

1%添加して最終的に 100pMTblox･Cとする｡

5･2-2-2抗生助平添加堆*用 NetJZDJh姐】培地7P製

NeuroB8881摘地肌製プロトコJL,は第三車(3-2-31L)(3･2･3･2)に抑ずる｡

抗生物質としてペニシリンーストレプトマイシン混合物の棟結乳腺品を使用した｡培地甑加用50倍

浪度のグルタミン･グルタミン酸溶液を調製する府に､この溶硬に抗生物賛混合物を依れ 022

トmフィルタを過してil過滅嫡した Lで,抗生物質･グルタミン･グルタミン酸混合溶液として･20℃で

凍結保1i=した_この抗生物質-グルタミン･グルタミン酸混合好液を使用して､ペニシリンJt終浪如 ;

10.000I11位 mll､ストレプトマイシン最終載庚が 10,000pgmlJとなるように抗生物官添加

NeuroBa881培地をJI興した.

51213≠辞

CO2インキュベーター (Fo,maScICn一iLic)
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Bi辞鏡 TX70蛍光額鞍鏡 (オリンパス光学工其)

光増感剤励起光蔽 同額鞍境用 100W水魚ランプ(オリンパス光学工業)

兼外舶 点フィルタセットU･MWUミラーユニット(オ1)ン′くス光学工業)

紫色光励起フィルタセット U･MWBVミラーユニット(オリンバス光学工糞)

t動マイクロマニピュレータ 5171(Eppendorl)

インジェクタ rrhn8JeCtOr52LI6(EppendorL)

インジェクション用キヤビラリ- FemtDTips作ppendor†)先端棚口和直往 05pm

純水魁連液性 B.∝elAIO/E)]3(10(MJLLIPORE)

5･2-4 マイクロインジェクション装tlの設定

光増感練絹によるマイクロインジェクションの成功確率を評価する附には､ピペット先端の機班的

封断力が寄与しない粂作でインジェクションを行う必要があった｡適切なインジェクションのために

はキ十ビラリーの到達位tK(以下 Z)1mlt)の詞奇が韮輩である｡そのため､設定した'L)"n.いこお

いて通常のアプローチ速度である 1000pmslで成功杜上申80%以上でインジェクション可能であ

ることをfIZEした上で､アプローチ速度を 7LLm 8lに低下させた_このアプローチ球皮では.キヤ

ビラリー先矧 上インジェクション成功時と同じ位BE(細胞に刺入できる位妊)までBJ達するものの､細

曲JiをほとんどJr通できない.このような捜城的身断力による膜穿孔が内耳なアプローチ条件下に

おいて･光増感tkMを利用したインジェクション成功率の比較文政を行った (Flgure5･3)｡

/Lお､このアブE,-チ速度鰍 ま細胞に実府にキヤビラリーが接触する速度であり.マニピュレータ

ーに入力設定した位ではない.前述の各アプローチ速射 こついて､low prT" ･では 設定値

700卜m8･■､7いm8-1では 設定仏5prns･■となる.
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使用したマイクロマニピュレーターにおけるアプロ-チ速度入力牡IiX､Z～上での息である.こ

のマニビュレ~クーにインジェクション動作を指令すると.X♯･Z～が同時に入^速度で動作し､

キヤビラリー先姓は水平面に対し45度方向､すなわちキ十ビラiI-～方向で丸胞を突き､戻る形に

なる.そのために､マニピュレーターに入力設定した速妊鮫をJi倍すると,アブ｡-チ速度の実

効依となるuOq.

また.同マニピュレーターのインジェクiqン設定時間には､キヤビラリーがインジェクソヨン位tへ

の朋 削こ要する時間が含まれる.そのため､ZlJmlt位dtにキヤビラリーが保持される時帆 すなわ

ちインジェクション特例の実効値は以下の掛 こ芳出されるd

インジェクション時開設定位l,L8トアプローチ速度設定 slJlm8■】､インジェクション対扱となる

細胞およびインジェクション位牡を定めるた桝 こキヤビラリ-先塊を移動させる面を Sea,chLevel

とし､rL1.m.tとScarchLevelの高低差をAZIPrn)とすると､インジェクション時間の実効他ti.Ct

l8)は以下の式でRされる｡

2xAZ
l吋 =/.-

∫

マイクE7マニピュレーターの使用あたっては以上の点に留意して､インジェクション芙鉄を行った
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5･214-1インジェクシヲン実■手術

突放手横の伽 を F耶 514に示す.以下はその補足である.

A)インジェクション処理時には細伽 鳩 兼されたディッシュから蜂兼用 NeuroBA組Ⅰ培地の全量

3mlを除去し､ディッシュ上の細均を洗浄用 PBS 1rn)を流して洗沖した.この PBS全tを

除去し､新たな PBS1tT.)で同船 こ洗浄を行った後､再び PBS全丘を除去し.Jt終的にディ

ッシュは光験川 H･b･A培地 2rnlによって充たされた 細胤 まこの Hlb-A特他により維持さ

れた｡

b)A;Fnしたマイクロマニピュレーター強敵 こおいては.インジェクション実行時にキヤビラリー先端

部が細胞に刺入･iT能であるように､キ十ビラリー先端がディッシュ面に最接近する限州 立牡(Z

ILm,L)を紋定することが必要であっlL このrL)lmlt位班がディッシュ上の細胞鉄の位匹と一致

する様にマニピュレーターを設定した.

C)キャビラリー位鑑をZllmltの上方30umに変更し､その他の条件についてもブローチ速度入

^位 700Lln8･)(薬効他 lOX)JltnS-I).インジ‡クショ̂ キ間 H s(実効値 108)に変吏し

た.この条件下で )0細胞以上に対し､成功率80%以上の恥 串で通常の扱鎌的なマイクロイ

ンジェクション処理が可能となるように Z)lm)t位鑑をa製した.成功如 ;低いJA合には Z

Llmlt位tiを再改定した.

d)キャビラリー位KをZ)1mltの上方 10pmに変更し､アカ ーチ速度入力値5叩18,に改定､

インジェクション時間を 124秒(実効値 120秒)に変更した｡
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e)嫉鞭鼓の落肘並光光海をLY蛍光の吸熱 こiBした紫色光抱起N･MWBVミラーユニット)フィ

ルタセットに切り甘えて､インジェクターのCle且rt&能(7(氾OhPaをキヤビラリー内のインジェク

ション織に加圧し､キャビラリーの詰まりを除去する )により.LYのキヤビラリーからの放出を斗

話しtLl.キヤビラリーが詰まっていた牡合は新しいキヤビラリーに交鼓した.

f)インジェクション圧の改定はキヤビラリ先勅 ,らL.Yが徐放される程度の圧力にi2定した.なお､

インジェクション処理においてキ十ビラiI-先増からLYの徐故が箆められるために必要な圧力

は･キャビラリー先増の状況によって 10hPaから10伽 hPaと大きなばらつきがあったため.

適宜圧JJの補正を行った｡

官)秩微鏡視野において､細胞中心にキヤt='ラリー先輪が位批するように細胞とキヤビラリーの位牡

を切取した.BATを励起するため､適宜,落射蛍光光源を紫外光励起恥 MWUミラーユニッ

ト)フィルタセットに切り押えて紫外光を照射した｡また､励起用紫外光以外の光による膨Vを抑

制するため､細胞扱察用の透過光軌 ま遮断した.なお､紫外光を紺肘する赫鰍 ま析練鉄の哉

光光学系の絞りを調節して虹技約 100LLmとした｡

h)マニピュレーターのインジェクション処理スイッチを押した.キヤビラリーが細胞に接し､その位

(においでインジェクション淡を設定時臥 段定圧力で放出した裸に.キ･Yビラリーは元の位

tにTLkJる､以上の-/ロセスが自動的に実行された｡

L)インジェクション処理終 r後･釈放鎖の洋射蛍光光涼のフィルタを兼外光用から紫色光用 N･

1̂WpVミラーユニット)に切り替え.LY励起光を剛 IL､細胞が L.Y敗色されているか捷誼し

た.死細胞にインジェクションを行った斗合は速やかに LYが細胞膜から漏出して蛍光が消失

するので､そのような細胞はデータから除いた｡
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J)細胞軌祭用の透過光甑を再び附き.如鵜を鞍鼻しつつ次のa胞にキャビラリー先蟻位tを合

わせる.

i)e)に戻り.凍り返しインジェクション処理を行った.

))インジェクション処理後､ディッシュから芙牧用 H-b･A培地を除去し､PBS1..11による2回の洗

浄を行った後.特兼用の Neuro8a881培地 3mlに戻した.以掛 ま通常の手順に従い培地交

換を行った｡なお､インジェクション処理後に使用した NeuroBasAl増他には抗生物貫ペニシ

リン･ストレプトマイシン混合物を添加し.細菌等による細胞培地の汚染を臥 tLfq





5･3JiJt

インジェクションを実垢した直後の写実をFIPJt5-5 に示す.また.各条件下におけるインジェ

クション成功中を F.飢ut5-6に示す･BATを含むインジェクション7度を任用したgI合には､紫外

光を2分照射することで･約 8割の稚串でインジェクションが成功した(n-30.25eel)成功､83%)｡

これに対し･塘地に水溶性抗鮒 ヒ剤 Ttolox-Cを添加し.その他は同技の粂件でインジェクション

実敦を行ったgi合には成功率が低下した(n=30,20eel)成功.67%)｡

一九 細胞にキヤビラリーが接触したまま光剛 柁 行わなかった坊合は､インジェクション成功率

は約 10%であった (n=30･4celL成功､13%).またBATを含まないインジェクション液を旺用し

た幼合には､UV光照射の有無によらず､アプローチ速度 7pmalではインジェクションはほとんど

成功しなかった ⅣⅤ光照射英行の敏合･A-30.0cc)I成功.0%)(脚 光照射を行わか 場合､

n=30.3ceu成功､lo≠)｡

また､細別 如 棚 崩した死細胞においてはIYは速やかに拡散し染色は失われる(,叫｡このこと

から･LY保持坤をインジェクション処理された細胞の生{碑 を示すものと考えた.=のように定茂し

た細胞生存串を･油常の扱は的インジェクション処理の娘合と光増感インジェクション処理のJB合

で比較した結果を FIP re517に示す｡なお扱接的インジェクションにおけるインジェクション液

注入Jtは･光Jg感インジェクションと同程度の l･Y蛍光が細胞内lこ速められるように目視で内奥し

た.

対照例となる油井のLYインジェクション･L;y･BATインジェクションではインジェクショ糊 ､ら3日

目の鵬 の時点で矧 こ細胞生存率は3筈似 下になっていた0･Y17%.BAT+LY30%)｡一九 光

村感インジェクションを行った細別 的 ま･インジェクション処理から3日､6日連過してt)約9書的

紬 が生存していた 03AT+LY+llghL:91%)･なお･これら3油｡のインジェクション条件のいずれ

においても31相 ､68日の間でl畑 胞生存恥 こ変化は謎められなかった

106



a)BAT+Light2min
キヤビラリーから細胞中に
LYが拡散し､黄緑色蛍光を
発している｡

b)BAT2minonly
キヤビラリーから細胞への
LY拡散は見られない｡

C)LJ'ght2minonly
キヤピラリーから細胞への
LY拡散は見られない｡

FIP re 5-5インジェクション央●写暮
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5･4 キ兵

今同実施したマイクロインジェクション文教においては,BATを含まないインジェクション液を使

用したgI合や､光照射を行わILかったgi合はインジェクション成功判 i約 1割以下であっfl その

ような対照文教に対して､B̂ Tを含むインジェクション液を旋用し,光照射を行った牧舎は LY染

色の成功率が約 8書化較jh=な改善が諌められt.これは BATが光即 すによって細胞蝶の穿孔に

寄与したことを示している｡またBAT含有一光尉針の条件下で､抗頼化剤T,oL｡x-C添加によりLY

染色の成功率が7割弱と若干低下した｡これは訴三革において.恥oloxIC存在 FでBAT.光照射

による細胞(拓苔が抑制された結射 こ対応するものと考えられる｡抗酎 ヒ剤が膜那 Lを抑制したこと

から･このインジェクションの成功率の向上には何らかの酸化反瓜が寄JTしていることが示唆される｡

第二車でのBATが光増感作用を示すという解析結果と合わせ､本文験はBATによる光増感作用

がマイク｡インジェクションの効率を高めるのに有効であったことを強く示唆するものである｡

またインジェクション処理後､油常の機械的インジェクションでは6E]後の生TT-,Fは芝-3割であっ

た~方､光増感インジェクションを行った細胞は同生存率は約 9割と蚊Kに補力､った｡この結果は

光増感インジェクションが細胞へ与えるダメージの低さを示唆している｡これには.光増感剤のピン

ポイント着用が大きく寄LTしているものと考えられる｡本文故系では､光増感剤DATがキヤビラリー

に細胞吸に接した血後 05pm の新城に典申され､キヤビラリーが接している額域以外について

は･BATは抵触 こよって速やかに希釈されTl そのため.BATに上る光増感作用は,キ十ビラリ-

接触称に比故するとその他の部位では無祝できると思われる｡

細矧 こ注入されたLYは.迅速に細胞矧 こ虻赦し細胞を染色する｡しかし､細粒膜のイオンパリ

7能が刑失した死細胞のgl合･l･Yはインジェクションされても1-2秒で細胞外に拡散してしまう｡

この迅速なIJYの拡散は､細胞間の浪々連絡路であるギャップ接合CLBIを通じてもfTわれることが報

告されている帆叩oI･Yの迅速な拡散についてのこのような報告を考慮すると､インジェクション後も

LY蛍光が保持されている細胞において臥 穿孔された細胞片がインジェクIh ン後に再開塞して
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いるものと考えられる｡この迅速なJ*のず復は.第三孝の屯気生理実款において.摸t位･膜抵抗

の回復が光照射後故分以内に認められることによっても支持されると考えられる｡

この蜂の閉塞挽鰍 こついては､2通りのik柵が考えられる.-つは細胞の抗酸化鎖絹による､敢

化したJRの代が的併'Gにるものである()077｡もう一方は､生化学的なJ#のす律では/Lく､洪脂質の

溌tb性によってIll■一)舶俵部位が閉塞される格納である｡

本実換系においては､キ十ビラリーをiI胞から引き書すと､JI感hJがほとんど作用しなかった細胞

Jg成分が凍hすることで膜の穿孔部位をm塞したものと思われる.その理由として.叫 こ捜練的な

細胞膜写HLの供も･同様の速やかな細胞膜閉塞が扱轟されることが上げられる｡先に第-辛(1･2･

1)において､敵中ガラスピペットやバッチピペットによって機械的に細胞帳を穿孔する場合につい

て述べた｡このような槻横的穿孔の後､ピペット除去後に細胞帳の穿孔部が閉塞することも多いが.

その迅速な再閉塞は映脂質の流動性･自己組推性によるものと考えられている(103㌧

一方の生化学的な代謝による映EE,]復推f#によっては､少なくとも歎抄のオーダ-では膜の再閉

塞には至らないものと考えられる｡無論､挨破損練には生化学的な帳の修Jdも生すると々 えられる

が､こちらの撫柵は軟時r桝 ､ら数日のオーダーで欣化された細胞股を止常化するものと考えられ

る｡

今回TTつた光増感インジェクションについては､キ十ビラリーの先達が実掛 こ細胞膜中に刺入さ

れているか.今後の検討が必資と思われる｡通常の稚按的解析力によるインジェクションでは.イン

ジェクション波に*胞内圧以上の圧力を印加することによって､インジェクション漁が注入される.し

かし.過刊なインジ‡クション#の注入は､細胞の膨張を引き起こし､長藤の公舎は細胞を鞍裂さ

せてしまうことになるCD.今回の実敦におけるインジェクション練の時間あたり放出Jtについては､

I･Yが徐放される程度をEl安に設定したものの､突Wに有効な放ttI壬については頼密IL改定が不

可能であった.また.そのような散小なインジェクション液放LHJtであっても､1秒間のインジェクショ

ンに上って細胞が膨張し.中には細胞質の編出が認められる吐合があった｡
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インジェクション液の放出Jtはキヤビラリー先発の状睦によって大きく影■を受けた.すなわちキ

ヤビラリー先姓-の*胞挨片やia小なごみの付書によって.インジェクション糖に同じ圧力を印加

したgt合であっても有効な放出丑が大きく変化するのである｡なお､突鼓においてキヤビラリー先

蜂からLYの徐故が認められるために必要な圧力は.キ十ビラリー先嬉の状況によって 10hP&か

ら100)hP8と大きなばらつきがあった

今回の光畑感インジェクションでは､2分間の光照射の臥 キャビラリー先増は細胞膜に押し付け

られていた.もし､この途中で通常のt*汝的解析力によるインジェクションと同様に､キヤビラリー先

埠が細胞内に刺入されていたとしたら､光による膜牙孔が生じてから故秒のうちにインジェクション

癌の過剰な注入によって細胞は恐らく破裂してしまった筈である,しかし､架r.!にはそのような破裂

紘/I:じなかった.このことから.以下 a).b)の2つの可能性がJ与えられる｡

a)キ十ビラリーは地軸と細胞股の奄潜性は通常のインジェクションに比較して光増感インジェクシ

ョンは低い｡そのためインジェタンヨン液の注入により細胞内圧が過剰になると､キヤビラリー剃

入部からインジェクション練が淋山する｡

b)キ十ビラリー抜放鰍 立における股が完全に破瀬されで細胞質とインジェクション掛 唱 に接触

するのではなく､光琳感犠Mによって細胞膜に生じた微小な穴を介して低分子丑のl.Yが拡散

により細胞を史色した.

なお､このb)の牧Mはパッチクランプ睦における穿孔バッチtL-‖叫に類似するものである.

これらの仮税に対しては､光増感インジェクションにより注入可能な物質の大きさの検討､あるい

は糾 し中のJ#のZll培切片を範子助徴鏡標本にして那 Lの状態をLEl按扱示することで､何らかの

知見が得られるものと考えられる｡



光増感インジェクションによってLYが細胞に注入されたということは､jI胞へのt捷捷続技術を

羊dtすると､非才に老兵沫いものが有る｡先に記述した様に.LYは丘棲注入された細胞のみなら

ず､ギヤJ/プ捷合でit拝された隣接jI胞にも浸透し､染色することが可能であるP叫.

ギャップ接合の織能の一つに､*胞間の屯気的按校が上げられるCq｡心筋細胞等は.多数の

筋肉jJ胞がギャップ捷合を介して屯気的に連結されることにより.七九的な刺汝に対して､拡抱擁

全体として同期のとれた収潅反応を生する.

今回の 8AT光増感格恥 こよる膜穿孔の形態については現在のところ把握できていないが､キ

ヤビラリーから放出されたLYで細胞の染色が可能であったことから､光増感インジェクションによっ

て少ILくともギャップ接合粒度に細胞膜が穿孔きれていたものと考えられる｡すなわち.キヤビラリ

-内練と細胞質のⅣ=こ､細胞膜の穿孔部分を通じて少なくともギャップ横合穐皮の屯気的接続が

達成されていた可能伯.を示唆するものである｡

5-5 括■

光増劇 乍川を細胞-の物質導入に応用可能か検討を行うため,マイクロインジェクション英敦-

の適用を拭みた｡2rnM水梓性萄光染色試薬 LuclferYellowCHOJY)を含むインジェクション液

を執刺し､LYをPC12細胞に注入可能であることをインジェクション成功の判定指頓とした｡また実

鼓に際しては,屯動マニピュレーターによりインジェクション処理を自動化し.インジェクション成功

判こ可能な限り人為的な形中が及ばないようにした.

光増感故紙によるマイクロインジェク-/ヨンの成功稚準を評併する際には.ピペット先姫の鰻嬢的

勢斬力が寄与しない灸件でインジェクションを行う必要があった｡岩切なインジェクションのために

はピペットの到逆位旺仔1lmlt)の粥鮪が重要である｡そのため､成定したZllmitにおいて,通常

のピペットのアプローチ速度である 1000pms-.において成功強中80%以上でインジェクション可

能であることをdE払した上で､アプローチ速度を 7岬 8'に低下させた このアプローチ速までは､
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ビJ<ット先叫は*胞帳をほとんどJt通できない.このような鎖鎌的射断力による膜穿孔が困JEILア

プローチ灸件下において,インジェクション練中の100pitBATの有無､および 100W水銀ラン

プによる2分榊の光掃射処理の有無により､インジェクション成功舟がどのように変化するか測定を

行った.

その結果.BAT含有練で光照射を実篤した場合は成功拙守約 80%であった一九 その他対照

朗では同約 10%と擁蕃な成功率の改善が認められた.さらにインジェクション処理後の LY保持串

を細胞生存率の指頓として､光増感処理と通常処理の間での細胞Jt行中の比較を行った.その結

果､光増感処理をJfTつた細胞は3日-6日生存率が約 90%となり､約 10%という従来処風 こよる生

IF-率と比較して権めてホかった.これらの結果は､光岬感穂綿を利用するTとにJ:って､インジェク

I/ヨンが細胞に及ぼす肪背を効果的に抑制できることを示唆している｡



第六辛 結肴

6･1本研究の成果

Jk研究で得られた成果を以下にまとめる｡

1)新規に合成されたビスアミノメチ′レオリゴチオフェン(以下 T30qT)の血礎的/i性質を検討し､細胞

l轍 J#文教に適した BOTとしてビスアミノメチルクーチオフ‡ン(以LFB̂ ･llを選択した また､

BATが光照射下で活性酸素樺の生成を促避する光増感作用を持つことが示唆された.

2)屯気生確架軌 こより.BATによる PC12細胞股のダメージを光照射且により制Idできることを

紬課した･この制御は以下の掛 こ段階的に行うことが可能であったa)細胞膜への影Vなしb)初

胞膜が数分で回律する併'G c)細胞膜が砿耕され回復しない

3)BATによる PC12細胞佑背について･供害枚tAの検討を行っfL 細胞にDATを長時榊作用

させた堵合には･光照射によって細胞質中の乳酸脱水穎酵素(以下 LDH)の漏出が捻められ

TL この LDH漏出(細 胞膜の傷官を示し､この擦傷等が cL-tO00Pherol(以下仁一tDC)の添加

により細胞膜の抗欣化能を高めた場合には大幅に控和されたことから.臨書の横柄として捌 旨

常の鹿IEが示唆された｡

4)光増感剤を利用した細胞膜破俵技術を用いて･PC】2細胞に対するマイクロインジェクションを

行った･インジェクション液に BATを添h]した墳合･光照射下でインジェタン,ンの成功社中が
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有為に高くなることを見出した_また､光EJ感を利用したマイクロインジェクション処理を鹿された

Jh掛 ま.従来の撫練的なマイク｡インジェクション処理を潅された*胞に比較して､棲めてホい

細胞生存中を示した.

本研究で明らかになった光相感剤としての BATの細胞臓 J#作用については.今後の解析が

那 Sされる｡例えば､BATは米国国立新生研究所において､細梅毒性･抗 fuV活性を計点され

ている('08)那.その耗射 まBATの薬理作用は特筆すべき効果がないとのものであっfL しかし､こ

れはあくまでも時下におけるBAT薬確作用に対しての評価であって,換計すれば､BATは時下

では低8性でありながら､光照射によって 10秒程度で細胞膜を破t&するほどの金作を発現させる

特性を椅つということになる｡8ATの解析に基づいて､このような~面性を兼ね備えた､細胞膜破

J#をFI的とした新風の分子の設計･合成が期待されると肘 こ､既存の光増感剤や膜常任感受性色

i(JO6'についてもrBJ様の細胞股破端用途についての朽解析を行う必繋があると考えられる｡

本草の戚北のT17Y:軌 占用は極めて多岐に汝ることが怨放される｡ 例えばフローサイトメトリーと

併用することで､光刺激により帳を附 ナ細胞あるいはミセル-の物質導入を行うことで.非常に多

数の細胞あるいはミセル-Ipl時に物質を入れることが可能と考えられる｡また,BAQで称に横着で

あったBクーチエニル携導体の成膜性の高さ(.OIを利用して､基盤上に修飾した.クーチエニ/レを

利用して細胞に旋用するという仏用も考えられる｡またBATを光化学庚牡の細胞軌 #剤として､小

児期の仲良井*他姓(neurobhStOma)等の化学旋法へつなげられか 1能性bある｡

以上.B̂ Tの光による細胞妨害について調査し.光量や BATの授Ai圭によって瞬破崩を制紳

できることを明らかにした｡この知見は.殺虫剤や PDTの研究に指針を～えるだけではなく､細胞

内センサーといった工学的な技術への応用を期待できる｡
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6-2今後のJPJaJI穿孔技拝の■戊･発展性について

6-2･1今後のM

九LO感刑/Lと･*蜘 柵 J#物許は鹿本的に細胞に対しては考物である｡そのため､光増感剤

の生体へのき用に蘇しては､膜破単軸 王不必要な個所で苛性を発祥しないようにすることが望ま

しい｡このような用途には.例えば酸化チタン等の国体表面を修飾可能な光点蝶を使用することが

考えられる｡*胞と増感如 i直に接した部分だけで細胞JA破穎作用を生じさせることが､ネ技術の

応用脆凶を拡大する上で毛要な汲糖であると思われる｡

6-2-2 本研究に基づく技術の今後の発展性のt*肘

JF研究の按である外部制軌 こよる腹板冶技術は､さらに応用を施すことにより､様々な分軒にお

ける技術として利用可能と考えられる｡第一車で記述した内容と､ 知立複する抑分があるが､以

下にその一例を妃述する｡

6-2-2-1ドラッグデリバリーシステム用薬剤含有ミセル･リポソームの和佐特異的な破浪

速伝子治奴等でJ71いるドラッグデリバリーシステム(Dos)用丸剤含有ミセ′レやリポソームの如位

持久的な破J#技術として､本研矧 こ基づく膜穿孔技術を応用することができる｡燕刺のDlff用を

抑制しつつ､Fl的となる患部周辺で典中的に佐用するためのDDS研究が進められている｡例え

ば薬剤を入れたマイクロカプセルに生体透過性の赤外奴で増感される帳蔽J&剤を丸み込み､思

わ周辺を赤外穀で照射することで､カプセルを蘇J&できる｡このように折破J#技術を着用すること

により,より効率的なDDSが吋値になるものと考えられる｡



6121212平面･球面等のJkを対食にしたa能性分子の配列作美と薪規t+能弁現

生体JFにおいては､様々な推能を持った片タンパクがJ#中で流動しつつ単独で､あるいは#合

集散することによってJf面内およびJ#内外の化学物質の代引･市子の伝達等､多様な機能を発拝

している｡このような帳面内やdF外の移htt罷単位(鋲タンパク)の組み合わせに上る牧焦発現は

散小IL化学プラントと呼べるものである｡

このような反応姐としての生体J*の練を発現をモチ′レに､目的にあった撫縫発現に必婆な膜デ

バイスを人J:蝶や生体J射こ組み込み可能になれば､帳面を利用した非常に自由舷の高い反応シ

ステムを柵拓できるものと々 えられる｡本研究のJ#穿孔技術を応用することにより､そのような膜デ

バイスとして､触辞件タンパク等の生体繊能分子に限らず､庄噸素子や光電変換群71や妃怯嫡子

等といった人工物も組み込めるものと考えられる｡

61212-3J*漁作とデバイス追加による細胞t&能拡張

上記の例の拡張であり.膜糾 し技術によって細胞と人工物の取合によって新たな機能を付加す

ることが可能となる｡一例として磁性細歯由来の微小磁性体位Tを入れた白血球を作り､磁気的に

白血球をIIil鮒 こ併称することが増えられる.これはドラッグデリバリーではなく､セルデリバリーシス

テムとでも呼べる応用である｡その他,膜に光屯変換薬子を組み込むことで､細泡に光エネルギー

を化学エネルギーに変換する縫物細胞的な牧能を持たせることも可能と思われる.また､仲良細

胞の信号入力.出ノJに､細胞膜に埋め込んだ光屯変換頼子を冶用することで.将来的に用いられ

る光情報処理型のコンピューターと鑑桔で神速細胞を技捷することb可能であろう｡

612-2-4 マイクロマシン81こよる細触 作

現在､世外的にマイクロマシンの研究が進められているが､その将兵的な応用医療分野はJlも

有望祝されている｡しかし現英間雌として検討すると､そのような医凍マイクロマシンはたとえば血

管に入るほど小型である必要があり･そのtb力軌 士人きく制約を受けることになる.すなわち､この
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ようなマイクロマシンに対しては有巣でのエネルギー供掛 土田Jtであり.またマイクロマシン白帆 こ

内簾可能なエネルギーはわずかなものになる.このためマイクE7マシンによって*胞破躾や細胞改

変等､*胞に影Vを及ぼすには内#ェネルギー瀬による物理的な手放では出力が不足すること

は明白である.光畑感剤等のJg破JJE剤とその活性化を応用することで､そのようなマイクロマシン

に上る細胞操作を解任に実現することが可能と考えられる.Jt体的な一朗として､赤外線で活性化

するようなれ レフイリン等の光増感剤を腕 穎剤として使用すれば､膜破Jtに必要なェネルギーを

拝外から赤外叔レーザー等により供給可能である.

6-2-215 や々の神掛 こt柾を按枕t̂ t子什稚iB相とN.趣向で什租の授受を行う神慮インター

フェースの作娘

近年､押勝とq!7機器の間で虻按に屯気的なIg号の援受を行うことを日持した､神経インターフ

ェースと総称されるfe糎の研究が進められている｡神経インターフェースには､半叫体加工技術を

利用して井伊化された金属微小屯励 ;用いられることが多い.このような金属削 ､屯捗は細胞の

外恥 こ牧はされるために､以下のような問題が生じている｡

a)神様細胞のql気的な括軌 細 胞膜電位に生する 100mV軽度のパルスであるが､細胞外電

極によって計測される紳掛 舌骨は､執▲Vから致+pVレベルに低 ドしてしまう.

b)電捗近傍の複数の仲良活動が重複した緒号が計刺されるため､個々の神経の活動を把握す

引こは､11弓のAl折処理が不可欠である｡

これに対し･細胞内に屯嬢を改正できれば.屯梅神経のJ*屯位を直榛計洲可能になり.上記の

a)､b)のEL'lREは解消することになる･そのため･本研究で模対してきた細胞膜穿孔技術を応用して､

神長細胞州 こ刺入可能な微小金属屯経を実現することが可能とろえられる｡照射光Aや電嬢の

細胞椴への接地圧力といった細胞内-の屯陸刺入射 如 く明らかにIL九は.細胞と屯蛎の捷枕を

白hlけ ることも叶掛 こなると考えられる.このようにして膜穿孔技術縄 居させることで.多数の

仲良と屯睦を捷捷した､理想的な神島インターフェースが1,-現可能とJE･えられる｡
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6-3#B

4-研究は､薪収オiIゴチオフェン BATを光増感剤として用い､光照州 こよるJJ胞妨害の制御を

新規な細胞膜穿孔技術のF･[能性を示した

その遠軽で'F暮られた光増感作用を応用した畷穿孔技術は,細胞工学の基幹妓術として非常に

轄広い用途が考えられる｡本研究は基礎研究ではあるが､この研究を斬光とする応用的な科学技

術の発展性も締めて大きいbのと推定される｡
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本研究を遂行LB文をまとめるに当たって､終始暖かい御柑叫､御鞭椋を鵜りました東京人竿

先嬉科学技術研究センター･軽部征夫教授に深く感謝鼓します.また､木ZB文を作成するに当たり.

JL並なaI肋書､中指尊をいただきました同センター艮･=ネ鋭ヰ教授､同センター･井街宏教授.

ならびに同センター･絹本和仁教授に対して心から靴音を表します.池袋一典謙帆 佐々木■助

手､矢野和義助手.六心仁志研究Ji(現高知工科大学講師)始め挿部研究室の皆様に臥 終始

軒重なる御討Zi､御独力をいただきまLfL.深く感封Iの者を点します.

弟二軌まフランス共和国PAulSabatler大学･Maur.ceComtAt叔授との共同研究であり､御

指半頂いたRegLneDeuvorI群上に深く感恥 PL上げます｡

節三掛ま財団法人射 ヒ学研究所思考ネットワークグルーブとの共同研究であり.御指埠頂いた､

伊藤正yjグループリーダー(現 理化学研究所 脳科学総合研兜センター所良).同グループ･矢

野良治M上､宮佃麻里丁博士にIqく感斬申し上げます｡

荊凹帯､耶玉軌 土東京大学駒場オープンラボラトリー･#絹布之助手.東京大学先端科号技術

研究-LJンクー/J=命反応化乍分針 ホ部稚子氏･東京大′相 原盗乍JC同研究センター生体計測分

1 事r.納 邦彦教授､鈴棚 文助手のご榊 ご協),を剛 まLTL

ご多忙の中･火同研究-神文臥 御払力頂きました甜先生方に対しましてはどのような感謝の

音兵をt)つてしても足りるということはありません｡

さらに･本研究を行うに当たり･御指導と御激励をいただいた岡崎Eg立生理学研究所･名木成

朗 は 授･ドイツ連用畑 国フンボルト大争 RelnhardtSt6Der政捜､BEJ)JGl90tOPenteCknik

GmbHIKl- rTbnnenberger縛J=､同AJldreHeSS悼士に沃く舶 Iの濃を表します｡

A後に鹿ねて･在学中に様々な健全を与えていただきれ た軽斬 正夫教授に尉 い たしますと

ともに･生活を支えてくれた両親並びに弟妹に感謝のことばを述べたいと思います｡
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