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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌の診断治療に対して①腫瘍細胞への効率的輸送能、②イメージング能
 (蛍光発光)、③治療用薬剤 (抗癌剤) を搭載したナノ粒子を設計・作製し、新規な医療ツール開発に関する基
礎検討を行った。有機シリカ及びポリマーをベースに表面修飾して作製したナノ粒子は膵臓癌をはじめとする各
種腫瘍細胞に効率良く取り込まれたほか、これらの増殖能や浸潤能を有意に低下させることが可能であった。さ
らに動物実験において臓器特異的な集積が認められた。

研究成果の概要（英文）：We performed the basic research in developing of organo-silica and polymer 
nanoparticle for diagnostic and therapeutic implications for cancer. The nanoparticle has several 
functions including active targeting moiety, fluorescent imaging moiety, and therapeutic reagent 
(anticancer drug). The developed nanoparticles inhibited the cell proliferation, migration, and 
invasion against the tumor cells. In addition, nanoparticles showed organ-specific accumulation in 
animal experiments.

研究分野：生体医工学

キーワード： がん　ナノ粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では特に多臓器転移や術後再発率の高い膵臓癌をはじめとする各種癌の診断と治療を一体化可能とするナ
ノ粒子を作製し、医療ツールの開発を目指した。作製したナノ粒子はその表面修飾物質の構造の違いにより腫瘍
細胞に対する取り込み効率が大きく変化した。また、ナノ粒子に抗癌剤を担持させることで、腫瘍細胞の増殖能
や移動能が低下することを確認した。癌は我が国の死因第一位であり、早期診断及び早期介入が患者の生命予後
とQOLに大きく影響する。今回得られた結果は癌治療に貢献する一助になることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 現在, 我が国では国民の2人に1人が癌に罹患し,3人に 1人がこれにより死亡している.中で
も進行の早い膵臓癌は発見時に患者の約 40%において既に多臓器への転移が見られ,術後の再発
率も高い難治性癌である.このため本疾患の早期診断・治療介入は患者の生命予後を大きく左右
する.通常,本疾患や他の難治性癌の診断及び治療は診療ガイドラインに基づき行われるが,初期
症状に乏しい場合や腫瘍マーカーが特異性に欠ける場合がある.また,CT や MRI を用いる画像診
断においても初期の微小癌の検出は困難な場合が多く,炎症等による偽陽性もしばしば認められ
る.これを補完するためバイオプシーや細胞診等を組み合わせて診断が行われるが,検査項目が
増加することで合併症リスクが高まるほか,確定診断に至るまで長時間を有する.このため,早期
治療の時期を逸する場合や,既に病期が進行し手術適用のない患者への侵襲的検査により患者に
身体的・精神的負担を大きくするという問題がある.  
このような背景から,本研究では,癌に対する検査の早期段階から,信頼性の高い確定診断・治
療補助ツールの開発を目指して,診断・治療一体型 (セラノスティックス) ナノ粒子の開発を目
指した.現在,国内外でミセルやリポソーム等のナノ粒子を用いたセラノスティックス研究が行
われており,アメリカでは既にナノ粒子を用いた皮膚癌に対する治験が実施され,その有効性が
確認されている.本研究では有機シリカナノ粒子及びポリスチレンナノ粒子を基盤としてこれら
粒子表面の効率的な多機能化と腫瘍に対するセラノスティックスの開発を行うことで,創薬分野
やドラックデリバリーシステム領域へ貢献しうると考えた. 
 
２．研究の目的 
 本研究では有機シリカナノ粒子及びポリスチレンナノ粒子に複数の機能を付加することで腫
瘍特異的なセラノスティックス粒子を創製し,癌の早期発見,術前治療を可能とし,癌治療に貢献
する医療ツールの開発を目的とする.  
(1)ナノ粒子の作製と粒子表面の多機能化 
表面上に反応性官能基を有する有機シリカナノ粒子及びポリスチレン製ポリマーナノ粒子を
独自に作製又は購入し,イメージング分子 (標的とする腫瘍が微小であっても検出可能な蛍光分
子),ターゲティング分子 (腫瘍細胞に多くに
発現する輸送担体に対するリガンド分子),治
療用分子 (現在用いられている抗癌剤) をそ
れぞれ導入する(図 1).また,腫瘍細胞に過剰
発現している輸送担体 L-type amino acid 
transporter-1 (LAT-1) に対する親和性リガ
ンド分子の探索研究も並行して行う. 
(2)培養細胞及び実験動物を用いた機能性評価 
 作製したナノ粒子を膵臓癌を含む複数種類
の腫瘍細胞株へ添加し,細胞内への取り込み速
度や蛍光強度(粒子数に該当)を蛍光顕微鏡やフローサイトメトリーで解析し有用なナノ粒子を
選定する.また,細胞増殖阻害実験や細胞浸潤能を評価し,in vitro におけるナノ粒子の抗腫瘍
効果を精査する.さらに健常マウス及び腫瘍移植マウスにナノ粒子を投与し,腫瘍部位特異的な
粒子の集積の有無や腫瘍縮小効果を判定する. 
 
３．研究の方法 
(1)有機シリカナノ粒子を用いた研究 
①粒子作製と表面修飾 
まず,(3-mercapropropyl)-trimethoxy silaneと fluoresceinisothiocyanateをアンモニア水
中で一昼夜加熱し,表面上に反応性チオール基を有する蛍光性ナノ粒子を合成した.次に,N-(2-
aminoethyl)maleimide を反応させて側鎖を伸長させると同時にアミノ基を付与した.さらに塩
基性触媒下,4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium(DMT-MM)を触媒と
して 20 種類以
上のアミノ酸及
びその類縁体を
縮合させ,表面
がアミノ酸修飾
された蛍光性ナ
ノ粒子を作製し
た (図 2).これら粒子は,電子顕微鏡による粒径の測定や動的光散乱計による表面電位の測定等
により物性評価を行った. 
②培養細胞及び実験動物を用いた機能性評価 
 上記のアミノ酸修飾ナノ粒子の細胞適合性を確認するため,膵臓癌を含む各種腫瘍細胞 (肝細



胞癌,乳癌,子宮頸癌,骨肉腫) を用いて細胞取り込み能を蛍光顕微鏡とフローサイトメトリーに
より定量的に解析し,有用なリガンド分子候補を選定した.次にナノ粒子を取り込ませた腫瘍細
胞を懸濁液としてマウスへ静脈内投与し,24 時間後及び 1 週間後に臓器(脳,心臓,肺,肝臓,脾臓
及び腎臓)を摘出して蛍光顕微鏡によりその分布を観察した.さらに,4T1 腫瘍細胞(乳癌)移植マ
ウスを用いて,ナノ粒子投与後の腫瘍集積性を評価した. 
(2)ポリマー粒子を用いた研究 
①ポリマー粒子の表面修飾 
 市販の蛍光性ポリスチレンナノ粒子を用い,粒子表面上のカルボキシ基を反応活性基として
20 種類の L-アミノ酸,リン脂質及びステロイド類を(1)①の方法を用いて結合させた.次いでナ
ノ粒子上の残存官能基に 4種類抗癌剤(gemcitabine,irinotecan,doxorubicin,paclitaxel)をそ
れぞれ結合させた.薬剤の粒子表面における修飾量は高速液体クロマトグラフィー-質量分析
(LC-MS)により定量した. 
②培養細胞を用いた機能性評価 
 まず,(2)①で作製した抗癌剤修飾前の各種ポリマー粒子を腫瘍細胞 (膵臓癌,肝細胞癌,乳癌,
骨肉腫,神経芽腫)へ投与し,蛍光顕微鏡による粒子取り込み効率の定量や共焦点レーザー顕微鏡
による細胞局在の評価を行った.次に抗癌剤を同時修飾したナノ粒子の腫瘍細胞の増殖阻害作用
を MTT アッセイにより評価した.さらに,蛍光標識したゲラチン上に腫瘍細胞を播種させた後,抗
癌剤担持ナノ粒子を添加し,腫瘍細胞の浸潤突起の形成能やゲラチン破壊量を計測することで,
ナノ粒子投与前後における浸潤・転移阻害能の評価を行った. 
 
４．研究成果 
(1)有機シリカナノ粒子を用いた研究 
作製したアミノ酸修飾ナノ
粒子はいずれも粒子径が約
100nm で均質であった.正確な
アミノ酸修飾率は算出できな
かったが,粒子の表面電位の
数値がアミノ酸の種類により
大きく変化していることから
表面修飾反応が進行したと考
えた.粒子の細胞取り込み実
験では,アミノ酸の側鎖構造
及び腫瘍細胞の種類に依存して取り込み率が大きく変動した(図 3).アミノ酸のうち,L-
tryptophan を修飾したナノ粒子では,いずれの細胞を用いた場合でも 70%～90%以上の取り込み
が見られた.また,1 細胞当たりの蛍光量も他のアミノ酸を用いた場合と比較して高値を示した.
さらに,共焦点レーザー顕微鏡を用いた 3D 観察によりナノ粒子が細胞内部に存在していること
が立体的に確認できた.一方,D-tryptophanや 3-indolepropionic acidを粒子表面に修飾させた
場合の取り込み率は低値であった.過去の報告で LAT-1 を介することで,L-tryptophan が単独で
効率良く腫瘍細胞に取り込まれる報告がある.今回の結果を併せて考えると,リガンドの立体構
造の違いにより特異的な取り込みを制御することが可能であることを示唆するものであった.し
かし,骨肉腫細胞株では表面修飾したアミノ酸の種類に依存せず 90%以上の細胞取り込みが見ら
れたが,この理由は不明であった.さらに, L-tryptophan 修飾ナノ粒子を腫瘍細胞に取り込ませ
た標識細胞をマウスに投与した所,肺,肝臓及び脾臓において集積性が高いことを確認した.また,
このナノ粒子を 4T1 腫瘍細胞移植マウスに静脈内投与して腫瘍及び臓器蓄積性を評価したが,粒
子由来の蛍光は検出できず,投与量や投与経路等の検討がさらに必要であることが考えられた. 
(2)ポリマー粒子を用いた研究 
 使用した市販の蛍光性ポリマーナノ粒子は粒径が 100～200nm であり,(1)の結果から推測して
表面修飾後も大幅な粒径の変化は無いと考えられた.アミノ酸等の修飾効率は算出できなかった
が,修飾分子の違いにより細胞実験において,粒子取り込み率が大きく変動した.有機シリカナノ
粒子と異なりアミノ酸修飾ポリマ
ー粒子の取り込み率は低値であ
り , 最 も結果の良かった L-
tryptophan でも 30%以下に留まっ
た.原因としてナノ粒子の構成材
料の違いが影響していることが示
唆された.これに対し,リン脂質や
ステロイドを修飾した場合では取
り込み率は改善され,中でもリン
脂質の一種である 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-
phosphoethanolamine(DOPE)が66%
と最も高値を示した.なお,3D 顕微鏡観察により本粒子が細胞内部に完全に取り込まれているこ
とを確認している.次に修飾する抗癌剤の選定を LC-MS により行ったが,薬剤担持後のナノ粒子



上のirinotecan及びpaclitaxelは殆ど検出されなかったことから粒子に結合不能と判断し,LC-
MS で検出可能でかつ細胞増殖阻害活性がほぼ同等であった gemcitabine 又は doxorubicin を修
飾したナノ粒子を用いて研究を進めた.蛍光標識ゲラチンを用いて,腫瘍細胞の浸潤転移能を評
価した所,ナノ粒子を添加することで添加前と比較して有意に浸潤突起の形成が抑制されること
を確認した(図 4). 
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