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研究成果の概要（和文）： 高温熱分解法を用いて 4－メチルカテコール(4-MC)や N-ビニル-2-
ピロリドン/メタクリル酸メチル/メタクリル酸三元共重合体[P(VP-MMA-MA)]で被覆されたマ

グネタイトナノ粒子（MNPs）を調製した。マクロファージに高い特異性がある標的分子を結

合させた磁性ナノ粒子の調製法を開発し、磁性粒子が核磁気共鳴画像法（MRI）の強力な造影

効果を示すことを利用して、急性心筋梗塞の原因となる不安定プラークを非侵襲的に早期診断

できる材料の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：  Ligands-bound magnetite nanoparticles (MNPs) have been 
expected as enhancing agents for magnetic resonance imaging (MRI).  To develop MNPs 
for non-invasive early diagnosis of acute myocardial infarction, we prepared MNPs coated 
with 4-methylcatechol (4-MC) and N-vinyl-2-pyrrolidone/methyl methacrylate/methacryl 
acid terpolymer [P(VP-MMA-MA)] by thermal decomposition of iron pentacarbonyl, and 
conjugated MNPs with ligand molecules to target macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 

研究分担者の小林は、直径 10 nm のマグ
ネタイト微粒子をリポソームで包み、がん細
胞を特異的に認識する抗体タンパク質を化
学的に結合させた発熱素材（AML）を調製し、
交番磁界を照射する形式のがん温熱療法を
10 年以上研究してきた。中部大学に設置し
たクリーン度が高い調製室で患者用にこの

素材を調製し、信州大学医学部で平成 19 年
10 月に初めて臨床応用された。研究分担者
の小林はもっと多くのがん治療の臨床応用
を主として研究する事としていた。しかし、
同じ学科に勤務する研究代表者で、比較的近
い研究分野である堤内がこの研究の発展形
を考えた。発熱素材の AML の平均粒子径は
120nm であるが、毛細血管を通過して悪性



腫瘍部位に集積することから、がん治療には
利用できる。マグネタイトは強力な MRI 造
影剤として利用できることを研究分担者は
12 年前に報告している。マグネタイト微粒
子を特定の細胞に集積できれば、特定の細胞
が MRI で容易に診断できるであろう。しか
し、粒子径が 120nm の素材はがん以外の病
気の診断や治療には利用できない。本研究で
は、20 ～ 30 nm 程度の小さな素材を新た
に調製し、特定の細胞にのみ集積できるよう
にデザインして、MRI による早期診断が可
能であることを実証することとした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究で開発目標とする診断対象は、死亡

順位が２ 番目の心疾患で、なかでも最も重
要な急性心筋梗塞の早期診断である。そして、
特定の細胞としてはマクロファージと考え
ている。動脈硬化は、虚血性心疾患や諸々の
血管障害の原因となる病変である。動脈硬化
症では、正常な血管（右
図上）の内膜の中で脂質
が徐々に蓄積し、右図中
に示したように不安定
なプラークが形成され
る。プラークの形成には、
酸 化 LDL(Oxidized 
Low Density 
Lipoprotein)とマクロ
ファージ細胞が大きく
関係している。血中
LDL が多くなると血
管壁内で酸化された
LDL も多くなり、マク
ロファージが不安定プ
ラークの中に入り込み、
マクロファージ細胞表
面のレセプターから酸
化 LDL を取り込んで、
最終的に右図中に示し
たように泡沫化細胞と
なる。最近の心臓内科学
では、このプラークが何かの衝撃などで右図
下に示したように破綻してしまい、高粘性液
体が血管中に放出され、血栓ができる、とさ
れている。この血栓が心臓の毛細血管で詰ま
って血流を遮断すれば急性心筋梗塞であり、
脳の毛細血管で詰まって血流を遮断すれば
脳梗塞となる。この原因となる不安定プラー
クを早期に診断する非侵襲的な手段は今の
ところなく、一刻も早い開発が望まれている。
毛細血管は一層の内皮細胞からなる最も細
い血管です。内皮細胞の壁には、多くの 10nm 
程度の小孔と比較的少ない 60nm 程度の大
孔が存在すると云われています。悪性腫瘍組
織では増殖のために多くの酸素が要求され

ます。そのため、新しい血管が構築されます。
しかし、新生血管では構築中のために血管内
皮細胞がまだきちんと構築されていない。
120 nm の AML が血管から悪性腫瘍部位に
集積することを研究分担者は 10 年前に実証
した（腎細胞がんの動物モデルを作成し、こ
のがんに対するモノクローナル抗体を結合
させたAML を使用してマグネタイト微粒子
の腎細胞がんへの DDS (Drug Delivery 
System)を示した）。もっと小さな粒子径の素
材を開発できれば、生体中の特定細胞に磁性
微粒子を DDS できるはずである。不安定プ
ラークにはマクロファージを中心とする炎
症性細胞が侵入する。これらの細胞の直径は
20μm もあるが、マクロファージは形を変え
て不安定プラークの壁にある大きな孔（60 
nm 程度）を通過するといわれている。当然、
20 ～30 nm のナノ粒子は不安定プラーク
壁を通過し、粒子表面の標的分子の働きによ
ってマクロファージへ特異的に磁性微粒子
が DDS されるであろう。そうすれば、MRI 
で不安定プラークの存在位置の診断が非侵
襲的に可能となり、急性心筋梗塞の治療も早
期に可能になると期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 標的指向性マグネタイトナノ粒子の調製
は以下の 2つの方法で行った。①4-メチルカ
テコール（4-MC）存在下、鉄アセチルアセト
ンを高温熱分解し、生成したマグネタイトナ
ノ粒子[(4-MC)n-MNPs]表面の 4-MC 分子を用
いて抗体やリガンド分子を置換する方法（図
式１）、②N-ビ 
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図式 1 

ニル-2-ピロリドン/メタクリル酸メチル/メタ
クリル酸三元共重合体[P(VP-MMA-MA)]存
在下、鉄ペンタカルボニルを高温熱分解し、
そのカルボキシル基を用いて抗体やリガン
ド分子を置換する方法（図式 2）である。こ
れら 2つの方法を用いてマクロファージや泡
沫化細胞への指向性を有する磁性ナノ粒子



の調製とその評価を行った。一方、マクロフ 図 1．(1→3)-β-D-グルコピラナンを有する MNPs の TEM 画像． 

 

顕微鏡（TEM）観察における画像からマグネ
タイトコアの個数平均粒子径は 3.2 nm と算
出された。 
また、対照としてマルトヘプタオースを有

する磁性ナノ粒子も同様に合成し RAW 細胞
（マウス白血球細胞）への取込挙動を調べた
ところ、有意な差を認めることができた。ま
た、(1→3)-β-D グルカン置換磁性ナノ粒子を
用いて RAW 細胞と 3T3 細胞（マウス線維芽細
胞）への取込挙動でも有意な差を認めること
ができた（図２）。 

図式 2 

ァージを指向するためのリガンド分子とし
ては、マクロファージ上のデクチン-1という
レセプターに認識される(1→3)-β-D グルカ
ンと、心筋症発症の予測マーカーとして期待
されているタンパク質 pentraxin 3 (PTX3)
に対する抗体（抗 PTX3 抗体）を検討した。
ただし、抗 PTX3 抗体は極めて高価であるた
め、反応条件を検討する目的で、一部の乳が
んや胃がんの細胞に発現する HER-2タンパク
質のモノクローナル抗体であるハーセプチ
ンを用いて実験を行った。 

 

 
 
４．研究成果 

まず①の方法について報告する。図式１に
従い 4-MC 被覆 MNP の調製し、次いで四塩化
炭素中、N-ブロモコハク酸イミドおよび過酸
化ベンゾイルを 6時間還流させて臭素化を行
った。さらに、ジクロロメタン-DMSO 混合液
(1:1)中、アジ化ナトリウムを室温で 48 時間
反応させ、表面にアジド基を導入した MNP を
調製した。一方、末端アルキンを有する(1→
3)-β-D-グルコピラナンの調製は、まず、ト
リイソブチルアルミニウム-水-アセチルア
セトン（1 : 0.4 : 0.8）触媒を用いた 1,3-
アンヒドロ-2,4,6-トリ-O-ベンジル-β-D-
グルコピラノースの開環重合と、液体アンモ
ニア中、リチウムを用いた脱ベンジル化によ
り(1→3)-β-D-グルコピラナンを合成した。
さらに 2-プロピニルアミンと水素化シアノ
ホウ素ナトリウムで還元アミノ化すること
により末端アルキンを有する(1→3)-β-D-
グルコピラナンを調製した。その後、THF 中
アスコルビン酸ナトリウムと硫酸銅存在下、
30℃で 2日間、クリック反応を行い、透析(分
画分子量 1000kDa)で精製を行った。結果と
して (1→3)-β-D-グルコピラナン被覆 MNPs
が 65%の収率で得られた。図１の透過型電子 

図 2．(1→3)-β-D-グルコピラナンを有する MNPs の標的指向性評価． 

次に②の方法について報告する。マグネタ
イトナノ粒子の調製は P(VP-MMA-MA)の存在
下、N,N-ジメチルホルムアミド(DMF)中で鉄
ペンタカルボニルを 3時間還流させて行った
(図式 2)。反応液を冷却後、DMF に対し 4 倍
量のアセトンを加えて遠心分離した。茶褐色
の上清を回収し透析膜(cut off 100,000)を
用 い て 低 分 子 量 成 分 を 除 去 し て
P(VP-MMA-MA)被覆 MNPs[P(VP-MMA-MA)-MNPs]
の水溶液を得た。これらの個数平均粒子経は
透過型電子顕微鏡(TEM)観察により 8-20 nm
と見積もった。 
不安定プラークに集積することが期待さ

れる抗 PTX3 抗体は極めて高価であるため、
本研究では初めに一部の乳がんや胃がんの
細胞を指向しうるハーセプチンを用いて実
験を行った。ハーセプチンとの反応は、pH 6.5
のリン酸ナトリウム緩衝液中 N-シクロヘキ
シル-N’-(2-モルフォリノエチル)カルボジイ
ミド(CMCD)を用いて 4℃で 20 時間行い、透析
膜(cut off 300,000)を用いて遊離の抗体を
取 り 除 い て ハ ー セ プ チ ン を 有 す る
P(VP-MMA-MA)-MNPs を得た。この標的指向性
の確認は、HER-2 発現しているヒトがん細胞
（GLM）と HER-2 発現のないマウス繊維芽細
胞(3T3)を用いて行った。さらに、ハーセプ
チンによる特異的な取り込みであることを
確認するため、対照として HER-2 に結合しな
い抗体であるリツキサンでも同様の実験を 



５．主な発表論文等 行った。なお、抗体の結合量は試料溶液 100
μL に 6.0 mol/L の塩酸を 200μL 加えて
120℃で 24 時間分解させた後、過剰の水酸化
ナトリウムを加えて鉄成分を沈殿として除
去し、抗体に由来するアミノ酸を O-フタルア
ルデヒド(OPA)で蛍光標識して 355nm の励起
波長による 460nm の蛍光強度から算出した。
その結果、抗体結合量は粒子あたり 0.11 分
子以下と導入反応にまだ課題が残ることが
判明した。しかしながら、粒子あたり 0.08
分子しか抗体が結合していない試料でも、細
胞取り込み試験において、HER-2 発現のある
がん細胞では HER-2 発現のない 3T3 細胞と比
較して細胞取り込み量に優位な差が見られ
た。また、ハ
ーセプチンと
リツキサンを
有するナノ粒
子 7 の細胞取
り込み量を比
較しても、細
胞取り込み量
に優位な差が
見られた（図
３）。 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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