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研究成果の概要（和文）：

(1) 動物実験モデル作成：骨浸潤モデルの腫瘍塊に直接抗体を結合していない磁性ナノ粒子を

注入し、交番磁場照射をすることにより磁場誘導組織内加温法を実施した。結果としては

骨浸潤巣における前立腺癌腫瘍塊は縮小した。

(2) 前立腺細胞膜特異抗原 prostate membrane specific antigen: PMSA に対する抗体(抗 PMSA

抗体)の性状の確認をした。F344 ラットの前立腺、膀胱、腎臓、心臓、肺、大腸、肝臓を

用いて抗 PMSA 抗体を用いた免疫染色を実施したところ、前立腺が多臓器より強く染色さ

れた。抗 PMSA抗体は前立腺癌細胞膜に選択的に結合することがわかった。  

(3) 抗 PMSA 抗体結合型磁性ナノ粒子の作成：PMSA を用いた AML の作成は、成功率が低か
った。磁性ナノ粒子の形状から再検討する必要性があった。

研究成果の概要（英文）：

(1) Bone invasion model:  Interstitial hyperthermia with magnetite demonstrated 

suppression of bone invasion of prostate cancer. 

(2) Prostate membrane specific antigen:  The character of anti PMSA antibody was 

examined.  Immunohistochemistry reviled moderate adhesion of anti PMSA antigen to 

prostate cancer cells.

(3) Manufacturing of anti PMSA antibody –conjugated magnetie: The success rate was low 

in the making of the AML using PMSA.  We should review the form of the magnetite 

nanoparticle.

交付決定額
                               （金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

２００９年度 1,600,000 480,000 2,080,000

２０１０年度 900,000 270,000 1,170,000

２０１１年度 1,000,000 300,000 1,300,000

年度

  年度

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学

キーワード：前立腺癌骨転移、磁場誘導組織内加温法、抗体結合型磁性ナノ粒子

機関番号：23903

研究種目：基盤研究(C)

研究期間：2009～2011  

課題番号：21592055

研究課題名（和文）抗体結合型磁性ナノ粒子を用いた前立腺癌転移巣選択的磁場誘導加温法の

基礎研究

研究課題名（英文） Establishment of magnetic field induced interstitial hyperthermic 

therapy for specific metastatic lesion of prostate cancer using antibody conjugated 

magnetic nano-partilce

研究代表者

河合 憲康（KAWAI NORIYASU）

名古屋市立大学・大学院医学研究科・講師

研究者番号：20254279



１．研究開始当初の背景

私たちはサブミクロンオーダーの正電荷

リポソーム包埋型磁性ナノ粒子(Magnetic 

Cationic Liposome:MCL)を発熱体とする深在

性がんの温熱治療を開発した。MCL だけが発

熱する周波数で交番磁場発生装置によって

磁場照射することで、がん組織のみの加温が

可能である。実験レベルではマウス悪性黒色

腫、ラット脳腫瘍、ハムスター骨肉腫、ウサ

ギ舌ガン等様々な動物と腫瘍において、腫瘍

を完全退縮させるといった高い治療効果を

得てきた。前立腺がんを対象としてラット前

立腺がん皮下移植モデル、ヒト前立腺がん細

胞ヌードマウス皮下移植モデルを用いて実

験を行い、同様に高い治療効果を得た。また

前立腺がん骨転移モデルを用いて、骨転移に

対する治療効果も示唆された。しかし、これ

らの実験は皮下移植腫瘤に直接を注入する

方法である。局所注入でしか行うことができ

ない治療法は臨床応用を考えたときにその

利用が極めて限定され、価値がなくなる。そ

こで経静脈的に MCL を投与し、選択的に目的

病巣へ到達させる治療法の確立が必要とな

っていた。

２．研究の目的

経静脈的に MCLを投与し選択的に目的病巣

へ到達させる治療法を確立するために前立

腺 が ん 細 胞 膜 抗 原 (Prostate-Specific 

Membrane Antigen; PSMA) に着目した。PSMA

は前立腺細胞に特異的な前立腺細胞膜貫通

膜タンパクであり、PSA のように分泌される

ことはない。PSMA に対するモノクロナール抗

体を正電荷リポソーム包埋型磁性ナノ粒子

に結合させ、抗体結合型磁性ナノ粒子を経静

脈投与することにより選択的に前立腺がん

原発巣及び転移巣に到達させ、交番磁場照射

によって前立腺がん原発巣および転移巣を

選択的に治療する治療法の開発を目的とす

る。

３．研究の方法

(1) 前立腺癌骨転浸潤モデルの作成

①7週齢 F344 ラットにイソフルランで全身

麻酔をかける（以降持続吸入）②ラットをコ

ルク板にのせ仰向けにする③処置用ハサミ

で大腿前部表皮を切開し、ピンセットおよび

ディスポーザブルメスを用いて大腿骨周囲

の筋肉を切開し遠位側前部の大腿骨を露出

する④Electric handy drill および Diamond 

file を用いて露出した大腿骨の骨膜除去お

よび表層を擦過し、粗面を形成する⑤細切し

た PLS-P を 0.55g 粗面を形成した大腿骨直上

に移植する⑥移植部周囲の筋肉で PLS-Pを包

む⑦筋膜を4-0バイクリルで縫合する⑧切開

した表皮を外科用ホッチキスで閉創する。

組織を移植したラットは、術後 3週間後

にレントゲン撮影、CT 撮影を行い評価した。

右大腿に腫瘍

を移植

【図 1】

右大腿の組織

像。腫瘍周囲

と骨髄内に前

立腺癌が浸潤

している。

【図 2】

(2) 抗 PMSA 抗体の前立腺癌細胞に対する反

応部位の確認

ヒト前立腺癌細胞を細胞免疫染色用チャン

バーで培養。パラフィンで固定し後、抗 PMSA

抗体を用いて免疫染色を行った。抗 PMSA 抗

体は前立腺癌細胞膜に有意に結合している

様子が観察された。

(3) 抗体結合 MCL の作成

N-succinimidyl-3-(2-pyridythio)propiona

te(SPDP)を抗 PMSA 抗体溶液に加えて室温で

30 分反応。余剰の SPDP を取り除き、SPDP で

処理された抗体は 1,4-dithiothretiol で希

釈する。抗 PMSA 抗体 (ab’)2 は抗 PMSA 抗体

をペプシンで分解することによって処理す

る。37℃ 12-15 時間反応させ 3M Tris を加

えて反応を停止させる。1,4-dithiothreitol

含有 0.1M アセトンバッファーで希釈するこ

とにより Fab’1本鎖が得られる。Fab’1 本

鎖を EMC-DPPE とともに正電荷リポソーム包

埋型磁性ナノ粒子と4℃ 20時間反応させる。

13000G 30 分の遠心分離で J591 結合正電荷

リポソーム包埋型磁性ナノ粒子を抽出する。

(4) 抗体結合MCLの前立腺癌細胞株への吸着

試験

①低接着 6 well plate（CORNING）の各 well

に培地、Cytodex 1、細胞、を入れ、2時間

37℃、5％CO2 インキュベータで培養。次に、

抗体結合 MCL（100pg/cell）を添加し 1時間



37℃、5％CO2 インキュベータで振盪（25rpm）

培養する。その後、培地や取り込まなかった

AML、Cytodex 1に接着しなかった細胞などを

除くために洗浄を行い、鉄濃度測定を行う。

②鉄濃度測定

②-1 検量線の調整

  ②-2 試料の調整

  ②-3 呈色反応

  ②-4 吸光度測定

②-5 細胞取り込みの算出

の順に行い、前立腺癌細胞株への抗体結合

MCL の取り込みを検討した。しかし、取り込

みは不十分な結果であった。

４．研究成果

前立腺癌骨転移巣の治療法の開発のため

の、前立腺癌骨浸潤モデルの開発に成功した。

このモデルでは、骨表面と腫瘍境界部におい

て、破骨細胞の活性化の様子や、骨基質から

サイトカインの放出により腫瘍そのものが

増殖する様子も観察できた。また、このモデ

ルを用いて、私たちの MCL を用いた磁場誘導

組織内加温法は、骨の浸潤を抑制することや、

さらにサイトカインの放出を抑制すること

により骨転移巣における腫瘍の増殖を抑制

することが解明できた。

抗 PMSA 結合 MCL は、その抗体結合の割合

が低く、ヒト前立腺癌細胞株を用いた in 

vitro での接着実験でも、選択的な接着はし

めさなかった。今後 MCL 自体の改良が必要で

あると考えられた。
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