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研究成果の概要（和文）： 

がんの根絶には、低酸素細胞を標的としたがんの診断と治療法の確立が必要である。虚血低
酸素状態に絞って、詳細な組織の様子を個体に侵襲を加えることなく経時的に観察する
MRI 用血管造影剤となる酸化鉄ナノ粒子を開発し、その応用を図ることを目的とした。ヒ
ト腫瘍培養細胞において低酸素にすると酸化鉄ナノ粒子は還元された細胞内に取り込まれ、
殺細胞効果を現した。殺細胞効果については期待以上の効果が得られたため、今後その機
構を解明するとともに、マウスへの移植腫瘍を用いた実験によって MRI造影剤としての性
能評価を行う。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to eradicate cancer, we need establish diagnostic and therapeutic methods 
specially targeting hypoxic lesions. We intended to develop contrast medium for MRI 
composed of oxide iron nanoparticles which can seek for hypoxic lesions. In vitro study 
that these nanoparticles were ingested into cancer cells under hypoxic conditions and 
revealed cytotoxic property. Using transplanted tumors into mice, we will evaluate the 
in vivo potential of the oxide nanoparticles. 
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１．研究開始当初の背景 

日本人の二人に一人ががんに罹患する時
代となって、がん征圧は人類の悲願である。
近年、がん組織は一様ながん細胞からなって
いるではなく、少数のがん幹細胞と、それか
ら派生するがん細胞からなっていること、が
ん幹細胞の根絶が治療の成否に関わること
が明らかとなってきた。がん組織では正常組
織に比べて極端な低酸素の部分が混在し、そ
こにがん幹細胞が潜在すると考えられてい
る。また、血流が悪いと化学療法剤が送達し
にくかったり、虚血によって腫瘍の悪性度の
増悪や転移の亢進が起こるとされている。こ
のように、腫瘍の低酸素領域の存在は、予後

決定に大きな問題となるが詳細は不明であ
る。そのため、がんの根絶には、低酸素細胞
を標的としたがんの診断と治療法の確立が
必要である。 

 

２．研究の目的 

 組織の血流を時間的空間的に観察するた
めには MRI(magnetic resonance imaging)
がある。本研究の目的は、虚血低酸素状態
に絞って、詳細な組織の様子を個体に侵襲
を加えることなく経時的に観察する MRI用
血管造影剤を開発し、その応用を図ること
である。毒性の低い酸化鉄（Fe2O3, Fe

3+の
み）が Fe3O4（Fe3+と Fe2+の混合状態）にな
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ると磁性を発現し MRIの造影効果があがる
と考え、酸化鉄（Fe2O3）ナノ粒子を合成し
た。さらに、低酸素集積性と殺細胞効果を持
つ有機分子を複合化した鉄ナノ粒子を作成
した。本研究では、我々が作成した鉄ナノ粒
子を、培養ヒトがん細胞を用いて評価した。 

 

３．研究の方法 

（１） がん幹細胞の濃縮 

ヒト肝がん細胞株 HepG2とヒトグリオーマ
細胞株 A172に 0.5Gyの X 線を 12 時間毎に 2

ヶ月半分割照射し、放射線耐性のがん幹細胞
を濃縮した。がん幹細胞の細胞表面マーカー
分子 CD133 の発現を抗 CD133 抗体で検出し、
フローサイトメーターで定量し、濃縮度が
90%以上であることを確認した。 

以下の実験は、親株細胞 HepG2 と A172 と
それぞれのがん幹細胞を用いて解析を行っ
た。 

 

（２） 鉄の測定 

酸化鉄ナノ粒子をろ過滅菌し、5.27ugを培
養液に加え、通常酸素状態と低酸素状態（1% 
O2）で 24時間培養し、細胞内への鉄の取り込
みを検討した。細胞外の鉄は、細胞膜非透過
型の鉄キレート剤デフェロキサミンで洗浄
し、取り除いた。鉄はフェナントロリンで比
色し、吸光光度計で 510nmの吸光度を測定し、
求めた。標準線は、既知の濃度の第 1鉄イオ
ン標準液を使用して作成した。 
 

（３） 鉄の染色 

鉄染色剤 phen green SK で染色し、細胞内
における鉄の局在を観察した。緑色の蛍光を
持つ phen green SK は鉄と結合し、構造変化
により蛍光を失う。細胞膜透過性の鉄キレー
ト剤（2,2-dipyridyl）の添加により、鉄は phen 

green SK から解離し、再び発色する。この
蛍光の回復を利用し、細胞内の反応性を持つ
鉄を検出した。 

 

（４） 活性酸素（ROS）の検出 

ROS は、DCFDA 染色により検出した。蛍
光を持たない還元型の DCFDA は ROS によ
り酸化されることで発色する。DCFDA の酸
化を指標に細胞内の ROS の量をフローサイ
トメトリーで、定量した。 

 

（５） 細胞死解析 

細胞をエタノールで固定した。核をヘキス
トで染色した後、蛍光顕微鏡を用いて細胞の
形態を観察し、死細胞を解析した。100 個以
上の細胞を観察し、死細胞の割合を定量した。 

 

（６） コロニーアッセイ 

酸化鉄ナノ粒子の殺細胞効果をコロニー形
成能を測定し、解析した。 

 
４．研究成果 
 我々は、酸化鉄ナノ粒子が低酸素集積性を
持つかどうかを、ヒトがん細胞を用いて検討
した。また、がん幹細胞、非がん幹細胞にお
いて低酸素集積性に違いが観察されるかど
うかについての検討を行なった。鉄キレート
剤デフェロキサミンで洗浄することで、細胞
外の酸化鉄ナノ粒子の混入を抑制した。鉄ア
ンモニウムをコントロールとして用いた結
果、通常酸素状態においても、低酸素状態に
おいても細胞内に鉄の蓄積は観察されなか
った。一方、酸化鉄ナノ粒子は、低酸素状態
において細胞内に蓄積されることを明らか
にした。この酸化鉄ナノ粒子の低酸素集積性
については、非がん幹細胞とがん幹細胞、ど
ちらにおいても観察された。 
 この酸化鉄ナノ粒子は、以下の手法により
合成を行った。回分式反応器を用い、硫酸鉄
水溶液を 300℃、250 気圧の条件で加熱する
ことで、酸化鉄ナノ粒子を含む生成物水溶液
を得た。生成物水溶液を遠心分離処理し、固
体成分を回収・洗浄することで酸化鉄ナノ粒
子を得た。さらに本研究では、溶液中、細胞
中での酸化鉄ナノ粒子の凝集を抑制するた
め、この表面に水溶性有機分子を結合させた。
カテコール構造とカルボキシル基を持つ有
機分子を硫酸鉄水溶液に溶解させ、同様の手
法で酸化鉄ナノ粒子を合成することで、有機
分子を表面に複合化させた酸化鉄ナノ粒子
を合成した。 
細胞内における酸化鉄ナノ粒子がキレー

トされているのかどうかを観察するために、
反応性を持つ鉄を染色する鉄染色剤 Phen 

Green SK を用いて、細胞を染色した。通常
酸素状態では、酸化鉄ナノ粒子を加えても
Phen Green SK による染色は観察されなか
った。一方、低酸素状態では、Phen Green SK

による染色が観察され、酸化鉄ナノ粒子が細
胞内でキレートされていない状態で存在す
ることを明らかにした。染色は細胞内に均一
に観察されることから、鉄の局在に特異性は
観察されなかった。 

 フェントン作用で知られるように、Fe2+、
Fe3+は過酸化水素と反応し、それぞれヒドロ
キシラジカル、ヒドロキシドラジカルを発生
する。これらのフリーラジカルは細胞に傷害
性を持つ。酸化鉄ナノ粒子は、キレートされ
ていない状態で存在することからフリーラ
ジカルを生成し、殺細胞効果を持つことが期
待される。酸化鉄ナノ粒子が、活性酸素(ROS)

を生成するかどうかについては、DCFDA 染
色により検討した。低酸素状態において特異
的に鉄ナノ粒子によりDCFDAの染色が観察
されることから、低酸素細胞に集積した酸化
鉄ナノ粒子が ROS を生成することを明らか
にした。 



 酸化鉄ナノ粒子による細胞増殖への影響
を解析した結果、低酸素において、酸化鉄ナ
ノ粒子が細胞内に蓄積することで、細胞増殖
が抑制されることを明らかにした。さらに、
酸化鉄ナノ粒子の細胞毒性について、細胞死
の解析とコロニーアッセイを行った。低酸素
状態で酸化鉄ナノ粒子を取り込ませた細胞
では、多くの細胞に核の形態異常が観察され、
細胞死が誘導されることを明らかにした。顕
微鏡下で観察から、酸化鉄ナノ粒子が誘導す
る細胞死はアポトーシスではなく、細胞分裂
死であることが示唆された。さらに、コロニ
ーアッセイにより、低酸素集積性の鉄ナノ粒
子により、細胞の生存率が低下することを明
らかにした。 

以上の解析から、ヒトがん細胞を用いて本
研究に用いた酸化鉄ナノ粒子の低酸素集積
性と殺細胞効果を明らかにした。これらの作
用は、培養系を用いて、がん治療で治療抵抗
性のがん幹細胞においても有効であること
を明らかにした。我々が作成した酸化鉄ナノ
粒子は MRIにおける低酸素細胞のイメージン
グに利用できると同時に、殺細胞効果を有す
る。このため、低酸素がん細胞を標的とした
治療に有効であることが期待される。 

 殺細胞効果については期待以上の効果が
得られたため、今後その機構を解明する予
定である。さらに、マウスへの移植腫瘍実験
により、MRI 造影剤としての性能を評価する
とともに、生体内においても、同様の低酸素
集積性、殺細胞効果を併せ持つのか検討を行
う。 
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