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研究成果の概要（和文）：本研究では，(1）癌死滅効果に及ぼす合金組成や試料形状の影響，(2）癌細胞の死滅機構, 
(3）水素貯蔵合金マイクロアクチュエーターの動作特性の評価について調査した。最適合金組成はPd-5at.%Niであり，
バルク状試料では試料から2-3 mmの範囲が死滅する。Pd-7at.%Fe合金は癌細胞ならびに正常細胞ともに死滅が見られた
が，Pd-5at.%Fe合金では，明瞭な選択的癌死滅効果が見られた。癌細胞の死滅機構に関しては蛍光試薬を用いて検証を
行った。さらに薄板状水素吸蔵合金表面へのＰｄコーティング，銅メッキ厚及び試料形状の最適化により曲げ変形特性
が飛躍的に改善されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Three subjects have been investigated in the present work.(1) effects of 
composition and sample shape on the death of cancer cells, (2) the mechanism of cell death and (3) 
evaluation of bending motion of hydrogen storage alloy(HSA) micro-actuator. The optimum alloy composition 
is Pd-5at.%Ni and HeLa cancer cell death was observed in the region 2-3 mm apart from the HSA sample.In 
Pd-7at.%Fe alloy, the death of HeLa cancer cells and MDCK normal cells by anoikis was detected, while a 
selective cancer cell death was observed in Pd-5at.%Fe alloy specimen.The mechanism of the selective 
death of cancer cells is clarified on the basis of experiments using fluorescent reagents. The selective 
death of cancer cells is attributed to a lack of the enzyme, “catalaze” in the cancer cells. The 
bending motion of micro-actuator utilizing HSA is extensively modified by Pd-spattering and choosing an 
optimum sample shape.

研究分野：生体機能材料
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１．研究開始当初の背景 

水素貯蔵合金から水素が放出される際に

は，合金表面において原子状水素となり，２

つの原子状水素が結合して水素分子になる。

このとき合金表面に現れる原子状水素は「活

性水素」と呼ばれ，非常に不安定だが強い還

元力を示すことが知られており，癌細胞に対

して何らかの影響を及ぼすことが期待され

た。水素による疾病の治療効果については脳

梗塞の治療に関する研究が報告されている。

これは，マウスに直接水素を含むガス（２％

水素）を吸入させたものであり，これまで，

水素貯蔵合金を水素の発生源と捉え，癌治療

技術として応用した研究は国内外に例を見

ない。研究代表者らは，水素貯蔵合金から放

出される水素により癌細胞が死滅する現象

を見出した。水素を貯蔵させた水素貯蔵合金

を HeLa 細胞（子宮頚癌細胞）および H1299

細胞（肺癌細胞）に接触させる実験を行った

結果，24 時間後には水素貯蔵合金近傍の癌細

胞が死滅する現象を見出した。水素を貯蔵さ

せていない合金を用いて同様の実験を行っ

た場合には死滅した癌細胞は観察されなか

ったことから，この現象は水素貯蔵合金から

放出された水素が原因と考えられた。そこで，

本研究では，(1）癌死滅効果に及ぼす合金組

成や試料形状の影響を明らかにするととも

に，(2）癌細胞の死滅機構の解明及び(3）水

素貯蔵合金アクチュエーターを利用した低

侵襲型ピンポイント癌治療法における患部

への試料の導入法としての水素貯蔵合金マ

イクロアクチュエーターの動作特性の評価

を目的とする。 

 

３．研究の方法 

    (1) 癌死滅効果に及ぼす合金組成及び試料形 

    状の影響 

      アーク溶解によりPd-5,8,11at.% Ni合金を

溶製し，800℃15時間の熱処理を施したのち，

バルク試料は針状に加工し，粉末状試料は研

削機で削って10-30 m の粉末状にした。ジー

ベルツ型平衡水素圧測定装置で圧力組成等温

線（PCT曲線）を測定した。粉末試料に800℃，

2 h の条件で歪取焼鈍を施し，活性化処理後，

水素吸脱蔵時の水素圧の時間変化を測定して，

歪取焼鈍前後の吸蔵・放出速度を比較した。

放出水素の生体細胞への影響を調べるため，

直径35 mmディッシュに培養した HeLa 細胞

（癌細胞）および MDCK 細胞（正常細胞）に

水素吸蔵合金粉末を投入し，24 h 後の細胞の

変化を光学顕微鏡で観察した後，トリパンブ

ルーで死細胞を染色し，死滅範囲を観察した。

また，試料投入24，48 h 後の癌細胞および正

常細胞の生存細胞数をCell Counting Kit-8

を用いて吸光度により測定した。また，96 

wellマイクロプレートに培養した HeLa 細胞，

MDCK 細胞に水素吸蔵合金粉末を投入し， 24，

48 h 後の細胞生存率を CCK-8を用いて吸光

度により測定した。 

 

    (2) 癌細胞の死滅機構の解明 

   これまでの研究から，水素貯蔵合金表面に

おいて活性水素（水素ラジカル）が発生する

ことを吸光光度法ならびに電子スピン共鳴

(ESR)法により明らかにした。また，死滅した

癌細胞からは過酸化水素が発生することを蛍

光試薬を用いて検証した。 

   これらの実験結果をもとに死滅機構に関す

る以下のような仮説をたて，ESRや蛍光試薬を

用いて癌細胞の死滅機構の解明を試みた。 

機構① H・→O2＋H2O2 (細胞外)  

 水素吸蔵合金から放出される水素ラジカ

ルと，生体細胞外の液体中に溶存している酸

素が反応して過酸化水素を生成する。 

機構② H2O2（細胞外）→H2O2（細胞内） 

過酸化水素が細胞内へ浸透する機構を考

えた。一般的に，過酸化水素は細胞膜を容易

に浸透して細胞内に入り込むことが知られ

ている。ここで，水素吸蔵合金から放出され

る水素が生体細胞に及ぼす影響の中で，特徴
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的なこととして，正常細胞と癌細胞を選択的

に死滅させる効果を有することが挙げられ

る。そこで，正常細胞と癌細胞とを分けて死

滅機構の検討を行った。 

機構③-1 2H2O2→2H2O＋O2（正常細胞内で起 

     こる反応） 

 正常細胞は細胞内に過酸化水素や他の活

性酸素種を無毒化する酵素を有しているこ

とが知られている。そのため機構②によって

細胞内に入り込んだ過酸化水素は，カタラー

ゼのような分解酵素によって無害な水と酸

素に分解されると考えられる。 

機構③-2 H2O2＋Fe
2+→Fe3+＋・OH＋OH－ 

 正常細胞は機構③－1 で説明したように，

細胞内に酵素を有しており，活性酸素種を無

毒化するが，癌細胞にはこれらの活性酸素種

を無毒化する酵素を有しないことが知られ

ている。そのため，機構③－2 に示したよう

にフェントン反応が起こることによって，細

胞にとって最も有毒なヒドロキシルラジカ

ルを生成し，細胞を死滅に至らしめる。 

    

    (3)ピンポイント治療のための水素貯蔵合金

アクチュエーターの動作特性の評価 

  パラジウム（純度 99.9wt%）及びニッケル

（純度 99.99wt%）を用い，Pd-13 at.%Ni の

組成に配合し，真空アーク溶解によりボタン

状試料を作製した。これを圧延して厚さ20 m，

幅 2～5mm の薄板状に加工した。水素吸蔵合

金の体積膨張を曲げ変形に変換するため，電

気めっき装置で圧延試料の片面のみに銅め

っきを行った。さらに，水素吸蔵合金表面を

活性化させるため，20 mA，3 分間の条件で

Pd スパッタコーティングを行った（厚さ約

580Å）。この試料を高圧ジーベルツ型平衡水

素圧測定装置に接続した形状変化測定装置

内に垂直に設置し，試料の変形挙動をビデオ

カメラを用いて観察し，試料先端の変位を読

み取った。 

  ４．研究成果 

(1) 癌死滅効果に及ぼす合金組成及び試料形 

  状の影響 

 Pd-8at%Ni及びPd-11at%Niの合金組成で

は P-C等温線の脱蔵平衡圧が高く，水素放出

圧ならびに水素放出速度が大きすぎるため

癌細胞と正常細胞ともにアノイキスにより

死滅することがわかった。そこで，合金組成

として，Pd-5at%Ni 合金を選定した。次に，

バルク試料と粉末試料の水素吸蔵・脱蔵特性

を比較したところ，粉末試料の吸蔵・脱蔵速

度の方が遅いことがわかった。これは，粉末

試料には切削により板状試料よりも大きい

加工ひずみが生じ，水素の拡散を阻害したた

めであると考えられる。歪取焼鈍を行うこと

によって水素吸蔵合金粉末の水素吸蔵・放出

特性が改善されることがわかった。バルク状

試料では試料から約 2 mm の範囲が死滅して

いるのに対し，粉末試料は試料の近傍の細胞

のみが死滅することがわかった。また，針状

試料では針の先端部近傍は死滅効果が見ら

れなかった。粉末試料の細胞実験では，HeLa

は 48 h では生存細胞数が減少したが，MDCK

では 24，48 h とも H(-)（水素未吸蔵試料）

よりも生存細胞が増加しており，放出水素に

は癌細胞のみに死滅効果があるが，正常細胞

には悪影響を及ぼさないという選択的死滅

効果があることが知られた。粉末のように回

収が困難な形状であると，人体に有害な Ni

の溶出が懸念される。水素吸蔵合金試料をメ

ディウム溶液に半年浸漬した後の溶液の ICP

分析よりニッケルイオンの溶出が見られた。

そこで Ni の代替元素として，生体適合性の

点から人体での許容量の大きい Fe を選定

し，Pd-Fe合金の癌細胞ならびに正常細胞へ

の効果を細胞実験により調べた。Pd-7at.%Fe

合金は水素の放出速度が大きく，容器底から

の細胞の剥離によるアノイシスにより両細

胞ともに死滅が見られた。水素放出圧を低下
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させた Pd-5at.%Fe合金では，癌細胞のみが

死滅する明瞭な選択的癌細胞死滅効果が見

られた。 

 

(2) 癌細胞の死滅機構の解明 

 蛍光試薬を用いて，癌細胞の死滅機構の検

証を行った。それより，次の機構が明らかに

なった。まず，水素吸蔵合金からの水素ラジ

カルと溶存酸素の反応により過酸化水素が細

胞外で発生し，それが細胞中に取り込まれる。 

正常細胞では酵素（カタラーゼ）により過酸

化水素は分解されるため影響を受けないが，

カタラーゼ活性が低い癌細胞では過酸化水素

あるいはそれから生じるヒドロキシルラジカ

ルが癌細胞を死滅させる。 

 

(3) ピンポイント治療のための水素貯蔵合金 

  アクチュエーターの動作特性の評価 

 水素貯蔵合金表面へのＰｄコーティングに

より，曲げ変形速度は飛躍的に増大した。ま

た，銅メッキ厚が薄いほど，曲げ変形速度は

増大することがわかった。次に，最適試料形

状について検討した。長さ/幅比が小さくなる

と，幅方向の変形が長さ方向の曲げ変形を阻

害するようになる。図12より，幅方向の変形

の影響を受けない短冊状試料の臨界アスペク

ト比は約５であることがわかった。また，導

入水素圧の調整により変位の制御が可能であ

ることを明らかにした。サイクル特性は初期

に変位量の減少が見られたが，サイクル数の

増加とともに一定になる傾向が見られた。こ

れより，マイクロ化の指針が得られた。 
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