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研究成果の概要（和文）：新しく開発した表面電荷を全体にマイナスチャージした酸化鉄ナノ粒子をシスプラチンと結
合させ、その条件(酸化鉄ナノ粒子の径；30nm、50nmと反応時間；1時間、24時間)による抗腫瘍効果を検討した。
新たな酸化鉄ナノ粒子は従来型のSPIOと比較してプラチナと結合しやすく、また粒子の小さい方が細網内皮系に捕捉さ
れずに腫瘍内に滞留する事がわかった。腫瘍内のプラチナの集積は不十分であったが結合方法や使用薬剤によっては新
たなドラッグデリバリーシステムの構築に有効であると示唆される。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the anti-tumor effect using the newly developed negatively charged 
superparamagnetic ion-oxide (SPIO) nanoparticles created by changing the reaction time with cisplatin and 
the diameter of the particles.
In this study, negatively charged SPIO nanoparticle was combined with cisplatin well than conventional 
SPIO. Although the Iron concentration in the tumor tissue was higher in a small size of SPIO, Platinum 
concentration was lower in the tumor tissue. The reaction time did not have a clear influence on the 
antitumor effect. Further studies are necessary, such as conditions of the release of the drug, 
negatively charged SPIO nanoparticle can be expected to become an effective contrast agent also as drug 
delivery system.

研究分野：医師薬学
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１．研究開始当初の背景 
Superparamagnetic ion-oxide(SPIO)は肝臓
癌の診断に Ultra-small superparamagnetic 
ion-oxide(USPIO)はリンパ節転移の診断に
臨床で使用されている(本邦未承認)。現在、
本邦で肝臓の MR 用造影剤として使用されて
いる SPIO の作用機序は、約 55nm の SPIO を
静脈注射し 10-20 分後に MR 撮影すると肝臓
のKupffer細胞がこの粒子を貪食するため肝
臓の磁場の不均一が生じ、元来 Kupffer 細胞
の存在しない腫瘍部を認識できるようにな
る。この粒子は鉄のコアの周囲にデキストラ
ンで被包することにより作成されている。デ
キストラン被包の大きな目的は粒子同士の
凝集を防ぐためである。我々は従来型の SPIO
と USPIOの生体内外での性質や動態を研究し
てきた。 
我々は従来型の SPIO と USPIO をベースとし
て粒子径、表面電荷を換えることにより
Kupffer 細胞が認識しにくい粒子の開発を行
った。この粒子の開発目的は MR 用の優れた
コントラストを持つ血管内pooling画像を得
るためのものであった。我々の開発した酸化
鉄ナノ粒子は従来型の SPIO や USPIO に比べ
てラットマクロファージの培養で貪食能の
低下を示しマウスに投与した際、高い血中濃
度を 5時間以上持続することを証明した。ま
たウサギに投与して 5時間以上、MR で良好な
血管像を得ることができることを証明した。
酸化鉄ナノ粒子の表面電荷を調整すること
により細網内皮系で補足され難い酸化鉄ナ
ノ粒子を作成できることが証明できた。 
過去の研究で従来型の SPIO がプラチナ製剤
と結合し腫瘍内局所注入による抗腫瘍効果
と電磁波を使った温熱療法の有効性が確認
された。しかし血管内投与は従来型の SPIO
では細網内皮系に捕捉されるため腫瘍へ粒
子を導入することが困難であったため局所
注入が選択されている。そのため従来型 SPIO
を、より細網内皮系に捕捉されにくい酸化鉄
ナノ粒子に置き換えることにより腫瘍内に
選択的に抗癌剤を集積できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
新しく開発した酸化鉄ナノ粒子の細網内皮
系に捕捉されず長時間血中に存在する性質
を利用して、この粒子を MRI 用造影剤として
使用するだけではなく薬剤のキャリアーと
して利用しドラッグデリバリーシステムと
して利用してドラッグデリバリーシステム
の構築を検討する。腫瘍への粒子の集積につ
いては腫瘍組織では正常組織に比べ血管透
過性が著しく亢進しているため高分子や微
粒子は血管より流出しやすいとされている。
またリンパ系が発達していないため、腫瘍組
織に到達した物質は蓄積する。このような特
性を Enhanced permeation and retention 
effect(EPR 効果)を用いた腫瘍に対する受動
的ターゲティングを行う。今回、従来柄の
SPIOとUSPIOと異なる酸化鉄ナノ粒子と抗癌

剤(プラチナ製剤)の 4種類の結合体を作成し
抗癌剤との結合能と腫瘍への集積を検討す
る 
 
３．研究の方法 
従来型の SPIO と USPIO のサイズで、約 55nm
と 30nm の粒子の表面電荷を全体にマイナス
チャージした粒子を作成、全ての酸化鉄ナノ
粒子濃度は約 55mg/ml に調整する。 
(1)4 種類の酸化鉄ナノ粒子へのプラチナ製
剤結合量の検討 
プラチナ製剤であるシスプラチン2mgを酸化
鉄ナノ粒子(55nm、30nm)2ml と 1 時間および
24 時間反応させて限外濾過を利用してシス
プラチン-酸化鉄ナノ粒子結合体を抽出。抽
出した 4 種類の結合体のプラチナ濃度を
ICP-MS により測定する。 
(2)4 種類の酸化鉄ナノ粒子の抗腫瘍効果と
腫瘍細胞への集積の検討 
①細胞毒性試験： 
VX2 細胞を使用。96 ウェルプレートに 5×103
細胞/ウェル播種の割合で培地を加え､それ
ぞれに上記薬剤(1000μg/ml)を 10μl(0.1, 1, 
10, 100, 1000μg/ml)を加え 48 時間後､生細
胞数を MTT assey を用いて測定し抗腫瘍効果
の検討を行う。 
②ウサギVX2モデルを用いた腫瘍への酸化鉄
ナノ粒子集積と抗腫瘍効果の検討： 
肝臓に VX2 腫瘍細胞を移植した生後 15 週の
日本白色ウサギ(体重 2.5-3kg)を 12 羽使用。
各酸化鉄ナノ粒子 4 種類(A:30nm の酸化鉄ナ
ノ粒子にシスプラチンを1時間反応させたも
の、B：30nm の酸化鉄ナノ粒子にシスプラチ
ンを 24 時間反応させたもの、C：55nm の酸化
鉄ナノ粒子にシスプラチンを1時間反応させ
たもの、D：30nm の酸化鉄ナノ粒子にシスプ
ラチンを24時間反応させたもの)を投与する
ために無作為に 3羽ずつ 4群に分類した。ウ
サギは MRI の撮影前にケタミン(25mg/kg)、
塩酸メデトミジン(0.1mg/kg)を筋注にて麻
酔した後、A-D の 4 種類の酸化鉄ナノ粒子を
0.8mmol/kg ずつ静脈注射を行った。MRI によ
る撮像は静注前および静注後 1 日後、7 日後
に行い腫瘍体積の増減を算出。また 7日の撮
像後に犠牲死させた後、肝組織を摘出し腫瘍
および周囲正常内に含まれるプラチナおよ
び鉄の濃度を測定した。 
また摘出した腫瘍組織内の鉄の分布を病理
的に評価する為に摘出標本の鉄染色(ベルリ
ンブルー染色)を施行し無作為に選んだ 3 視
野(200 倍率)における鉄陽性面積を計測し平
均を算出し各投与群間での鉄陽性面積の比
較を行った。 
 
４．研究成果 
(1)4 種類の酸化鉄ナノ粒子へのプラチナ製
剤結合量の検討 
各酸化鉄ナノ粒子と結合したプラチナ濃度
は 55nm の酸化鉄ナノ粒子を 1 時間反応させ
たものは平均 163.5μg/ml、24 時間反応させ



たものは 186μg/ml となった。30nm の酸化鉄
ナノ粒子を 1 時間反応させたものは平均
172.2μg/ml、24 時間では 165.7μg/ml であ
った。過去に行った従来型の SPIO と USPIO
を用いた研究では平均で105.6μg/mlのプラ
チナと結合するという結果が出ていること
から、今回使用した表面電荷をマイナスチャ
ージさせた酸化鉄ナノ粒子は従来型と比較
して多くのプラチナと結合することが示さ
れた。また粒子径による結合量の差は 1時間
反応させたもの同士には有意な差は認めら
れなかったが 24 時間反応させたもの同士で
は 55nm 酸化鉄ナノ粒子の方がプラチナと結
合する傾向が認められた。 
(2)4 種類の酸化鉄ナノ粒子の抗腫瘍効果と
腫瘍細胞への集積の検討 
①いずれのサイズの酸化鉄ナノ粒子も反応
時間による毒性の差は認められなかったが、
サイズによる粒子間の比較では小さい 30nm
の粒子の方が強い毒性を示した。培養細胞内
には同重量の酸化鉄ナノ粒子が加えられる
ことから径が小さい方がより多くの粒子が
投与される事となりそれにより多くのプラ
チナ製剤が培養細胞内に取り込まれたこと
が原因と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②投与前と 1日後の間には A-D投与群のいず
れにも肝腫瘍の増大率に明らかな差は認め
られなかった。7 日後との比較での腫瘍増大
率は A 投与群が 294.4%、B 投与群が 288.1%、
C 投与群が 269.5%、D 投与群が 271.9%であり
各投与群間の腫瘍増大率には明らかな有意
差は認められなかった。このことから投与後
1 週間の期間内では粒子径や反応時間による
抗腫瘍効果の差は無いと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
各粒子間の鉄陽性面積には明らかな有意差
は認められず(p=0.98)、また鉄成分の分布も
腫瘍辺縁に多く見られ中心部は壊死や変性
が強くほとんど認められなかった。これらの
腫瘍壊死、変性は各腫瘍による個体差が非常
に大きく鉄陽性面積での正確な比較検討は
困難であると考えられた。 
組織内の鉄濃度は、腫瘍組織内が A投与群；
49.3μg/g、B 投与群；47.3μg/g、C 投与群；
37.8μg/g、D 投与群；40.8μg/g、正常肝組
織内の鉄濃度は A投与群；24.4μg/g、B投与
群；38.1μg/g、C 投与群；24.4μg/g、D 投
与群；22.8μg/g となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
いずれの投与群でも腫瘍組織内の鉄濃度は
正常組織よりも有意に高い値を示しており、
このことから酸化鉄ナノ粒子は粒子径の小
さい粒子の方が細網内皮系に捕捉されにく



く腫瘍内に集積することが示唆された。 
また粒子のサイズ間での比較では粒子径の
小さい A、B 投与群の方が C,D 投与群より腫
瘍内の鉄濃度が高い傾向が認められること
から粒子径が小さい酸化鉄ナノ粒子の方が、
細網内皮系に捕捉されにくく、腫瘍内に多く
集積されると考えられる。 
また、組織内のプラチナ濃度は腫瘍組織内が
A投与群；0.08μg/g、B投与群；0.09μg/g、
C投与群；0.04μg/g、D投与群；0.03μg/g、
正常肝組織内の鉄濃度はA投与群；0.19μg/g、
B投与群；0.13μg/g、C投与群；0.09μg/g、
D投与群；0.06μg/g となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
粒子径同士での比較では鉄濃度同様に粒子
が小さい方が各組織内に集積する結果を示
したことから、酸化鉄ナノ粒子と結合したシ
スプラチンのプラチナ成分は鉄と同様、粒子
径が小さい方が細網内皮系に捕捉されるこ
となく腫瘍内に集積したと考えられるが、腫
瘍組織よりも正常組織内に多く集積が認め
られた点が鉄と異なる結果となった。これは
鉄が主に肝臓内の網内皮系であるKupffer細
胞に捕捉され貪食されるのに対して、プラチ
ナは腎から尿となって排泄されるという代
謝経路の違いが影響するものと考えられた。 
 
(3)今回の実験結果から、新たに開発された
酸化鉄ナノ粒子は従来の SPIO よりもシスプ
ラチンに代表されるプラチナと結合しやす
く、また粒子径の小さなものの方が細網内皮
系に捕捉されることなく腫瘍内に集積され
ることがわかった。細胞毒性に関しても粒子
径の小さな酸化鉄ナノ粒子の方が強い抗腫
瘍効果を示すことが示唆された。しかし MRI
での腫瘍増大率には明らかな有意差は指摘
できず、組織内のプラチナ濃度は鉄と異なり
腫瘍内に優位な集積を認めなかったことか
ら体内に摂取されたのちに結合したプラチ
ナ成分が酸化鉄ナノ粒子より離脱し腎を介
して体外へと排泄された可能性が考えられ
る。 
本研究の limitation としては固体による腫
瘍の増大速度に差があることや腫瘍内部の
性状の差があげられる。そのため、腫瘍内部
の鉄やプラチナ濃度の値にばらつきが生じ
た可能性がある。また抗腫瘍効果に明らかな
差は認められなかった点に関しては薬剤注
入後の経過観察期間が1週間と短く結果に反

映されにくくなった可能性が考えられる。ウ
サギは体格が小さく処置による影響により
長期的な生存が困難であることが原因であ
るが、移植する腫瘍細胞の個数を減らすこと
や、より肝機能に影響が少ないであろう左葉
の外側区の辺縁に移植するなどで改善でき
ると考える。 
細網内皮系に捕捉されにくい物質の同定は、
薬剤の効果を標的部位で高めるためには欠
くことの出来ない作業である。我々の開発し
た酸化鉄ナノ粒子は、まさにこの物質にふさ
わしいと考えられる。今回使用したシスプラ
チンに関しては生体内に注入後の結合に改
善の余地が認められるが酸化鉄ナノ粒子自
体は腫瘍内に優先的に分布されており、今後
の研究によって特異的に癌細胞をターゲテ
ィングできる Drug delivery system を構築
できる可能性がある。 
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