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研究成果の概要（和文）：磁性ナノ粒子(Magnetite Nano Particle:MNP)に前立腺癌骨転移に関連するRANKL (nuclear 
factor kappa-B ligand)の抗体を結合して経静脈的投与し、骨転移巣へ到達させ温熱治療をする目的でin vitroおよび
in vivoで研究を行った。in vitroでRANKLが存在するマウス骨芽細胞MC3T3-E1に有意に接着することが確認された。In
 vivoではラット前立腺癌骨浸潤モデルを用いて経静脈的（経尾静脈的）に抗RANKL抗体結合MNPを注入したが、骨浸潤
巣に認められなかった。温熱治療の効果を確認する実験はできなかった。

研究成果の概要（英文）：We developed the new hyperthermic therapy (Magnetic induced intra cellular 
hyperthermia) which generate heat by magnetic nano particle: MNP). We connected an antibody of RANKL 
(nuclear factor kappa-B ligand) which became the key to exacerbation of prostate cancer bone metastases 
to MNP and gave it transvenously subsequently. And we studied in vitro and in vivo for the purpose of 
performing hyperthermia for bone invasion lesion after arriving of MNP at bone invasion lesion. It was 
confirmed that anti RANKL antibody-binding MNP significantly adhered to mouse osteoblasts MC3T3-E1 where 
RANKL was present in in vitro. Anti RANKL antibody-binding MNP were injected into rat prostate cancer 
bones invasion models transvenously.
We were not able to examine confirming the effect of the hyperthermia.

研究分野：泌尿器腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
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（下図）。 

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、ウサギ舌ガン等の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 3、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 4。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
5.6。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
行い得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
要となる。In vivo ではがん骨転移の増悪の
鍵となる RANKL (nuclear factor kappa-B 
ligand) に対する抗体を結合した MNP（抗
RANKL 抗体結合 MNP）をラット前立腺がん骨
浸潤モデルに対し経尾静脈的に投与するこ
とで、がん骨転移に対する温熱治療の可否を
検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1)抗 RANKL 抗体結合正電荷リポソーム包埋
型磁性ナノ粒子(抗 RANKL 抗体結合 MNP)の開
発   
Fe3O4 の重合体であるMNPをポリ(ビニルピ
ロリドン-co-メタクリル酸)ナトリウム塩
(P(VP-co-MA))でポリマーコーティングする。
そして、N-シクロヘキシル-N’-(2-モルホリ
ノエチル) カルボジイミド (CMCD)試薬を用
いて、抗 RANKL 抗体を結合させる。 
 
(2)in vitro における前立腺がん細胞株への
細胞取り込み解析   
RANKL を発現しているマウス骨芽細胞株を

用いて、抗 RANKL 抗体結合 MNP の吸着を、鉄
の濃度を用いて評価する。 
 
(3)抗 RANKL 抗体結合 MNP を用いた磁場誘導
加温法の有効性の検証   
ラット前立腺がん骨浸潤モデルは脊椎付
近にラット前立腺がん細胞PCAi1を皮下移植
して脊椎骨に前立腺がんを浸潤させるモデ
ルである。動物用レントゲンで骨転移巣を確
認後、抗 RANKL 抗体結合 MNP を尾静脈から投
与。その 48 時間後に磁場照射を行わず、骨
組織を回収する群と磁場照射をする群に分
ける。磁場照射を行わない群は組織学的と鉄
の定量で取込の評価をする。磁場照射をして
骨転移巣の治療効果を検討する。 
 
(4)intervention therapy (IVR) 技術を用
いたがん転移巣治療の可能性の検討   
本実験の目的は、「陽性電荷マグネトリポ
ソームを発熱補助体とした誘電加温措置
RF-8 を用いた固形がんの転移巣に対する温
熱治療法の臨床試験」の治療手技を確立する
ことである。陽性荷電マグネトリポソーム
（以下 MCL）を固形がんの転移巣へ注入する
ためには、動脈造影の技術を用いる。MCL 単
剤では動脈造影の技術で注入しても、標的臓
器で拡散してしまうため、臨床で塞栓物質と
して使用されるヨード化ケシ油脂肪酸エチ
ルエステル（リピオドール）と混合(以下混
和物とよぶ)して動注する。混和物を標的臓
器に留置する手技の確認と、24 時間程度停滞
するか否かの確認をする。 
 
(5)ヒトへの臨床応用へ向けての RF-8 と MCL
を用いた温熱治療の第１相臨床試験   
本学 IRB の許可を得て「標準治療が無効で
あった再燃・再発前立腺がんを対象とした陽
性荷電マグネトリポソームと誘電加温装置
「サーモトロン RF-8」を用いた温熱治療の第
Ⅰ相臨床試験」として３名の患者に MCL を用
いた温熱治療を実施。 
 
３．研究の方法 
(1)抗 RANKL 抗体結合 MNP の作成  
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）存在下、N,N-ジメチルホル
ムアミド（DMF）中、鉄ペンタカルボニル
（Fe(CO)5）の高温熱分解反応を行うことに
より、既報の粒子に比べリン酸緩衝生理食塩
水中でも分散性が高く、また、交番磁場の照
射 で も 発 熱 す る 性 質 を 有 し て い る



P(V-MMA-MA) 被 覆 磁 性 ナ ノ 粒 子
（P(VP-MMA-MA)-MNP）を合成した（下図）。 

得られた P(VP-MMA-MA)-MNP に標的指向性を
付与するため、乳がんや胃がん細胞に認めら
れる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との反応を、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、ハーセプ
チン結合 P(VP-MMA-MA)-MNP を得た。 
 
(2)In vitro 細胞取込実験 
① 培養細胞の準備 
In vitroで用いる培養細胞をマウス骨芽細
胞培養細胞 MC3T3-E1 とした。 
 
②抗 RANKL 抗体結合 MNPと抗 HER-2 抗体結合
MNP(対照）の MC3T3-E1 への接着を評価 
100 mm シャーレに MC3T3-E1 を 1.0×106 
cell / Dish で播種し、24 時間培養させた。
その後 1 mg / mL に調整した抗 RANKL 抗体結
合 MNP を 200 μL 添加して、4 時間振盪培養
を行った。アスピレーターで微粒子を添加し
た培養培地を吸引除去して PBSで 3回洗浄後
細胞をはがし、培地 4 mL を添加して遠沈管
に回収しセルカウントを行った。その後回収
した遠沈管を、10,000 rpm, 15 min, 4℃で
遠心し、培地を吸引除去した後、12 mol/L 塩
酸 0.5 mL (6.0×10-3 mol) で取込まれた微
粒子と細胞を溶出。鉄濃度測定を行い 1細胞
あたりに取込まれたマグネタイト量を算出
した。 
 
③ 走査型電子顕微鏡（SEM）画像による評価 
抗 RANKL 抗体結合 MNP の MC3T3-E1 に対す
る接着の様子を、SEM での確認を試みた。抗
HER2 抗体結合 MNP は MC3T3E-1 像にほとんど
影響は及ぼしていない。一方、抗 RANKL 抗体
結合 MNP は MC3T3E-1 の表面上に白色の固形
物が多数存在しているのが示された。さらに
この白色固形物が抗 RANKL 抗体結合 MNPであ
ることを確認するために、X 線蛍光分析を用
いて成分を分析した。その結果、微量ではあ
るが、通常では存在しない鉄が検出されてい

る。従って、この白色固形物は抗 RANKL 抗体
結合 MNP である可能性が示唆された。 
 
(3) 抗 RANKL 抗体結合 MNPを用いた磁場誘導
加温法の有効性の検証 
ラット前立腺がん細胞株 PCai1（マイコプ
ラズマ検査済、1×105 個）を Phosphate 
buffer (0.05M sodium phosphate and 0.15M 
NaCl, pH7.4)100ml に懸濁し、イソフルレン
吸入麻酔（導入時 5%、維持 3%）を施した被
移植動物の背部脊椎骨周囲皮下に27G針付き
シリンジで移植する。同一群内の個体識別の
ため、イヤーパンチを施する。移植直後から
3 日に 1 回、腫瘍径を測定する。腫瘍が十分
に大きくなる移植後約 3～4 週後に、尾静脈
から磁性ナノ粒子を 50μl注入する。注入後
24 時間で頸椎脱臼にて屠殺する。即座に血球
の解析、血液内サイトカイン定量のため採血
する。さらに腫瘍塊を摘出・腫瘍塊を半割し、
半分を 10％ホルマリン固定し病理組織標本
を作成し、磁性ナノ粒子の分布を評価する。 
 
(4)intervention therapy (IVR) 技術を用
いたがん転移巣治療の可能性の検討 
硫酸アトロピン 0.05mg/kg(投与液量：
0.1mL/Kg)、塩酸メドトミジン 0.05mg/kg(投
与液量：0.05mL/kg)、ミダゾラム 0.5mg/kg(投
与液量：0.1ml/kg)を耳根部筋肉内投与し麻
酔導入をする。気管カテーテル挿管後、吸入
麻 酔 器 お よ び 人 工 呼 吸 器 を 用 い て
N2O:O2=1:1 の混合ガス＋1.5%イソフルラン
の条件下で麻酔を維持する。 
 体位は背臥位とし、大腿部皮膚を切開し、
大腿動脈にシースを留置する。臨床での動脈
造影と同じ手順で、シースから動脈造影用の
カテーテルを挿入し仮想の標的臓器として
脾臓まで到達させる。MCL 3ml(鉄 33mg/1ml)
とリピオドール3mlの混和物を脾動脈から注
入する。術中外科用 X線テレビ措置を用いて
X 線透視を実施する。これにより混和物が脾
臓に到達したこと、脾臓で停滞していること
を確認する。 
 標的臓器として腎臓、膀胱も同様に試みる。 
 
(5）ヒトへの臨床応用へ向けての RF-8 と MCL
を用いた温熱治療の第１相臨床試験 
標準治療に効果がなくなった去勢抵抗性
前立腺がん患者で、本第１相臨床試験に文書
で同意した３名に対して実施。鉄濃度
30mg/ml の MCL 総量 2ml を前立腺にエコーガ
イド下で注入。RF-8 で 30 分加温して、安全
性の確認を行った。 



 
４．研究成果 
(1)抗 RANKL 抗体結合 MNP の作成 
がん骨転移の鍵となる RANKL (nuclear 
factor kappa-B ligand)に着目して抗 RANKL
モノクロナール抗体との反応も行い抗 RANKL
抗体結合 MNP の作成が可能であった。 
 
(2)In vitro 細胞取込実験 
抗 RANKL 抗体を用いた免疫染色で、
MC3T3-E1表面にRANKLが存在することを確認
した。抗体結合 MNP が MC3T3-E1 に吸着して
る様子を蛍光顕微鏡で確認した（下図）。 

マグネタイト量は取り込まれ鉄濃度で換算
した。対照として用いた抗 HER2 抗体結合 MNP
と抗 RANKL 抗体結合 MNP では、鉄濃度 換算
で、それぞれ 3.1mg/dl、6.2mg/dl と、抗 RANKL
抗体結合 MNP が有意に MC3T3-E1 に取り込ま
れていたことが示された（下図）。 

 
(3)抗 RANKL 抗体結合 MNP を用いた磁場誘導
加温法の有効性の検証 
尾静脈から抗 RANKL 抗体結合 MNPを注入し
て 24 時間後に屠殺して骨浸潤部位を摘出し
た。骨浸潤部位には抗 RANKL 抗体結合 MNP は
認められなかった。そのため、磁場照射によ
る温熱治療も実施していない。 
 
(4)intervention therapy (IVR) 技術を用
いたがん転移巣治療の可能性の検討 
ミニブタの腎臓に対し IVR技術で MCLを到
達させ、一定時間停滞させることが可能であ
ることを証明した（下図） 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ミニブタ腎臓の組織学的検討では、腎糸球体
にMCLが沈着していることが証明できた。(下
図) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5)ヒトへの臨床応用へ向けての RF-8 と MCL
を用いた温熱治療の第１相臨床試験 

MCL を前立腺内に注入した後の CT 画像 
上図の 1.3.4 はそれぞれ MCLの近辺に刺入し
た温度計を示す。 
 
患者背景 
症例 1 2 3 
年齢 67 72 78 
臨床病期 cT4N1M1b cT3aN0M1b cT3aN0M0 
転移部位 LN、骨 骨 骨、肺 
治療前 PSA 123 85 1.2 
 
治療結果 
症例 1 2 3 
最大出力 400 700 700 
治療時間 10 20 20 
最大温度 39 41 41 
治 療 前 後
PSA(ng/ml) 

123/205 85/105 1.2/1.3 

治 療 前 後
IL-6(pg/ml) 

1.8/3.2 1.9/2.0 1.7/4.1 

Grade3 以上
の有害事象 

なし なし なし 



 
マグネタイト微粒子と誘電加温装置「サーモ
トロン RF-8」を用いた温熱治療の第Ⅰ相臨床
試験では、有害事象がなく、患部の温度 
上昇を確認することができた。副次エンドポ
イントしてのPSAは治療後の下降はみられな
かった。前立腺原発巣に MCL を注入し加温し
ているため、一次的に PSA が上昇したと考え
ている。 
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