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研究成果の概要（和文）：  骨肉腫を代表とする骨軟部肉腫の治療効果を向上させるために，drug delivery systemと
しての働きを期待されている多層カーボンナノチューブ(multi-walled carbon nanotubes; MWCNT)に抗がん剤を複合さ
せ，その骨肉腫に対する効果を評価した．抗がん剤複合MWCNTは骨肉腫細胞に対して，抗がん剤単独，MWCNT単独で投与
するよりも，優れた抗腫瘍効果を示した．

研究成果の概要（英文）： Carbon nanotubes are expected as drug delivery system. To improve the effect of 
treatment of the bone and soft tissue sarcomas as represented by osteosarcoma, we made anticancer 
drug-MWCNT (multi-walled carbon nanotube) complex. We evaluated the effects of anticancer drug-MWCNT 
complex for osteosarcoma. Anticancer drug-MWCNT complex showed stronger antitumor effects than only 
anticancer drug and only MWCNTs.

研究分野：整形外科学

キーワード： 肉腫　カーボンナノチューブ　drug delivery system
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１．研究開始当初の背景 
(1) 骨軟部肉腫の治療には，手術，抗がん剤
による化学療法，放射線療法などが行われて
いるが，肺や脳などに遠隔転移を生じ，救命
ができない患者が後を絶たない．骨軟部肉腫
が遠隔転移を生じた場合，手術で病変を全て
切除することは困難であり，治療法は抗がん
剤の全身投与による化学療法しか選択枝が
無いのが現状である．しかし，骨軟部肉腫の
症例では，化学療法に抵抗性の患者が多い． 
 
(2) カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ (Carbon 
Nanotube, CNT)はほぼ純粋な炭素原子から
構成される直径がナノサイズの繊維状のナ
ノ微粒子であり，その優れた導電性，熱伝導
性，力学的強度などの物理化学的特性から，
様々な分野での利用が期待されている．我々
はこれまで，CNTの医療材料としての臨床応
用を目指し，その生体親和性について評価を
行ってきており，CNTの安全性を確認してい
る(①-③)．また CNTを薬剤の drug delivery 
system (DDS)としての研究が行なわれてお
り(④)，臨床応用が期待されている． 
 
２．研究の目的 
(1)  CNT は表面や内部を薬剤などの化学物
質で修飾することにより，それらの物質の特
性を備えたナノ微粒子となることが予測さ
れる．本研究では，抗がん剤複合 CNT の作
成法を確立し，その性質を評価する． 
 
(2) また本研究では，CNTおよび作成した抗
がん剤複合 CNT を骨肉腫細胞，肉腫モデル
マウスに添加，投与することにより，その抗
腫瘍効果を確認する． 
 
本研究の目的は，抗がん剤複合 CNTを作成
し，その骨肉腫に対する抗腫瘍効果を評価し，
優れた効果を持った骨軟部肉腫の治療法を
確立することである． 
 
３．研究の方法 
(1) 直径約 60nm，長さ約 10μmの多層カー
ボンナノチューブ (multi-walled carbon 
nanotubes; MWCNT)(MWNT7，保土谷化学
工業株式会社 )に界面活性剤である
Pluronic® F-127(SIGMA-ALDRICH)を添加
し ， 純 水 中 で horn-type の
Ultrasonicator(US300T，Nissei)を用いて均
一分散させた．抗がん剤であるドキソルビシ
ン(Doxorubicin，DOX)(アドリアシン，協和
発酵キリン株式会社)を添加して sonication
を行い，抗がん剤複合 CNT である DOX 複
合MWCNTを作成した． 
作成した DOX複合MWCNTをフォトル
ミネッセンス法(PL(Photoluminescence)法)
にて解析し，DOX複合MWCNTの蛍光を測
定し，DOXとMWCNTの結合状態を評価し
た． 

 

(2) ヒト骨肉腫細胞である 143B 細胞
(RBRC-RCB0701 143B/TK (－) neo (R))を
解凍し，培地(DMEM(L-グルタミン含有)，
10％FBS)に 5×104cell/mL の濃度で播種，
CO2インキュベーターで培養した(37℃，CO2

濃度 5%，湿度 95%)．24時間後にMWCNT，
DOX，DOX複合MWCNTを添加し，添加後
24時間で AlamarBlue Assayを行い，143B
細胞の増殖を評価した． 
 
(3) 免疫不全動物であるヌードマウス
(BALB/c-nu/nu，日本エスエルシー株式会社)
の脛骨に 143B 細胞を 106 個注射し，
xenograft モデルを作成した．同時に CNT，
DOX を同部位に投与し，投与後 4 週でマウ
スを安楽死させて肺を摘出し，ホルマリン固
定した．肺を 100μmの厚さごとに 1 枚の薄
切標本を採取し，1個体ごとに 5枚のプレパ
ラートを作成した．標本はヘマトキシリン－
エオシン染色をし，1 割面ごとに光学顕微鏡
で観察し，肺転移の数を測定した． 
 
４．研究成果 
(1) MWCNTと DOXを，界面活性剤である
Pluronic® F-127と混合し，sonicationを 30
分行うことにより，DOX複合MWCNTを作
成することができた．MWCNTの濃度を変え， 
DOXを 100μg/mLに対し，MWCNTの濃度
をそれぞれ 20，50，100，200，500μg/mL
とした(図 1)． 
 

 DOX複合MWCNTの PL法による解析に
より，MWCNTの濃度依存性に DOXの蛍光
が減少することが観察され，MWCNT に
DOX がよく吸着していることが確認できた
(図 2)． 



(2) 培養した 143B 細胞に MWCNT，DOX，
DOX複合MWCNTを添加し 24時間後に位
相差顕微鏡にて細胞の観察を行った．
Control では 143B 細胞が培養皿に接着して
増殖していることが確認でき (図 3a)，
DOX(1μg/ml)では接着している細胞が少な
く，壊死して浮遊している細胞が認められた
(図 3b)．MWCNT(1μg/ml)では，MWCNTの
黒い粒子が 143B細胞に取り込まれている事
が確認でき，接着細胞は Controlより少なか
っ た ( 図 3c) ． DOX(1μg/ml)-MWCNT 
(1μg/ml)でも MWCNT(1μg/ml)と同様に，
143B細胞内にMWCNTの黒い粒子が取り込
まれることが観察できたが，接着細胞の数は，
MWCNT(1μg/ml)，DOX(1μg/ml)と明らかな
差を認めなかった(図 3d)．DOX(1μg/ml)- 
MWCNT(5μg/ml)では，培養皿に接着してい
る 143B細胞はさらに少なく見えた(図 3e)． 

 MWCNT，DOX，DOX 複合 MWCNT を
添加した 24時間後に AlamarBlue Assayに
て 143B細胞の増殖能を測定した． 
 MWCNT(1μg/ml)のみ，DOX(1μg/ml)のみ
をヒト骨肉腫細胞 143B細胞に添加した群に
対して，DOX複合MWCNTを添加した群に
て AlamarBlue Assayにて 143B細胞の増殖
能が抑制されていることが観察された．DOX
複合MWCNTでは，MWCNTの濃度を，培
養液中の最終濃度を 0.2μg/ml，0.5μg/ml，
1μg/ml，2μg/ml，5μg/ml と濃度を変更して
検 討 を 行 っ た ． DOX(1μg/ml) 複 合
MWCNT(0.2μg/ml)から DOX(1μg/ml)複合
(5μg/ml)までの各群に，明らかな MWCNT
の濃度依存性な 143B細胞の増殖能に対する
影響を見出すことはできなかったが，
MWCNT(1μg/ml)のみおよび DOX(1μg/ml)
のみを 143B 細胞に添加した群に対して，
143B 細 胞 の 増 殖 を 最 も 抑 制 し た
DOX(1μg/ml)複合MWCNT(1μg/ml)では，優
位な効果を認めた(図 4)． 

 
(3) 免疫不全マウスであるヌードマウス
(BALB/c-nu/nu)の脛骨にヒト骨肉腫細胞；
143B 細胞を注射し，骨肉腫モデルマウスを
作成した．注射用骨肉腫細胞液に MWCNT
を分散させて同時に注射し，in vivo にて
MWCNTの骨肉腫への効果を評価した．陽性
コントロールとして DOXを使用した． 
 注射後 4週で肺を取り出して切片標本を作
成し，肺転移数を評価した．Control 群では
多くの切片で複数個の肺転移を認めたが(図
5a, scale bar 2mm)，DOX(10μM)群および
MWCNT (10μg/ml)群では，0～1,2個の転移
性病変を認めた(図 5b，c，scale bar 2mm)． 



 
 肺転移数は，DOX群，MWCNT群ともに濃
度依存性に抑制され，DOX(10μM)群，
MWCNT(10μg/ml)群ではControl群に比べ，
有意に肺転移数が少なかった(図 6)． 
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