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研究成果の概要（和文）：近年、ナノテクノロジーを駆使したナノ医学が提唱され、研究が活発に進められてい
る。そして複数の治療を融合できる多機能化ナノ粒子による新たな治療法の開発に期待が高まっている。本研究
では独自に開発した有機シリカ粒子技術を駆使し相乗効果が期待される放射線治療と温熱療法の融合と共に、X
線と近赤外蛍光を用いた画像診断による“治療と診断の一体化”が可能なマルチ温熱・放射線セラノスティック
ス・ナノ粒子の開発を行った。そして悪性黒色腫に対してマルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子の
有効性が明らかになった｡本研究を通じて革新的な次世代型がん治療法の開発を進めることができた。

研究成果の概要（英文）：Recently, nanomedicine which novel medicine-applied nanotechnology 
aggressively has been advocated and actively researched. The development of new therapy using 
multifunctionalized nanoparticles that can integrate multiple therapies are expected greatly. In 
this study, we have developed a Multi-Thermoradio-Theranostics nanoparticle that enables "
integration of treatment and diagnosis" by combining radiotherapy and thermotherapy, which are 
expected to have synergistic effects, and diagnostic imaging using X-rays and near-infrared 
fluorescence, based on our originally developed organosilica particle technology. Through this 
research, we could advance the development of innovative next-generation cancer therapy.

研究分野：ナノ医学

キーワード： 有機シリカナノ粒子　セラノスティックス　温熱治療　放射線治療　悪性黒色種

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により悪性黒色腫に対するマルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子を作製し､悪性黒色腫B16細
胞に対してその有効性が明らかになった｡そして粒子創生サイクルを確立し､発展性を得ることができた｡1細胞レ
ベルでのイメージングを含めた多角的評価法の開発に成功し､細胞内小器官に対して粒子の分布や治療による反
応性について評価が可能となった｡これにより､効果をより高めるための細胞内の治療標的の解明と制御に展開で
きる｡本研究を基盤として温熱・放射線増感効果による新規治療を多角的に展開し､悪性黒色腫をはじめとして､
多種の腫瘍に対する治療戦略の展開も期待できる｡

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 新しいがん治療戦略としてナノテクノロジーを駆使したナノ医学が提唱され展開されている。
そして“治療と診断の一体化”を意味するセラノスティックスを実現する多機能ナノ粒子の開発
が世界で活発に進められている。ナノ粒子は大量・多種の機能性物質を含有でき、高機能化と多
機能化が可能である。そして大きさが直径 50 ~200 nm のナノ粒子は生体内でがん組織に集積
する特性、EPR (Enhancement Permeability and Retention) 効果 (Adv.Drug.Deliver Rev. 91 
(2015) 3)を発揮する。これらナノ粒子の特性を活用して革新的な治療効果と診療の効率化をも
たらし、患者の負担を軽減するセラノティクス 医薬の開発が期待されている。 
悪性黒色腫の治療はダカルバジンなどの抗がん剤が中心療法であるが、奏効率が低く新たな治
療薬が切望されている。そして抗 PD-1 抗体などの免疫チェックポイン卜阻害剤、抗 CTLA4 抗
体や B-RAF 阻害剤など分子標的薬が登場し、治療成績は大きく改善した。しかし重篤な副作用
や薬剤耐性の出現が報告されており､新しい作用機序や原理による革新的な治療戦略の開発が期
待されている。これまで悪性黒色腫は放射線療法に対して抵抗性が高いと考えられており、その
応用は限定的であった。しかし、近年、温熱療法との併用による効果改善が注目されている。J. 
Overgaard らは再発性または転移性悪性黒色腫において放射線治療単独では 2 年局所制御率が
28%に対して温熱療法の併用で 46%に改善することを報告した (Int. J. Hyperth., 25 (2009) 
323)。これは温熱によるがん組織の血流の改善と再酸素化により放射線感受性が向上し、がん組
織が効率よく壊死、アポトーシスを起こすことによる (Adv. Mater., 29 (2017) 1700996)。さら
にアブスコパル効果と呼ばれるがん細胞の免疫原性変化による付加的な効果も期待できる。温
熱・放射線治療の改良は悪性黒色腫の治療効果の向上、さらに他の難治がんへの適応拡大が期待
できる。そしてがん組織に特異的かつ強力な温熱と放射線増感、がん部位への高性能イメージン
グに基づいた定位放射線照射技術との融合により一層の効果の向上が期待できる。こうした革
新的治療の実現に多機能ナノ粒子の応用が提唱されている (Lancet Oncol. 15 (2014) e22)。本
研究では悪性黒色腫の臨床的背景に着目し、温熱・放射線治療を基軸としたマルチ温熱・放射線
セラノスティックス・ナノ粒子の開発を行う。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では我々が独自に開発した有機シリカ粒子(図 1. 左)を応用し、相乗効果が期待される放
射線治療と温熱療法の融合と共に、X 線と近赤外蛍光を用いた画像診断による“治療と診断の一
体化”が可能なマルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子(図 1. 右)を開発する。根治
困難な悪性黒色腫を対象とし、その治療効果の向上のため悪性黒色腫細胞に対して高い結合活
性を持つ標的化分子を探索・活用し、粒子の集積性を高める。高い効果を発揮する粒子の細胞内
局在を微細精密観察により解明する。悪性度が高く根治困難な悪性黒色腫に対する革新的な次
世代型治療法の実現により難治がん患者を救済するのが目的である。悪性黒色腫に対するマル
チ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子の創製により、低分子化合物を用いた従来の医薬
から多機能融合型医薬への開拓と変革を目指す。本邦においても悪性黒色腫による死亡率は年々
増加傾向にある。新たな治療法開発への切望に対応するものである。 
 

 
３．研究の方法 
本研究では悪性黒色腫への結合に最適な標的化
分子“要素”を選定する。分子と粒子の結合法やリ
ンカー、分子密度の調整も行う。各治療効果の発
現に有効なナノ粒子の細胞内局在が、核、ミトコ
ンドリア近傍であるのか? 細胞膜上でも同等か? 
など、“場”の情報は今後の治療法の開発に極めて
重要な情報であり知の創出となる。“要素”と“構
造”の創製による粒子の開発から“場”の解明を伴
った治療効果の評価・向上を継続して行う粒子創
製サイクル(図 2)を確立し､遂行する。 
 
(1) マルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナ
ノ粒子の開発: 近赤外蛍光ナノ粒子は EPR 効果に適したサイズの粒子を作製する。近赤外蛍光
ナノ粒子表面の金ナノ粒子と酸化鉄ナノ粒子の合成効率とサイズについて材料濃度や触媒等を
検討し、合成機序を明らかにする。評価には電子顕微鏡(SEM/STEM)と動的散乱法(DLS)、ICP 発
光分光分析(ICP-OES)を行う。得られた知見を基に臨床開発に重要な高効率な大量合成系の開発
を進める。 
 

 
図 1. 有機シリカ粒子の分子構造 (左)とマルチ温
熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子MTRT
粒子の電子顕微鏡像 (右).  



(2) 治療効果の評価: 粒子レベルで活性酸素産生能と発熱効率を測定する。培養細胞を用いた
in vitro温熱・放射線治療評価として悪性黒色腫の株化細胞である B16細胞を用いた細胞増殖
能測定、同細胞の担がんマウスを用いた in vivo では各治療効果の単独、併用効果の評価を行
う。また臨床への橋渡し研究へ展開に向けて犬を用いた治療効果と安全性の評価を獣医学部と
の連携にて行う。 
 
(3) 悪性黒色腫細胞に対する標的化分子の選定: 種々の分子を粒子に結合し、網羅的に解析し、
悪性黒色腫細胞への標的化に重要な“要素”と“構造”を明らかにする。標的化分子の結合は、
DLS、フーリエ変換赤外分光光度計、熱質量分析で評価する。B16細胞への結合能は蛍光顕微鏡、
フローサイトメトリーで測定する。担がん動物 (マウス、犬)を用いて粒子の腫瘍組織と各臓器
への分布を X線 CT 等のイメージングと ICP-OESによる定量評価を行う。 
 
(4) 粒子の細胞内局在と治療効果の相関解析: 培養細胞と担がん動物の組織切片を光学的に観
察する。組織切片ではマイクロスライスを作製し、ScaleCubic 法等にて透明化処理を行い、共
焦点レーザー顕微鏡(CFLM)にて 3 次元観察を行う。通常の SEM 観察に加え電子顕微鏡レベルで
の細胞の三次元観察が可能な集束イオンビーム装置-走査型電子顕微鏡を駆使し、光-電子相関
顕微鏡法(CLEM)による粒子局在の微細精密観察を行う。世界的にも最高水準の観察を行い治療
効果の発現に重要な“場”を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) マルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子の開発: 近赤外蛍光ナノ粒子の作製を
進め、EPR効果に適したサイズである直径 100 nmの粒子の作製に成功したと共にさらに小さな 
20 nmの粒子や数百 nmの粒子など粒子サイズの調整についても可能な製法を開発した。また近
赤外蛍光ナノ粒子のイメージング特性を評価し、特有の蛍光特性やそれにより体内において観
察する深さを調整でき、腫瘍の生体観察が可能であることを新規に明らかにした。ナノ粒子表面
の金ナノ粒子と酸化鉄ナノ粒子の合成効率とサイズについて材料濃度や触媒等を検討し、高効
率な大量合成系の開発を進めることができ、大量の粒子を要する動物実験に対応可能な合成法
を開発した。さらに材料学的な評価を行い、電子顕微鏡による表面粒子の大きさや量の評価、動
的散乱法による表面電荷などを評価した。熱質量分析を用いて粒子が含有する金原子の定量を
行い、金ナノ粒子の場合、金ナノ粒子が粒子全体の約 20%重量を占めるなどが明らかになりその
効果が期待できた。さらに合成条件を検討し、表面の粒子合成の効率の多変性が明らかになり、
合成機序について粒子表面の多様性と反応性の変化を示唆する重要な見地が得られた。 
 
(2) 治療効果の評価: 粒子レベルの評価において活性酸素産生能の評価を行った。有機シリカ
粒子自身にも放射線による活性酸素産生が明らかになった｡さらに粒子表面への金ナノ粒子の付
加により、活性酸素産生が増大することが、濃度依存的かつ放射線強度依存的に確認できた。ま
た粒子の温熱効果は酸化鉄結合粒子に対して交流磁場装置でその発熱測定を行い、発熱が確認
できた。 
次に悪性黒色腫の株化細胞である B16 細胞を用いた in vitro での増感効果の評価を行った。
WST-1を用いた細胞増殖能測定により、粒子に放射線増感効果があることが確認できた。増感効
果は粒子濃度依存性、さらに放射線強度依存性を認めた。さらにイメージングを含めた多角的な
検討を進め、死細胞の割合の 2倍以上増加するなど有効性を確認できた。さらにアポートシスに
関連してアネキシン Vの発現増加や細胞内でのタンパク質の発現低下を認めた。 
形態学的な評価を行い、ナノ粒子の増感効果により核内の遺伝子量の減少やミトコンドリアの
膜電位の低下、細胞骨格蛋白の発現変化など特有の効果を認めた。さらに 1細胞レベルでの形態
学的評価を経時的に観察するため、蛍光タイムラプスイメージングによる観察を行った｡ミトコ
ンドリア活性の経時的変化の多様性や、一部の細胞において放射線治療さらにナノ粒子による
増感効果が顕著に異なるものも観察できた。さらに粒子の細胞外と細胞内の分布にも特徴的な
所見が得られた。これらは悪性黒色腫細胞の放射線治療抵抗性の機序との関連を示唆するもの
と考えられた｡これらの結果に基づき､新たな視点でより効果的な治療法の開発につながる可能
性が示唆された。 
温熱治療とその放射線治療との併用による増感効果を評価した。温熱・放射線治療の併用治療
は有意な治療効果の向上を認めた。また温熱治療では細胞増殖活性やミトコンドリア活性の変
化が放射線治療と異なり、両治療法の特性の差異を明らかにし､効果的に組み合わせることによ
り相加相乗的効果が得られることも示唆された｡ 
B16 細胞担がんマウスを作製し、放射線治療と温熱治療の基礎実験と共にナノ粒子による増感
効果の評価を行った｡生体内において腫瘍細胞にナノ粒子を混在させることにより腫瘍の増殖に
影響を与えうること､そして粒子の放射線増感効果を示しうる条件について明らかになりつつあ
る｡また腫瘍細胞の生体内観察において粒子による標識を行った細胞が近赤外蛍光観察に加えて
X 線 CT イメージングにより検出できることが明らかになった｡これらの結果は､イメージングに
よる腫瘍細胞の画像診断的評価と温熱･放射線治療のセラノスティックス開発が可能であること
を示している｡ 



 
(3) 悪性黒色腫細胞に対する標的化分子の選定: 種々の分子を粒子に結合し、網羅的に細胞と
の結合性を解析し、悪性黒色腫細胞への標的化に重要な分子とその結合法の解明について研究
を進めた｡集積性を高める分子を数種同定し、評価を進めることができた。また有機シリカ粒
子の表面構造はチオール基が高密度に存在する。粒子上のチオール基の有効活用のため､還元剤
等による前処置の検討を行った｡その結果､約 50 倍のチオール基の結合性の活性化が ICP 発光
分光分析にて確認できた｡また標的化分子の結合法の検討を行い､リンカーや結合分子の粒子表
面上の密度により細胞への結合性が変化することが明らかになった。ポリマー等を用いた検討
により結合した粒子の定量化を蛍光顕微鏡やフローサイトメトリー､ICP 発光分光分析にて 1細
胞レベルで定量評価する方法が開発できた｡標的化分子の選定において粒子の治療効果との観点
から 1細胞レベルでの評価が可能となった｡ 
 
(4) 粒子の細胞内局在と治療効果の相関解析: B16 細胞の培養観察実験において放射線治療前
後の観察に加えて経時的観察のための蛍光タイムラプスイメージングの開発を進めることがで
きた｡本観察により粒子の分布に加えて､ミトコンドリアの活性や細胞死の経時的観察が可能と
なった｡そして粒子分布において他の細胞では認められない B16細胞特有の粒子分布が明らかに
なった｡さらに放射線治療やナノ粒子増感効果の影響が細胞ごとに異なり､治療反応性､とくに治
療抵抗性についてその解明につながることが期待できる所見が得られた｡粒子の細胞内局在と治
療効果の相関解析について 1細胞レベルでの評価が可能となった｡さらに粒子局在の微細精密観
察のため蛍光顕微鏡を用いた構造化照明法による高解像観察と電子顕微鏡観察を融合した相関
観察、さらにタイムラプスイメージングと電子顕微鏡観察を融合した相関を含めた観察法を確
立できた。また担がん動物の組織学的観察のためも腫瘍組織も蓄積と検討を進めることができ
た。細胞内局在と治療効果の相関解析において経時的変化を加味した精密観察により､粒子の分
布と細胞内小器官との相関や治療によるそれらの変化について高度な評価が可能となった｡ 
 
 
本研究により悪性黒色腫に対するマルチ温熱・放射線セラノスティックス・ナノ粒子の有効性
が明らかになった｡そして悪性黒色腫 B16細胞の治療反応性について遺伝子､たんばく質､そして
1 細胞レベルでのイメージングを含めた多角的評価法の開発が進行した｡そして 1 細胞イメージ
ングでは蛍光観察により細胞内小器官に対して粒子の分布や治療による反応性について評価が
可能となった｡これにより治療効果の有効性に加えて､より効果を高めるための細胞内の治療標
的の解明とその制御に展開することができる｡当初の計画の粒子創生サイクル (図 2)に対して
より多角的に発展性を持ったサイクルの確立へと展開することができた｡本研究を基盤としてナ
ノ粒子の温熱・放射線増感効果による新規治療を多角的に展開することが可能となり､悪性黒色
腫をはじめとして､多種の腫瘍に対する治療戦略の展開も期待できる｡ 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図2. 粒子創製サイクル. 治療効果を発揮する粒子の創製とがん細胞に結合

する標的化分子の選択の 2 つのサイクルを融合的に繰り返すことにより高い治

療効果を持つマルチ温熱・放射線セラノスティックス(MTRT)・ナノ粒子を創製

する. 
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