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研究成果の概要（和文）：ゼラチンあるいは糖誘導体を用いる表面修飾により、生体適合性に優れ、水中で高分
散し、長時間安定な新しい“常磁性金属酸化物ナノ粒子”（Gd2O3およびMnO）の合成に成功した。また、これら
のナノ粒子が、光超音波イメージング（PAI）と磁気共鳴イメージング（MRI）の双方に有効な分子プローブ型造
影剤であることを明らかにした。さらに、これらのナノ粒子造影剤について、EPR効果の発現に適した粒径制御
（Gd2O3、MnO）、あるいは表面修飾剤であるゼラチンのアミノ基と人工抗体との複合化により（Gd2O3）、腫瘍
への高い集積性を示す新規ナノ粒子造影剤の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：One of the most rapidly developing and exciting applications of 
nanotechnology in biomedical research is the development of biocompatible nanoparticles (NPs) for 
use in multiple powerful and highly complementary imaging modalities.Gd-based inorganic 
nanoparticles such as Gd2O3 have recently been investigated as potential positive contrast agents in
 magnetic resonance imaging (MRI). However, our main goal is to synthesize and isolate new 
size-controlled and biocompatible paramagnetic metal oxide NPs, Gd2O3 and MnO, as a bimodal contrast
 agent for use in photoacoustic (PA) and MR imaging through the fusion of inorganic NPs and organic 
materials.

研究分野：生体イメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
現在の医療現場では、直径 1 mm 程度の 

“微小がん” の早期診断と治療が目標であ
り、その最も有効な手段として、短寿命の放
射性トレーサーを用いるポジトロン断層法
（Positron Emission Tomography、以下 PET と
記す。）による画像診断が行われている。し
かしながら、PET 診断を行うためには、病院
内に放射性トレーサーを作成するサイクロ
トロンを設置するスペースを確保すること、
また装置が大型で高価であることが、地域医
療の中心を担う小・中規模病院や診療所への
導入を困難にしている。また、放射性トレー
サー（から発生される γ−線）を用いる PET 診
断では、１回の検査で患者が受ける被爆量は、
約 2.2 mSv であり、健常者が自然界から受け
る放射線量が年間で約 1.5 mSv であること
を考慮すると、PET 診断による患者の被爆は
許容範囲と考える。しかしながら、PET 撮像
に関わる医療スタッフ（医師、看護師、およ
び臨床検査技師 他）は、プロテクトをして
いるとはいえ、確実に被曝している。 
研究代表者は、上記の問題を解決するため

には、日本の医療機関への普及率が極めて高
く、安全かつ非（低）侵襲的に人体深部の形
態と位置情報が得られる磁気共鳴イメージ
ング（Magnetic Resonance Imaging、以下 MRI 
と記す。）を PET のレベルまで高機能化する
ことが最も有効な方法であると考えた。そこ
で研究代表者は、MRI と光超音波イメージン
グ（Photoacoustic imaging：PAI）との融合に
より、被爆ゼロで精確な画像診断が可能であ
ると考えた。光超音波イメージングは、光学
イメージングの中で、近年、最も注目されて
いる次世代のイメージング法である。 
以上の背景の下、本研究では、生体適合性

に優れ、毒性がなく、粒径制御が容易で、水
中に高分散し長時間安定な新しい“常磁性金
属酸化物ナノ粒子プローブ”の開発を行い、
“光超音波／磁気共鳴デュアルイメージン
グプローブ”として有効であることを明らか
にすることを目的として、以下の研究を行っ
た。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、次世代の PAI の機能と汎用

性の高い MRI の機能とを融合することによ
り、従来は見えなかった発症前の生活習慣病
の予見、あるいは発生初期の小さな「がん」
病変の発見など、疾病の芽を超早期に発見し、
深刻な病態への進行を未然に防ぐことを目
的とする。その実現ために必須の“常磁性金
属酸化物ナノ粒子プローブ”を創製し、MRI 
の機能と診断確度を格段に向上させる“光超
音波（PA）／磁気共鳴（MR）デュアルイメ
ージングプローブ”として有効であることを
明らかにする。 
本研究は、我が国を始めとして先進国が直

面する超高齢社会において、人々が生活の質
（QOL）を維持しながら、健康な社会生活を
送ることを支援する研究であり、社会へのイ
ンパクトと波及効果の高い研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
PAI：フル 3D−光音響イメージング装置を用
い、近赤外パルスレーザー光の照射により、
ナノ粒子から疎密波として発生する光音響
信号を超音波として検出し、画像構築を行っ
た（図１）。2011 年に小動物実験用の装置の
販売が始まり、医療用診断装置としては、被
爆ゼロで撮像
時に患者に苦
痛を与えない
乳癌診断用の
光超音波マン
モ グ ラ フ ィ
（PAM）につ
いて、ヒトで
の臨床研究が
進んでいる。 
MRI：7T MRI 装置を用い、室温で測定した。
in vitro MRI 評価では、濃度の異なる常磁性
金属酸化物ナノ粒子の MRI 撮像により、水
の 1H の T1 短縮能を測定し、緩和能 r1 値
を算出した。その結果、得られたナノ粒子造
影剤の r1 値を、医療現場で使用されている 
Magnevist® の r1 値と比較し、ナノ粒子造影
剤の優位性について検討した。 
 
４．研究成果 
 
① 糖誘導体で表面被覆した MnO および 
Mn3O4 ナノ粒子の合成と機能評価（平成 27 
年度） 

PA 信号強度の増大と MRI 造影能として
の機能向上を目指し、3 価のガドリニウム
（Gd2O3）と同様に常磁性を有する 2 価マン
ガンに注目し、水に分散可能な 2 種類のマ
ンガン酸化物ナノ粒子を合成した。まず、経
口用 MRI 造影剤としても使用されている 
MnCl2・4H2O を原料とし、diethylene glycol
（DEG）あるいは triethylene glycol（TEG）
中でのポリオール法により、マンガン酸化物
ナノ粒子の合成を行った。また、スキーム１
に示した様に、適切な反応時間経過後に表面
修飾剤として糖誘導体である D−glucuronic 
acid（GA）を添加することにより、MnO ナ

図１．光超音波イメージングの原理．

スキーム１．糖誘導体被覆マンガン酸化物 
ナノ粒子の合成 



ノ粒子の自在な粒径制御に成功した。 
次に、DEG 溶媒中で合成した Mn−DEG 

ナノ粒子、および TEG 溶媒中で合成し GA 
で表面修飾した Mn−TEG−GA ナノ粒子につ
いて、エタノールおよび超純水での洗浄操作
を繰り返し、0.10 μm のシリンジフィルター
に通すことにより、粒径の揃ったナノ粒子の
水分散液を得た。動的光散乱法（DLS）によ
り、Mn−DEG ナノ粒子の粒径は 97.8 nm、表
面電位は －30.6 mV、また Mn−TEG−GA ナ
ノ粒子の粒径は 122 nm、表面電位は －14.2 
mV であった。いずれのナノ粒子も安定で、
水中で 3 日間放置しても粒径は変化せず、
凝集は全く起こらなかった。さらに、それぞ
れのマンガンナノ粒子の水分散液を凍結乾
燥し、粉末 X 線回折（XRD）による測定を
行った結果、Mn‒DEG ナノ粒子は Mn3O4 の
みから、一方、Mn‒TEG‒GA ナノ粒子は MnO 
のみから成ることが明らかとなった（図２） 

 
合成した 2 種類のマンガン酸化物ナノ粒

子について、それぞれ濃度の異なるナノ粒子
の水分散液を調製し、小動物実験用 7T MRI 
装置により 25 ℃ での T1 強調画像を撮像
し（図３）、水の 1H の T1 短縮能を表す緩
和能 r1 値を算出した。その結果、Mn−DEG
（Mn3O4）ナノ粒子の r1 値は 2.80 mM-1s-1 
と低い値であったのに対し、Mn−TEG−GA
（MnO）ナノ粒子では、臨床用 Gd‒MRI 造
影剤である Magnevist®（r1 = 4.50 mM-1s-1）の
約  4 倍の大きな  r1 値を示した（ 17.4 
mM-1s-1）。 

 
一方、710 nm の近赤外パルスレーザー光

を照射した際に発生する PA 信号を（37 ℃）、
オシロスコープを用いる電位差測定により
評価した。その結果、いずれのマンガン酸化
物ナノ粒子もゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子

よりはるかに強い  PA 信号を発生した
（Mn−TEG（Mn3O4）：最大  35.0 VM-1、
Mn−TEG−GA（MnO）： 最大 55.4 VM-1）（図
４）。従って、糖修飾 MnO ナノ粒子は、こ
れまでのゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子より
も優れた PA／MR デュアルイメージングプ
ローブであることが明らかになった。 

 
②ゼラチン被覆  Gd2O3 ナノ粒子への抗 
HER2 人工抗体（ScFv）導入による高機能
化（平成 28年度） 

研究代表者らは、既に、先駆的に独自の方
法により、生体適合性に優れ、水に高分散し
長時間安定なゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子
の合成と、その PA／MR デュアルイメージ
ングプローブとしての有効性を明らかにし
報告している。 
そこで、ゼラチン上の NH2 基を利用し、

乳がん特異的な  HER2 抗原を認識する抗 
HER2 人工抗体（scFv）を導入することによ
り、乳がん細胞への能動的集積の可能性につ
いて検討した。すなわち、本研究では、scFv を
導入したゼラチンを用いて表面被覆した 
Gd2O3 ナノ粒子を新規に合成した（スキーム
２）。 

 
HER2 陰性腫瘍細胞（Colon26）と HER2 

陽性腫瘍細胞（SKBR3）に対して、抗体量を
変化させた複合ナノ粒子を暴露後、洗浄、遠
心分離により細胞塊を得た。続いて、それら
の細胞塊について、7T MRI 装置による T1 
強調画像を撮像した。 
その結果、抗 HER2 人工抗体である ScFv 

を複合化したゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子

強

2 θ 2 θ 
図２．粉末 X 線回折測定（XRD）の結果： 
a) Mn‒DEG ナノ粒子、b) Mn‒TEG‒GA ナノ粒子．

図４．光超音波信号の強度： Mn‒DEG（Mn3O4）
ナノ粒子（実線）、Mn‒TEG‒GA（MnO）ナノ粒子
（点線）（710 nm, 100 μJ, 37 ℃）． 

スキーム２．ゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子への

抗 HER2 人工抗体（ScFv）導入による高機能化 
図３．T1 協調 MRI 画像： a) Mn‒DEG 
(Mn3O4) ナノ粒子、b) Mn‒TEG‒GA (MnO) 
ナノ粒子（7T、25 ℃）．



を暴露した HER2 
陽性 SKBR3 細胞
塊の輝度はいずれ
も高く、さらにこ
の輝度は、Gd2O3 
ナノ粒子への抗体
の導入量に依存す
ることが明らかに
なった。 
一方、HER2 陰

性の  Colon 26 細
胞塊についても同
様の操作を行った
が、Gd2O3 ナノ粒
子への抗体の導入
量に依存せず、い
ずれのナノ粒子を
暴露しても低い輝
度を示した。 
以上の結果から、

抗  HER2 人工抗
体  ScFv 複合化 
Gd2O3 ナノ粒子は、HER2 陽性腫瘍細胞への
能動的ターゲティング能を有する分子プロ
ーブ型 MRI 造影剤として有効であることが
明らかになった。 
 
③新規ゼラチン被覆 Gd2O3 ナノ粒子
（DOX−Gd−NPs）の合成と機能評価：セラ
ノスティックプローブの開発（平成 29年度） 

ゼラチンと安定な複合体を形成する抗癌
剤ドキソルビシン（DOX）との複合化により、
新規ゼラチン被覆Gd2O3ナノ粒子（DOX−Gd− 
NPs）の合成と機能評価を行った。まず、塩
基性条件下、Gd(NO3)3・6H2O をジエチレン
グリコール（DEG）溶媒中で加熱することに
より、DEG に分散した Gd2O3 ナノ粒子を得
た。続いて、アセトン加え、遠心沈降により
集めた沈澱を洗浄後、超純水に分散させた溶
液に、PEG 化ゼラチンと DOX との混合水
溶液を加え、室温で 12 時間撹拌した後、未
反応の  DOX を限外濾過により除去し、
DOX−Gd−NPsを得た。 
 合成した DOX−Gd−NPs の水分散液に、近
赤外パルスレーザー光（710 nm、100 μJ、10 Hz、
Δt ～20 ps）を照射した結果、明瞭な光音響
（PA）信号が観測された。そこで、マウス背
部に DOX−Gd−NPs を皮下投与し、PA イメ
ージングを行った結果、DOX−Gd−NPsを投与
した部位のみが明瞭に画像化された。 
 一方、磁気共鳴イメージング（MRI、7T、
室温）により、DOX−Gd−NPs による水の 1H
の T1 短縮能（r1 値）を算出した結果、
DOX−Gd−NPs の r1 値は 6.6 mM-1s-1 であ
り、Magnevist®（r1 = 4.50 mM-1s-1）よりも優
れた陽性 MRI 造影剤であることが明らかに
なった。 
 さらに、ヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞に
DOX−Gd−NPs および DOX 単体をそれぞれ

投与した結果、いずれも高い細胞増殖抑制効
果を示した。 
 以上の結果から、新たに合成した DOX− 
Gd−NPs は、PA／MR デュアルイメージング
プローブとして有効であるとともに、DOX 
由来の顕著な細胞増殖抑制効果を併せ持つ
“セラノスティック”プローブであることが
明らかになった。 
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