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研究成果の概要（和文）：診断用の造影剤や治療用の薬剤を担持したリン酸カルシウム系複合ナノ粒子を、動脈
硬化や動脈瘤の初期病変部に出現する免疫細胞に選択的かつ高効率に取り込ませることがきできれば、これらの
疾患の早期診断・治療が可能になると考えられる。本研究では、このような複合ナノ粒子を得るための簡便・迅
速かつ安全性の高い作製手法を確立した。得られた複合ナノ粒子は免疫細胞に選択的に効率良く取り込まれたこ
とから、動脈病変の早期診断・治療への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Calcium phosphate-based nanoparticles are useful as a delivery carrier of 
imaging agents and drugs to immune cells and hence would be useful in diagnosis and treatment of 
arteriosclerosis and aneurysm. In this study, we established a simple, rapid and safe process for 
the fabrication of calcium phosphate-based nanoparticles carrying imaging agents and drugs. The 
resulting nanoparticles were effectively taken up by immune cells without showing cytotoxicity, and 
demonstrated the potential for early diagnosis and treatment of arterial lesion.

研究分野： ナノ材料化学、生体材料学

キーワード： リン酸カルシウム　複合ナノ粒子　MRI造影剤　動脈病変　早期診断・治療　磁性酸化鉄

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、動脈硬化や動脈瘤の早期診断と治療を同時に行うことのできる革新的な医療技術の実現を目指し、
動脈病変への造影剤・薬剤の送達に有効と考えられるリン酸カルシウム系複合ナノ粒子の作製技術を確立した。
動脈硬化や動脈瘤は自覚症状のないまま進行し、生命に関わる病態を引き起こす。病変部の形態的変化の起こら
ない初期段階での早期診断・治療が可能となれば、重症化を防ぐことができ、その社会的意義は非常に大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

動脈硬化は動脈の内壁が肥厚・硬化し、働きが悪くなる病変である。ある程度進行すると血流
の悪化や血管の破綻などにより、心疾患や脳血管疾患（いずれも日本人の死亡原因上位）などを
引き起こす。また、動脈瘤は、動脈壁が弱って血管が外側に異常に膨らむ病変である。瘤は徐々
に拡大して破裂の危険性を増し、破裂した場合には死に至ることも多い。いずれの動脈病変も自
覚症状のないまま進行し、生命に関わる病態を引き起こす。これを防ぐためには、病変部の形態
的変化の起こる前の初期の段階で診断し、適切な治療により重症化を防ぐ必要がある。しかし、
従来の技術では、形態的変化を生じるほどに進行した病変部しか検出できなかった。動脈硬化や
動脈瘤の初期の病変部には、血管壁に免疫細胞（マクロファージ）が集積することから、このマ
クロファージを高感度にイメージングすることができれば早期診断に有効であると考えられた。 
近年、動脈硬化や動脈瘤のイメージングにおいて、造影能を有するナノ粒子を利用し、血管壁

のマクロファージに取り込ませることで、病変部の高感度イメージングを目指す試みが盛んに
なってきている。非侵襲的なイメージング技術として臨床で汎用されている核磁気共鳴画像法
（MRI）においては、磁性酸化鉄ナノ結晶を有効成分とする臨床用 MRI 造影剤が病変部に集積す
ることが報告されている。しかし、集積効率が充分ではなく、初期病変部を高感度にイメージン
グするには至っていなかった。 
研究代表者らは、造影剤（イメージング剤）、薬剤、核酸などを細胞や組織に運搬するための

送達担体として、リン酸カルシウムナノ粒子の有用性に注目し、界面活性剤を必要としない作製
技術・複合化技術を確立してきた。具体的には、安全性の担保された医薬品のみを原料とする医
薬品共沈法や、簡便・迅速性を特徴とする過飽和液相レーザー法により、様々な機能性物質を担
持したリン酸カルシウム系複合ナノ粒子の作製に成功している。これら液相法で合成される非
焼成のリン酸カルシウムは、細胞内で溶解し、体液に元々含まれる無機イオン（カルシウムイオ
ン、リン酸イオン）に分解されるため、その毒性懸念は低い。 
以上の背景より、診断用の造影剤や治療用の薬剤を担持し、免疫細胞への取り込み・集積性に

優れたリン酸カルシウム系複合ナノ粒子を創製できれば、動脈硬化や動脈瘤の早期診断・治療が
可能となると考え、研究に着手することとなった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、動脈硬化や動脈瘤の早期診断・治療を可能とするリン酸カルシウム系複合ナノ粒

子の創製を目的とし、以下の検討を行うことを当初の目的とした。 
 
・医薬品共沈法および過飽和液相レーザー法を発展させて、リン酸カルシウムをマトリックスと
するナノ粒子に、診断用の造影剤や治療用の薬剤を担持させた粒子を作製する。複合ナノ粒子
のサイズを 50～200 nm とすることで、血管投与ならびにマクロファージへの取り込みに適し
たサイズとする。 

 
・得られた粒子の物理化学的評価（構造・組成・表面電荷・MRI 造影能など）を行うとともに、
マクロファージ様細胞を用いて、細胞内への取込効率、毒性などを評価する。さらに、疾患モ
デルマウスを用いて評価を行う。評価結果をもとに、動脈硬化や動脈瘤の初期病変部の診断・
治療に有効なリン酸カルシウム系複合ナノ粒子の設計・開発指針を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 
(1) 医薬品共沈法によるリン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子の作製と評価 
 
① リン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子の作製 
医薬品共沈法により、リン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子を作製する方

法を検討した。磁性酸化鉄ナノ結晶としては、臨床用の MRI 造影剤であり、カルボキシデキスト
ランで被覆された磁性酸化鉄ナノ結晶であるフェルカルボトラン注射液を用いた。また、負電荷
を有するイオン性薬剤分子（ヘパリン、アデノシン三リン酸（ATP））を分散剤として用いること
で、粒子の分散性向上についても検討を行った。 
 
② 複合ナノ粒子の MRI 造影能評価 
①で作製した複合ナノ粒子について MRI 造影能の評価を行った。粒子の濃度を変化させて寒

天液で固定し、MRI による計測を行った。 
 
③ 複合ナノ粒子の細胞取込評価・毒性評価 
①で作製した複合ナノ粒子ならびに比較用の単独の磁性酸化鉄ナノ結晶（フェルカルボトラ

ン）を、貪食性のマウスマクロファージ様細胞（RAW264.7）ならびに非貪食性のヒト臍帯静脈内
皮細胞（HUVEC）に添加し、粒子の細胞への取込率を算出した。また、毒性評価を行った。 
 



④ 磁性酸化鉄ナノ結晶の担持量の増加 
動物実験において、より多くの磁性酸化鉄ナノ結晶を病変部に集積させるため、複合ナノ粒子

中の磁性酸化鉄ナノ結晶の担持量の増加について検討した。 
 
⑤ 複合ナノ粒子の疾患モデルマウスによる評価 

④で作製した複合ナノ粒子を、マウス頸動脈結紮モデル（動脈硬化の疾患モデル）やマウス腹
部大動脈瘤モデル（動脈瘤の疾患モデル）に投与し、病変部における粒子の集積を評価した。 

 
⑥ 造影剤と薬剤の共担持 
磁性酸化鉄ナノ結晶（造影剤）に加えてマイクロ RNA や DNA（薬剤）をも担持したリン酸カル

シウム系複合ナノ粒子の作製を検討した。 
 
(2) 医薬品共沈法におけるリン酸カルシウムと担持物との相互作用解明 

(1)の検討の過程で、担持物（造影剤・薬剤など）の化学構造によって、リン酸カルシウムと
の相互作用が大きく異なることが判明してきた。そこで、造影剤となりうる金ナノ結晶に着目し、
ナノ結晶を被覆する有機分子（被覆材）とリン酸カルシウムとの相互作用について検討した。 
 
(3) 過飽和液相レーザー法により作製した複合ナノ粒子の構造解析 

過飽和液相レーザー法に基づき作製したリン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ
粒子[1]について、その断面構造を透過電子顕微鏡により解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 医薬品共沈法によるリン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子の作製と評価 
 
① リン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子の作製[2] 

6種の医薬品注射液を原料として調製したリン酸カル
シウム過飽和溶液に、磁性酸化鉄ナノ結晶を主成分とす
るフェルカルボトラン注射液を添加し、穏やかな条件
（37℃）で短時間（30 分）静置した結果、磁性酸化鉄ナ
ノ結晶を担持したリン酸カルシウム粒子（CaP-Fer）を
得ることができた。しかし、CaP-Fer のゼータ電位は 0 
mV に近く、長く分散状態を保てなかった（図 1(a)左）。
そこで、フェルカルボトラン注射液を含むリン酸カルシ
ウム過飽和溶液に、カルシウム、リン、鉄の濃度を保っ
たまま、ヘパリンナトリウム注射液あるいはアデノシン
三リン酸（ATP）二ナトリウム注射液を添加し、同じ条
件で粒子を作製した（CaP-Fer-Hep、CaP-Fer-ATP）。生
成した粒子は一次粒子径 100 nm 程度（図 1(b)）であり、
ヘパリンあるいは ATP を担持していた。また、これらの
粒子は、比較的大きな負の値のゼータ電位を有し（CaP-
Fer-Hep：−15 mV、CaP-Fer-ATP：−13 mV）、分散性の向
上も確認された（図 1(a)中、右）。粒子に担持されたヘ
パリンのスルホ基、カルボキシル基、ATP のリン酸基が、
中性付近で負電荷を有するためと考えられる。また、動
的光散乱法による平均粒子径は、CaP-Fer-Hep で約 300 
nm、CaP-Fer-ATP で約 400 nm となった。 
 
② CaP-Fer-Hep の MRI 造影能評価[2] 

CaP-Fer-Hep の濃度を変化させて寒天液で固定し、MRI によ
る計測を行った結果、粒子濃度が増加するにつれて T2 強調画
像のシグナルが減少した（画像が暗くなった）（図 1(c)）。以上
より、CaP-Fer-Hep が MRI造影能を有することを確認した。 
 
③ CaP-Fer-Hep の細胞取込評価・毒性評価[2] 
貪食性の RAW264.7 に対する CaP-Fer-Hep の取込率（細胞に

添加した粒子のうち細胞に取り込まれた粒子の割合）は、粒子
の添加濃度によって違いはあったものの、フェルカルボトラン
単独と比較して 2～3 倍程度高くなった（図 2）。このことから、
リン酸カルシウムとの複合化が取込率向上に有効であること
が示唆された。また、CaP-Fer-Hep は非貪食性の HUVEC にはほ
とんど取り込まれず、マクロファージ選択的な取り込みが示唆された（図 2）。なお、CaP-Fer-
Hep 添加の有無にかかわらず、24 時間培養後の細胞数（RAW264.7）に有意な差はなく、この濃度

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1：(a)粒子の水分散液の写真（分散後 60
分）、 (b)粒子の走査電子顕微鏡像、 (c) 
CaP-Fer-Hep の MRI 画像（粒子濃度を変
化させたときの T2 強調画像） 

CaP-Fer

沈降

CaP-Fer-Hep

分散

CaP-Fer-ATP

分散

(a)

(b)

200 nm200 nm

CaP-Fer-Hep CaP-Fer-ATP

(c) 低 粒子濃度 高

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：RAW264.7 および HUVEC に
対する CaP-Fer-Hep ならびにフェ
ルカルボトランの取込率 
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において毒性は認められなかった。CaP-Fer-Hep は、マクロファージに取り込まれやすいことか
ら、動脈病変におけるマクロファージの造影剤として有用と期待される。 
 
④ 磁性酸化鉄ナノ結晶の担持量の増加 
リン酸カルシウム過飽和溶液に添加するフェルカルボトラン注射液の量を、CaP-Fer-Hep 作製

時の 2～5 倍に増量して粒子を作製した。その結果、フェルカルボトラン注射液の添加量が増え
るほど、粒子中の Fe/Ca 比が増大したことから、リン酸カルシウムに対するフェルカルボトラン
の担持量が増加したことを確認した。フェルカルボトラン注射液を 3倍量添加して作製した CaP-
Fer'-Hep では、平均粒子径は約 180 nm（動的光散乱法）となり、当初目標とした 50～200 nm の
サイズを満たす複合ナノ粒子となった。 
 
⑤ CaP-Fer'-Hep の疾患モデルマウスによる評価 

CaP-Fer'-Hep を投与した頸動脈結紮モデル（粒子投与群）の病変部の組織切片には、プルシ
アンブルー染色により鉄の存在を示す青い箇所が観察された。一方で、CaP-Fer'-Hep を投与し
なかったマウス（粒子非投与群）の病変部には、青く染色される箇所は認められなかった。以上
より、投与した CaP-Fer'-Hep の一部が病変部に存在し、磁性酸化鉄ナノ結晶に由来する鉄によ
り青く染色されたことが示唆された。また、腹部大動脈瘤モデルの病変部の組織切片では、粒子
投与群、粒子非投与群の両方で青く染色される箇所が認められ、病変部において、複合ナノ粒子
の有無に関わらずプルシアンブルーにより染色される鉄が存在していると考えられた。さらに、
頸動脈結紮モデルにおいては、病変部組織を燃焼させ、残渣の溶解液に含まれる鉄量を測定する
ことで、病変部に集積した複合ナノ粒子量を見積もった。粒子投与群の病変部（頸動脈）に含ま
れる鉄量は、粒子非投与群に比べて多くなる傾向が見られた。 
 
⑥ 造影剤と薬剤の共担持 
リン酸カルシウム過飽和溶液に、フェルカルボトラン注射液に加えてマイクロ RNA 溶液を添

加することで、磁性酸化鉄ナノ結晶（造影剤）とマイクロ RNA（薬剤）を共担持したリン酸カル
シウム系複合ナノ粒子を得ることができた。最適化された条件で作製された粒子の平均粒子径
は約 100 nm（動的光散乱法）であった。 
また、マイクロ RNA 溶液の代わりに DNA（プラスミド）溶液を用いることで、磁性酸化鉄ナノ

結晶と DNA を共担持したリン酸カルシウム系複合ナノ粒子を得ることができた。得られた複合
ナノ粒子の平均粒子径は約 300 nm（動的光散乱法）であった。本複合ナノ粒子を用いた三次元
ペレット状の細胞（より生体組織に近い系）への遺伝子導入において、細胞ペレットの下に磁石
を設置することで、磁石を設置しない場合と比較して導入効率を向上させることができた。すな
わち、磁性酸化鉄ナノ結晶は造影剤として機能するだけでなく、磁気ターゲティング機能をも有
することが示唆された[3, 4] 
 
(2) 医薬品共沈法におけるリン酸カルシウムと担持物との相互作用解明[5] 

(1)に示した、リン酸カルシウムと磁
性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子では、
磁性酸化鉄ナノ結晶が親水性のカルボ
キシデキストランで被覆されており、リ
ン酸カルシウムとの相互作用に大きな
影響を及ぼしたと考えられた。ナノ結晶
の被覆材の構造がリン酸カルシウムと
の相互作用に与える影響を検討するた
め、親水性のポリエチレングリコール
（PEG）で被覆された金ナノ結晶を用い
て検討を行った。具体的には、末端にア
ミノ基、カルボキシル基、あるいはメト
キシ基を有する PEG で被覆された金ナ
ノ結晶（図 3 上）とリン酸カルシウム過
飽和溶液を混合し、得られた析出物の構造・組成を調べた。 
得られた析出物のうち、CaP-AuNC-NH2ならびに CaP-AuNC-

OCH3は一次粒子径 80 nm 程度、CaP-AuNC-COOH は 120 nm 程
度のナノ粒子であった（図 3 下）。また、いずれの析出物も
Ca/P 比は 1.5 程度であった（表 1）。一方で、Au/Ca 比は CaP-
AuNC-NH2では 0.1 であったのに対し、CaP-AuNC-COOH ならび
に CaP-AuNC-OCH3では 0.01以下となった（表 1）。すなわち、
CaP-AuNC-NH2 では金ナノ結晶がリン酸カルシウムと相互作
用して複合ナノ粒子が形成したのに対し、CaP-AuNC-COOH ならびに CaP-AuNC-OCH3ではリン酸カ
ルシウムと金ナノ結晶の相互作用は非常に弱く、ほとんど複合化しなかったことが示唆された。
以上より、PEG 末端の官能基の種類により、リン酸カルシウムと PEG で被覆された金ナノ結晶の
相互作用が大きく異なることが明らかとなった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 3：PEG で被覆された金ナノ結晶の構造（上）と得られた析
出物の走査電子顕微鏡像（下） 

200 nm

CaP-AuNC-NH2 CaP-AuNC-COOH CaP-AuNC-OCH3

200 nm 200 nm

表 1：得られた析出物の Ca/P 比なら
びに Au/Ca 比 

 
 
 
 

 

Ca/P Au/Ca

CaP-AuNC-NH2 1.49 0.10

CaP-AuNC-COOH 1.50 < 0.01

CaP-AuNC-OCH3 1.48 < 0.01



金ナノ結晶はコンピュータ断層撮影用の造影剤や光線力学的療法の発熱体としての応用が期
待されている。CaP-AuNC-NH2はリン酸カルシウムと金ナノ結晶の複合ナノ粒子であり、平均粒子
径は約 140 nm（動的光散乱法）であることから、マクロファージに取り込まれて造影能を発揮
するのと同時に、光照射による発熱により、炎症病変の進展を抑制することが期待される。 
 
(3) 過飽和液相レーザー法により作製した複合ナノ粒子の構造解析[6] 
研究代表者らは、カルシウムイオンとリン酸イオンの混合水溶液に光吸収剤として鉄（Ⅱ）イ

オンを、pH 調整剤として水酸化ナトリウム水溶液を添加し、低エネルギーのパルスレーザー光
を短時間（数十分）照射することで、リン酸カルシウムと磁性酸化鉄ナノ結晶の複合ナノ粒子
（CaP-IONC）が生成することを見出している（過飽和液相レーザー法）[1]。複合ナノ粒子内に
おける磁性酸化鉄ナノ結晶の分布など、詳細な構造情報が得られれば、今後の応用に有用である。
そこで、複合ナノ粒子を樹脂に包埋、イオンミリングにより薄膜化し、その断面構造を透過電子
顕微鏡により解析した。 
解析の結果、CaP-IONC には、均一な磁性酸化鉄ナノ結晶（10 nm 以下）を粒内析出した構造（A

タイプ、図 4 左）と、不均一な磁性酸化鉄ナノ結晶（数 10 nm 以上）を粒内析出した構造（B タ
イプ、図 4 右）の、2 タイプの構造が認められた。以上より、応用に向けてさらなる構造制御法
の開発が必要であることが明らかとなった。 

 

(4) まとめ 

本研究では、動脈病変の初期病変部の診断や治療に有効なリン酸カルシウム系複合ナノ粒子

の創製を目指し、造影剤を担持、あるいは、造影剤と薬剤を共担持したリン酸カルシウム系複合

ナノ粒子を作製した。本手法は、簡便・迅速であり、さらに認可済みの医薬品注射液を原料とす

るため安全性も高い。得られた複合ナノ粒子はマクロファージに効率良く取り込まれたことか

ら、動脈病変の早期診断・治療への応用が期待される。 
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