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研究成果の概要（和文）：本研究において、金ナノ粒子を用いて血管炎症疾患である動脈硬化や腹部大動脈瘤の
非侵襲的な診断および治療の可能性について検討した。金ナノ粒子投与後に頸動脈結紮および腹部大動脈瘤モデ
ルマウスをCT撮影することにより、血管炎症部位に金ナノ粒子が集積することを確認した。また、金ナノ粒子を
取り込んだ細胞に近赤外線レーザー光を照射することにより細胞死の誘導が確認された。これらの結果から金ナ
ノ粒子を用いた血管炎症疾患の特異的CT診断や近赤外線レーザー光照射による非侵襲的治療の可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We evaluated gold nanoparticles for noninvasive imaging and therapy of 
vascular inflammation. Computed tomography (CT) imaging demonstrated gold nanoparticles accumulated 
in the lesion of vascular inflammation in mouse models after injection of gold nanoparticles. Laser 
light exposure induced death of cells with gold nanoparticles. Based on these experiments, gold 
nanoparticles have the potential for CT imaging and laser ablation of vascular inflammation.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、金ナノ粒子を用いて血管炎症部位(動脈硬化や腹部大動脈瘤)をCT撮影により非侵襲的に検出するこ
とが可能であった。また、金ナノ粒子を取り込んだ細胞に対して近赤外線レーザー光を照射することにより、細
胞死が誘導されることが示され、近赤外線レーザー光照射による非侵襲的な治療の可能性が示唆された。金ナノ
粒子は診断および治療の双方に有用であり、血管炎症性病変の早期発見に加え、早期治療への応用が期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心血管病は欧米諸国を中心に依然死亡率が高い疾患である。マクロファージは、動脈硬化進展・
プラーク破綻や動脈瘤の拡張・破裂に重要な役割を担っている。マクロファージを含む血管壁
内の細胞生物学的な変化は、不安定プラーク進展、動脈瘤の拡張やそれに伴う臨床イベントの
予測に重要な因子と考えられる。しかし、現行の画像診断から血管壁の細胞生物学的変化の情
報を十分に得ることは難しい。一方、ナノ粒子は血管炎症細胞を特異的に標的できるため、細
胞生物学的変化を捉えることができ、病変の早期発見や不安定化の検出を可能とする。申請者
らは血管炎症の動物モデル(動脈硬化や動脈瘤)を用いて、蛍光イメージングや in vivo MRI に
よりカーボンナノ粒子が動脈硬化部位へ集積することを確認した。また、カーボンナノ粒子を
取り込んだマクロファージ細胞に対して近赤外線レーザー光を照射することにより、細胞のア
ポトーシスを誘導することを確認し、診断に加え治療への応用の可能性を見出した。ナノ粒子
は血管炎症病変の非侵襲的診断や治療への有用性が期待されるが、カーボンナノ粒子は現行の
画像診断装置(CT、MRI など)では利用し難いなど臨床への応用、特に治療への応用は進んでい
ないのが実情である。 
金ナノ粒子は CT 造影剤としての利用が報告され、さらにレーザーを用いた photothermal 
therapy の適用の可能性がある。金ナノ粒子は in vivo では不安定なため、ポリエチレングリ
コールでコーティングされるが、ヨード造影剤と同様に大半が急速に体外へ排泄される。その
ため、細胞生物学的変化を調べるには十分とはいえない。しかし、金ナノ粒子をより大きな粒
子中に集積・内包させることで、半減期が短い金ナノ粒子単体に比べマクロファージへの取り
込み効率が格段に改善し、診断・治療効果の向上が期待できる。近年、我々は、DNA やマグネ
タイトナノ粒子を内包したリン酸カルシウムナノ粒子を、界面活性剤を用いずに簡便に合成す
る技術を開発した。合成されたリン酸カルシウムナノ粒子は、マクロファージなどの細胞内に
高効率に取り込まれる。リン酸カルシウムは細胞内で溶解し、血清中にもともと含まれる無機
イオンとなるため、生体に対する安全性は高い。 
 
２．研究の目的 
本研究は、金ナノ粒子を用いて血管炎症疾患である動脈硬化や大動脈瘤の進展に重要な役割を
担っているマクロファージを標的とした非侵襲的な診断および治療の可能性を追求するもので
ある。金ナノ粒子を内包したリン酸カルシウムマトリックスからなる複合ナノ粒子を合成し、
マイクロ CT 装置を用いて金ナノ粒子や複合ナノ粒子のマクロファージへの取り込みを検証す
る。また、金ナノ粒子を取り込んだマクロファージに近赤外線レーザー光を照射し、細胞死を
誘導するレーザー設定について検討する。さらに、金ナノ粒子や核酸を内包した複合ナノ粒子
を合成し、複合ナノ粒子投与による動脈瘤進展の抑制について検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro における CT装置を用いた金ナノ粒子のマクロファージへの取り込みの検証 
金ナノ粒子(GNPs)を内包したリン酸カルシウムマトリックスからなる複合ナノ粒子を合成する。
マウスマクロファージ細胞(RAW264.7)と GNPs の共培養を行う。培養 24時間後、細胞を回収し
マイクロ CT 装置により、CT 値を測定する。また、細胞毒性を MTT assay により評価する。 
 
(2) in vivo における CT装置を用いた金ナノ粒子のマクロファージへの取り込みの検証 
①8週齢の雄 FVB マウスに高脂肪食を 1ヶ月与え、streptozotocin(40mg/kg)を 5日間腹腔内投
与する。Storeptozotocin 投与 2 週間後に左総頚動脈を結紮する。術後 2 週間でマクロファー
ジに富んだ内膜肥厚が形成されるため、頚動脈結紮術の 2週間後にマイクロ CTにてマウスの撮
影を行う。撮影後 GNPs を尾静脈から静注し、24, 48 時間後に CT 撮影を行い、経時的に頸動脈
への集積を観察する。 
②20週齢の雄 ApoE ノックアウトマウスに浸透圧ポンプを皮下に植込み、アンジオテンシン II
を持続的に (1μg/kg/min) 14 日間注入する。腹部エコーにより経時的に大動脈径を測定する。
アンジオテンシン II 注入開始 2 週間後にマイクロ CT にて大動脈の撮影を行う。撮影後 GNPs
を尾静脈から静注し、24, 48 時間後に CT 撮影を行い経時的に大動脈への集積を観察する。In 
vivo 撮影後大動脈を摘出し、摘出血管をマイクロ CTにて撮影する。 
③In vivo CT 撮影終了後に頚動脈・大動脈を摘出し、細胞内へのナノ粒子の取り込みを電子顕
微鏡を用いて評価する。 
 
(3) 金ナノ粒子を取り込んだ細胞にレーザー光を照射し、細胞死を誘導するレーザー設定の検
討 
RAW264.7 と GNPs を 24 時間共培養する。その後細胞を回収し、近赤外線レーザー光照射(830nm)
を行う。設定は 29.4mW-400mW、200 femtosecond、10-30 分とする。照射後、細胞活性を MTT assay
により評価する。 
頚動脈結紮モデル、腹部大動脈瘤モデルに対して GNPs を尾静脈から静注し、病変血管と正常血
管を摘出する(ex vivo)。摘出血管に対して、近赤外線レーザー光照射を行い、照射後細胞死(ア
ポトーシス)を TUNEL 染色法にて評価する。 
頚動脈結紮モデル、大動脈瘤モデルに対して GNPs を尾静脈から静注し、麻酔後、対象血管を露



出し、露出病変血管に近赤外線レーザー光を照射する(in vivo)。照射後、血管を摘出し細胞死
(アポトーシス)を TUNEL 染色法にて評価する。Ex vivo および in vivo のレーザー設定は、細
胞実験の結果に基づく。 
 
(4) 金ナノ粒子や核酸を内包した複合ナノ粒子の投与による動脈瘤の進展抑制に関する検証 
マイクロ RNA の炎症抑制効果を検証するため、LPS 刺激下の細胞にマイクロ RNA を導入し、TNF-
αの発現抑制について ELISA にて評価する。また、金ナノ粒子やマイクロ RNA を共内包した複
合粒子の合成を行う。腹部大動脈瘤モデルに対して、複合ナノ粒子を尾静脈より静注し、14日
目にマイクロ CT 撮影を行い、ナノ粒子の動脈瘤への集積を(2)②の結果と比較検討する。撮影
後大動脈を摘出し、病変部へ浸潤しているマクロファージを免疫染色により評価する。 
 
４．研究成果 
(1) in vitro における CT装置を用いた金ナノ粒子のマクロファージへの取り込みの検証 
リン酸カルシウム過飽和溶液と GNPs（粒子径 5 nm、ポリエチレングリコール修飾）の混合液か
ら、複合ナノ粒子を得るための設計指針を検討した。得られた知見に基づき、リン酸カルシウ
ムと GNPs からなる複合ナノ粒子の合成に成功した。in vitro, in vivo での検討に向けた大量
合成が今後の課題である。 
また、GNPs 単体（粒子径 15 nm、表面修飾基は不明）の細胞への取り込みを検証した結果、GNPs
単体と共培養した細胞は、共培養していない細胞と比較し、有意に CT 値の上昇を認めた。細胞
毒性は認められなかったことから、以降の実験は GNPs 単体で施行した。 
 
(2) in vivo における CT装置を用いた金ナノ粒子のマクロファージへの取り込みの検証 
①頸動脈結紮モデルマウスに、10mgAu, 20mgAu の GNPs を静注した。48 時間後、10 ㎎ Au 投与
群と 20㎎ Au 投与群共に、左頸動脈(結紮側)は右頸動脈(非結紮側)に比べ高い CT 値を示した。
また、20mgAu 投与群は 10㎎ Au 投与群に比し、左頸動脈(結紮側)の CT 値が高値であった。 
②腹部大動脈モデルマウスに、10mgAu, 20mgAu の GNPs を静注した。両群ともに無投与群と比
較し、動脈瘤血管外膜側に有意な CT値上昇を認めた。24 時間後は大動脈内腔の CT 値も高かっ
たが、48 時間後には低下し、より特異的な GNPs の集積が血管外膜側に認められた。また、摘
出血管においても、GNPs 投与群において血管外膜側に高 CT 値を認めた。 
③走査電子顕微鏡で血管壁の観察は可能であったが、エネルギー分散型 X線分析による組成分
析では白金と金のピークの分離が困難であった。試料作成の段階で白金パラジウムコーティン
グを行ったことが原因と考えられ、カーボンコーティングによる作成が必要であると考えられ
た。 
 
(3) 金ナノ粒子を取り込んだ細胞にレーザー光を照射し、細胞死を誘導するレーザー設定の検
討 
RAW264.7 と GNPs を 24 時間共培養し、共培養した細胞と共培養していない細胞(コントロール)
にそれぞれ近赤外線レーザー光を照射した。GNPs(100μgAu/ml)と共培養した細胞に対して、
29.4mW, 53mW, 75mW, 97mW, 155mW, 200mW の強度で 5分照射を行ったが、いずれの強度でも細
胞死誘導は見られなかった。GNPs(200μgAu/ml)と共培養した細胞に対して、437mW・10 分の照
射を行うと、コントロール細胞に比し有意に細胞活性の低下が見られたが、196mW・10 分の照
射では細胞死は誘導されなかった。また GNPs(100μgAu/ml)と共培養した細胞に対して、
437mW・30 分、400mW・20 分の照射によりコントロール細胞と比べ有意に細胞活性低下を認めた。
一方、400mW・10 分、178mW・20 分の照射では細胞死誘導は見られなかった。細胞死誘導を認め
たレーザー強度は強く in vivo での利用は困難であると想定されるため、レーザー設定につい
て細胞を用いてさらに検討する必要があると考えられた。そのため、ex vivo や in vivo に対
しての検討には至らなかった。 
 
(4) 金ナノ粒子や核酸を内包した複合ナノ粒子の投与による動脈瘤の進展抑制に関する検証 
LPS 刺激の濃度や刺激時間を変えて TNF-αの発現について検証したが、マイクロ RNA 導入によ
る TNF-α発現抑制について有意な結果を得るには至らなかった。 
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