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研究成果の概要（和文）：X線照射と金ナノ粒子増感剤を併用する新しい放射線治療の基礎技術確立を目指し
て、抗腫瘍効果の動物モデルでの検証実験を行なった。局所投与後の金ナノ粒子を、集束超音波によって強制的
に振動させ、血管および間質透過性を高め、腫瘍深部への移行を促進させる粒子設計と投与条件を明らかにし
た。また、X線照射下の金ナノ粒子で生成される活性酸素によって、細胞障害性分子パターンが放出され、炎症
性プログラム細胞死を示す可能性を見出した。これらを吸着させた金ナノ粒子とアジュパント投与によるX線照
射と腫瘍免疫併用効果の検討を行った。その結果、抗腫瘍効果増強とともに、X線非照射部位でも一定の抗腫瘍
効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Enhancement of radiosensitization was aimed in this animal study by using 
gold nanoparticles as a radiosensitizer, which could develop a new branch of radiotherapy. Locally 
administrated gold nanoparticles were externally stimulated by focused ultrasound waves and their 
optimized protocol and conditions were searched for enhanced permeability through tumors by 
intruding blood vessels and interstitial tissues. We also found that damage-associated molecular 
patterns were released from the tumor exposed to therapeutic X-ray, which would lead to pyrotosis, 
also know as inflammatory programmed cell death pathway. After B16 melanoma cells were irradiated 
with large dose of X-ray, these molecular patterns were collected and adsorbed on the surface of 
gold nanoparticles. Together with appropriate adjuvant, the molecular pattern-capped gold 
nanoparticles showed an enhanced radiosensitization not only at the irradiated tumor, but also at 
the non-irradiated tumor to a degree. 

研究分野： 生体医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化が進行するなか、体への負担が少ないがん治療法として、今後、放射線治療が選択される機会が増えるで
あろう。放射線治療では、正常組織の被ばくを低減し、腫瘍に線量を集中することが重要だが、照射方法の改良
のみでは、浸潤性やびまん性の複雑な形状のがん組織に線量集中できない。金ナノ粒子増感剤を、がん細胞選択
的に取り込ませた後、放射線照射する増感剤併用治療により、細胞レベルで線量制御が可能となり、正常組織を
温存し、取り残しによる再発を防ぐ効果的な放射線治療が実現する。

※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 
(1) がん治療のひとつに、患者への負担が少ない放射線治療がある。しかし、最新の放射線治
療技術を使っても、脳腫瘍や胃がんなどの浸潤性、びまん性がんの複雑形状に沿った、ミリオー
ダーの線量分布を作ることはできず、正常組織損傷や取り残しによる再発を招く可能性がある。
従来の放射線治療プロトコルを変えずに、腫瘍のみを放射線で損傷させることができれば、正常
組織を温存し、リスク臓器に近接するため適用外だった症例へ適用拡大が期待できる。 
 
(2) 我々は X 線照射時に金ナノ粒子が活性酸素発生を増強する現象に着目し、金ナノ粒子を放
射線増感剤として併用する、新しい放射線治療の研究を続けてきた（①-③,⑤）。しかし、生体内
でのナノ粒子の腫瘍集積性が低いため、正常細胞損
傷の許容範囲内で、腫瘍集積性を高め、深部の低酸
素領域に増感剤を送達することが課題であった。今
回、金ナノ粒子増感剤投与後に、超音波照射で腫瘍
集積性を高める方法を着想し、金ナノ粒子の生体分
子への影響、腫瘍集積性、抗腫瘍効果等を動物レベ
ルで検証する実験を行った。 
 
２．研究の目的 
(1) 腫瘍近傍血管内皮からの漏出による従来の分子標的薬でも、腫瘍蓄積率は投与量の 1％に
満たないため、本研究では、局所投与により高濃度の増感剤を腫瘍周囲に分布させ、超音波照射
を利用して金ナノ粒子増感剤の血管および間質透過性を高め、腫瘍集積を大幅に高める金ナノ
放射線増感剤とその投与方法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
最新の総説文献調査から、放射線増感剤の臨床導入に向けた課題として、以下の課題を抽出し、

これらの検証方法を立案した。 
 
(1) 金ナノ粒子複合体の動物実験最適化 
細網内皮系（RES）に捕捉されない 5nm と 26nm の PEG 修飾金ナノ粒子を調整した。末端の官能

基を介し、近赤外蛍光（Cy5.5、ICG）標識、集積性向上のための抗体（EGFR）、ペプチド（NLS、
CPP）標識を行なった。動物実験では数十 mg/mL 以上の高濃度金コロイドを使用した。今回、
170mg/mL の超高濃度疎水性金ナノコロイドを親水化処理し、培養液中で安定分散させて動物実
験に使用した。 
 
(2) 腫瘍集積性向上 
尾静脈投与でマウス大腸がん腫瘍に 41μg/g 蓄積したとき、31Gy の陽子線照射で腫瘍が完全

縮退したとの報告に基づき（④）、細網内皮系捕捉を回避し、腫瘍蓄積を高めるため、超音波併
用する局所投与法を開発した。腫瘍近傍の新生血管走行は不規則で個別の特定はできないため、
腫瘍近傍に高濃度の金ナノ粒子溶液を分布させた後、超音波で振動を加え、血管外部から金ナノ
粒子を血管内に浸透させる方法について検討した。 
 
(3) 超音波照射下の金ナノ粒子と細胞および生体分子相互作用 
超音波照射は、強度によっては正常組織に損傷を与えるので、血球分析、組織損傷マーカー、

炎症サイトカインを測定して最適な条件を探った。また、事前にがん細胞の超音波照射による損
傷率、酸化ストレス、細胞間結合タンパク、サイトカイン放出等の細胞影響を調べた。 
 
(4) 体内動態解析とイメージング技術開発 
超音波を介した局所投与と、従来の尾静脈投与での金ナノ粒子の体内動態を調べた。また、5nm

と 26nm での臓器蓄積を比較した。投与直後からの血中、腫瘍、肝臓、脾臓、腎臓、肺、心臓等
の金蓄積を定量評価した。近赤外蛍光標識した金ナノ粒子増感剤を、680nm～780nm 半導体レー
ザーで励起し、体外から波長弁別カメラで観察する方法を開発し、MRI 測定結果と比較した。こ
れをもとに、金ナノ粒子増感剤の腫瘍集積が最大となる時間を測定し、放射線照射のタイミング
を決定した。 
 
(5) 増感効果と生体適合性評価 
B16 マウスメラノーマ、T98G ヒト脳腫瘍細胞の皮下移植マウスに対し、金ナノ粒子が腫瘍に最

大蓄積した時点で X 線および陽子線照射を行い、超音波照射局所投与と尾静脈投与の抗腫瘍効
果を比較した。 
 
４．研究成果 



(1) 金ナノ粒子複合体の動物実験最適化 
約 200 ㎎/mL の超高濃度疎水性 5nm 金ナノ粒子表面を、アルカンチオールで修飾して親水化

し、PEG修飾することによって、生理環境の塩存在下で安定分散する5nm金コロイドを合成した。
また、Bangham 法により塩化金のクエン酸還元によって平均サイズ 26nm 金ナノ粒子を合成後、
チオール PEG 修飾して安定分散させた金コロイド溶液を調整した。細胞実験では、がん細胞特異
的に結合させるため、抗 EGFR 抗体ヒンジ部の SS 結合還元で SH基を露出させ、マレイミド基を
もつヘテロ架橋剤で PEG 末端に EGFR 抗体を接合した。また、細胞内取り込み増強とエンドソー
ム脱出促進のため、膜透過ペプチド（TAT）接合した金ナノ粒子を合成した。金ナノ粒子複合体
の細胞内局在観察のため、PEG 鎖とアジド基を接合して FITC 標識したアルキン鎖ペプチドを結
合させた。動物体内での可視化においては、近赤外プローブ Cy5.5（Ex.680nm, Em.710nm）を標
識した抗 EGFR 抗体を、PEG 末端の NHS エステル基を介して接合することで、メラノーマ等に高
発現する EGFR を標的とする金ナノ粒子を合成した。しかし、修飾する分子が多いと、生理環境
下では 100～200nm 以上の凝集体を作ることが DLS 測定でわかり、高濃度投与（10～20 ㎎/mL の）
が必要な動物実験では、分散性が高い可視化プローブ無しの金ナノ粒子が適していた。 
 
(2) 腫瘍集積性向上 
TAT ペプチド接合した金ナノ粒子と、FITC 標識した金ナノ粒子の濃度を 0.1～3.0mg/ml で変

化させ、EGFR 発現する HeLa 細胞と EGFR 発現の少ない正常繊維芽細胞 NB1RGB に 1～8 時間投与
し、細胞内取り込みを蛍光顕微鏡で観察した。その結果、細胞内小胞への集積と、細胞質内への
金ナノ粒子拡散促進が確認できた。その理由として、TAT 膜透過ペプチドによるエンドソーム膜
透過が考えられた。細胞実験での細胞取り込みを確認した後、動物レベルで腫瘍集積を調べるた
め、B16 メラノーマ担がんマウスおよび EGFR 過剰発現の A431 ヒト類表皮がん担がんマウスに、
濃度 36mg/mL および 15mg/mL の 5nm および 26nm 金ナノ粒子増感剤を尾静脈および局所投与し
た。局所投与した群では、投与量の約 70％が臓器蓄積し、肝臓と腫瘍で高い集積が見られたこ
とから、局所投与での腫瘍蓄積が増感に寄与すると推察された。 
 
(3) 超音波照射下の金ナノ粒子と細胞および生体分子相互作用 
直径約 7 ㎜の B16 マウスメラノーマ皮膚がん腫瘍を大腿部に形成させた担がんマウスに、濃

度 6-12mg/mL で Cy5.5 標識した 5nm および 26nm 金ナノ粒子を投与した。アルキル基または PEG
で親水化処理したナノ粒子は、修飾基によって結合ネットワークを構成し、一次粒子径とは大き
く異なることが DLS 測定の結果わかった。凝集サイズに依存し
て蓄積量が異なることから、ナノ粒子ネットワークと超音波が
相互作用している可能性が示唆された。尾静注より局注での腫
瘍蓄積が高くなる結果となったため、投与経路として局所投与
を選択し、腫瘍下部 3方向から腫瘍皮下に均等に、金ナノ粒子
濃度 6～12 ㎎/mL で 100μL 投与することとした。腫瘍部位で
の金ナノ粒子浸透を亢進させるため、局所投与および尾静脈投
与群のマウス大腿部腫瘍部位に、投与 15 分後、有効サイズ径
5㎜、強度 1.2mW/m2の集束超音波を 3分照射するプロトコルを
策定した。 
 
(4) 体内動態解析とイメージング技術開発 
局注および尾静注にて金ナノ粒子増感剤投与後の体内動態と

腫瘍集積を、動物イメージング装置を使って観察した。また、蛍
光強度が弱く体外からの観察ができないケースについては、
685nm の半導体レーザービームを凹レンズで拡大し、710nm のロ
ングパスフィルタを設置した高感度 CMOS カメラで臓器観察系を
構築し、投与後 1週間で安楽死させ、腫瘍および臓器を摘出し、
金ナノ粒子集積量を蛍光強度として評価した。投与後、1日ごと
に腫瘍部の Cy5.5 蛍光強度を観察した。局注および尾静注とも
に、腎臓および肝臓の蓄積が大きく、26nm より 5nm の蓄積が大
きかった。局注投与であっても、臓器蓄積が大きいことから、腫
瘍経由して体循環に取り込まれ、超音波照射が皮下の拡散を増強
した可能性が示唆された。この体内蓄積状態観察の結果、投与後
約 12 時間後で腫瘍蓄積がプラトーに達することが分かった。 
 
(5) 増感効果と生体適合性評価 
 B16 メラノーマを大腿部に播種した担がんマウスにおいて、金ナノ粒子増感剤を腫瘍周囲また
は腫瘍内部に投与した。予め、濃度を変えた寒天培地内で、超音波照射時の金コロイド拡散を観
察し、診断レベルの数倍の強度で金コロイド拡散が促進されることを確認した。その後、投与部
位または腫瘍に対して集束超音波を照射し、金ナノ粒子の体内拡散、腫瘍浸透性を亢進させた。  
一方、ウエスタン解析から、X線照射下の金ナノ粒子で生成される活性酸素が、細胞障害性分

子パターン（DAMPs）放出によって、炎症性プログラム細胞死（Pyrotosis）を示す NLRP3 インフ



ラマソーム形成を示唆する結果（ASC、Caspase-1、IL-1β等）が得られた。その結果、HSP70, HMGB1, 
S100A9/B9 等を含む細胞障害性分子パターン（DAMPs）放出を
促進し、炎症性プログラム細胞死（Pyrotosis）を引き起こす
ことが推察された。そこで、B16 メラノーマ細胞を、金ナノ粒
子存在化で 60Gy 照射し、積極的に DAMPs 生成させた。その
後、透析膜を多段階で使用して質量数 30～100 kDa の DAMPs
を回収し、この濃縮溶液に、新たに金ナノ粒子を加えて、DAMPs
吸着の金ナノ粒子を 6～12 ㎎/mL に調整した。この金ナノ粒
子を、B16 メラノーマ担癌マウスに、アジュパントを加えて
投与、X 線と腫瘍免疫併用効果の検討を行った。マウス大腿
部の両側にメラノーマを形成し、同量のアジュバント含有金
ナノ粒子を投与後、左側のみに集束超音波照射と 10MVX 線照
射を 2日おきに 3Gyｘ4回照射した。2回照射後に、金ナノ粒
子のブースト投与を行なった結果、Ｘ線照射側では、2.8～9.8
倍の抗腫瘍効果が確認できた。また、X 線非照射側でも、1.2
～2.5 倍の抗腫瘍効果が観察されたことから、腫瘍免疫によ
る一定の増殖抑制が示唆された。 
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