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研究成果の概要（和文）：本研究では腫瘍外での蓄積抑制を目指し、新たな粒子分散修飾剤の検討を行った。具
体的にはガン細胞で過剰発現するGlucose Transporter 1 (GLUT1)を標的とした、ポリフェノール配糖体である
Glucosylrutin (RutinG)を修飾した過酸化チタンナノ粒子(RutinG-TiOx NPs)の作製に成功した。RutinG-TiOx 
NPsには、PAAと同様に粒子分散を行う機能があり、放射線増感効果を高めるH2O2の徐放性が確認された。更に、
in vitroで放射線増感効果を持つことが示し、GLUT1標的を駆動力とした粒子の細胞取り込み増加を確認でき
た。

研究成果の概要（英文）： In order to improve the retention of TiOx NPs in cancer tumors, 
alpha-Glucosylrutin (RutinG) was investigated as a new modifier to target GLUT1, which is 
overexpressed on cancer cells in this study. RutinG-TiOx NPs were prepared by following procedures: 
[1] Coating TiO2 NPs with RutinG, and [2] Adding hydrogen peroxide. RutinG + PAA-TiOx NPs were also 
prepared by adding RutinG to PAA-TiOx NPs. Next, to verify the radiosensitizing effect of 
RutinG-TiOx compared to PAA-TiOx NPs, the amount of H2O2 adsorption and desorption was quantified by
 chemofluorescence method. These results suggest that GLUT1 is involved in the subcellular 
localization of RutinG-TiOx. RutinG-TiOx NPs assimedto be used as a radiosensitizer by active 
targeting in cancer therapy with X-ray irradiation.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 二酸化チタンナノ粒子　過酸化水素　ポリフェノール修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでは二酸化チタンナノ粒子の分散のために、表面修飾材としてポリアクリル酸などの石油由来化学品を用
いてきたが、体内での安定性や毒性を考えると必ずしも良い材料とは言えない。本研究では、この問題点を解決
するために、完全に植物由来の成分を用いたナノ粒子表面修飾を達成する事が出来た。この技術は、将来ナノ粒
子の医療応用を検討する際に、これまでにない安定化分散材になると考えられ、臨床応用への道を大きく展開す
るものであると期待できる。従って、ナノ粒子の医療応用に大きな意義を有する研究であると判断する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

生体の深部に発生するがんは血管系が未発達で、血流が十分に供給されないことから、細胞中
の溶存酸素分圧が低下し、低酸素症が発生する。それによってがん細胞の増殖速度が減少し、放
射線の電離作用で生じるフリーラジカルも減少することから、放射線抵抗性が増大する。このよ
うながんに対して、有効な効果を得るために、放射線増感治療と呼ばれる治療スキームが現在研
究されている。これは、放射線照射に先駆けて腫瘍内に放射線増感剤を蓄積し、放射線単体で用
いるより低線量の放射線を増感することで、腫瘍周囲の正常細胞に対する負荷を最小に抑えて
がん細胞を傷害することができるものである。 

放射線増感剤には大きく分けて二つの作用機序があり、一つは、腫瘍細胞の放射線抵抗性を解
消し、通常の放射線治療の効果を期待するもので、酸素分圧を上げるために過酸化水素が用いら
れることがあるほか、2－ニトロイミダゾール誘導体が低酸素性細胞放射線増感作用を有するこ
とが知られている。もうひとつは、金属ナノ粒子を蓄積して放射線を照射し、重金属元素と放射
線の相互作用で生じるオージェ電子などの二次電子線で DNAの DSB(Double Strand Breaks)を誘
導し、細胞を死滅させるものである。 

本研究グループで用いている過酸化チタンナノ粒子(PAA-TiOx)は、二酸化チタン粒子にポリア
クリル酸(PAA)を修飾して血中で高分散化させたのち、過酸化水素を機能化させることによって
得られる粒子であり、過酸化水素をデリバリーすることのできる世界初の粒子である。現在まで
に当研究グループでは先行研究において、担癌マウスに尾静脈投与された PAA-TiOxはすい臓が
ん腫瘍に一定の蓄積し、放射線感受性を高め縮小を促したことを in vivo にて示している 6。PAA-

TiOx の機能性は粒子表面に吸着した H2O2 と放射線により生じる活性酸素(ROS)に起因すると
考えられている。しかしながら、PAA-TiOxは腫瘍のほかに肝臓を始めとした他の臓器にも蓄積
が見られることがわかった。このことから、TiOx の過酸化水素の徐放性を有しつつも、その送
達方法を最適化する必要があった。 

 

標的器官へのナノ粒子に集積を促すことは、治療効果の最大化を促すだけでなく、正常組織へ
のナノ粒子の分配を回避できることから、正常組織への毒性を減少させることに繋がる。腫瘍へ
のナノ粒子の送達方法は大きく分けて 2段階に分類され、受動的ターゲティングと、受動的ター
ゲティングの機構に基づいた能動的ターゲティングがある。 

受動的ターゲティングとは、正常組織にはなく腫瘍組織だけが持つ enhanced permeability and 

retention（EPR）効果の恩恵を活用したナノ粒子の受動的集積の促進方法である。がん細胞は自
らを増幅するためだけに活動するので、腫瘍組織を形成する際に血管新生因子を過剰に発生し
無秩序な血管を新生する。こうして作られた血管は潤沢な栄養を腫瘍細胞に供給するが、血管上
皮細胞が完全に密でなく、数百 nm の物質でも透過してしまう。これを EPR 効果と呼ぶが、こ
の効果により 50-200nmのナノ粒子は表面に腫瘍標的分子等を修飾しなくても、全身投与するだ
けで受動的に腫瘍組織に蓄積しやすくなるとされている。この EPR 効果の恩恵を用いたナノ粒
子の受動的集積はガン腫瘍へのターゲティングの基本戦略である。しかしながらこれらの戦略
のみでは、ナノ粒子の十分な腫瘍蓄積が困難である場合がある。そこで、EPR 効果によりガン腫
瘍に到達するナノ粒子に対し、抗体、タンパク質、ペプチド、核酸、糖、およびビタミンなどの
小分子でナノ粒子表面を機能化することで、ナノ粒子の腫瘍内滞留性をさらに促進させる手法
である。この手法を能動的ターゲティングと呼ぶ。 

ガン腫瘍への能動的ターゲティングのレセプターの一つとしてグルコーストランスポーター
(GLUT)が挙げられる。GLUT ががん細胞で過剰発現するメカニズムは、好気的解糖またはワ―

ブルグ効果と呼ばれる、がん細胞が有酸素下においてもミトコンドリアによる酸化的リン酸化
より、解糖系によって ATP を生産する現象に起因する。酸化的リン酸化の場合グルコース 1 分
子から 36 分子の ATP を得ることができるが、解糖系ではわずか 2 分子しか得ることができな
い。つまりがん細胞は正常細胞と比較しより多くのグルコースを必要とする。そのため、グルコ
ースの取り込みを増加させるために、多くのがん細胞はグルコーストランスポーターを過剰発
現させるに至る。特に GLUT1 の発現は膵臓や幹細胞など多くの腫瘍細胞で確認されており、ド
ラッグデリバリーのターゲットとして多くの研究が行われている。これまでの研究において
GLUT1 はグルコースだけでなく、ガラクトースやマンノースなど様々な糖及びその誘導体をリ
ガンドとして認識しており、ナノ粒子にそれらの糖を修飾し、能動的ターゲティングを目指す研
究が活発となっている。しかし、金属ナノ粒子を分散させるためによく使用される高分子修飾剤
を糖官能化するには複数の複雑なステップが必須であり、簡潔なステップで糖官能化を達成す
る技術開発が必要とされている。 

 

２．研究の目的 

 ナノ粒子の機能素材の表面修飾の手法として近年ポリフェノール配糖体が注目されている。
その中で、本研究で着目した α-Glucosylrutin (RutinG)はフラボノイド系フラボノール類のケルセ



 

 

チン(Quercetin)配糖体であるルチン(Rutin)を、糖転移酵素を用いることでグリコシル化した物質
である。Quercetin はベンゼンの隣り合う 2 つの水素がヒドロキシ基に置換された構造であるカ
テコール基を有している。このいくつかのポリフェノールが持つカテコール構造は、Israelachvili

らによって、水中において様々な金属、セラミック、合成ポリマー表面に付着することが明らか
となっている。また、RutinG はグリコシル化によって高い水溶性を有しており、水中で難溶性
の食品添加物を包むようなナノクラスターを作製し、分散性を高める働きがあると明らかにな
っている。更に、RutinG で金ナノ粒子をコーティングした粒子に、グルコシド及びマンノシド
に対して特異的吸着を見せるコンカナバリン A の優先的な吸着が確認されている。これらの事
例から、RutinG は TiOx NPs の水系溶媒中の分散性の確保による EPR 効果の適用と、グルコシ
ド及びマンノシド部分によるGLUT1標的能力を付与できる修飾剤として活用できると考えられ
る。 

本研究では過酸化水素を徐放する TiOx NPs の新たな修飾剤を検討することで、がん腫瘍への
能動的ターゲティングを達成し、放射線増感効果の増大と生体毒性の減少を目指している。その
ため本研究では、TiOx NPs の分散性の担保と TiOx NPs のがん腫瘍内滞留性を向上させるため、
α-Glucosylrutin (RutinG)を修飾剤として検討した。RutinG でコーティングされた二酸化チタンナ
ノ粒子をワンステップで調製し、H2O2 を機能化させることによって RutinG 修飾過酸化チタン
ナノ粒子(RutinG-TiOx NPs)の調整を目指した。次に、PAA-TiOx NPs と RutinG-TiOx NPs の過酸
化水素放出量や粒径等のドラッグデリバリーに関わる特性を比較し、TiOx NPs の修飾剤として
RutinG が有効であるかを検討した。そして、RutinG 修飾による TiOx NPs の GLUT1 選択性の有
無を検討し、RutinG-TiOx NPs が能動的ターゲティングを行うことができる放射線増感剤として
有用であるかを評価することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

３．１ RutinG 修飾過酸化チタンナノ粒子の作製 

1. RutinG 100mg を蒸留水 49.5 ml に溶かした水溶液に TiO2 NPs 0.5 ml をマグネチックスタ
ーラーで攪拌しながら加えた。 

2. 3,000 MWCO の限外ろ過フィルターに移し、蒸留水で限外ろ過(5,000×g, 30 min)を 5 回
行った。 

3. その後 PBSを添加し、分散した黄色の懸濁液を RutinG- TiO2 NPs とした。 

4. 作製した RutinG- TiO2 NPsに 30 wt%の過酸化水素を 1 ml 添加した。 

5. 3,000 MWCO の限外ろ過フィルターに移し、蒸留水で限外ろ過(5,000×g, 30 min)を 5 回
行った。 

6. その後蒸留水を添加し分散した黄色の懸濁液を RutinG-TiOx NPs とした。 

 

３．２ PAA-TiOx NPs 及び RutinG-TiOx NPs の構築 

1. DMF 48.75 ml と PAA(Mw=1,800)を 180 mg または PAA(Mw=5,000)を 500 mg の混合溶液
に TiO2 NPs 1.25 ml を添加し十分攪拌した。 

2. 混合溶液を水熱反応用密閉容器 HU-50に入れ、150 ℃を 5 時間反応させポリアクリル酸
修飾を施した。 

3. 反応容器を水に入れてクエンチングした後、アセトン 150 ml に反応液を添加し遠心分離
(5000×g, 20 min)を行い、上澄みを取り除いた。 

4. 粒子にエタノールを 150 ml に添加し、遠心分離(5000×g, 10 min)により、上澄みを取り除
いた。 

5. この洗浄後の粒子に 10 ml の蒸留水を加え分散させた後、30 wt%の過酸化水素を 2.5 ml

添加した。10,000 MWCO の限外ろ過フィルターに移しこれを蒸留水で限外ろ過(5,000×g, 

30 min)を 5 回行った。 

6. 限外ろ過で得られた懸濁液に遠心分離(10,000 rpm, 30 min)を行い、上澄みを取り除いて
から 12 ml の蒸留水を加えた。 

7. 超音波洗浄機で 30 min分散させたのち、ここで得られた淡黄色の懸濁液を PAA-TiOx NPs 

(Mw=1,800, 5,000)とする。 

8. RutinG を 100 mg 蒸留水 35 ml に溶かした溶液に、PAA-TiOx NPs (Mw=1,800, 5,000)を 0.5 

ml 攪拌しながら加える。 

9. 3,000 MWCO の限外ろ過フィルターに移し、蒸留水で限外ろ過(5,000×g, 30 min)を 5 回
行った。 

10. 得られた黄色の分散液を RutinG+PAA-TiOx NPs(Mw=1,800, 5,000)とした。 

 

４．研究成果 

４．１ 粒子作製 

TiO2 NPs を中性付近の水系溶媒中で分散させるために必要な RutinG 量を確認することを目

指した。そこで、20 mg の TiO2 NPs に対し、RutinG を様々な濃度で添加した混合液を、PBS で



 

 

1 mg/ml になるように希釈し、24 時間後の混合液の様子を確認した。そこで、7 mg以上の

RutinG を添加した系において 24 時間後も沈殿が生じないことが分かった(Fig. 1)。以後、

RutinG/ TiO2の質量比が 7/20 以上になるように RutinG を添加することとした。 

 

Fig. 1 Images of NPs dispersion and precipitation when RutinG was added 

to 20 mg of TiO2 NPs at various concentrations. 

 

次に、RutinG- TiO2 NPs に過酸化水素を添加し TiO2の過酸化を目指した。RutinG- TiO2 NPsを

蒸留水または PBS で分散させた液に対し H2O2 を添加した場合、蒸留水で分散させた粒子は直

ぐに沈殿が生じたのに対し、PBSで分散させた粒子は沈殿が生じなかった(Fig. 2)、これは分散液

の pH に起因すると考えられる。30 wt%の過酸化水素水の pH は 3～４付近であるため、過酸化

水素水を粒子分散液に添加した場合、分散液の pH は酸性に近づく。RutinG のグルコシドは pH

が中性付近で水溶性が高いことから、分散液が酸性になった場合分散力が弱まり、凝集が生じて

しまうと考えられる。しかし、PBS 中に粒子を分散させた場合は PBS の緩衝効果により、過酸

化水素水を添加した場合でも pH が中性付近に保たれるため、凝集することなく TiO2 NPs の過

酸化を進めることができると推測される。 

 

Fig. 2 Images of NPs dispersion liquid. (A) TiO2 NPs, (B)RutinG- TiO2 NPs, 

(C)RutinG-TiOx NPs, (D)PAA-TiOx NPs (Mw=5,000), (E)RutinG+PAA-TiOx 

NPs (Mw=5,000) 

 

４．２ 修飾粒子の過酸化水素吸着脱着の検証 

これまでの研究において PAA-TiOx NPs は過酸化水素で処理することで H2O2 を吸着し、周囲

に H2O2 がない環境に移されると吸着した H2O2 を徐放することが明らかとなっている。そこ

で、本研究では RutinG- TiO2 NPsに吸着・脱着する H2O2 量を測定した。それにより、修飾剤に

よる TiO2 NPsの H2O2 の吸着・脱着への影響と、PAA-TiOx NPs と比較した RutinG-TiOx NPs の

放射線増感剤としての効能について議論する。 

24 時間後の過酸化水素を添加した PAA- TiO2 及び RutinG- TiO2 NPs 分散液のろ液から、それ

ぞれ 608, 206 µmol/g の H2O2 が検出された。48 時間後もほぼ同様の結果が得られたことから、

定常状態になったと判断した。24 時間のろ液の H2O2 量から、PAA- TiO2 及び RutinG- TiO2 NPs

に吸着した H2O2 吸着量は、390, 795 µmol/g と算出される。PAA- TiO2 NPs と比較し、RutinG- 

TiO2 NPs は約 2 倍量の H2O2 を保持していることになる。 

脱着に関しては、先行研究と同様に粒子表面に吸着された H2O2 がすべて脱着することはな

かった。24 時間後において PAA- TiO2 及び RutinG- TiO2 NPs 分散液からはそれぞれ、827, 245 

µmol/gのH2O2が透析液に放出されたことから、PAA-TiOx及び RutinG-TiOx NPsからそれぞれ、

220, 40 µmol/g の H2O2 が脱着した計算となる(Fig. 3)。つまり、RutinG 修飾を施した場合、PAA

修飾に比べが不可逆的に吸着していることが明らかになった。この理由として PAA 修飾による



 

 

影響が挙げられる。KORTUCⅡではヒアルロン酸ナトリウムおよびヒドロゲルの高い保水能力に

よって過酸化水素の分散と分解を遅延させ、腫瘍組織内の酸素濃度を維持することに成功して

いる。ここで、架橋された PAA はヒドロゲルの原料の一つであることに着目した。本研究で用

いた PAAは架橋されていないものの、RutinG と比較すればゲルとしての性質を有していると考

えられる。つまり、PAA-TiOx NPs に吸着したと考えられる過酸化水素の一部は、ゲル性の高い

PAA にトラップされており、TiO2 と反応していないため可逆的な放出が可能であると推測でき

る。 

Fig. 3 Absorbed H2O2 concentration on titanium dioxide NPs when NPs and 

H2O2 were mixed in 1 mg/ml and 1000 µM, respectively. Data represent the 

mean ± STDEV derived from three series of individual experiments. 

 

４．３ in vitro における各修飾粒子の放射線増感効果の比較 

これまでの研究で、in vitro において過酸化水素と放射線による細胞傷害における相乗効果を調

べるうえで、コロニーアッセイ法が用いられてきた。コロニーアッセイでは決まった数のターゲ

ット細胞をシャーレに播種し、接着を確認したのちと放射線照射の処置を施す。その後細胞をは

がし、新しいプレートにて再播種する。再播種された生細胞がコロニーを形成するのでエチレン

ブルーで染色を行い、計数する。このとき数えられたコロニー数によって Plating efficiency(PE)

及び Survival Fraction(SF)を算出する。SF は過酸化水素と放射線の処置を施した際のターゲット

がん細胞生存率を示し、低いほどこの処置による細胞毒性が高いと考えることができる。 

先行研究において、放射線照射のみの系に比べ PAA-TiOx NPs を添加し放射線照射を行った系

において細胞生存率が大きく減少したことを示している。本研究では、RutinG 修飾による放射

線増感効果への影響と、PAA-TiOx NPs 及び RutinG-TiOx NPs の放射線増感効果の差異を検証す

るべく、コロニーアッセイを行いその細胞生存率を算出・比較した。RutinG- TiO2 及び RutinG の

SF の値が、Control の値と差異がなかった。つまり、RutinG は放射線治療効果に影響を及ぼさな

いことが分かった。 

RutinG が持つ抗酸化作用によって放射線防護効果があると言われているが、TiOx表面に付着

した RutinG の量では放射線防護効果は現れないと考えられる。また、RutinG-TiOxと PAA-TiOx 

NPs では PAA-TiOx NPs の SF がより小さな値を示したことから、PAA-TiOx NPs の方がより高い

放射線増感効果を示すことが分かった。この結果を過酸化水素徐放性の結果と照らし合わせて

考えると、RutinG-TiOx よりも多くの過酸化水素が徐放される PAA-TiOx NPs は、より高い放射

線増感効果を示したことが説明できる。 
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