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研究成果の概要（和文）：がん細胞を特異的に認識・結合する生体分子（DNA アプタマー、ア

ビジン）とポリアクリル酸を固定化した溶液分散型二酸化チタン（TiO2）ナノ粒子を作製した。

TiO2 に超音波を照射することにより生成する OH ラジカルの培養がん細胞に対する細胞傷害

効果を検討した。その結果、がん細胞が OH ラジカルなどの化学種の強力な酸化作用により有

意に損傷を受け、アポトーシスを誘導し細胞死に至ることを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：A new sonodynamic therapy for cancer cells was proposed in this 

study. The delivery of titanium dioxide (TiO2) nanoparticles (NPs) modified with avidin 

specifically recognizing cancer cells and subsequent generation of OH radicals from TiO2 

NPs activated by external ultrasound irradiation were studied. The uptake of TiO2 NPs 

modified with avidin by MCF7 cells was clarified and apoptosis was observed at 6 h after 

the TiO2/US treatment. Although no apparent cell-injury was observed until 24 h after the 

treatment, the viable cell concentration had deteriorated to 46% of the control at 96 h. 
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タン（TiO2）は紫外光(UV)によって励起し、

活性酸素種（ラジカル分子）を発生すること

が報告されている。申請者らは光触媒として

知られている二酸化チタンに超音波を照射

することによっても活性酸素種が生成する

現象を見出した（二酸化チタン・超音波触媒

法; Shimizu, et al., 2006）。このような報

告は国内・国外を通じて皆無であり、この現

象を新規がん治療法として応用展開した。こ

れまで超音波照射による二酸化チタンの励

起メカニズムを解析した結果、超音波照射時

に二酸化チタン表面近傍にキャビテーショ

ン気泡が生成し、これが圧壊する際に生ずる

高温･高圧場（>5000K、数 100 気圧）による

二酸化チタンの熱励起及びソノルミネッセ

ンスとよばれる発光現象によってきわめて

酸化力の強いヒドロキシル（OH）ラジカルが

生成することを明らかにした。 

この原理を応用し、二酸化チタンを細胞

内に取り込ませた後、超音波を照射するこ

とで、腫瘍細胞を死滅させることができる

と考えられる。本来、光触媒としての二酸

化チタンは励起エネルギーとしてUV照射

が必要なため、ラジカル発生はUVが到達で

きる表面近傍でのみしか起こらないと考

えられる。しかし、二酸化チタン・超音波

触媒法によりラジカルを発生させれば、皮

膚組織などの表面部位だけでなく臓器深

部の腫瘍組織においても治療が可能とな

り、非侵襲的ながん治療法を開発できる。 

 
２．研究の目的 
光触媒として注目されている二酸化チタ

ンに超音波を照射すると極めて高濃度の OH

ラジカルが生成することから、これをがん治

療へ応用する点が本研究の第一の目的であ

り、また独創的な点でもある。二酸化チタン

光触媒の応用は全て光の到達範囲内でしか

有効でないが、本申請研究で提案する超音波

照射ラジカル発生法を適用することで光照

射が困難な部位でのラジカル生成が可能と

なり、医療分野のみならず水質管理、環境保

全分野などへの幅広い応用が可能となる。 

がん細胞を特異的に認識し、高効率で細胞

内へ取り込まれる機能性ナノ粒子を創製する

ことも本申請研究の主要な目的である。二酸

化チタンから発生する活性酸素は、本来特異

的な標的部位をもたない。そこで二酸化チタ

ンの粒子表面に生体分子を結合させることで、

標的細胞（がん病変部位）を認識させ、活性

酸素ががん細胞のみを特異的に攻撃するよう

にできる。このような特色を利用した「二酸

化チタン・超音波触媒法」は、がん治療にお

ける外科的手術と放射線治療のような非侵襲

的な治療の両者の利点を兼ね備えた治療効果

が得られると期待できる。現在、外科的手術

を必要としない非侵襲的な治療法として化学

治療、放射線治療などが行われている。しか

し、これらの治療法には副作用の問題が残さ

れている。「二酸化チタン・超音波触媒法」

では、がん特異的生体分子を二酸化チタンに

固定化することでがん組織を特異的に認識さ

せることができ、正常細胞への傷害を最小限

にとどめることができる。また、二酸化チタ

ンそのものは、化粧品・食品添加物などに使

用される無害な物質であり、「二酸化チタン・

超音波触媒法」は副作用のない画期的ながん

治療法になると期待できる。 

本研究で提案する機能性バイオ融合ナノ

粒子を開発できれば、組織表層に存在してい

る比較的初期のがん組織はもとより、より深

部にまで浸潤した進行期のがんに対しても

高い治療効果を得ることが期待できる。 

 
３．研究の方法 
(1) 使用細胞 

本研究では、ターゲット細胞としてヒト乳

腺がん由来細胞 MCF-7 を用いた。また、比較



 

 

細胞として正常ヒト乳腺上皮細胞 HMEC を

用いた。実験では全て対数増殖期にあたる細

胞を用いた。 

(2) 二酸化チタンナノ粒子分散液の調整 

TiO2 の等電点は pH 6.1 付近であり、生体内

の環境及び培地（pH 7.5）中に懸濁すると凝

集してしまう。そこで本研究では TiO2 の分散

性を高めるために、TiO2 表面にポリアクリル

酸（PAA）を修飾した二酸化チタン（PAA TiO2）

を用いた。PAA TiO2 は中性付近では表面にカ

ルボキシル基を有するため、マイナスの電荷

に帯電しており、静電気的な反発力によって

分散する。 

作製した PAA TiO2 の濃度は、TiO2 吸光度

（吸光波長：250 nm）を分光光度計を用いて

測定し、検量線を用いて算出した。 

(3) アビジンの TiO2 ナノ粒子への固定化 

アビジンの TiO2ナノ粒子への固定化は、ア

ビジン表面のアミノ基と、PAA TiO2表面のカ

ルボキシル基のアミノカップリング反応に

より行った。 

① avi-TiO2の作製  まず 0.4 M EDC 溶液

0.25 mLと 0.1 M NHS 溶液 0.25 mL を混合し、

1.5 wt% PAA TiO2 溶液 2.5 mL に加えた。次に

ゲルろ過カラム PD-10 にて未反応の EDC / 

NHS を分離させ、PAA TiO2 は 20 mM HEPES 

3.5 mL で溶出し、溶出液に 2 mg/mL アビジン

溶液を 2.5 mL 加え、室温にて約 4 h 緩やかに

撹拌させながら反応させた。その後 0.1 M モ

ノエタノールアミンを 1 mL 加え、室温にて

30 min 緩やかに撹拌させながら反応させた。

また、未反応のアビジンは限外ろ過で除去し

た。 
② アビジンの定量  作製した avi-TiO2 の

アビジンの定量法としてBradford法を用いた。

Bradford 法では色素溶液中のクマシーブリリ

アントブルー（CBB）が試料中のタンパク質

と結合すると最大吸収波長が 465 nm から 

595 nm に移動することを利用し、この波長を

吸光度計で測定することによりタンパク質

濃度測定を行う。 

(4) avi-TiO2 の細胞への結合 

 蛍光物質フルオレセインを修飾した

flu/avi-TiO2を作製し、がん細胞と正常細胞の

それぞれに結合させた後に、蛍光顕微鏡によ

る観察とフローサイトメトリーの二つの方

法によって結合評価を行った。 

①  flu/avi-TiO2 の 作 製   50 nmol/mL  

biotin-fluorescein を 1 mL 調整し、avi-TiO2 を 5 

mL に希釈したものに加え、室温で一晩緩や

かに撹拌させながら反応させた。その後、未

反応の biotin-fluorescein は限外ろ過で除去し

た。 

② 細胞への結合  MCF-7 と HMEC を 40 

mm dish にそれぞれ 4×105 cells で播種し 2 

days 培養、5×104 cells で播種し 4 days 培養し

たものに、1.5 wt%  flu/avi-TiO2 を 200 μL ず

つ添加し、37 ℃、5 % CO2 にて 1 h インキュ

ベートした。 

③ 結合評価  細胞を PBS(-)で 3 回洗浄を

行った後、蛍光顕微鏡で観察した。その後、

細胞を剥離し、フローサイトメーターで解析

した。 

(5) 超音波を用いた細胞損傷効果検討 

 今回作製した TiO2 粒子を用いた TiO2/U.S.

法の効果を検証するため、超音波を用いた実

験による培養がん細胞の細胞数の変化を観

察した。 

① 細胞への結合  MCF-7 を 40 mm dish に

4×105 cellsで播種し 1 day培養したものに、1.5 

wt% avi-TiO2を 200 μLずつ添加し、37 ℃、5 % 

CO2 にて 1 h インキュベートした。 

② 超音波照射  細胞を PBS(-)で 3 回洗浄

後、新しい培地を 2 mL 添加した。その後、

周波数 1 MHz、50 % Duty比、強度 0.1 W / cm2、

30 s 間で超音波を照射した。 



 

 

③ 細胞数測定  超音波照射後、37 ℃、5 % 

CO2 にてそれぞれの経過時間までインキュベ

ートし、Trypan blue 染色法を用いて生細胞数

を測定した。 
 
４．研究成果 

(1) アビジンの TiO2 ナノ粒子への固定化評

価 

作製した avi-TiO2 の限外ろ過後の残液、ろ

液、洗浄ろ液についてそれぞれアビジンを定

量した結果、限外ろ過後の残液中にアビジン

が検出されたため目的の avi-TiO2 を作製でき

たことが確認できた。また、ろ液や洗浄ろ液

にはアビジンが検出されなったことから、今

回の方法で avi-TiO2 を作製した場合は、添加

したアビジンが全て TiO2 ナノ粒子に固定化

されたと考えられた。 

 また、得られた avi-TiO2 の二酸化チタン濃

度とアビジン量から、TiO2 ナノ粒子一個あた

りに修飾されたアビジンは、約 2150 個と計

算できた。 

(2) avi-TiO2 のがん細胞への特異的結合 

flu/avi-TiO2を MCF-7 と HMEC のそれぞれ

に結合させ、蛍光顕微鏡で観察した結果、

MCF-7 には多量の蛍光が、HMEC には若干の

蛍光が見られた。 

また、これらの細胞をフローサイトメータ

ーで測定した結果、flu/avi-TiO2 を添加するこ

とで細胞数ピークが右にずれていることか

ら、どちらも蛍光強度の大きい細胞数が増加

していることが判明した。つまり、乳がん細

胞 MCF-7 に も 正 常 細 胞 HMEC に も

flu/avi-TiO2 が結合した。ここで、flu/avi-TiO2

がどれだけの割合で結合したかを比較する

ため、それぞれのフローサイトメトリーで、

flu/avi-TiO2(-)のヒストグラムよりも右側に含

ま れ る 蛍 光 強 度 の 大 き い 細 胞 群 を

flu/avi-TiO2の結合した細胞と見なし、細胞数

の割合を算出すると、MCF-7 では 82.4 %、

HMEC では 46.8 %となった。このことから、

MCF-7 の方が HMEC よりも flu/avi-TiO2が結

合した細胞が多いことから、正常細胞よりも

がん細胞の方が avi-TiO2 結合量が多いと考え

られ、これは蛍光顕微鏡による評価の考察と

一致した。 

(3) TiO2/U.S.法によるがん細胞損傷効果 

avi-TiO2を結合させた MCF-7に超音波を照

射してからの培養時間経過による細胞数の

変化を検討した。対照としてアビジン未修飾

の TiO2 ナノ粒子を添加したものについても

同様に検討したが、TiO2 のみを本実験条件の

濃度で添加し、1 h 細胞と結合させることに

よる細胞毒性はほとんどないことがわかっ

た。さらに、本実験の条件で超音波照射のみ

では細胞損傷効果は観察できなかった。 

対照実験（アビジン未修飾の TiO2 ナノ粒子

を添加後、超音波照射）と比較すると、アビ

ジン修飾の TiO2ナノ粒子を添加群では、超音

波照射後 48 h から細胞増殖が抑制され、超音

波照射後 96 h では、対照群に対して約 60 %

しか細胞が生存していないことが判明した。

このことから、アビジンを添加したことで細

胞に取り込まれた TiO2 ナノ粒子量が優位に

増大したこと、TiO2/U.S.法による細胞増殖抑

制効果が確認できた。また、その効果が超音

波照射直後には見られず時間経過とともに

増大していることから、TiO2 / U.S.法によっ

て生じた OH ラジカルは超音波照射直後に細

胞膜などに深刻なダメージを与えネクロー

シスを誘導するほどの高濃度ではなく、照射

から 48 h 経過後に細胞死を誘導する程度に

損傷を起こし、アポトーシスを誘導している

と示唆される。 
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