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研究成果の概要（和文）：本研究では「過酸化チタン/放射線併用治療法」の提案を行い、がん細胞の効率的な死滅誘
導の機構の解析を行った。本研究の実施によって、我々が見出した過酸化チタンナノ粒子の抗腫瘍効果を試験管レベル
、および培養細胞レベルでも確認することができた。さらには、担癌マウスを用いた挙動解析でも、がん組織等への蓄
積も見いだされた。
今後は、これらの結果を踏まえて、過酸化チタンナノ粒子の抗腫瘍効果を多様な培養細胞にて実施していくと同時に、
その詳細な死滅機構を明らかにしていきたいと計画している。

研究成果の概要（英文）：Titanium peroxide nanoparticles (TiOxNPs) was synthesized and their efficacy as 
novel agents that can potently enhance the effects of radiation in the treatment of pancreatic cancer was 
investigated. The core structures of the PAA-TiOxNPs were found to be of the anatase type. The TiOxNPs 
and PAA-TiOxNPs showed a distinct ability to produce hydroxyl radicals in response to X-ray irradiation 
in a dose- and concentration-dependent manner, whereas the TiO2NPs did not. The combination of the 
PAATiOxNPs and X-ray irradiation induced significantly stronger tumor growth inhibition compared to 
treatment with either PAA-TiOxNPs or X-ray alone. In addition, bio-distribution of PAATiOx in Xenograft 
mouse model was identified, and the evaluation method of effect of X-ray irradiation on cell line was 
also established. Together these findings, TiOxNPs are potential agents for enhancing the effects of 
radiation on pancreatic cancer via hydroxyl radical production.

研究分野：生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
 本研究では、現在、既にがん組織への治療
の一つとして確立されている「放射線治療」
にナノ粒子を併用する事で、これまで難しい
とされている、膵臓などの「放射線低感受性
組織」における難治性がんの飛躍的な治療向
上を目指す。 
 
 膵臓がんの約８割はステージ IV の最も進
んだ状態で見つかり、これは、膵臓がんの早
期発見の困難さと、ステージ進行後に発見さ
れたがん組織に対する治療の困難さを意味
している。膵臓がんの治療方法としては、外
科的手術、化学治療、放射線治療があるが、
上述のように膵臓がんと診断された 7～8 割
は発見時に既に切除手術の対象とならない
ほど進行しており、その場合は、根治を断念
し、症状改善のみを目指した姑息的な手術や
処置とともに、抗がん剤による化学治療や放
射線治療、またはその両者が行われる事が多
い。しかし膵臓は、血流と血流中の溶存酸素
濃度が他の臓器と比べると比較的少なく、放
射線照射による活性酸素種(ラジカル)の産生
量が少なく、放射線治療に対して感受性が低
い事が明らかとなっている。 
 
 これまでに、我々は二酸化チタン･ナノ粒
子に紫外線や超音波を照射する事で、効率的
なラジカル発生システムの構築に成功して
きている。しかしながら、これらの照射手法
のデメリットとして、光や音波を体の深部臓
器へと伝播する事が、困難である事が挙げら
れる。一方で、X線は体内を効率良く透過す
る線源であり、更には非常に高いエネルギー
を有する利点を有している【図 1】。 

 これまでに多くの有機材料や無機材料で
構成されるナノ粒子が構築されてきている
が、如何なるナノ粒子を用いても X線によっ
て粒子が励起され、活性酸素（ラジカル）種
を顕著に生成する組み合わせは報告されて
いない。 

２．研究の目的 
この研究背景より、我々はさまざまな無機
ナノ粒子を探索し、X線照射によって効率的
にラジカルを発生させる事が可能な過酸化
チタン･ナノ粒子を探索する事に成功し、国
際特許出願の移行手続きを進行中してきた
【図 2】。 

 上記の研究背景とこれまでに研究実績を
踏まえ、本研究では「過酸化チタン / 放射線
併用治療法」の提案を行い、がん細胞の効率
的な死滅誘導の機構の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
ポリアクリル酸修飾過酸化チタン
(PAA-TiOx)の合成 
N,N-ジメチルホルムアミド；DMF(和光純薬
工業株式会社)48.75 cm3 とポリアクリル酸；
PAA(和光純薬工業株式会社) 0.5 g の混合溶
液に、約 30 wt%のアナターゼ型酸化チタン
(TiO2)懸濁液 STS-01(石原産業株式会社、光
触媒酸化チタン水分散体) 1.25 cm3 を添加し
十分撹拌した。この混合液を水熱反応用密閉
容器 HU-50(三愛科学)に入れ、150 ℃で 5 時
間反応させ、ポリアクリル酸修飾を施した。
その後、クエンチングを行い、アセトン(和
光純薬工業株式会社)150 cm3に反応液を添加、
遠心分離(5.000×g、20 min)により粒子と上
澄みを分離し、上澄みをとり除き、粒子を少
量の蒸留水で分散させた。さらに、これを
99.5 wt%エタノール(和光純薬工業株式会
社)150 cm3 に添加し、遠心分離(5,000×g、
10 min)をし、上澄みを取り除いた。 
この洗浄後の粒子に 10 cm3 の蒸留水を加
え分散させた後、30 wt% 過酸化水素(H2O2) 
2.5 cm3 を添加した。これを VIVASPIN20 
10,000 MWCO PES(Sartorius stedim biotech)
を用いて、5 回水で限外濾過(5,000×g、20 
min)を行なった。限外濾過で得られた懸濁液

図 1 提案する「過酸化チタン/放射線併用

治療法」 

図 2 過酸化チタン・ナノ粒子と X線照射に

よるラジカル発生 



を遠心分離(15,000 rpm,30 min)し、上澄み
を除いてから 12 cm3 の蒸留水を加え、超音
波洗浄機で 30 分間分散させた。ここで得ら
れた淡黄色の懸濁液をポリアクリル酸修飾
過酸化チタン(PAA-TiOx)と呼ぶ。 
 
放射線照射後の粒子からのラジカル検出 
APF は 5mg/ml の粒子と 96 ウェルプレート
で混合した。サンプルに(0.60 Gy/min, 80 kVp, 
1 mA)の条件で X線照射し、APF の蛍光をプレ
ートリーダで読んだ。APF は 25uM を選択し、
自然酸化を防ぐために水に溶解後は直ちに
使用した。 
 
担癌マウスを用い粒子の体内挙動解析 
 MIAPaCa-2(ヒト膵臓がん細胞株)を移植し
た担癌マウスに、PAA-TiOx を局所注射および
尾静脈注射の 2方法で行った。そして、注射
から一定時間後に臓器等の分画を取り出し、
ICP-AESで各分画におけるTi含有量を測定し
た。 
 
培養細胞での活性酸素種の評価 
ヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞株に作製した
粒子(PAA-TiO2, PAA-TiOx)を 0～10 mg/ml の
濃度で添加し、24 時間 37℃でインキュベー
トして粒子を曝露させた。その後、X 線照射
装置(1 mA, 80 kV)で、培養細胞を 0～10 min
照射した。照射処理 1週間後、細胞生存率を
コロニーアッセイ法により、評価した。 
 
４．研究成果 
合成した粒子の特性解析 
TiO2 NP, PAA-TiO2 NP, PAA-TiOx NP につ
いて DLS で粒径を調べた結果を図 3A, Z ポテ
ンシャルを調べた結果を図 3B に示す。
PAA-TiOx NP の原料である TiO2 NP は硝酸酸

性中で分散しており、その粒径は 74.95±
27.27 nm。水酸化ナトリウムで中和して中性
にすると、凝集が見られて動的粒径が大きく
なった。表面を PAA 修飾した PAA-TiO2 NP, 
PAA-TiOx NP はそれぞれ、135.2±65.33, 
124.6±64.52 nm となり、元の TiO2 NP より
も少し大きな直径となった。 
それぞれの粒子のZポテンシャルも測定し
た。PAA 未修飾の粒子はほぼ中性に近いカチ
オニック粒子で、PAA を修飾すると PAA のカ
ルボキシル基の影響で大きくアニオニック
になる。PAA 修飾粒子が中性の塩溶液中で良
好な分散性を示すのはこの大きな表面電荷
によると考えられる。 
 PAA 未修飾粒子と修飾粒子の代表として
TiO2 と PAA-TiOx の SEM 像を図 3C に示す。過
酸化水素処理、PAA 修飾いずれによっても、
大きな morphology 変化は見られなかった。
どの粒子も、数 nm の一次粒子が数十 nm の凝
集体を形成し粒子として振舞っている様子
が見られた。PAA 修飾粒子については、未修
飾のものに比べると、若干大きな凝集体が多
い印象を受ける。以上は DLS の結果と一致す
る。 
 
TiOx から発生する活性酸素種 
PAA-TiO2はUV照射によってROSを生成し、
細胞毒性を見せる。In vivo で放射線増感作
用を持つPAA-TiO2/H2O2も同様に放射線と相
互作用し ROS を生成し、抗腫瘍効果の原因と
なっているのではないかと考えた。そこで、
放射線を粒子分散液に照射し、発生した HROS
を APF と反応させ、生じた fluorescein の蛍
光を測定することで検出した。その結果、
PAA-TiO2 NP, PAA-TiOx NP 分散液中で発生す
る hROS の量は純水中とほとんど変わらなか
った。 
さらに、hROS のひとつである OH を DMPO に
トラップさせ、DMPO-OH の量を EPR で測るこ
とで、OH の量を調べた。その結果、PAA-TiOx 
NP分散液はX線未照射でもDMPO-OHを生成し
ており、PAA-TiO2 NP や純水中に比べて、X
線照射時間を増やしてもラジカル量があま
り増えなかった。このことから、放射線照射
による活性酸素種の発生ではなく、複数の機
構が活性酸素種の生成に関与していること
が明らかとなった。 
 
マウス内での生体内分布 
局所注射および尾静脈注射における、各分
画の Ti 含有量の経時変化を示す(図 4, およ
び図 5)。局所注射(図 4)によって注射初期に
は腫瘍への主要な粒子の蓄積が確認できた
が、特性が無いために、時間経過とともに流
出し、肝臓で蓄積量が増加していることが確
認できた。 
また尾静脈注射によって(図 5)、腫瘍に対
して、他の臓器とは有意な蓄積が確認できた。
このことから、粒子が受動的に腫瘍へと送達
されたと考えられ、腫瘍への送達能を有して

図 3A 過酸化チタン・ナノ粒子の粒径分布 

図 3B 過酸化チタン・ナノ粒子のｾﾞｰﾀ電位 



いることが示唆された。しかしながら、図 4
と同様に、経過とともに肝臓への蓄積が顕著
となった。これらの結果より、ナノ粒子を腫
瘍特異的に留まらせて、治療効果を向上させ
るには、腫瘍を異性的に認識する機能を粒子
に付与させる必要があると考えられる。 

 
培養細胞での活性酸素種の評価 
培養細胞において放射線の照射効果を確
認できる条件設定が完了した。今後、放射線
照射による細胞死滅効果を、コロニーアッセ
イ法を中心として、評価していく。さらには、
WST 法なども検討し、細胞死滅の機構に関し
て解析を詳細に実施していく計画である。 
 
本研究の実施によって、我々が見出した過
酸化チタンナノ粒子の抗腫瘍効果を試験管
レベル、および培養細胞レベルでも確認する
ことができた。さらには、担癌マウスを用い
た挙動解析でも、がん組織等への蓄積も見い
だされた。今後は、これらの結果を踏まえて、
過酸化チタンナノ粒子の抗腫瘍効果を多様
な培養細胞にて実施していくと同時に、その
詳細な死滅機構を明らかにしていきたいと
考えている。 
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