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研究成果の概要（和文）：過酸化チタンナノ粒子は細胞実験系、動物実験系の双方の実験系において、X線照射により
過酸化水素を中心とするROSを過剰に生成し、DNA損傷を介した有意な抗腫瘍効果を発揮することを見出した。今後は、
本併用療法の長期の毒性の有無の評価や、更なる治療効果や分子メカニズムの検討が必要であるが、本研究の成果によ
り独自に開発した金属ナノ粒子が新しい放射線増感剤になり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The tumor growth inhibitory effects ofPAA-TiOx nanoparticles combined with X-ray 
irradiation was observed in vitro and in vivo experiments.The effect was induced by ROS generation 
followed by DNA damages in cancer cells. Evaluations of long-term toxicity and of molecular mechanisms 
need to be performed in the nearest future. This strategy might be a novel radiosensitization method 
using metal nanoparticles

研究分野： 放射線腫瘍学

キーワード： 放射線増感　ナノ粒子

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

難治癌では、細胞自体が放射線照射を含めた

細胞障害に対して、既に防御機構を獲得して

おり既存の発想のみでは腫瘍を治癒に導く

ことが難しい。放射線療法はラジカル（酸化

系）を局所に発生させる優れた局所治療であ

るが、その抵抗性腫瘍では多くの場合、グル

タチオンやカタラーゼといった細胞内での

ラジカル消去を担う（還元系）分子が過剰に

発現しているので、放射線照射の間接効果の

主役であるヒドロキシラジカルを瞬時に消

去してしまうことに原因がある。放射線療法

の治療効果比は、これらの酸化・還元系（レ

ドックス）のバランスよって既定されるが、

新たな放射線増感療法の開発には、この酸化

系を増強するか、還元系を減弱させるかのい

ずれかを達成し、がん細胞を死に誘導する必

要がある。 

申請者らはこれまでに医工連携共同研究の

中で、多数の無機物ナノ粒子、有機化合物の

ライブラリーの中から、ROS の生成量の飛躍

的に増加させる物質を網羅的に探索してき

た。その中で、二酸化チタンを原材料にした

過酸化チタンを独自の手法により 50 ナノメ

ートルにナノ粒子化することにより、X 線照

射により数十倍以上の大量のヒドロキシラ

ジカルを生成することを発見した。試験的に

実施したヒト膵臓がん担癌ヌードマウスを

用いた in vivo 実験において、この過酸化チ

タンナノ粒子と X 線照射を併用した群では、

既にX線照射単独群に比べて著明な抗腫瘍効

果を増強させることを確認した。 

 

２．研究の目的 

我々は、ナノ粒子化したチタン酸化物が、X

線照射によって大量のヒドロキシラジカル

を発生することを発見し、国際調査を行った

上で、新たな放射線増感剤として米国、欧州、

中国等、世界 5 か国以上で国際特許（特許

2010-032055、PCT/JP2011/53348）を申請し

ている。本研究では、この成果の臨床応用を

目的とし、これまでにない放射線増感療法を

開発し、膵臓癌などの難治癌に対する新たな

治療戦略を提案する。具体的には、① 

Cell-free system（無機物質：ナノ粒子のみ

の環境）でのヒドロキシラジカル等の

Reactive Oxygen Species（ROS）生成メカニ

ズムの解明。② 細胞実験（有機物質環境下）

での抗腫瘍効果とROS動態に関する酸化還元

システムの解明。③ ヒト癌細胞をヌードマ

ウスに移植した in vivo 環境での放射線増感

とチタン酸化物ナノ粒子の毒性評価、④ が

ん細胞を特異的に認識する In vivo tumor 

targeting を実現する生体分子修飾ナノ粒子

の開発の 4項目である。 

 

３．研究の方法 

本研究計画は、過酸化チタンナノ粒子による

放射線増感効果の有効性を明らかにするた

め、①細胞および動物実験による放射線増感

効果の評価を行うとともに、②動物実験によ

る毒性評価、③がん細胞に特異的な生体分子

修飾ナノ粒子の開発、④ROS 生成メカニズム

の解明を行う。 

① 細胞および動物実験による放射線増感効

果の評価（担当：佐々木、中山） 

過酸化チタンナノ粒子の放射線との併用

による放射線増感効果の有効性を明らかに

する。さらにこれまでの実験から、X 線照射

線量が同じ場合、過酸化チタンナノ粒子のヒ

ドロキシラジカル生成量は粒子濃度に依存

することがわかっているため、最適な粒子濃

度に関しても決定する。 

細胞実験では、主要ながん細胞の殺細胞効

果を評価することによりナノ粒子・放射線の

併用効果を評価する。また、電子顕微鏡下で

細胞内でのナノ粒子の局在の確認、ヒドロキ

シラジカルプローブ試薬を用いた細胞内で

のヒドロキシラジカル生成の評価も行う。こ

れらの実験に必要ながん細胞の培養環境、放



射線装置、顕微鏡、フローサイトメーターな

どの測定機器は神戸大学医学研究科および

工学研究科に備わっており、問題なく実施可

能である。一方、動物実験では、主要ながん

細胞を皮下移植した担癌マウスモデルを作

製し、ナノ粒子・放射線の併用による抗腫瘍

効果を評価する。ナノ粒子の投与方法に関し

ては、腫瘍局注および尾静脈投与で検討する。

観察期間は処置後約 2ヶ月とする。また、処

置後早期の腫瘍組織の免疫染色により、細胞

のアポトーシス、ROS 抑制物質であるカタラ

ーゼや SOD（活性酸素消去酵素）、DNA-活性酸

素結合体である 8-OHdG 等の発現を調べる。

動物実験および管理は、神戸大学医学研究科

附属の動物実験施設で行う。 

②動物実験による毒性評価（担当：佐々木、

中山） 

 臨床応用へ展開するために過酸化チタン

ナノ粒子の投与による毒性を明らかにする

必要がある。本項目では、担癌マウスおよび

通常のマウスを用いてナノ粒子を腫瘍局注

または尾静脈投与後、一定期間の観察を行い

急性期および晩期有害事象、生存率を評価す

る。観察期間後に主要臓器（肺・肝・腎・心）

を摘出し、肉眼的および組織学的に調べる。

また、マウスから採血を行い、生化学検査を

実施する。これらの評価はナノ粒子の濃度お

よび投与量を変化させて行い、死亡例が出た

場合は、上記の方法でその死因を解明する。

神戸大学医学研究科附属の動物実験施設で

行う。 

③がん細胞に特異的な生体分子修飾ナノ粒

子の開発（担当：荻野） 

 本項目では、過酸化チタンナノ粒子表面に

がん細胞を特異的に選択する生体分子の修

飾を行う。低分子抗体をナノ粒子へ遺伝的に

融合することで、高密度・高配向に抗体の結

合サイトが提示された機能性タンパク質キ

ャリアーをワンポットで細胞発現調製する

プロセスを開発する。まず、主要ながん組織

細胞の表面に過剰に発現している上皮増殖

因子受容体（EGFR）に特異性を示す抗体分子

を用いてナノ粒子に最適な低分子抗体の構

造設計を行う。具体的には、抗 EGFR 抗体と

しては、可変領域がヘテロ二量体であるヒト

由来抗体分子以外に、ヒトと配列が非常に類

似しており可変領域が単量体であるラクダ

由来抗体分子が報告されている。そこで、そ

れら分子から結合機能ドメインからなる低

分子抗体をナノ粒子表面へ提示されるよう

に遺伝的に組換えタンパク質を設計し、機能

評価を行う。またその際に、ナノ粒子と低分

子抗体を連結するペプチドリンカー配列に

ついては、分子進化工学を利用して最適な長

さと構造をとるようにデザインする。作製さ

れた修飾ナノ粒子に対して、ROS 生成量、放

射線増感効果、および毒性を評価する。 

④ROS 生成メカニズムの解明（担当：沼子、

佐藤） 

 研究分担者の沼子・佐藤は、これまでシン

クロトロン放射光を利用したX線分光法や蛍

光 X線分析により、金属元素に対する非破壊

状態分析を行ってきた。これらの実績を踏ま

え本研究では、放射線照射した過酸化チタン

ナノ粒子がヒドロキシラジカルを生成して

いるその場での非破壊状態分析を行い、過酸

化チタンナノ粒子の局所構造、電子状態、お

よび表面構造を明らかにする。 

方法として XAFS 分析法を用いて、蛍光モ

ードでのバルク測定および転換電子収量法

の測定を行い、X 線照射の前後での過酸化チ

タンナノ粒子の内部構造、表面状態を調べる。

また、照射する X線の線量を変化させたとき

の過酸化チタンナノ粒子のESRスペクトルを

測定することにより、X 線照射線量とラジカ

ル生成量の関連を調べる。 

 

４．研究成果 

① PAA-TiOxナノ粒子とX線照射併用による

殺細胞効果 



ヒト膵がん細胞株 Miyapaka-2 を用いて細胞

核内のγH2AX foci を定量評価した所、X 線

照射単独群と比べて PAA-TiOx ナノ粒子と X

線照射併用群では Foci を多く認める細胞の

割合が高かった(下図)。同様にコロニーアッ

セイの結果も併用群においてX線照射単独群

よりも有意な殺細胞効果を示した。これらの

結果か in vitro の実験系において PAA-TiOx

ナノ粒子はX線照射による放射線増感誘導す

る多くのROSを生成し細胞死に繋がっている

と考えられる。 

また、担癌マウスを用いた観察において（43

日間）、PAA-TiOx ナノ粒子と X 線照射併用群

はX線照射単独群と比べて有意な腫瘍抑制が

見られた。併用群の平均腫瘍サイズは、X 線

照射単独群の 35.4%であった（下図）。 

腫瘍組織の評価において、HE 染色像では腫瘍

組織内にナノ粒子が散在して分布している

ことが確認できた。同様に TUNEL アッセイで

は、併用群ではアポトーシスのシグナルが有

意に高かった。これらの結果から PAA-TiOx

ナノ粒子は X線照射との併用により、in vivo

がん細胞のDNA損傷やアポトーシスを増強し、

抗腫瘍効果を得ていると考えられる。 

②  動物実験による毒性評価 

担癌マウスの治療後の経過観察期間中、ナノ

粒子を投与した群において死亡したマウス

はおらず、コントロール群と比べて顕著な体

重変化や肉眼的変化も見られなかった。主要

臓器の病理的観察や血液検査でも異常は認

められず、このナノ粒子投与による急性毒性

は低いと考えられる。 

③過酸化チタンナノ粒子の特性 

TEM および DLS の結果から本研究で使用した

過酸化チタンナノ粒子の粒径は約 50-70 nm

であった。Cell-free 系での X 線照射による

ROS 生成量は、粒子濃度および X 線照射線量

に依存して増加し、30Gy の照射において

TiOxNPs では最大 8.5 倍の増加がみられた。

PAA-TiOxではPAA修飾により未修飾と比較し

てその量はやや低下するものの、3.7 倍の増

加が見られた。 

④細胞内での ROS 評価 

TEMでの観察により細胞内にPAA-TiOxナノ粒

子が存在することを確認した。FACS を用いた

測定により PAA-TiOx ナノ粒子併用の X 線照

射を行った細胞群で非処理群と比べてヒド

ロキシルラジカルの量が 2倍以上、過酸化水

素の量が1.6倍以上増加していることが確認

された。 

以上の結果から PAA-TiOx ナノ粒子は X 線

照射によりROSを過剰に生成し抗腫瘍効果を

発揮すると考えられた。今後長期の毒性評価

や更なる治療効果の検討が必要であるが、本

研究により PAA-TiOx ナノ粒子が新しい放射

線増感剤になり得る可能性が示唆された。 
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