
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

若手研究(A)

2016～2014

磁場応答性ナノ粒子の開発と「磁気温熱療法と薬剤治療の一体化」による治療効果増強

Magnetically Responsive Smart Nanoparticles for Cancer Treatment with a 
Combination of Magnetic Hyperthermia Treatment and Chemotherapy

８０５８０８８６研究者番号：

林　幸壱朗（Hayashi, Koichiro）

名古屋大学・未来材料・システム研究所・助教

研究期間：

２６７０９０５０

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円    19,000,000

研究成果の概要（和文）：マグネタイトナノ粒子クラスターがコア、抗がん剤を含有したポリマーがシェルのコ
ア－シェルナノ粒子を作製した。マグネタイトナノ粒子を粒子間に隙間がないほど密にクラスター化すること
で、生体親和性を維持したまま、緩和能および発熱能を高めることができることを明らかにした。このコア－シ
ェルナノ粒子はマウスの腹腔内腫瘍をターゲティングし、MRIで可視化した。さらに、このマウスの腹部に交流
磁場を印加すると、腫瘍を加熱するとともに、腫瘍内で抗がん剤を放出した。この結果、磁気温熱療法と化学療
法を同時に達成することができ、それぞれ単独で行うときよりも高い治療効果が得られた。

研究成果の概要（英文）：MRI-guided magnetic thermochemotherapy is a potentially invasive technique 
combining diagnosis and treatment. It requires the development of multifunctional nanoparticles 
with: 1) biocompatibility; 2) high relaxivity; 3) high heat-generation power; 4) controlled drug 
release; and 5) tumor targeting. In this study, we synthesized such multifunctional nanoparticles ("
Core-Shells"). "Tight" iron-oxide nanoparticle clustering to zero interparticle distance within the 
Core-Shells boosts the relaxivity and heat-generation power while maintaining biocompatibility. A 
single Core-Shell dose realizes continuous chemotherapy over a period of days. The Core-Shells 
accumulate in abdomen tumors, facilitating MRI visualization. Subsequent an alternating magnetic 
field (AMF) application induces heat generation and drug release within the tumors. Core-Shell 
magnetic thermochemotherapy exhibits significantly higher therapeutic efficacy than both magnetic 
hyperthermia and chemotherapy alone.

研究分野： ナノ医療

キーワード： スマート材料　ハイブリッド　ナノ医療　DDS　ナノ粒子　セラノスティクス
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１．研究開始当初の背景 
 磁性ナノ粒子は高周波交流磁場（AFM）中
で発熱する。この磁性ナノ粒子の発熱現象を
利用した温熱治療は磁気ハイパーサーミア
と呼ばれ、生体深部の腫瘍を細胞レベルで局
所的に加熱することを可能にし得る新型温
熱療法として期待されている。 
 酸化鉄ナノ粒子は磁気共鳴画像法（MRI）
の造影剤としてすでに使用されており、安全
面の観点から、磁気ハイパーサーミア用発熱
体の有力な候補材料の一つである。しかし、
酸化鉄ナノ粒子の発熱能は十分ではなく、が
ん細胞を死滅させる温度まで加熱するのは
困難である（もちろん、AFM の周波数 f や磁
場強度 H を高めることや、投与量を増やし腫
瘍内のナノ粒子濃度を高めることで、腫瘍を
より高温まで加熱することができるが、AFM
は Hf=5×109A/m•s 以上では生体に悪影響を
及ぼす可能性があること、そして、ナノ粒子
の投与量が多くなると毒性を示す可能性が
あるということから、ナノ粒子の発熱能を高
める必要がある）。このような背景のもと、
高発熱能を有するナノ粒子の開発が行われ
ている。例えば、マンガンフェライトとコバ
ルトフェライトのコア－シェルナノ粒子や
鉄ナノ粒子は高い発熱能をもつことが報告
されている。しかし、前者は有害元素を使用
しているため毒性の懸念があり、後者は耐酸
化性に乏しいといった問題がある。このため、
生体親和性と耐酸化性をもち、尚且つ、高い
発熱能をもつナノ粒子が求められている。 
 磁性ナノ粒子の発熱能は磁気特性（飽和磁
化 MS、残留磁化 MR、保磁力 HC）に依存し、磁
気特性は磁気双極子相互作用の影響を受け
る。そして、磁気双極子相互作用は粒子間距
離（l）が短くなるほど大きくなる。つまり、
l を最適化することで磁性ナノ粒子の発熱
量を高めることができる可能性がある。 
 MRI の空間分解能は様々なモダリティの中
で最も優れているが、その感度はそれほど高
くない。そこで、感度を高めるために、高い
緩和能を有する造影剤の開発が行われてい
る。緩和能もまた造影剤の磁気特性に依存す
るため、l の最適化により、発熱能だけでな
く緩和能も増強できる可能性がある。 
 温熱療法と化学療法の併用により治療効
果が高まることが知られている。もし、磁性
ナノ粒子に抗がん剤を輸送する機能と AFMに
応答して抗がん剤を放出する機能を付与す
ることができれば、磁気ハイパーサーミアと
化学療法を同時に達成することができる。 
 以上より、生体親和性、高い緩和能および
発熱能、抗がん剤輸送および放出能を併せ持
つ多機能磁性ナノ粒子を開発することがで
きれば、MRIで腫瘍を発見し、引き続き、AFM
を印加することで、磁気ハイパーサーミアと
化学療法を同時に達成することが可能にな
り得る。さらに、MRI 下での磁気ハイパーサ
ーミアは腫瘍部の温度をモニタリングしな
がら治療を行うことを可能にしうる。このよ

うな MRIガイド下での温熱療法と化学療法の
併用療法（磁気温熱化学療法）は、診断と治
療を一体化し、患者の負担を軽減する、新し
い医療技術となる可能性がある。 
２．研究の目的 
 MRI ガイド下での磁気温熱化学療法に向け
て、マグネタイトナノ粒子クラスターがコア、
抗がん剤を含有するポリマーがシェルのコ
ア－シェルナノ粒子を作製に取り組んだ。特
に、コアの l を最適化することで、生体親和
性を維持したまま、緩和能および発熱能を高
めることを試みた。さらに、このコア－シェ
ルナノ粒子を用いて、肉眼では確認できない
マウス腹腔内の腫瘍を MRIで可視化し、引き
続き、マウス腹部に AFM を印加することで、
磁気温熱化学療法を達成することが可能か
検証し、その治療効果を評価した。 
３．研究の方法 
(1)コア－シェルナノ粒子の合成 
 鉄イオンを重合触媒として抗がん剤（ドキ
ソ ル ビ シ ン 塩 酸 塩 ［ DOX ］） 存 在 下 で
pyrrole-3-carboxylic acid を重合し、DOX
を含有するポリマーナノ粒子を作製した。次
に、ポリマーナノ粒子内に含まれる重合触媒
としての役目を終えた鉄イオンをマグネタ
イトナノ粒子の鉄源として活用し、ポリマー
ナノ粒子内部にマグネタイトナノ粒子を析
出させた。これにより、マグネタイトナノ粒
子クラスターがコア、抗がん剤を含有するポ
リマーがシェルのコア－シェルナノ粒子が
得られた。最後に、コア－シェルナノ粒子表
面のカルボン酸を利用して、卵巣がん細胞と
特異的に結合する葉酸（FA）とマクロファー
ジによる貪食を回避するポリエチレングリ
コール（PEG）を共有結合により修飾した。
この表面修飾後のコア－シェルナノ粒子を
Core-Shell と表記する。また、比較材料とし
て、ポリマーナノ粒子非存在下でマグネタイ
トナノ粒子を作製することで、マグネタイト
ナノ粒子凝集体を作製した。この凝集体を
Magと表記する。 
(2)構造解析および磁気特性評価 
 X 線回折法（XRD）、透過型電子顕微鏡法
(TEM)、示差熱-熱重量同時測定（DTA-TG）、
動的光散乱（DLS）、フーリエ変換赤外分光法
（FT-IR）により構造解析を行った。振動試
料型磁力計（VSM）および超伝導量子干渉計
（SQUID）を用いて磁気特性を評価した。 
(3)緩和能評価 
 T2強調 MR 画像はコンパクト 1.5 T MRIシス
テ ム を 用 い て 取 得 し た 。 緩 和 能 は 、
Core-Shellまたは Magが均一に分散したファ
ントムを作製し、プロトンの緩和時間を測定
することにより評価した。 
(4)発熱能評価 
 Core-Shellまたは Magが均一に分散した水
溶液を AFM中（100 Oe, 217 kHz）に静置し、
サーモグラフィにより温度変化をモニタリ
ングした。発熱量（SAR）は AFM 印加時間 vs.
水温曲線から以下の式を用いて求めた。 



SAR=(C/m)(dT/dt) 
ここで、C は水の比熱、m はマグネタイトナ
ノ粒子の重量、dT/dt は AFM 印加時の温度上
昇である。 
(5)DOX 放出挙動の評価 
 Core-Shellを pH7.4の生理活性食塩水に分
散させ、AFMを 20 分間印加した。その後、AFM
の影響がない条件下で 10 日間静置した。一
定時間ごとに遠心分離により上清を回収し、
蛍光強度から放出された DOX量を見積もった。 
(6)細胞株と実験動物 
 HAC-2 ヒト卵巣がん細胞株を RIKEN Cell 
Bankから取得した。BALB/c-nu/nu（♀、4週
齢）を日本 SLC から購入した。HAC-2細胞（1
×106 cells/animal）をマウスの腹腔内に投
与した。投与してから 8 日後のマウスを MRI
および治療効果の評価に使用した。動物実験
は本学動物実験委員会の承認を得て行った。 
(7)In vivo MRI 
 腹腔内に腫瘍をもつマウスに Core-Shell
（4μg/g）を投与し、3 時間、7 時間、24 時
間後に T2強調 MR画像を取得した。 
(8)Histological 評価 
 MRI 後、マウスから腫瘍、心臓、肺、肝臓、
脾臓、腎臓を摘出した。これらの組織を 4%
パラホルムアルデヒド溶液に浸漬し、4℃で
48 時間固定した。これらの組織のパラフィン
切片を作製し、ヘマトキシリン－エオシン
（HE）染色および鉄染色を行った。 
(9)治療効果の評価 
 腹腔内に腫瘍をもつマウスをランダムに
次の 7 つの群に分けた（5 匹/群）：無処置、
AFM 印加、DOX 含有 Core-Shell（Core-Shell
（DOX+）と記載）投与、DOX 投与、Mag 投与
してから 24 時間後に AFM 印加、DOX 非含有
Core-Shell（Core-Shell（DOX-）と記載）を
投与してから 24 時間後に AFM を印加、
Core-Shell（DOX+）投与してから 24 時間後
に AFM 印加。AFM 印加はイソフルランを用い
た吸入麻酔下で 20 分間行った。ナノ粒子の
投与量は 4μg/g とした。治療を行ってから
42 日後に腹腔内から腫瘍を摘出し、重量を測
定した。また、治療による副作用を評価する
ために、7日毎にマウスの体重を測定した。 
４．研究成果 
①構造解析 
 Core-Shell の TEM像から、マグネタイトナ
ノ粒子が粒子間に隙間がないほど密にクラ
スター化しており、そのクラスターをポリマ
ーが被覆していることが分かった。一方、Mag
はマグネタイトナノ粒子が凝集しているが、
粒子間に隙間が存在していた。Core-Shell と
Mag の一次粒径は 17 nm で同じであった。
Core-Shell のコア直径は 55 nm、シェル厚は
6 nm、粒径は 64 nmであった。 
 Core-Shell と Magの XRDパターンから、マ
グネタイトナノ粒子が生成していることが
明らかになった。また、マグネタイトナノ粒
子の結晶子サイズは反応時間およびヒドラ
ジン添加量により制御できた。 

 DLS、FT-IR、DAT-TG から、Core-Shell に
3.8μmol/g の FA-PEG を修飾することができ
たことが明らかになった。 
②磁気特性 
Zero-field-cooled(ZFC)-field-cooled(FC)
測定から、Core-Shell の方が Mag よりλが大
きく、マグネタイトナノ粒子の密なクラスタ
ー化はλおよび Mを向上させることが明らか
になった。さらに、Core-Shell と Magのブロ
ッキング温度（TB）はそれぞれ 400 K、350 K
であり、Core-Shellの方が 50 K だけ高った。
この結果は、λの上昇は TBの向上をもたらす
という Monte Carlo（MC）シミュレーション
の結果と一致する。 
 室温では、結晶子サイズ 12～26 nmの範囲
において、 HCと MRは Core-Shell の方が Mag
よりも大きいが、MSはほぼ同じであった。MC
シミュレーションにより、TB以下のとき、λ
が強い系では、HCと MRが増加するが、λがそ
れほど強くない系では、HCと MRは変化しない
ことがわかっている。MC シミュレーション、
TEM 結果、ZFC-FC 結果、HC と MR の値より、
Core-Shell はλが強い系であり、Magはそれ
ほど強くない系であると結論付けられる。
ZFC-FC において、Core-Shell は Mag より大
きな M を示したが、MSの値は Core-Shell と
Mag で大きな違いがない。この結果より、λ
は微小磁場において M の値を向上させるが、
材料固有の値である MS には影響を及ぼさな
いことが分かる。以上の結果より、密なマグ
ネタイトナノ粒子のクラスター化は強いλ
を生み出し、Hc、MR、微小磁場における M を
増加させることが明らかになった。 
③緩和能 
 Core-Shellと Magを 3.1μMFeでファントム
に分散させ、プロトンの横緩和時間（T2）か
ら緩和能（r2）を求めた。Core-Shell の r2

は 357 mM-1S-1であり、Magの r2は 182 mM-1S-1

であったことから、Core-Shell は Magより 2
倍大きい緩和能を有することが明らかにな
った。その結果、Core-Shell は Mag よりも
T2 強調 MR 画像を暗くコントラストを増強し
た。また、Core-Shell の r2は理論限界値とほ
ぼ等しいということが明らかになった。 
④発熱能 
 20 分間の AFM 印加により、Core-Shell は
水温を 20.6℃上昇させたのに対し、Mag は
5.7℃しか上昇させることができなかった
SAR を見積もったところ、Core-Shell の SAR
は 194～353 W/g、Mag の SAR は 57～128 W/g
であった。以上の結果から、マグネタイトナ
ノ粒子の密なクラスター化は磁気特性を向
上させ、その結果、緩和能および発熱能が高
まることが明らかになった。 
⑤薬剤放出能 
 蛍光強度から、Core-Shell には仕込みの
DOX 量の 99.7%が封入されることが明らかに
なった。AFM をトリガーとして、Core-Shell
から DOXを放出させることができるか確かめ
た。AFM を印加すると、コアが発熱し、ポリ



マーシェルが溶解し、DOX が放出された。AFM
を 20分間印加すると含有 DOX量の 16%が放出
された。AFM を除去した後も、DOX を放出し
続け、10日間でほぼ 100%の DOXを放出した。
以上の結果は、単回の AFM 印加で、数日間に
渡る持続的な化学療法を達成できる可能性
があることを示している。 
⑥細胞取り込み 
 Core-Shellは HAC-2細胞内に取り込まれた
が、葉酸レセプターをもたない細胞には取り
込まれなかった。この結果は、Core-Shell 表
面の FA と HAC-2 表面の葉酸レセプターとの
特異的な結合を介して、Core-Shellが HAC-2
細胞に取り込まれることを示唆している。 
⑦MRI ガイド下磁気温熱化学療法 
 Core-Shell を腹腔内に腫瘍をもつマウス
に投与し、腹部の MRイメージングを行った。
肉眼では腫瘍の位置を把握することはでき
なかったが、Core-Shell を投与することによ
り、MR 画像において腫瘍が暗く造影された。
ICP-MS により、腫瘍内の Fe 濃度を測定した
ところ、Core-Shell を投与してないマウスの
腫瘍内 Fe濃度は 48.5±4.0μg/gであったの
に対し、Core-Shell を投与したマウスの腫瘍
内 Fe 濃度は 55.2±6.6μg/g（投与後 24 時間
時点）であった。 
 MRI 後すぐに腫瘍を摘出し、組織切片を作
製した。鉄染色所見より、Core-Shell が多量
に腫瘍内に存在していることが明らかにな
った。MRI、ICP-MS、histological 所見より、
Core-Shell は腫瘍をターゲティングし、高濃
度に集積することが明らかになった。 
 Core-Shellまたは Magを腹腔内に腫瘍を持
つマウスに投与してから 24 時間後に腹部に
AFM を印加し、腹部の皮膚温度をサーモグラ
フィでモニタリングした。無投与のマウスや
Mag を投与したマウスの腹部皮膚温度は AFM
を印加しても上昇しなかった。一方、
Core-Shell を投与したマウスの腹部皮膚温
度は 20分間の AFM 印加で 5.5℃上昇した。皮
膚の温度は外気の影響で体内温度よりも低
く観察される。体温を 37℃とすると、腹腔内
腫瘍は 42.5℃以上に達していると見積もら
れ、がん細胞が死滅する温度まで加熱できて
いると推測される。 
 治療効果と副作用を調べるために次の 7つ
の群を作製した：無処置、AFM 印加のみ、
Core-Shell 投与のみ、DOX 投与、Mag を投与
してから AFMを投与、DOX 非含有 Core-Shell
を投与してから AFMを印加（磁気ハイパーサ
ーミア）、DOX 含有 Core-Shell を投与してか
ら AFM を印加（磁気温熱化学療法）。治療効
果は、処置してから 42日後に腫瘍を摘出し、
その重量を測定することで評価した。治療の
副作用は、処置後、7日おきに 42日間体重を
測定することで評価した。また、治療してか
ら 1 時間、1 日、1 週間後の血清を用いて生
化学検査を行うことによっても、治療の副作
用を評価した。 
 磁気温熱化学療法を行ったマウスの 42 日

後の腫瘍重量は無処置、AFM 印加のみ、
Core-Shell 投与のみのマウスの腫瘍重量の
約 1/3の大きさであり、良好な治療効果が得
られた。また、化学療法や磁気ハイパーサー
ミア単独の場合と比較しても有意に腫瘍重
量が軽く、これらの治療を同時に達成するこ
とで相乗効果が生じ、治療効果が高まること
が明らかになった。 
 治療後のマウスの体重変化から、DOX を投
与すると劇的に体重が減少し、副作用が生じ
た。一方、Core-Shellを用いて磁気温熱化学
療法を行っても、体重減少は生じず、深刻な
副作用は確認されなかった。生化学検査から
も Core-Shell の毒性や治療による副作用は
認められなかった。 
 Core-Shell を用いた磁気温熱化学療法の
メカニズムを調査するために、腫瘍組織の免
疫染色を行った。TUNEL と鉄染色から、
Core-Shell が存在する部分の腫瘍組織は特
に激しくダメージを受けており、さらに、
Core-Shell が存在しない部分でも細胞死が
起きていることが分かる。DOX 由来蛍光は
Core-Shell が存在しない部分からも検出さ
れ、腫瘍全体に広がっている様子が観察され
た。以上の結果から、Core-Shell は AFM に応
答して発熱するとともに DOX を放出し、この
DOX が腫瘍全体に広がることが分かる。さら
に、Core-Shell が存在する部分は熱と DOX と
いった物理的作用と化学的作用により腫瘍
細胞に激しいダメージを与えることができ、
Core-Shellが存在しない部位においても DOX
が拡散するため腫瘍細胞を殺傷できること
が明らかになった。このようなことから、
Core-Shell を用いた磁気温熱化学療法は、化
学療法あるいは磁気ハイパーサーミア単独
よりも高い治療効果を示すと考えられる。 
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