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要旨 

 

1. 金ナノ粒子のクラスター形成が線量増加に与える影響の推定 

【背景と目的】 放射線治療において腫瘍への生物学的効果を高めるために、金

ナノ粒子 (Gold Nanoparticles: GNPs) を放射線増感剤として利用することが検討さ

れている。GNPs は以下の過程で放射線増感効果を起こすと考えられている。まず、

投与された GNPs は腫瘍細胞に集積する。GNPs は高原子番号であるため、放射線

との間で物理的相互作用を起こし低エネルギー二次電子を放出する。これらの二

次電子が GNPs 周囲の放射線量を局所的に増加させ (線量増加)、腫瘍細胞の DNA

を損傷させる。 

 GNPs が及ぼす局所的な線量増加は、これまでシミュレーションを用いて推定さ

れてきた。しかし多くの先行研究は GNPs が腫瘍細胞内で均一に分布すると仮定

して線量増加を推定してきたのに対し、近年では GNPs は細胞内で凝集しクラス

ターを形成するという報告がされている。 

 GNPs がクラスターを形成すると、均一に分布した場合と比較して GNPs 同士が

極端に接近する。この結果、GNPs から放出された二次電子は近傍の GNPs に吸収

され (線量吸収)、十分な線量増加が起こらない事が予想される。しかし、GNPs に

よる線量吸収を均一分布とクラスター形成時で比較する検討はこれまでされてお

らず、GNPs のサイズや濃度が線量吸収に与える影響も明らかになっていない。そ

こで本研究の目的は、1. クラスターを形成した GNPs による線量吸収を計算し、

均一分布時と比較すること、2. クラスター内の GNPs サイズ・濃度を変化させ、

GNPsによる線量吸収が起こる過程を明らかにすること、とした。 

【対象と方法】 スケールの異なる 2 種類のモンテカルロシミュレーションであ

る、巨視的検討と微視的検討を行った。巨視的検討では、細胞を模した水ファン

トム中に GNPsを均一、もしくはクラスター状に分布させ、100 keVの X線を照射

したときの GNPs による線量吸収を計算した。さらに、GNPs の濃度や直径を変化

させた場合についても検討した。この際、発生した電子と光子が水中、または

GNPs のどちらで生成されたものであるのかを分別し、それぞれの線量吸収への寄

与を評価した。 

 微視的検討では、水ファントム内に円筒状の GNP を 1 つ設置し、100 keV の X

線を照射した。円筒状 GNP の表面から放出される電子・光子のエネルギー分布を

計算し、続いてそれを円盤状線源から放出させた。円盤状線源と別の円筒状 GNP

間の距離を変化させ、GNPに吸収される線量と入射電子数を計算した。 
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【結果と考察】 巨視的検討の結果、クラスターを形成した GNPs は均一に分布

した GNPs より高い線量吸収を示した。水中で生成された電子・光子が線量吸収

に与える影響は GNPs 濃度に比例して増加した。一方、GNPs 内で生成された電

子・光子が線量吸収に与える影響は、GNPs の空間分布・サイズによって大きく変

化した。特にこの影響は、クラスター形成時に GNPs 濃度の増加に伴い非線形に

増加し、GNPs サイズが小さくなるにつれ急激な増加を見せた。これらの結果から、

GNPs間距離が線量吸収に大きな影響を与えることが示唆された。 

 微視的検討の結果、GNPs 間距離が離れるにつれ線量吸収は低下し、この傾向は

GNPs サイズが小さいほど顕著であった。これは、GNPs 内で生成された電子が近

傍の GNPs に到達し吸収される程度が、GNPs 間距離により決定されることを示唆

する。 

 巨視的検討と微視的検討の結果は、GNPs のクラスター形成を考慮せずに線量増

加を計算した場合、線量増加を過大評価する可能性があることを意味する。さら

に、GNPs が一定重量濃度の場合、GNPs サイズが小さいほど GNPs 間距離が接近

するため線量吸収が起こりやすくなることを示す。近年直径約 2 nm の微小な

GNPs を用いた検討が盛んに行われているが、本研究から、GNPs サイズが小さい

場合ほど線量吸収の影響を考慮する必要があることが示唆された。 

【結論】 本研究は、放射線治療において GNPs を放射線増感剤として用いる場

合に、GNPs による線量吸収を考慮し線量増加を効率的に向上させるため GNPs サ

イズ・濃度等のパラメータの選択を、物理的側面からサポートするといえる。 

 

2. 金ナノ粒子による血管破壊効果の音響血管造影を用いた評価 

【背景と目的】 腫瘍血管は腫瘍細胞へと酸素を届け、また転移の経路にもなり

うることから、治療におけるターゲットとして注目されている。そこで、放射線

照射時に GNPsが線量増加を起こす現象を応用し、腫瘍血管を標的した GNPsを血

管破壊剤として用いることが検討されてきた。そこで本研究では、血管標的 GNPs

と放射線治療を組み合わせた血管破壊治療前後の血管空間分布の変化を、音響血

管造影 (Acoustic Angiography: AA) を用いて評価することを目的とした。また、腫

瘍微細血管分布の三次元的な不均一性を定量的に評価することを試みた。 

【対象と方法】 ヒト非小細胞肺癌 (A549) 細胞を皮下移植させたマウスに対し、

放射線治療のみ、もしくは放射線治療と腫瘍血管を標的した GNPs による血管破

壊治療を行った。腫瘍への画像誘導 X線治療 (10 Gy) を行い、AA装置を用いて超

音波 Bモード画像と AA画像を照射後 62日目まで撮影した。血管破壊前後の微細

血管三次元分布の変化を定量的に評価するために、新しい指標として累積血管密
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度 (Cumulative Vessel Density: CVD) ヒストグラムと血管密度半減深 (50% Vessel 

Penetration Depth: VPD50) を導入した。 

【結果と考察】 血管破壊治療をしたマウス腫瘍の相対血流量は、放射線治療の

みを行った腫瘍と比較して血管破壊 24 時間後に血流が一時的に増加したのち、1

週間後には急激に低下した。この結果は、血管破壊によりマイクロバブルが血管

外に一時的に放出されたことを示唆する。 

 また、コントロール群においては治療 0 日目の VPD50と 1 週間成長率の間に正

の関係がみられた。治療 0 日目の VPD50と腫瘍体積の 1 週間成長率の両方が低い

マウスの AA 画像を解析したところ、他のマウスと比較して明らかに腫瘍内の血

流が乏しいことがわかった。よって、コホート内で外れ値となる可能性の高い異

常な個体を、治療 0 日目の段階で血流状態をもとにフィルタリングする、という

新しい用途に AAと VPD50を応用できることが示唆された。 

【結論】 本研究では、血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊前後の微細

血管三次元分布の変化を、AA を用いて定性的・定量的に評価した。血管の三次元

分布を表す新しい指標として CVDヒストグラムと VPD50を導入し、その有用性を

示した。また、治療前の血管分布を AA によって把握し、腫瘍の将来的な増殖率

を予測できる可能性が示唆された。  
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

A549  human non-small-cell lung carcinoma cells 

AA  acoustic angiography 

BOLD  blood oxygen level dependent 

BVD  blood vessel density 

BVM  blood vessel morphology 

CT  computed tomography 

CVD  cumulative vessel density 

DCE-MRI dynamic contrast-enhanced magnetic resonance imaging  

DDM  Danielsson distance map  

EPR  enhanced permeability and retention 

FBS  fetal bovine serum 

GNPs  gold nanoparticles 

MRI  magnetic resonance imaging 

PEG  polyethylene glycol 

PET  positron emission tomography 

PIXE  particle induced X-ray emission 

SVP  spatial vascularity pattern 

REAMacro macroscopic relative energy absorption 

REAMicro microscopic relative energy absorption 

RGD  Arginine-Glycine-Aspartic 

ROS  reactive oxygen species 

TOLD  tissue oxygen level dependent 

VDAs  vascular disrupting agents 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

VPD50  50% vessel penetration depth 
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第1章  

全体の緒言 

1.1 放射線治療 

 1895 年に Röntgen によって X 線が発見されて以来、放射線は医療の様々な場面

で用いられてきた (Röntgen, 1896)。中でも放射線治療は、外科治療・薬物療法と並

び癌の三大療法と呼ばれ、近年では癌患者の半数以上が単独・または他の治療法

と組み合わせて放射線治療を受けている (American Cancer Society, 2017)。 

 放射線治療では、高エネルギーの光子や粒子を体の外部・または内部から腫瘍

へと照射する。この際、放射線により正常組織に潰瘍や二次発癌等の副作用が発

生するリスクがある。よって、放射線治療を行う上で重要なことは、正常組織に

あたる放射線量を最小限に抑えつつ、治療ターゲットである腫瘍に対しては放射

線を高精度に集中させることである。近年、このような高精度な放射線治療を実

現するため、強度変調放射線治療  (Brahme et al., 1982)、動体追跡放射線治療 

(Shirato et al., 2000)、そして陽子線治療をはじめとする粒子線治療 (Shimizu et al., 

2014) 等の技術が開発され、用いられてきた。 

 

1.2 放射線増感剤としての金ナノ粒子 

 前述したように、放射線治療、特に外部放射線治療では高精度な放射線の照射

を行うことができるようになってきた。しかし、膵臓癌等の難治性癌の治療では、

高線量の放射線を照射すべき状況でも、正常組織の副作用のリスクから充分な線

量を照射できない場合が存在する。こうした中で、腫瘍に集中的に高線量を与え

る方法として、放射線増感剤の利用が検討されてきた。 

 放射線増感剤とは、放射線の生物学的効果を高める薬剤のことをいう。放射線

増感剤の代表例にシスプラチン (Cisplatin) がある。放射線治療とシスプラチンによ

る化学療法を組み合わせることで、フリーラジカルの生成量が増加することや 

(Richmond et al., 1984)、DNA 損傷の修復機構が阻害されることが報告されている 

(Amorino et al., 1999; Eastman and Barry, 1987) 。近年、このような放射線増感剤の

候補として、金ナノ粒子 (Gold Nanoparticles: GNPs) の利用が研究されている。こ

こで GNPs とは、直径が数ナノ～数百ナノメートル程度の金粒子のことをいう。

GNPs は後述する物理化学的な 3 つの特徴から、放射線増感剤として注目を浴びて

いる。 
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 まず、①GNPs は化学的に不活性であり生体適合性が高いため、毒性が低い

(Connor et al., 2005)。次に、②GNPs を腫瘍へ選択的に集積させることができる。

腫瘍血管は正常組織の血管と比較して血管新生が活発であり、血管透過性が高く、

リンパ液の循環が弱い。そのため、直径 200 nm 以下の粒子は体内を循環するうち

に腫瘍に集積するという性質があり、これは Enhanced Permeability and Retention 

(EPR) 効果として知られている (図 1.1) (Couvreur and Vauthier, 2006; Maeda et al., 

2003; Matsumura and Maeda, 1986)。また、GNPsをペプチド (Wang et al., 2013)、抗

体 (Riley and Day, 2017)、ポリエチレングリコール (polyethylene glycol: PEG) (Arnida 

et al., 2011; Lin et al., 2012) 等で化学的に修飾することで、腫瘍に選択的に取り込ま

せることができる。このような化学的標識により腫瘍を標的した金ナノ粒子 

(targeted GNPs) は、非標的な金ナノ粒子 (untargeted GNPs) と比較して、約 20倍高

濃度に腫瘍に集積することが報告されている (Berbeco et al., 2011)。 

 そして、GNPs は③高原子番号 (Z=79) であるため放射線と物理的相互作用を起

こしやすい、という特徴を持っている。本研究において重要な意味を持つこの特

徴については、次節で詳しく述べる。 

 

 

図 1.1 EPR効果の模式図。腫瘍血管は血管透過性が高く、血管外ではリンパ液の循

環が弱いため、直径が 200 nm 以下の GNPs は腫瘍血管を透過し、腫瘍細胞に取り

込まれる。 

腫瘍

血管 GNPs

血管内皮
細胞
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1.3 金ナノ粒子と放射線の物理的相互作用 

 前節で述べたとおり、GNPs は高原子番号であるため、放射線と物理的相互作用

を起こしやすい。図 1.2に、X線エネルギーに対する水と金の質量減弱係数と、両

者の比を示す (Berger et al., 2010より作成)。質量減弱係数とは、単位密度、単位長

さあたりに減弱する光子線の割合を表し、質量減弱係数が高いほどその物質が X

線と物理的相互作用を起こしやすいことを意味する。図 1.2から、金は水と比較し

て、特に 1 keVから 100 keVの間において高い質量減弱係数を示すことが分かる。

例えば 100 keVにおいては、金の質量減弱係数は水の約 30.2倍である。 

 

 

図 1.2 水と金の X 線エネルギーに対する質量減弱係数とその比。特に 1 keV から

100 keVの間において、金は水よりも高い質量減弱係数を示す。 
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 このように金は低エネルギー領域で高い質量減弱係数を示すが、これは金がこ

のエネルギー帯域で光電効果を起こしやすいためである。光電効果とは、入射し

た光子が軌道電子に全てのエネルギーを付与し、軌道電子をその軌道の外へ放出

する効果のことをいう。金における光電効果とコンプトン散乱の質量減弱係数を

図 1.3に示す (Berger et al., 2010より作成)。光電効果の質量減弱係数は、特に X線

エネルギーが 1 keVから 100 keVの範囲内でコンプトン散乱よりもはるかに高く、

このエネルギー帯域で起こる物理的相互作用は光電効果が中心であることが分か

る。図 1.3において、光電効果の質量減弱係数は不連続的に変化しているが、これ

は電子の束縛エネルギーが電子軌道ごとに異なり、光電効果の起こりやすさが軌

道に応じて変化するためである。この不連続的な変化は、放出される電子の軌道

ごとに、低エネルギー側から M 吸収端、L 吸収端、K 吸収端と呼ばれている。こ

れらに対応するエネルギーはそれぞれ、2.2~3.4 keV, 11.9~14.4 keV, 80.7 keVである 

(Berger et al., 2010)。 

 また、光電効果による二次電子の放出に伴い、電子軌道に空孔ができると、外

殻の軌道電子が空孔を埋めるよう遷移する。この過程で、2 つの電子軌道の束縛エ

ネルギー差に等しいエネルギーが特性 X 線として放出される。さらに、特性 X 線

が他の軌道電子にエネルギーを付与し軌道外へ弾き飛ばすことをオージェ効果と

呼び、放出された電子をオージェ電子という。 

 前述の通り、放射線と GNPs の物理的相互作用により、光電子やオージェ電子

をはじめとした二次電子、そして特性 X線等の光子が放出される。これらは GNPs

周囲に局所的に高線量の放射線を付与する。この局所的な放射線量の増加を線量

増加と呼ぶ。 
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図 1.3 金における光電効果  (Photoelectric Effect) とコンプトン散乱  (Compton 

Scattering) の質量減弱係数と、X 線エネルギーの関係。1 keV から 100 keV のエネ

ルギー帯域においては、光電効果の質量減弱係数はコンプトン散乱よりもはるか

に高い。光電効果の質量減弱係数は不連続的に変化しており、低エネルギー側か

らM吸収端 (2.2~3.4 keV)、L吸収端 (11.9~14.4 keV)、K吸収端 (80.7 keV) と呼ばれ

ている。 

 

1.4 金ナノ粒子が放射線増感効果を及ぼすメカニズム 

 前述の GNPs の特徴を踏まえ、GNPs は以下の過程で放射線増感効果を起こすと

考えられている。まず、腫瘍細胞に集積した GNPs は、治療用放射線との間で物

理的相互作用、特に光電効果やオージェ効果を起こす。GNPs から放出された二次
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電子は、GNPs 周囲で局所的な線量増加を起こし、活性酸素  (Reactive Oxygen 

Species: ROS) 等を介して腫瘍細胞内の DNAやミトコンドリア等の構造体に損傷を

与え、放射線治療の生物学的効果を高める (図 1.4) (Butterworth et al., 2010; Geng et 

al., 2011; Misawa and Takahashi, 2011; Tran et al., 2016)。 

 

 

 

図 1.4 放射線増感効果のメカニズム。GNPs は化学的標識や Enhanced Permeability 

and Retention (EPR) 効果により腫瘍細胞に集積する。GNPs は高原子番号であるた

め、治療用放射線との間で光電効果やオージェ効果を起こし、二次電子を放出す

る。これらの二次電子は GNPs 周囲で局所的な線量増加を起こし、放射線治療の

生物学的効果を高める。 

 

1.5 本論文の構成 

 本論文は全 4 章からなる。第 1 章では、本論文全体を通しての研究対象である

GNPs について、その特徴と線量増加・放射線増感効果の起こるメカニズムを説明

した。続く第 2 章では、GNPs が細胞内で凝集しクラスターを形成した場合の影響

を、モンテカルロシミュレーションを用いて推定している。次に第 3 章において、

GNPs のクラスター形成による影響を受けにくい治療法として、GNPs と放射線治

療を組み合わせた、腫瘍の血管破壊治療について検討する。ここでは、マウス腫

瘍の血管破壊効果を定量化するために、音響血管造影 (Acoustic Angiography) によ

り撮影した画像を解析している。最後に第 4 章で全体の内容をまとめ、本論文の

総括及び結論とする。 

  

腫瘍細胞GNPs

e-

二次電子による線量増加

DNA

放射線



13 

 

第2章 金ナノ粒子のクラスター形成が線量増加に与える影

響の推定 

2.1 緒言 

2.1.1 金ナノ粒子の放射線増感剤利用 

 歴史的に、GNPs のような高原子番号の物質を用いて放射線の生物学的効果を上

げる試みは、まずコンピュータ断層撮影 (Computed Tomography: CT) 用の造影剤と

して、ヨウ素やガドリニウム等について研究されてきた。Hadnagyらにより、ヨウ

素造影剤と診断領域の X 線を組み合わせることで、リンパ球の染色体変異数が増

加することが報告されている (Hadnagy et al., 1982)。また、CT撮影時の低エネルギ

ーX 線を用いて放射線増感効果を得る検討が、脳腫瘍を対象になされてきた 

(Iwamoto et al., 1987; Mello et al., 1983; Mesa et al., 1999; Robar et al., 2002; Solberg et 

al., 1992)。 

 GNPs においても同様に、GNPs を取り込んだ細胞に対してキロボルトやメガボ

ルトのエネルギーの X 線を照射すると、DNA の二本鎖切断数が増加することが報

告されてきた (Brun et al., 2009; Butterworth et al., 2008; Chithrani et al., 2010a)。

Hainfeld らは in vivo の検討において、マウス腫瘍に直径 1.9 nm の GNPs を集積さ

せた後に 250 kVp の X 線を照射した結果、腫瘍体積が顕著に減少したと報告して

いる (Hainfeld et al., 2004)。一方で、GNPsを用いた放射線増感効果は GNPsサイズ

に依存することも報告されている (Chithrani et al., 2010b)。 

 

2.1.2 モンテカルロシミュレーションを用いた線量増加の推定 

 第 1.4 節で述べたとおり、GNPs が及ぼす放射線増感効果において、GNPs から

放出された二次電子による局所的な線量増加が重要な役割を果たす。これまで、

この線量増加はモンテカルロシミュレーションを用いて推定されてきた。 

 モンテカルロシミュレーションとは、モンテカルロ法を用いた放射線輸送シミ

ュレーションのことである。一般にモンテカルロ法は、発生させた乱数に基づき

対象 (ここでは光子や電子) の挙動を決定する。よって放射線輸送計算におけるモ

ンテカルロシミュレーションでは、シミュレーション内の構造体に対してあらか

じめ物理的相互作用の反応断面積の分布を設定しておき、発生させた乱数に基づ

き粒子の挙動や物理過程を決定する (Butcher and Messel, 1960; Varfolomeev and 

Svetlolobov, 1959)。 
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 これまで多くのモンテカルロシミュレーションで、GNPs に対し低エネルギーX

線を照射すると、光電効果やオージェ効果を介して、GNPs 近傍で高い線量増加が

起こることが示されてきた (Douglass et al., 2013; Incerti et al., 2016; Jones et al., 2010; 

Lechtman et al., 2011)。Jonesらは、低エネルギーX線を GNPsに照射し、GNPsから

の径方向の線量分布 (radial dose distribution) を計算した結果、GNPs から約 30 μm

まで線量増加が確認されたと報告している (Jones et al., 2010)。 

 

2.1.3 金ナノ粒子のクラスター形成 

 モンテカルロシミュレーションを用いた先行研究の大部分は、GNPs が腫瘍細胞

内で均一に分布すると仮定して検討を行ってきた (Cho, 2005; Cho et al., 2009; Koger 

and Kirkby, 2016; McMahon et al., 2011; Strigari et al., 2017)。この均一モデルは計算

が比較的高速であるため、線量増加の概要を把握するのには適しているものの、

単純化されたモデルであるため現状に則していない可能性がある。そこで、より

実際に近いシミュレーションとして、平面上に並んだ GNPs や六角形に並んだ

GNPs による線量増加を計算した報告もある (Kirkby et al., 2017; Zygmanski et al., 

2013b, 2013a)。 

 一方、複数の in vitro 実験によれば、GNPs は細胞内で凝集し、クラスターを形

成することが報告されている (Chithrani et al., 2006, 2010a; Jain et al., 2011; Peckys 

and De Jonge, 2011; Rahman et al., 2009)。特に Peckysと De Jongeは、細胞内に形成

された GNPs クラスターについて定量的な計測を行い、GNPs がクラスター内の小

胞 (Vesicle) 内に格納されていると報告した (Peckys and De Jonge, 2011)。 

 GNPs がクラスターを形成すると、均一に分布した場合と比較して、GNPs 同士

が極端に接近する。この結果、物理的相互作用により GNPs から放出された二次

電子が近傍の GNPs に吸収され、細胞内での十分な線量増加が起こらない事が予

想される。すなわち、均一な GNPs 分布を仮定して計算された線量増加は、実際

の線量増加を過大評価している可能性がある。さらに、細胞内の GNPs の重量濃

度を一定とした場合、GNPs サイズが小さいほど GNPs 間距離が近くなるため、よ

り多くの二次電子が周囲の GNPs に吸収され、線量増加が過大評価されやすくな

る可能性がある。しかし、GNPs に吸収される線量を計算し、均一分布とクラスタ

ー形成時で比較した検討はいまだ報告されておらず、また GNPs サイズ・濃度が

及ぼす影響は明らかになっていない。 
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 そこで本研究では、1. クラスターを形成した GNPs による線量吸収を計算し、

均一分布時と比較すること、2. 異なる GNPs サイズ・濃度について線量吸収を比

較し、クラスターを形成した GNPs により線量吸収の起こる過程を明らかにする

こと、を目的とした。 

 

 

2.2 方法 

2.2.1 概要 

 本研究では、GNPs のクラスター形成が線量吸収に及ぼす影響を把握するために、

スケールの異なる 2 種類のモンテカルロシミュレーションを行った。これらを本

論文ではそれぞれ巨視的検討・微視的検討と呼ぶこととする。巨視的検討では、

2.1.3項で述べた Peckysと De Jongeによる報告をもとに GNPsクラスターをシミュ

レーション上で構築し、線量増加を計算した (Peckys and De Jonge, 2011)。続く微

視的検討では、クラスター形成による影響を深く理解するため、巨視的検討より

も小スケールかつシンプルな体系での計算を行った。 

 モンテカルロシミュレーションには、Geant4 (version 10.02.p02) (Agostinelli et al., 

2003; Allison et al., 2006) を用いた。シミュレーションにおける低エネルギー電子の

挙動の決定には、低エネルギーでの計算に適した電磁物理リストである “Geant4-

Penelope” リストを用いた。粒子の挙動を計算するエネルギーの下限であるエネル

ギーカットオフは、一次粒子は飛程が 1 nm になるまで、二次粒子については初期

エネルギーが 250 eV 以上の粒子までを計算に考慮するものとした。シミュレーシ

ョンにおいては、二次電子による線量増加に寄与する可能性があるすべての物理

過程 : 原子の脱励起過程  (atomic de-excitation process)、蛍光放出  (fluorescence 

emission)、オージェ電子放出 (Auger electron emission)、オージェカスケード (Auger 

cascade)、粒子線励起 X 線 (Particle Induced X-ray Emission: PIXE) を考慮した。

GNPsに照射する X線のエネルギーは 100 keVとした。これは、金原子の K吸収端 

(80.7 keV) より高く (図 1.3を参照)、かつ外部放射線治療において X線が深部の腫

瘍に到達するまでに減衰することを考慮して決定した (Detappe et al., 2016)。実際

の治療において腫瘍に入射する X 線は、様々なエネルギーが混ざった多色 X 線で

ある。しかし本研究では、GNPs のクラスター形成のメカニズムを明らかにするた
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め、クラスター形成の影響を評価しやすいよう単一エネルギーの X 線を用いた。

照射 X線数は、巨視的検討では 4.8×109本、微視的検討では 108本とした。 

 

2.2.2 巨視的検討 

 巨視的検討のシミュレーションでは、Peckys と De Jonge が報告した GNPs クラ

スターのパラメータをもとに、細胞を模した水立方体ファントム内で GNPs クラ

スターを構築した (Peckys and De Jonge, 2011)。Peckys と De Jonge の報告では、

GNPs クラスターの観察にサル線維芽細胞である COS-7 細胞を用いた。しかし、

COS-7 細胞の体積情報は同論文中に記されていないため、本研究ではハーバード

大学が運営するデータベースである BioNumbers (Milo et al., 2010) をもとに、COS-

7細胞の体積を 2016 μm3とした。よって、立方体細胞ファントムの一辺は 12.6 μm

とした。均一分布においては、球体の GNPs が細胞ファントム内でランダムに分

布するとした (図 2.1 (a))。一方クラスターにおいては、細胞ファントムの中心に設

置した直径 4.6 μm のクラスター球内にて小胞をランダムに設置し、各小胞内で

GNPsをランダムに分布させた (図 2.1 (b) と (c))。小胞の直径と個数は Peckysと De 

Jongeの報告からそれぞれ 260 nm、164個とした (Peckys and De Jonge, 2011)。 
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図 2.1 巨視的検討における、モンテカルロシミュレーションの体系。(a): 均一分布時のシミュレーション体系。均

一分布時には、球体の GNPs (黄色) が立方体細胞ファントム内でランダムに分布するとした。細胞ファントムの

一辺は 12.6 μm である。(b): GNPs クラスター形成時のシミュレーション体系。クラスター形成時には、ファント

ム中央に置かれた直径 4.6 μmのクラスター球 (白色) 内で、球体の小胞 (水色) がランダムに分布するとした。 (c): 

GNPsクラスターの拡大図。小胞球 (水色) の直径は 260 nmとし、各小胞球内で GNPs (黄色) がランダムに分布す

るとした。 

12.6 µm

4.6 µm

260 nm

(a) (b) (c)        
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 GNPs サイズ・濃度がクラスター形成に及ぼす影響を評価するために、GNPs の直

径を 10, 30, 50 nmと変化させつつ、それぞれの直径において GNPsの濃度を 0.5, 1, 2, 

3 mg/mL と変化させ、GNPs と水のエネルギー吸収を計算した。GNPs と水のエネル

ギー吸収を計算した。本研究で使用した各 GNPs 直径・重量濃度における、細胞ファ

ントム内と小胞内の GNPs数を表 1に示す。 

 

 

表 1各 GNPs直径・濃度における、細胞ファントム内と小胞内の GNPs数 

GNP直径 (nm)  10  30  50 

GNPs濃度 (mg/mL)  細胞 小胞  細胞 小胞  細胞 小胞 

0.5 

1 

2 

3 

  

99645 

199290 

398579 

597869 

608 

1215 

2430 

3646 

 

3691 

7381 

14762 

22143 

23 

45 

90 

135 

 

797 

1594 

3189 

4783 

5 

10 

19 

29 

 

 

 細胞ファントムに対して、100 keV の X 線を水平に照射し、水中・GNPs 中に付与

されるエネルギーを計算した。これらのエネルギーを本研究ではエネルギー吸収 

(energy absorption) と呼ぶものとする。クラスター形成の影響は、GNPsが均一分布し

た場合とクラスターを形成した場合とでエネルギー吸収を比較することで評価した。

シミュレーションにおいては、図 2.2に示すように二次電子や二次光子が (a) GNPs中、

または (b) 水中のどちらで生成されたものであるのかを分別することで、それぞれの

粒子のエネルギー吸収への寄与を評価した。 
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図 2.2 電子・光子の発生源に応じた計算の分別。(a): GNPs内で生成された電子・光子

のエネルギーが、GNPs に吸収される場合。(b): 水中で生成された電子・光子のエネ

ルギーが、GNPsに吸収される場合。 

 

 本研究では、同一 GNPs 濃度・質量下におけるクラスター形成の影響を評価するた

めに、新しい指標である Clustering Factorを定義した。Clustering Factorは、クラスタ

ー形成時と均一分布時に GNPsに吸収されたエネルギーの比から計算され、式(1)で表

される。すなわち、クラスター形成によるエネルギー吸収の影響が大きいほど

Clustering Factorは増加する。 

 

𝐶𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟

=  
クラスターを形成した𝐺𝑁𝑃𝑠に吸収されたエネルギー

均一分布した𝐺𝑁𝑃𝑠に吸収されたエネルギー
 

(1) 

 

 次に、細胞ファントム全体に吸収されたエネルギーのうち、GNPs に吸収されたエ

ネルギーを評価するために、巨視的相対エネルギー吸収 (Macroscopic Relative Energy 

Absorption: REAMacro) を定義した。REAMacro は細胞ファントム内の GNPs を含むすべ

ての構造物に吸収されたエネルギーに対する、GNPs に吸収されたエネルギーの割合

から計算され、式(2)で表される。式(2)より、GNPs クラスター形成による影響が大き

いほど、クラスター形成時の REAMacroは均一分布時よりも高くなる。 

 

(a)

(b)

X線

水

GNP
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𝑅𝐸𝐴𝑀𝑎𝑐𝑟𝑜 [%] =  
𝐺𝑁𝑃𝑠に吸収されたエネルギー

水と𝐺𝑁𝑃𝑠に吸収されたエネルギー
× 100 (2) 

  

 

2.2.3 微視的検討 

 微視的検討では、クラスター形成の影響を深く理解するため、巨視的検討よりも小

さいスケールで 2 つの GNPs を用いたシンプルなシミュレーションを行った。2 つの

GNPs とは、①入射 X 線との相互作用により二次電子や二次光子を放出する GNP、

② ①の GNPs の近傍に位置し、①から放出された二次電子や二次光子を吸収する

GNP (図 2.2における右側の GNPに相当) である。この、近傍に位置する GNP (②) を、

本研究ではバイスタンダーGNPと呼ぶこととする。 

 なお、微視的検討で用いた GNPは、巨視的検討で用いた球形の GNPとは異なり円

筒状である。これは、微視的検討においては 2つの GNPs間の距離がエネルギー吸収

を決定する非常に重要な要素であると予想されるため、2 つの GNPs 同士が面する側

を平面にすることで、GNPs 間距離を側面のどの位置においても一定にするためであ

る (球体の GNP は表面が湾曲しているため、GNPs 間距離が表面上の位置によって変

化してしまう)。また、球形の GNPs のみならず、円筒形の GNPs においても放射線

増感効果が起こることが実験的に報告されている (Rane and Armani, 2016; Wolfe et al., 

2015)。 

 微視的検討は 2つのステップから成り立つ。まずステップ 1では、巨視的検討と同

様の細胞ファントムの中心に、1つの円筒形 GNP を設置した (図 2.3)。円盤状線源を

円筒形 GNPに密着させ、100 keVの X線を水平に照射した。円筒形 GNP内で発生し

た二次電子・光子が、円筒形 GNP 表面から放出されるときのエネルギーを計算した。  

 続いてステップ 2では、前述のステップ 1で取得したエネルギー分布の電子・光子

を円盤状線源として使用し、同軸上に設置された別の円筒形 GNP (バイスタンダー

GNP) に対して水平に照射した (図 2.4)。円盤状線源とバイスタンダーGNP 間の距離

を 0から 500 nmまで変化させ、それぞれの距離において水とバイスタンダーGNPに

吸収されたエネルギーを計算した。 
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図 2.3 微視的検討におけるステップ 1のシミュレーション体系。円盤状線源 (水色) を

円筒形 GNP (黄色) に密着させ、100 keVの X線 (緑色) を円筒形 GNPに対し水平に照

射した。X線と GNPの物理的相互作用で発生した二次電子 (赤) ・光子 (緑) のうち、

円筒形 GNP表面を通過し放出されるもののエネルギーを計算した。 

 

円盤状線源

円筒形GNP

Step 1

照射方向
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図 2.4 微視的検討におけるステップ 2 のシミュレーション体系。ステップ 1 (図 2.3) 

で取得したエネルギー分布の電子 (赤)・光子 (緑) を円盤状線源 (水色) として使用し、

同軸上に設置された円筒形のバイスタンダーGNP (黄色) に対して水平に照射した。

円盤状線源とバイスタンダーGNP間の距離 (d) を変化させ、水とバイスタンダーGNP

に吸収されたエネルギーを計算した。 

 

 円盤状線源の直径、円筒形 GNPの底の直径、円筒形 GNPの高さは同一とし、それ

ぞれ 10, 30, 50 nm と変化させた。バイスタンダーGNP に吸収されるエネルギーは、

微視的相対エネルギー吸収 (Microscopic Relative Energy Absorption: REAMicro) によって

評価した。REAMicroは前項の REAMacroと同様、細胞ファントム内の GNP を含むすべ

ての構造物に吸収されたエネルギーに対する、バイスタンダーGNP に吸収されたエ

ネルギーの割合から計算され、式(3)で表される。 

 

𝑅𝐸𝐴𝑀𝑖𝑐𝑟𝑜 [%] =  
バイスタンダー𝐺𝑁𝑃に吸収されたエネルギー

水とバイスタンダー𝐺𝑁𝑃に吸収されたエネルギー
× 100 (3) 

 

 
 

電子・光子線源 バイスタンダーGNP

d (nm)

Step 2
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2.3 結果 

2.3.1 巨視的検討の結果 

 均一分布時とクラスター形成時に GNPs に吸収された電子・光子のエネルギーを図

2.5 に示す。各グラフは電子・光子が生成された構造物に応じて 2 色に分かれている

が、これは GNPs によるエネルギー吸収を計算するにあたり、図 2.2 に示したように、

電子・光子の発生源に応じて計算を分別したことによる。棒の下部 (青色) は、水中

で生成した電子・光子が GNPsに吸収されたエネルギーを示し、上部 (黄色) は GNPs

中で生成した電子・光子が GNPs に吸収されたエネルギーを示す。それぞれの重量濃

度において、水中で生成した電子・光子が付与したエネルギー (青色) は GNPsの空間

分布とサイズの影響をあまり受けず、重量濃度の増加とともに上昇した。一方、

GNPs 中で生成した電子・光子が GNPs に吸収されたエネルギー (黄色) は、GNPs の

空間分布とサイズに大きく影響された。よって、エネルギー吸収の全体の傾向は、

GNPs中で生成した電子・光子によるエネルギー付与 (黄色) に依存した。また、クラ

スター形成時のエネルギー吸収は均一分布時よりも高く、GNPs サイズが大きいほど

高くなった。 
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図 2.5 均一分布時とクラスター形成時に GNPs に吸収されたエネルギー。(a), (b), (c), 

(d)はそれぞれ、重量濃度が 0.5, 1, 2, 3 mg/mL の場合を示す。各グラフにおける左側

の 3 つの棒は均一分布時を、右側の 3 つの棒はクラスター形成時を示し、GNPs の直

径が 10, 30, 50 nm の場合を示す。各棒の下部 (青色) は水中で生成した電子・光子が

GNPsに吸収されたエネルギーを示し、上部 (黄色) は GNPs中で生成した電子・光子

が GNPsに吸収されたエネルギーを示す。 
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 GNPs中で生成した電子・光子が GNPsに吸収されたエネルギー (図 2.5における黄

色部分) と重量濃度の関係を図 2.6 に示す。均一分布におけるエネルギー吸収は、重

量濃度に比例して増加した。一方クラスター形成時には、エネルギー吸収は GNPs 濃

度の増加に伴い非線形に増加し、均一分布時よりも高いエネルギー吸収を示した。 

 

 

図 2.6 GNPsの重量濃度と、GNPs中で生成した電子・光子が GNPsに吸収されたエネ

ルギーの関係。(a) 均一分布時、(b) クラスター形成時。それぞれの実線は GNPsサイ

ズが 10, 30, 50 nmの場合を示す。 

 

 クラスター形成時のエネルギー吸収における GNPs サイズの影響を、Clustering 

Factor (式(1)) を用いて評価した。GNPsの重量濃度と Clustering Factor の関係を図 2.7

に示す。Clustering Factor は GNPs 重量濃度に比例して増加し、GNPs サイズが小さい

ほど高い値を示すという傾向が見られた。特に直径 10 nm のときには、直径 30, 50 

nm の場合と比較してはるかに高い値を示した。例えば重量濃度が 3 mg/mL のときの

Clustering Factorは、GNPsの直径が 10, 30, 50 nmの場合にそれぞれ 1.74, 1.36, 1.27で

あった。 
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図 2.7 GNPsの重量濃度と Clustering Factorの関係。それぞれの実線は GNPsサイズが

10, 30, 50 nmの場合を示す。 

 

 細胞ファントム全体に吸収されるエネルギーのうち、GNPs に吸収されるエネルギ

ーの割合を評価するために、REAMacro (式(2)) を計算した。GNPs の重量濃度と

REAMacroの関係を図 2.8 に示す。全体として、REAMacroは均一分布時・クラスター形

成時ともに GNPs 重量濃度に比例して増加したが、クラスター形成時にはより急激な

増加がみられた。この傾向はいずれの GNPs サイズ・重量濃度においてもみられた。

均一分布時・クラスター形成時ともに、GNPs サイズが大きいほど高い REAMacroを示

した。 
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図 2.8 GNPs の重量濃度と REAMacroの関係。(a) 均一分布時。(b) クラスター形成時。

それぞれの実線は GNPsサイズが 10, 30, 50 nmの場合を示す。 

 

2.3.2 微視的検討の結果 

 前述の巨視的検討では、クラスター形成時に GNPs によるエネルギー吸収が増加す

るという結果となった。この現象をさらに詳しく評価するため、次に微視的検討を行

った。微視的検討では、2 つの GNPs によるシンプルな体系により、バイスタンダー

GNP に吸収されるエネルギーを計算した。線源-バイスタンダーGNP 間距離と

REAMicroの関係を図 2.9 に示す。REAMicroは GNP サイズが大きいほど高い値を示し、

線源-バイスタンダーGNP 間距離が遠くなるにつれ減少した。特に線源-バイスタンダ

ーGNP 間距離が 0 から 100 nm 程度と近接しているとき、REAMicroは距離の増加に伴

い急激に減少した。線源-バイスタンダーGNP 間距離とバイスタンダーGNP に入射す

る相対電子数の関係を図 2.10 に示す。各データ点は、各 GNPs サイズにおける線源-

バイスタンダーGNP間距離が 0 nmのときの入射電子数で正規化されている。相対入

射電子は線源-バイスタンダーGNP 間距離が遠くなるほど減少し、かつ小さい GNPs

ほど急激に減少した。全体としては REAMicroと似た傾向を示した。 
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図 2.9 線源-バイスタンダーGNP 間距離と REAMicroの関係。(a)リニアスケール、(b)ロ

グスケール。 

 

 

図 2.10 線源-バイスタンダーGNP間距離とバイスタンダーGNPに入射する相対電子数

の関係。(a)リニアスケール、(b)ログスケール。 
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 GNPs が立方体であると仮定した場合の各 GNPs 重量濃度・GNPs サイズにおける

GNPs 間の推定距離を表 2 に示す。均一分布時の GNPs 間距離は、GNPs サイズが 10 

nm、重量濃度が 3 mg/mL のときに最短の 140 nmとなった。一方クラスター形成時の

GNPs間距離は均一分布時よりもはるかに短く、最長でも 74 nmであった (GNPsサイ

ズが 50 nm、重量濃度が 0.5 mg/mL のとき)。GNPs間距離は GNPsサイズの減少に伴

い短くなったが、これは同一の重量濃度下では GNPs 数が立方体 GNP の一辺の長さ

の 3乗に比例して増加するためであるといえる。 

 前述の REAMicro (図 2.9) と GNPs間距離 (表 2) の間には関係性がみられる。例えば

均一分布時には重量濃度 3 mg/mL、GNPsサイズ 10, 30, 50 nmの場合の GNPs間距離

はそれぞれ 140, 420, 700 nmであったが、これらの GNPs間距離における REAMicroは

0.08, 0.14, 0.33%であった (本研究で計算した線源-バイスタンダーGNP 間距離は最大

500 nmであるため、0.33%は 500 nmの場合の結果である)。一方、クラスター形成時

には同条件における GNPs 間距離は、均一分布時よりも接近し、それぞれ 4, 11, 18 

nmであった。これらの GNPs間距離における REAMicroは 2.84, 4.08, 5.73%であった。

このように、クラスター形成時には均一分布時と比較して GNPs 間距離がはるかに接

近し、REAMicroも増加した。 

 

表 2 各 GNP重量濃度・GNPsサイズにおける、立方体 GNPs間の推定距離 (nm) 

立方体 GNPの 
一辺の長さ (nm) 

 10  30  50 

重量濃度 (mg/mL)  
Homo 

geneous 
Cluster  

Homo 
geneous 

Cluster  
Homo 

geneous 
Cluster 

0.5  263 15  788 44  1312 74 
1  206 10  619 29  1031 48 
2  162 6  485 17  700 28 
3  140 4  420 11  700 18 

 

 

2.4 考察 

2.4.1 本研究結果の解釈 

 本研究では、GNPs がクラスターを形成した時のエネルギー吸収を明らかにするた

め、巨視的検討・微視的検討の 2 種類のモンテカルロシミュレーションを行った。

GNPs のクラスター形成が線量増加に及ぼす影響は、先行研究では、GNPs を比較的
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単純に並べた、または密集させたに方法より推定されてきた (Kirkby et al., 2017; 

Zygmanski et al., 2013b)。一方本研究では、細胞内の GNPsクラスターを実測した報告 

(Peckys and De Jonge, 2011) に基づき、GNPsクラスターをシミュレーション上で再現

した。Peckys と De Jonge が報告したパラメータを用いて GNPs クラスターを再現す

る試みは過去にも行われたものの、GNPs から放出される二次電子数を評価するにと

どまっていた (Jeynes et al., 2014)。本研究では、さらに GNPs と周囲の水に吸収され

る電子・光子のエネルギーを計算することで、クラスター形成時には GNPs に吸収さ

れるエネルギーが増加することを明らかにした。この結果は、GNPs の均一分布を仮

定した場合には線量増加を過大評価する可能性があると指摘した過去の報告と傾向が

一致する(Martinov and Thomson, 2017; Zygmanski et al., 2013a)。また、このような傾向

は GNPs にとどまらず、セラミックである Ta2O5ナノ粒子を対象としたシミュレーシ

ョンにおいても報告されている (McKinnon et al., 2016)。 

 モンテカルロシミュレーションの長所は、一つひとつの電子や光子の挙動を解析で

きることである。この長所を生かし、本結果では GNPs に吸収される電子・光子のエ

ネルギーを、その電子・光子が水と GNPs のどちらで生成したのかを分別した (図

2.2)。筆者の知りうる限りにおいて、これは初めての試みである。この計算の結果、

GNPs に吸収されるエネルギーのうち水中で生成された電子・光子によるものは、

GNPs の空間分布やサイズに依存せず、重量濃度によって決定されることがわかった。

この結果は、均一分布時に GNPs に吸収されるエネルギーの大部分が、エネルギーの

自己吸収、すなわち GNPs 内で発生した電子・光子がその GNPs 内で吸収されたもの

であることを示唆している。次に、GNPs に吸収されるエネルギーのうち GNPs 中で

生成された電子・光子によるものは、均一分布時・クラスター形成時いずれにおいて

も GNPsサイズと重量濃度の影響を強く受けた (図 2.5)。また均一分布時には、GNPs

に吸収されるエネルギーのうち GNPs 中で生成された電子・光子によるものは、重量

濃度に比例して増加した (図 2.6 (a))。一方で、クラスター形成時には非線形かつ均一

分布よりもはるかに高いエネルギー吸収がみられた (図 2.6 (b))。これは、クラスター

形成時に GNPs 間距離が極端に接近したことで、ある GNPs から発生した二次電子が

周囲のバイスタンダーGNPs に吸収されやすくなったためであるといえる。すなわち、

極端に接近した GNPs 間でエネルギーの交換が起こることが、GNPs クラスターによ

り線量吸収が増加するメカニズムであることを示唆する。GNPs の細胞内での不均一

な分布を考慮した先行研究では、この GNPs 間のエネルギー交換は指摘されてこなか

った (Kirkby and Ghasroddashti, 2015; Lin et al., 2015)。 

 本研究ではまた、クラスター内の GNPs サイズがエネルギー吸収に及ぼす影響を評

価した。先行研究では GNPs数を一定にして計算を行っているが (Retif et al., 2016)、
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この手法では GNPs 間距離が線量吸収に及ぼす影響を評価することができない。本研

究における仮説は、クラスター内で GNPs 間距離が接近することでエネルギー吸収が

増加する、というものであったため、GNPs の重量濃度を一定として GNPs サイズを

変えることで GNPs 間距離を変化させ、シミュレーションを行った。巨視的検討と微

視的検討の両方で、大きい GNPs ほど高いエネルギー吸収を示したが (図 2.5、図 2.8、

図 2.9)、これは図 2.10 に示したように GNPs が小さいほどバイスタンダーGNPs へ入

射する二次電子数が低下するためであることが示された。この傾向は、過去のシミュ

レーション (Leung et al., 2011; Lin et al., 2015; Zygmanski et al., 2013a) や電子スピン共

鳴装置を用いた定量的な測定とも一致する (Guidelli and Baffa, 2014)。また、小さい

GNPs ほど高い Clustering Factor を示し、この傾向は GNP 濃度が増加するにつれ顕著

であった (図 2.7)。表 2に示したように、GNPsサイズが小さいほど、また GNPs重量

濃度が増加するほど GNPs 間距離は接近することから、GNPs 間距離が GNPs クラス

ターによるエネルギー吸収を決定する重要な要素であるという本研究の仮説が裏付け

られた。この傾向は、微視的検討において、GNPs 間距離が遠ざかるにつれ REAMicro

とバイスタンダーGNPs への電子・光子入射数が急激に減少したことからも確かめら

れた (図 2.9、図 2.10)。なお、この微視的検討による傾向は、GNPsクラスター内にお

ける GNPs 間距離と線量増加の関係を評価した過去の検討と一致する (Ahn et al., 

2017)。これらの結果は、一定 GNPs 重量濃度下において、GNPs サイズが小さいほど

クラスター形成によるエネルギー吸収の影響が顕著になることを意味する。これまで

の先行研究において、直径 1.9 nm 程度の微小な GNPs は最も広く用いられてきたサ

イズの 1 つである (Butterworth et al., 2010; Hainfeld et al., 2004; Lechtman and Pignol, 

2017; Lechtman et al., 2011; Taggart et al., 2016)。しかし、本研究の結果から、GNPsの

均一分布を仮定して線量増加を推定した場合には、特に小さいサイズの GNPs におい

て線量増加を過大評価する恐れがあることが示唆された。また、多くの先行研究では、

線量増加の計算において、まず GNPs の表面から出る電子や光子の情報を位相空間 

(phase space) に保存し、次にその情報を線源として用いる、という 2段階の手法がと

られてきた (Lin et al., 2014; Sung et al., 2017)。この手法は径方向の線量分布 (radial 

dose distribution) を計算するのに適しているものの、本研究で明らかとなったバイス

タンダーGNPs によるエネルギー吸収を考慮していないため、線量増加を正確に計算

できていない可能性があり、今後の改善の余地があるといえる。 

2.4.2 本研究の限界 

 本研究の限界点は何点かある。まず、本研究では細胞ファントムの外へ出る電子・

光子については挙動を計算しなかった。なぜなら、本結果の焦点は細胞内でクラスタ
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ーを形成した GNPs によるエネルギー吸収を計算することだったためである。特に

GNPs が均一分布した場合には一定数の GNPs が細胞ファントム辺縁に位置すること

になるため、水に吸収されるエネルギーが過小評価されている可能性がある。しかし、

この誤差を補正したとすると、REAMacroの定義 (式 2) より、均一分布時とクラスター

形成時の REAMacroの差 (図 2.8) はさらに広がることとなる。よって、本研究の結果で

ある、クラスター形成時のほうが均一分布時よりも REAMacro が高くなる、という結

果は変わらないといえる。 

 次に、本研究では GNPs サイズによって異なる細胞への取り込みやすさの影響を考

慮していない。腫瘍細胞への取り込みに最適な GNPs サイズは、いまだ明らかになっ

ていない。例えば Chithraniらは直径 14, 50, 74 nmの GNPsのうち、直径 50 nmが最

も効率よく取り込まれたと報告しているが (Chithrani et al., 2006)、別のグループでは

直径 20, 40, 60, 80 nm のうち 20 nm が最適であったと報告している (Perrault et al., 

2009)。よって本研究では、GNPs の細胞への取り込みやすさは GNPs サイズにかかわ

らず一定とし、計算を行った。 

 また、計算の際には細胞核やミトコンドリア等、細胞の生存に重要な構造体の存在

を考慮していない。これらの構造体は、GNPs を用いた放射線増感治療の主要なター

ゲットである可能性が指摘されている (Ghita et al., 2017; McNamara et al., 2016; Taggart 

et al., 2016)。よって、将来的には実際の細胞内での GNPsの空間分布を高精度に測定

することで、これらの構造体に対するエネルギー付与を計算する必要がある。さらに、

ROS の挙動をシミュレーションに組み込むことで、最終的な生物学的効果を推定で

きるようになるといえる。 

 

 

2.5 小括 

 本章では、GNPs によるクラスター形成と、クラスター内の GNPs サイズ・濃度が

エネルギー吸収に与える影響を推定した。クラスター形成時には均一分布時と比較し

て高い線量吸収がみられたが、これは発生した二次電子が近接した GNPs に吸収され

るためであることが明らかとなった。また、GNPs のサイズが小さいとき、そして

GNPs が高濃度のときには GNPs 間距離が特に接近するため、クラスター形成による

影響が大きくなることが示された。以上から、GNPs の均一分布を仮定したこれまで

の研究は、特に GNPs サイズが小さい場合に、実際の線量増加を過大評価している可

能性があるといえる。本知見は、GNPs による放射線治療の効果増強のためには、ク

ラスター形成を考慮した線量吸収の影響を加味し、線量増加を効率的に向上させるた
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めの GNPs サイズ・濃度等のパラメータの選択が必要であることを示唆した。本検討

は今後、高い放射線増感効果を得つつ、使用する GNPs 量を最小限に抑えることで、

副作用の少ない治療スキームの最適化につながる可能性があるといえる。 
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第3章 金ナノ粒子による血管破壊効果の音響血管造影を用

いた評価 

3.1 緒言 

3.1.1 金ナノ粒子の微細血管破壊剤としての利用 

 腫瘍の微細血管は酸素や栄養を腫瘍細胞へと供給するだけでなく、転移の経路でも

あることから、40年以上前から研究されてきた (Folkman, 1971, 1972)。このような微

細血管を治療目的に破壊し、下流の腫瘍細胞への血流を遮断することで虚血や壊死を

引き起こす薬剤を、血管破壊剤 (Vascular Disrupting Agents: VDAs) という (Clémenson 

et al., 2013; Denekamp et al., 1983; Hori et al., 2002; Siemann, 2011; Siemann and Rojiani, 

2005)。第 1.4節で述べたように、放射線と GNPsの物理的相互作用から発生した二次

電子は、周囲に局所的な線量増加を起こす。この特徴を応用し、GNPs を VDAs とし

て利用する試みがなされてきた。すなわち、GNPs を腫瘍血管に標的させ放射線治療

を行うと、GNPs 近傍の腫瘍血管内皮細胞に高線量を付与して血管を破壊できること

が、これまでに in vitro, in vivo実験、シミュレーションから示されている (Berbeco et 

al., 2011, 2012; Kunjachan et al., 2015)。 

 第 2 章では、GNPs を放射線増感剤として用いた場合、GNPs のクラスター形成を

考慮しなければ線量増加が過大評価される可能性があることを示した。一方 GNPs を

血管破壊剤として用いる場合には、腫瘍血管内皮細胞と GNPs が近接し、二次電子が

内皮細胞に十分な線量を付与できるため、GNPs によるクラスター形成の影響を受け

にくいことが報告されている (Berbeco et al., 2011; Kunjachan et al., 2015)。 

 

3.1.2 治療効果の微細血管イメージングによる評価 

 腫瘍血管が重要である理由は、それが治療のターゲットになるためだけではない。

治療後に腫瘍体積が減少し始めるよりも数週間前の段階で、腫瘍の微細血管には変化

が見られることが報告されており、腫瘍血管は治療効果の早期の判定材料としての有

用性も示されている (Brindle, 2008; Marcus et al., 2009)。よって、腫瘍血管の変化を評

価することは診断・治療効果判定の両方に重要であり、近年注目されている。 

 治療に対する腫瘍微細血管の反応は、これまで様々なイメージング手法によって研

究されてきた。これまでに報告されている手法には、例えば磁気共鳴画像 (Magnetic 

Resonance Imaging: MRI) (Hoff et al., 2012; O’Connor et al., 2007; Salmon and Siemann, 

2006; Seshadri and Toth, 2009) やポジトロン断層法 (Positron Emission Tomography: PET) 
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(Kotz et al., 2009)、スペクトラルイメージング (Wankhede et al., 2010)、バイオルミネ

ッセンスイメージング (Alhasan et al., 2012)、造影超音波撮像 (Wang et al., 2015)、パワ

ードップラー超音波撮像 (Alhasan et al., 2012; Gee et al., 2001; Goertz et al., 2002) などが

ある。中でも Hoffらは、血管内皮増殖因子 (Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF) 

阻害剤の効果を検証するために、ダイナミック造影 MRI (Dynamic Contrast-Enhanced 

MRI: DCE-MRI) と拡散強調 (Diffusion Weighted) MRI を用いている (Hoff et al., 2012)。

しかし、前述の手法の空間分解能は、腫瘍の微細血管を描出するのに十分に高いとは

いえない (Turkbey et al., 2009)。そのため、これらの手法を用いた微細血管の変化の定

量化は、腫瘍血流  (Gee et al., 2001; Goertz et al., 2002; Salmon and Siemann, 2006; 

Seshadri and Toth, 2009)、光強度 (Alhas an et al., 2012)、薬物動態パラメータ (Hoff et al., 

2012) の測定など、比較的巨視的な指標による検討に留まっていた。 

 

3.1.3 音響血管造影 (Acoustic Angiography) 

 音響血管造影法 (Acoustic Angiography: AA) とは、マイクロバブル造影剤を用いた、

比較的新しく非侵襲的な小動物用の腫瘍血管撮像法である (Dayton et al., 2014; Gessner 

et al., 2013a)。AAの特徴は、単一の超音波プローブから 2種類の振動数の超音波を送

受信できる点である。血管造影において AAは、低振動数の超音波を単一のプローブ

から送信することでマイクロバブルを共鳴させて高調波を生成し、反射した高振動数

の超音波を受信することで、マイクロバブルが流れる血管を高解像度・高コントラス

トで描出することができる (Gessner et al., 2012, 2013b)。AAを用いては、これまでに

血管新生阻害治療に対するマウス腫瘍微細血管の変化 (Rojas et al., 2018) や放射線治

療に対するラット腫瘍微細血管の変化 (Kasoji et al., 2018) を定量的に評価できること

が報告されてきた。しかし、ナノ粒子薬剤を介した血管破壊治療に対する腫瘍血管空

間分布の変化は、これまで AAを用いては検討されていない。 

 そこで本研究では、マウス腫瘍に対し血管標的 GNPs と放射線治療を組み合わせて

血管破壊治療を行い、治療の前後で起こる腫瘍微細血管の三次元空間分布の変化を、

AA を用いて評価することを目的とした。また、腫瘍血管分布の三次元的な不均一性

を定量化するために、新しい指標を考案しその有用性を検討した。 
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3.2 方法 

3.2.1 実験体系 

 すべての動物実験は、Dana-Farber Cancer Instituteの Institutional Animal Care and Use 

Committee によって承認され、国際実験動物ケア評価認証協会 (Association for the 

Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care) に準拠して実施した。実験には

Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640; Invitrogen, USA) で培養されたヒト

非小細胞肺癌 (A549) 細胞を使用し、10%の fetal bovine serum (Invitrogen, USA)、1%の

ペニシリンとストレプトアビジン (Invitrogen, USA) で培養した。実験には生後 4-6週

齢のメス無胸腺ヌードマウス (nude-FOXn1) (Charles River Laboratories, Wilmington, 

USA) を 9 体使用し、標準的な固形試料により飼育した。マウス背外側脇腹の皮下に、

100 lの生理食塩水と共に 3×106の A549細胞を接種させた。マウスを 3群: コントロ

ール、放射線治療のみ、放射線治療と環状 Arginine-Glycine-Aspartic (RGD) acid によ

り腫瘍血管を標的した GNPs (RGD-GNP) 、に分けた。コア部の直径が 2-3 nm の

GNPsを眼窩静脈叢投与した。 

 GNPs 投与 24 時間前に小動物用放射線治療装置 (Small Animal Radiation Research 

Platform; Xstrahl, Inc., Suwanee, GA) を用いて腫瘍への画像誘導 X線治療 (10 Gy) を行

った (図 3.1)。腫瘍体積は caliperを用いて 0日目 (照射前) から 3, 4日おきに、照射後

62日目まで計測を行った。腫瘍体積の計算には以下の式 (4) を用いた。 

 

Volume =  
(𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ × 𝑤𝑖𝑑𝑡ℎ)2

2
⁄  (4) 
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図 3.1 小動物用放射線治療装置によるマウス腫瘍への放射線治療体系。ガントリー 

(金色) を回転させて Cone-beam CT を撮影した。取得した CT 画像を基に治療計画を

立案し、治療用 X線を照射した。 

 

3.2.2 超音波画像の取得 

 超音波画像の取得には、2 種類の振動数の超音波を送受信することができるロボテ

ィック超音波撮像装置のプロトタイプ機を用いた (SonoVol, Inc., Research Triangle 

Park, NC) (Czernuszewicz et al., 2018)。まず腫瘍の位置を確認するために三次元 Bモー

ド画像を取得し、腫瘍が撮像領域の中心に位置することを確認した後、続けてマイク

ロバブルを注入して AA画像を取得した。 

 図 3.2 に画像取得の体系を示す。マウスに 2%イソフルランを吸入させ麻酔し、水

で満たした撮影容器の底に設置した。マウスと水の間に超音波透過性の膜を置くこと

で、マウスが水やロボティック超音波トランスデューサと物理的に接触しないように

した。また、マウス体表と膜の接触面には少量の超音波ジェルを塗った。 
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図 3.2 (a) 画像取得体系の写真。(b) 画像取得体系の模式図。水で満たした撮影容器の

底に、麻酔下のマウスを設置した。マウスと水の間に超音波透過性の膜を置くことで、

マウスが水・超音波トランスデューサと物理的に接触しないようにした。超音波トラ

ンスデューサを機械的に素早く走査させることで、B モード画像と AA 画像を取得し

た。AA画像取得の際には尾静脈からマイクロバブルを注入して血管を造影した。 
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 この装置の特徴であるロボティックトランスデューサは、体軸方向へ水平移動しな

がら素早く走査し超音波を送受信することで、広い範囲の三次元画像を取得すること

ができる (Czernuszewicz et al., 2018)。三次元画像は、連続的に取得した二次元画像か

ら再構成した。Bモード画像は 26 MHzの振動数で送受信し、AA画像は 2 MHzで送

信、26 MHzで受信した (Gessner et al., 2010)。Bモード画像と AA画像を一定のフレ

ームレート (それぞれ 14, 8 Hz) で取得し、取得直後に (60, 60, 200) µmのボクセル間

隔で位置合わせを行った。 

 AA 画像取得の際には、造影剤であるマイクロバブル  (Advanced Microbubbles 

Laboratories, Boulder, CO) を 28ゲージの尾静脈用カテーテルから 35 µL/minの速度で、

無菌生理食塩水に対し 4.5×109 bubbles/mL の濃度で注入した。画像取得にかかった時

間は約 5分であった。 

 AA には、2 種類の撮像モード: 血管密度 (Blood Vessel Density: BVD) モードと、

BVDモードの maximum intensity projectionである血管形態 (Blood Vessel Morphology: 

BVM) モードがある (Czernuszewicz et al., 2018)。本研究では、BVDモードを腫瘍血管

密度の定量化に使用し、BVM モードを腫瘍内の血管分布の可視化及び定性的な評価

に使用した。 

 

3.2.3 画像解析 

 画像解析の流れを図 3.3 (a) に示す。まず、Bモード画像上で腫瘍輪郭を三次元的に

セグメンテーションした (図 3.3 (b))。セグメンテーションには 3D Slicer (version 4.8.0) 

の Editorモジュールを用いた (Fedorov et al., 2012)。セグメンテーションにより腫瘍輪

郭を示す三次元的バイナリ画像を取得した (図 3.3 (c))。ここで、腫瘍の深さ方向への

血管分布、すなわち腫瘍内部における血管の三次元空間分布を評価するために、三次

元腫瘍セグメントに Danielsson distanceフィルタ (Danielsson, 1980) を適用した (図 3.3 

(d)))。Danielsson distanceフィルタとは、三次元腫瘍セグメント内の各ピクセル値を、

腫瘍辺縁からのユークリッド距離に応じて変化させるフィルタである (腫瘍辺縁を低

輝度に、腫瘍深部を高輝度にする)。以下、このフィルタを適用して作成したミリメ

ートル単位の距離マップを Danielsson Distance Map (DDM) と呼ぶこととする。 

 次に、AA撮影の BVDモード ((図 3.3 (e))) 上でしきい値処理を行い、腫瘍の微細血

管をセグメンテーションした (図 3.3 (f))。しきい値処理には MATLAB (Mathworks, 

Natick, MA) を用い、画像の最大輝度に対する 45%以上の輝度の領域を、マイクロバ
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ブルが存在する微細血管と定義した。このしきい値は、肉眼で認識できる血管分布を

できるだけ反映するよう主観的に決定された。 

 続いて、腫瘍の深さ情報を表す DDM と、BVD モードで得た微細血管分布を統合

することで、累積血管密度 (Cumulative Vessel Density: CVD) ヒストグラムを生成した。

CVD ヒストグラムは本研究において初めて定義された指標であり、腫瘍辺縁からの

相対深に対する、血管密度を表す (図 3.4 (a))。言い換えると、CVD ヒストグラムは

腫瘍辺縁からの単位深さごとに、その点より深部に位置する血管の体積が、腫瘍全体

の血管体積に占める割合で計算される。CVD ヒストグラムから、CVD が 50%になる

ときの相対的な深さとして 50% Vessel Penetration Depth (VPD50) を定義した。VPD50

は、腫瘍辺縁から見て血管密度が半減するときの相対深とも解釈することができ、腫

瘍深部の血管密度を表す。図 3.4 に腫瘍内部の血管分布の変化が CVD ヒストグラム

と VPD50を用いてどのように表現されるかの例を示す。治療前 (青色) では VPD50は

28%程度と高いのに対し、治療 15日後 (黄色) では VPD50は 17%程度である。これは、

治療前には図 3.4 (b) のように腫瘍深部に血管が存在しているのに対し、治療 15日後

には図 3.4 (c)のように深部の血管体積が減少したことで、腫瘍辺縁に存在する血管体

積が全体に占める割合が増加したことを表している。 
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図 3.3 (a) 画像解析の流れ。画像解析によって VPD50を取得し、血管分布の評価に用いた。(b) Bモード画像上で腫

瘍を三次元的にセグメンテーションした (緑色)。(c) セグメンテーションされた腫瘍のバイナリ画像。 (d) 腫瘍セ

グメントに Danielsson distance フィルタを適用して作成した、腫瘍の DDM。濃淡は辺縁からのユークリッド距離

をミリメートル単位で表し、腫瘍深部が高輝度となる。(e) AA で取得された、BVD モード画像。マイクロバブル

が存在する血管が高輝度で表されている。(f) 腫瘍内の BVD モード画像にしきい値処理をして微細血管をセグメ

ントした画像。(d) と (f) を統合することで CVDヒストグラムを生成し、VPD50を計算した。 

Create DDM
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B-mode BVD mode

CVD histogram

ThresholdingSegmentation
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図 3.4 (a) マウス 1体について、3つの時点 (治療前、治療 7日後、治療 15日後) にお

ける CVD ヒストグラムの例。腫瘍辺縁からの相対距離は、0, 100%がそれぞれ腫瘍辺

縁、腫瘍最深部に相当する。黒破線は 50% CVDを示し、CVDヒストグラムと交わる

深さが VPD50 となる。このマウスの例では、治療後の時間経過に伴い、(b) から (c) 

へと腫瘍深部の血管体積が減少しており、腫瘍辺縁に分布する血管体積が全体に占め

る割合が増加している。 

 

 

3.3 結果 

3.3.1 腫瘍体積の測定結果 

 図 3.5 に Caliper と超音波撮影の B モードで測定された腫瘍体積の関係を示す。デ

ータ点は、個々のマウスの各時点における腫瘍体積を表す。二つの手法の測定結果は

完全には一致しなかったが (R2 = 0.67)、これは Caliper では体表面で測定するのに対

し、Bモードでは腫瘍深部までを測定に含めることができるためである。 

 

(a) (b)

(c)
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図 3.5 Caliper と超音波撮影の B モードで測定された、マウス腫瘍体積の関係。デー

タ点は、それぞれのマウスの各測定時点における腫瘍体積を表す。 

 

3.3.2 腫瘍血流の定量化 

 コントロールのマウス腫瘍の B モード画像、AA の BVD モード画像の例をそれぞ

れ図 3.6 (a) と (b) に示す。前述の通り、Bモード画像は腫瘍輪郭のセグメンテーショ

ンに用い、血流情報を持つ BVD モード画像は微細血管分布の定量化に用いた。図

3.6 (c) に AA の BVM モードの例を示す。BVM モードは BVD モード (図 3.6 (b)) の

maximum intensity projection で得られ、腫瘍血管の構造や形態の定性的な評価に用い

た。 
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図 3.6 (a) Bモード画像。腫瘍輪郭のセグメンテーションに用いた。 (b) AAの BVDモ

ード画像。微細血管分布の定量化に用いた。 (c) AAの BVMモードの画像。腫瘍血管

の構造や形態の定性的な評価に用いた。(a), (b), (c) はすべて同一のマウス腫瘍の画像

である。 

 

 放射線治療のみを行ったマウス腫瘍 (RT-only) と、血管標的 GNPs と放射線治療を

組み合わせて血管破壊治療を行ったマウス腫瘍 (RGD-GNP+RT) の、3つの時点 (治療

前、治療 24時間後、治療 1週間後) における BVDモード画像の例を図 3.7に示す。

RGD-GNP+RTのマウスでは治療 24時間後には腫瘍内で血流がみられたものの、治療

1 週間後には血流が低下した。これらのマウス腫瘍の血流量の経時的な変化を、しき

い値処理によって定量化したものを図 3.8 に示す。データ点は各マウスの治療前の血

流量で正規化されている。図 3.7 で見られた定性的な傾向は、定量的な評価である図

3.8 でも見られた。治療 24 時間後では、RGD-GNP+RT マウスは RT-only マウスと比

較してはるかに高い血流量を示し、相対血流量はそれぞれ 20.9、1.71 であった。

RGD-GNP+RT マウスの腫瘍血流量はその後低下したが、治療 16 日後までは RT-only

と比較して高い血流量を示した。 
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図 3.7 放射線治療のみを行ったマウス腫瘍 (RT-alone) と血管標的 GNPsと放射線治療

を組み合わせて血管破壊治療を行ったマウス腫瘍 (RGD-GNP+RT) の、治療前、治療

24時間後、治療 1週間後の代表的な BVDモード画像。 

 

 

 

図 3.8 放射線治療のみを行ったマウス腫瘍 (RT-only) と、放射線治療と GNPs を組み

合わせて血管破壊治療を行ったマウス腫瘍 (RGD-GNP+RT) の血流の経時的変化の代

表例。データ点はそれぞれのマウスの治療前の血流量で正規化されている。 
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 次に、コントロール群の 3体のマウス (animal #1, #2, #3) における、治療 0日目 (治

療前) の VPD50と 1週間成長率の関係を図 3.9 (左) に示す。1週間成長率は治療 0日目

と 7 日目の腫瘍体積の比で定義され、腫瘍の成長の早さを表す。図 3.9 (左) から、

VPD50と 1週間成長率の間には正の関係がみられた。これら 3体のマウス (animal #1, 

#2, #3) における、治療 0日目の Bモード画像と BVDモード画像を重ね合わせたもの

を図 3.9 (a), (b), (c) に示す。図 3.9 (左) において、Animal#3 (黄色) は他の 2体と比較

して極端に低い 1週間成長率と VPD50を示した。さらに図 3.9 (c) から、Animal#3 は

他の 2体 (図 3.9 (a), (b)) と比較して治療 0日目の腫瘍内の血流が乏しいこと見られた。

すなわち、Animal#3 の腫瘍は治療 0 日目にもかかわらず、深部の血管が乏しい、も

しくは壊死状態にあるために、VPD50が低くなった可能性がある。 

 

 

図 3.9 (左): コントロール群の 3体のマウス (animal #1, #2, #3) における、治療 0日目 

(治療前) の VPD50と 1週間成長率の関係。(a), (b), (c): それぞれ animal #1, #2, #3 にお

ける、Bモード (グレースケール) と AAの BVDモード (黄色) の重ね合わせ画像。(a) 

と (b) では腫瘍内で豊富な血流がみられたのに対し、(c) では腫瘍内部で血流が乏し

いことが確認され、VPD50と 1 週間成長率ともに低い値であった。点線は腫瘍輪郭を

示す。 
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3.4 考察 

3.4.1 本研究結果の解釈 

 本研究では、AA を用いて血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊治療の効果

を定量化した。微細血管の三次元空間分布の変化を、AA により非侵襲的かつ高空間

分解能で評価できることを示した。 

 これまでにいくつかのグループから、VDAs を用いた治療の後には腫瘍血流が低下

するという報告がされている (Hoff et al., 2012; Salmon and Siemann, 2006)。一方本研

究では、血管破壊の 24 時間後に一時的な血流の増加がみられたのち、1 週間後には

急激に低下した (図 3.8)。この結果は、血管標的 GNPs と放射線治療を組み合わせた

血管破壊によりマイクロバブルが血管外に一時的に放出されたことで、BVD 画像上

で高信号として現れたためである可能性がある。先行研究では、血管標的 GNPs と放

射線治療を組み合わせることで腫瘍への GNPs 輸送効率が上昇したという報告があり 

(Kunjachan et al., 2015)、本研究の結果はこの傾向と合致する。 

 AA で撮影された微細血管空間分布の定量化には、過去に tortuosity (Gessner et al., 

2012) や volumetric vascular density (Kasoji et al., 2018) といった指標が用いられてきた。

また、パワードップラー超音波装置で撮影した腫瘍血管の三次元分布を評価するため

に、空間血管走行パターン (Spatial Vascularity Pattern: SVP) という指標を用いた報告

もある (Caresio et al., 2018)。この SVPとは、腫瘍内の血管の三次元分布を 0か 1のど

ちらかの数字で表す指標である。一方本研究では、SVP と同様に血管の三次元分布

を評価するために、腫瘍辺縁からの深さを考慮した CVD ヒストグラムを新たに定義

した。前述の指標とは異なり、CVD ヒストグラムから抽出したパラメータ VPD50 は、

「血管体積の半減深」に相当する指標である。よって図 3.4 に示したように、VPD50

を用いることで腫瘍内部の血管三次元分布の変化を効果的に評価することができる可

能性があるといえる。 

 コントロール群において、治療 0日目の VPD50と 1週間成長率の間には正の関係が

みられた (図 3.9)。これは、初期の腫瘍の血流状態が、将来的な腫瘍の成長度を決定

するパラメータの一つであることを示し、AA を用いて腫瘍の増殖率を予測できる可

能性があるといえる。さらにこの結果から AAの新たな応用方法が考えられる。すな

わち、長期的にはコホート内で外れ値となる可能性の高い個体を、治療 0日目の段階

で血流状態をもとに群から除外する、という目的に AAを応用できる可能性がある。

一般に、群内における腫瘍個々のサイズや状態にはばらつきが大きい。コホートから

除外されるべき個体を AAによって早期に客観的に決定することができれば、治療に
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対する反応の個体間のばらつきを小さくすることにつながり、治療効果の評価をしや

すくなるといえる。 

 

3.4.2 本研究の限界 

 本研究では、CVD ヒストグラムを生成するために DDM を用いた。この手法は、

血管破壊後の腫瘍血管体積の減少が腫瘍核心部 (最深部) からはじまる、ということ

を仮定している。この仮定が放射線治療時に妥当であることは過去に示されている 

(Fokas et al., 2010; Ng et al., 2007)。しかし、血管標的 GNPsと放射線治療による血管

破壊時に関してはこのような傾向は十分に示されてはいないため、将来的により大き

いコホートでの実験によって明らかにされる必要がある。 

 また、本研究で用いたマウス数は計 9体と、比較的小さいコホートでの検討であっ

た。これは、マウス尾静脈に適切にマイクロバブルを注入する作業が当初の予想以上

に高い技術を要したため、長時間の注入作業をする中で何体かのマウスが死に、9 体

のみが長期間生存したためである。よって、同様の実験を行う場合には、小動物への

薬剤投与の経験の多い者の協力が必要だと思われる。本研究においても、同様の経験

の豊富な獣医師の協力を得てからは、安定してマイクロバブルの注入を成功させるこ

とができた。 

 

3.4.3 今後の展望 

 本研究では血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊効果を評価したが、血管を

破壊した後には腫瘍への酸素の供給が絶たれるため、腫瘍内部では一時的な低酸素状

態 (Hypoxia) が生じる可能性がある。一般に、放射線治療時には細胞内の酸素濃度が

高いほど ROS が発生しやすいため、放射線の生物学的効果が高くなることが知られ

ている。すなわち、血管破壊治療後に腫瘍細胞が低酸素状態になるとすると、その後

に続く放射線治療の生物学的効果が低くなる可能性がある。よって、今後は低酸素状

態の程度や空間分布を評価する必要があるといえる。低酸素状態を評価する方法には、

小動物に HypoxiSense680 などの低酸素領域標的薬剤を投与する fluorescence imaging

や、病理学的な手法がある。しかし、これらの手法は侵襲的であり、また前者は空間

分解能が低いという欠点がある。一方、空気吸入時と高濃度酸素吸入時の腫瘍の

MRI信号を比較する、Blood Oxygen Level Dependent (BOLD) 法や Tissue Oxygen Level 

Dependent (TOLD) 法であれば、非侵襲的かつ高空間分解能な評価が可能であるため、

血管破壊後の低酸素領域イメージングに有効な可能性がある。これまでに、ラット腫
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瘍に高線量の放射線治療を行った後に生じる低酸素領域については、BOLD 法と

TOLD法の有効性が報告されている (Hallac et al., 2014; Zhou et al., 2017)。 

 また、本研究では血管破壊 24 時間後にマイクロバブルが腫瘍血管外に漏出したこ

とが示唆された。よって、血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊に続いて化学

療法を行うことで、薬剤の腫瘍への輸送効率を高められる可能性がある。 

 

 

3.5 小括 

 本研究では、血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊前後の微細血管三次元分

布の変化を、AA を用いて定性的・定量的に評価した。血管標的 GNPs と放射線治療

による血管破壊効果の評価に AAが有効であることが示唆された。血管の三次元分布

を表す新しい指標として CVD ヒストグラムと VPD50を導入し、その有用性を示した。

また、腫瘍の微細血管分布を AAによって把握し、腫瘍の将来的な増殖率を予測でき

る可能性が示唆された。 
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第4章 総括及び結論 

 

①本研究全体から得られた新知見 

 GNPsがクラスターを形成した場合には、均一分布時と比べて GNPs間距離が接近

し、GNPs から放出された二次電子が近傍の GNPs に吸収されやすくなるため、

GNPsによる線量吸収が増加することが明らかとなった。 

 一定重量濃度の場合、GNPs サイズが小さいほどクラスター形成による線量吸収

の影響が顕著になることが示された。 

 小動物の実験において、血管標的 GNPs と放射線治療の併用療法による血管破壊

効果の評価に AAが有効であることが示された。 

 AA 画像の解析において、腫瘍微細血管の三次元分布を定量的に評価する指標と

して、CVDヒストグラムと VPD50を新たに導入し、その有用性が示された。 

 

②新知見の意義 

 GNPs のクラスター形成を考慮せずに線量増加を推定すると、実際の線量増加を

過大評価する可能性があるといえる。 

 GNPs を放射線増感剤として用いる場合に、GNPs による線量吸収を加味し、線量

増加を効率的に向上させるための GNPs サイズ・濃度等のパラメータの選択に有

用であるといえる。 

 腫瘍の微細血管分布を AA によって把握し、腫瘍の将来的な増殖率を予測できる

可能性があることが示唆された。 

 小動物を用いた実験において、実験初期の微細血管を AA によって撮影し血管の

三次元分布を定量的に把握することで、異常な状態にある個体を早期に客観的に

除外し、コホート内での個体間の腫瘍状態のばらつきを小さくするという、AA

の新しい利用方法を提案した。 

 

③本研究から得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 

 GNPs に吸収される放射線量を計算したことで、今後は高い放射線増感効果を得

つつ、使用する GNPs 量を最小限に抑えるという、治療スキームの最適化の検討

を行うことができる。 

 腫瘍血管破壊後には、腫瘍内で低酸素状態になることが予想される。腫瘍内の酸

素濃度は放射線治療の生物学的効果に影響するため、今後は血管破壊後の低酸素

状態の程度や空間分布を評価する必要がある。 
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 血管標的 GNPs と放射線治療による血管破壊に続いて化学療法を行うことで、薬

剤の腫瘍への輸送効率を高められるかどうかを検討する。 

 

④今後の課題 

 本研究では、計算の際には細胞核やミトコンドリア等、細胞の生存に重要な構造

体の存在を考慮していない。これらの構造体は、GNPs を用いた放射線増感治療

の主要なターゲットである可能性が指摘されている。よって、今後は実際の細胞

内での GNPs の空間分布を高精度に測定し、その分布をもとに細胞核やミトコン

ドリア等への線量増加を計算する必要がある。また、ROS の挙動をシミュレーシ

ョンに組み込むことが、生物学的効果の推定に有用である。 

 本研究で用いたマウス数は 9 体と少数であるため、より大規模な検討が必要であ

る。また、今後の AA 撮影の際にはマウス尾静脈にマイクロバブルを正確に注入

する技術の訓練が必要である。 

 血管標的 GNPs と放射線治療の併用療法では、これまでに電子顕微鏡や MRIを用

いた手法においては血管破壊効果が示唆されていたものの、今回の Acoustic 

Angiographyを用いた検討では、必ずしもこの組み合わせが効果を保証するもので

はないことが示された。第 2 章において示されたように、GNPs のサイズや濃度

の最適化等により、血管標的 GNPs と放射線治療の効果も、より精密な検討が必

要であると考えられる。具体的には、GNPs 投与法の最適化、放射線の線量の最

適化、そして、今回考案した指標を用いた、生体における併用効果の定量化等が

挙げられる。 
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Harvard Medical School 放射線腫瘍学部門の Ross Berbeco 准教授、Jeremy Bredfeldt 臨

床医学物理士長には、研究者としての可能性を広げる有益な御指導を頂きました。

Needa A. Virani博士研究員、Marios Myronakis元博士研究員、Sijumon Kunjachan助教

には、金ナノ粒子を用いた生物実験や画像解析など、私になじみの薄かった知識・技

術を快く御教授頂きました。また、留学中に出会った多数の研究者の皆様には、多岐

にわたる御助言や激励のお言葉を頂きました。ここに深く感謝の意を表します。 

 北海道大学大学院工学研究院量子理工学部門 松浦 妙子准教授、北海道大学大学院

医学研究院放射線治療科 橋本 孝之特任准教授、名古屋市立大学大学院医学研究科 歳

藤 利行先生、北海道大学大学院保健科学研究院 石川 正純教授と石川研究室の皆様に

は、研究方針やデータ解析に関して多大な御助言を頂きました。深く感謝致します。 

 SonoVol社の Rajalekha M. Rajamahendiran研究員、Tomasz J. Czernuszewicz最高技術

責任者、Ryan Gessner 最高経営責任者には、Acoustic Angiography 画像の取得・解析

について丁寧な御助言を頂きました。御礼申し上げます。 

 北海道大学国際連携研究教育局量子医理工学グローバルステーションの Kenneth 

Sutherland 助教、Anastasia Makarova 元博士研究員、Hao Peng 訪問研究員には、モン

テカルロシミュレーションの構築と研究方針について、多大な御協力を頂きました。

また、Qiong Xu 元博士研究員、Jeff Wang 博士研究員、Qin Zhang 元訪問研究員、北

海道大学医学研究科 野村 友祐氏とは、居室を共にする中で、互いに助け合い、切磋

琢磨しながら研究に励むことができました。心から感謝いたします。 
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 最後に、4 年間にわたる私の博士課程の生活を支えてくれた家族に、この場をお借

りして心より御礼申し上げます。ありがとうございました。 

 

権 池勲 
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利益相反 

  

 本論文における第 3章の基礎論文 “Use of 3D contrast-enhanced ultrasound to evaluate 

tumor microvasculature after nanoparticle-mediated modulation” について、共著者である

Rajalekha M. Rajamahendiran, Max Harlacher, Tomasz J. Czernuszewicz, Ryan Gessnerは、

Acoustic Angiography装置を開発・販売している SonoVol社と雇用関係にある。 
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