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【略語表】 

AgNO3 (Silver nitrate,硝酸銀) 

BBB (Blood-brain barrier,血液脳関門) 

DDTC-Cu (Copper diethyldithiocarbamate, ジエチルジチオカルバミン酸銅) 

DSF (Disulfiram,ジスルフィラム) 

HAuCl4 (Chloroauric acid, 塩化金酸) 

HGNPs (Hollow gold nanoparticles,中空金ナノ粒子) 

NIR (Near-infrared,近赤外線) 

NPL4 (Nuclear protein localization-4,核局在化タンパク質-4) 

PDI (Polydispersity index, 多分散性指数) 

PTT (Photothermal therapy, 光熱療法) 

PVP (Polyvinylpyrrolidone, ポリビニルピロリドン)  

TEM (Transmission electron microscopy, 透過型電子顕微鏡) 

HSP(Heat shock proteins，熱ショックタンパク質) 

LSPR（Localized Surface Plasmon Resonance，局在表面プラズモン共鳴） 

PBS（Phosphate-buffered saline，リン酸緩衝生理食塩水） 
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1. 研究背景 

 グリオーマは中枢神経系の脳腫瘍であり、原発性脳腫瘍の約 80％を占める [1, 

2]。グリオーマは神経膠腫であり、グレード IV の膠芽腫は、予後不良で再発率お

よび死亡率が高い。化学療法は、手術および放射線療法とともに、グリオーマに

対する必須の治療手段である。しかし、腫瘍部位への効率的な薬物送達は、薬物

分子を含む様々な物質の脳内輸送を制御する血液脳関門（BBB）によって妨げられ

ている。現在、ドラッグデリバリー技術の研究が行われており、効率的な薬物送

達のためのアプローチがいくつか報告されている。例えば、BBB に特異的なリガン

ドを添加した薬物／ナノメディシン[3]、マイクロ／ナノバブルと超音波の併用、

BBB を脱出するための鼻から脳への経路アプローチ[4]などが提案されている。そ

の一方でカルムスチンウェハーのような局所化学療法剤は、抗がん剤を腫瘍部位

に直接送達することができ、BBB を通過する必要がないため、腫瘍部位に高濃度の

薬物を投与することができる。しかし、薬物の浸透性が悪く、化学療法抵抗性が

あるため、その応用には限界があるのが現状である[5] 。 

 

ナノメディシンは、脳腫瘍細胞などを標的とするように設計された、ナノテク

ノロジーを応用した医薬品、またはナノ粒子・ナノ材料ベースの医薬品であり、

抗がん剤やナノキャリアを必要な時間、必要な部位、必要なタイミングで効率的

に送達することを可能にするものとして期待されている[6-9]。従来型のナノメデ

ィシンは、生体親和性の高い、生体膜と同じ構成成分であるリン脂質からなるナ

ノカプセルであるリポソームや血清タンパクのアルブミンを構成成分とするアル

ブミンナノ粒子、そして生体内に多く存在する鉄を構成成分とするナノ粒子がよ

く知られている。最近では、それ以外にも鉄以外の金属ベースのナノ粒子や無機

物ナノ粒子が新しいナノメディシンとして期待されており、臨床試験が行われて
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いる[10]。これらは、従来型のナノメディシンにはない特性を有しており、例え

ば、イメージングが可能な光学的性質を有している。生体内に投与するため、細

胞毒性や体内動態などの詳細な検査が必要である一方で、がんなどの難治性疾患

を治療する場合において、リスク・ベネフィットの観点で、これらの次世代型の

ナノメディシンが有効になるかもしれない。 

 

光温熱療法（Photo Thermal Therapy、PTT）は、がん細胞を光で加熱する低侵

襲な治療法であり、PTTを利用した様々なナノメディシンが研究されている[11-

15]。例えば、近赤外線（NIR）光（700～1000 nm または 1100 nm）は、血液や組

織による光吸収に影響を与える可視光線と比較して、体組織を深く透過すること

ができる。NIRレーザーと吸収剤を用いた併用療法ががん治療のために研究されて

おり、さまざまなナノ材料や化合物による効率的な光吸収とそれに対する PTTの

効果も研究されている。各種吸収剤を使用した PTTの研究例として、グラフェン

ナノシート[16、17]、インドシアニングリーン[18]、ホウ素ジピロメテン誘導体

[19]が挙げられる。また、大きなアスペクト比を持つ金ナノ粒子（金ナノロッド

[20、21]、ナノスター[22、23]、ナノシェル[24、25]、ナノケージ[26、27]な

ど）は、可視光よりも長い波長の光を吸収することができるため、PTTに関する研

究が行われている(Fig.1)。 
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Fig. 1. (a) Different types of gold nanoparticles, and (b) the application of PTT in the 

treatment of cancer. 

中空金ナノ粒子（HGNP）は、金ナノシェルやナノケージと同様に、各ナノ粒子に

空洞を持ち、広い範囲（550～950 nm）で調整可能な吸収帯を持つ機能性金ナノ粒

a. 

b. 
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子の一種である[28]。いくつかのタイプの HGNPは、ナノ孔を有した表面構造を有

している。HGNPのワンステップ調製が報告されており[29]、これは費用対効果の

観点から有利であるだけでなく、簡便に作製できるため実用化にも有利である。

事前の文献調査によると、HGNPは薬学以外の異分野で多くの研究が行われてき

た。例えば、HGNPは、高い触媒特性を示すことから、燃料電池触媒としての有用

性が研究されている[29]。HGNPはまた、4-ニトロフェノールの還元による環境浄

化のための触媒的研究 [30]や、次世代蓄電デバイスのための電気化学的スーパー

キャパシタとしても研究されている [31]。金ナノ粒子で装飾された中空およびコ

アシェル金属ナノ粒子は、光触媒にも使用されると報告されている[32, 33]。医

療分野における HGNPの応用としては、バイオアッセイ用センサー[28]やドラッグ

デリバリーにおける PTTへの用途[34, 35]などが報告されている。金ナノ粒子の

PTT特性は、局在表面プラズモン共鳴（LSPR）と、エンクロージャーの内部と外部

の間の強いプラズマ結合から生じる[36]。HGNPはポーラス（「ホットスポッ

ト」）と突起（「チップスポット」）構造をもち、プラズモニック結合によって

HGNPに生成される様々な電磁的「ホットスポット」と粒子表面「チップスポッ

ト」が、超高効率の光-熱変換効率を実現している[37]。 

しかしながら、熱ショックタンパク質（HSP）は PTT治療においてしばしば過剰

発現され、がん細胞の熱ストレス耐性を高め、PTT効果の悪化をもたらす

[38,39,40]。抗がん剤は高温の熱と相乗効果を示すため、PTTで発生した熱は直接

的に薬剤の殺細胞効果を高め、より高い細胞毒性を示す[41]。したがって、PTTの

効果を高め、副作用を軽減するためには、PTTと化学療法を組み合わせることで、
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HSPの発現を抑え、がん細胞の熱感受性を高め、抗がん効果を向上させることがで

きる。 

Fig. 2. (a) Structure of disulfiram (DSF), and (b) the structure of DDTC-Cu. 

今回の検討では、ドラッグリポジショニング/ドラッグリパーパス薬であるジス

ルフィラム(DSF)(Fig.2a)に焦点をあてた。ドラッグリポジショニング/ドラッグ

リパーパス薬は、もともと従来研究開発されてきた医薬品において、別の薬理効

果が確認されたものについて、その治療薬として使用されているものである。ミ

ノキシジルを例にすると、もともとミノキシジルは高血圧の薬として研究開発さ

れていたが、発毛の薬として現在販売されている。また抗ウイルス薬であるレム

デジビルやアビガンのような薬が、新型コロナウイルス感染症のくすりとして期

待されていたのは記憶に新しい。抗がん剤を含む新薬の探索には絶えまない努力

が払われているが、新しい抗がん剤の開発には、成功のために多額の投資が必要

である。また、従来の抗がん剤は、薬剤耐性のために治療効果が妨げられる。こ

のため、ドラッグリポジショニング/ドラッグリパーパス薬は、ある程度安全性が

担保されていることから、医薬品開発プロセスに有効な戦略としてスポットがあ

てられている。がんに対するドラッグリポジショニング/ドラッグリパーパス薬と

して、例えば、コレステロール低下剤であるスタチン[42]、抗マラリア薬である

アルテミシニン[43]、骨粗鬆症、ページェット病の治療薬であるアミノビスホス

a. b. 
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ホネート[44]、2型糖尿病の第一選択薬であるメトホルミン[45]などが抗がん剤と

して研究されている。 

DSFはアルコール依存症の治療に用いられる嫌酒薬である。DSFは、食品医薬品

局（FDA）が推奨する用量で、安全性と治療効果が確立されている [46]。DSFは、

ドラッグリポジショニング/ドラッグリパーパス薬として、がんを含むいくつかの

疾患に対して有望であり、抗がん効果を有している。DDTCは DSFの代謝産物であ

り、銅との複合体(DDTC-Cu)化によりがん治療薬として研究されている。DSFと

DDTCによる銅のキレート化には強力な抗がん作用があり、薬剤耐性を改善するこ

とができるだけでなく、活性酸素種の産生を誘導し、がん遺伝子のシグナル伝達

経路（マイトジェン活性化プロテインキナーゼ、核内因子 κ B など）を制御する

[47, 48]。Skrottらは、DDTC-Cuが核局在化タンパク質-4（NPL4）と結合して凝

集を誘導し、重要な p97-NPL4-ユビキチン融合分解タンパク質 1経路を無効にして

細胞死を引き起こすことを報告している［49］。また、DDTC-Cuはナノメディシン

の研究において、リン脂質からなるリポソームやナノ粒子に組み込まれて検討さ

れた例があるが情報が少ないのが現状である[50, 51]。 

DSFおよび DSFと銅を併用した治療は、グリオーマを含む様々ながんの治療薬と

して臨床試験が行われている（Table 1）。DSFと Cuの併用が GBMに有効であると

いう十分な前臨床エビデンスがある[52]。しかしながら、Huangらの研究では、化

学放射線療法後に診断されたグリオーマの治療にジスルフィラムとテモゾロミド

を併用する第 I相試験の研究が行われている。この結果より、ジスルフィラムは

テモゾロミドと安全に併用できるが、可逆的な神経毒性を引き起こす可能性があ

るとわかった[53]。単剤治療と比較すると、2つ以上の治療モダリティを使用する

マルチモーダル併用療法は、個々の治療法の利点を活かし、より低用量の治療薬

で高い抗がん効果をもたらし、高用量の薬物を使用することにより生じる人体組
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織への副作用を軽減する[54]。複数の治療様式を通じて腫瘍を相乗的に治療する

ことができ、その結果、治療効果の向上と副作用の軽減という目標を達成するこ

とができる。したがって、DDTC-Cuによる毒性副作用を減らし、PTTの効果を高め

ることで、本研究は HGNPによる PTTと DDTC-Cuによる化学療法を併用した。 

Clinical trials of DSF or DSF/Cu in patients with cancer.  

Model Compound Study Start Year Status Clinic trial ID 

Breast NeoplasmFemale Metastatic 

Breast Cancer 
DSF, Cu Phase II 2017 Recruiting NCT03323346 

Prostate Cancer DSF Phase I 2010 completed NCT01118741 

Prostate Cancer DSF,Cu Phase I 2017 terminated NCT02963051 

Metastatic Pancreatic Cancer DSF,Cu Phase II 2019 terminated NCT03714555 

Metastatic Pancreatic Adenocarcinoma 

Refractory Malignant Solid Neoplasm 

Stage IV Pancreatic Cancer AJCC v8 

DSF , Gemcitabine 

Hydrochloride 
Phase I 2016 Active, not recruiting NCT02671890 

Refractory Solid Tumors Involving the 

Liver 
DSF,Cu Phase I 2008 completed NCT00742911 

Non-small Cell Lung Cancer DSF Phase II/III 2006 completed NCT00312819 

Germ Cell Tumor DSF Phase I 2019 completed NCT03950830 

Multiple Myeloma DSF,Cu Phase I 2021 terminated NCT04521335 

Relapsed Sarcomas DSF,Cu,Doxil Phase I 2023 Recruiting NCT05210374 

Melanoma DSF,chelated zinc Phase II 2010 completed NCT02101008 

Metastatic Melanoma DSF,Arsenic trioxide Phase I 2006 terminated NCT00571116 

Stage IV Melanoma DSF Phase I/II 2002 completed NCT00256230 

Glioblastoma DSF,Cu,TMZ Early Phase I 2013 completed NCT01907165 

Glioblastoma ,Glioblastoma Multiforme DSF,Cu,TMZ Phase II 2018 terminated NCT03363659 

Glioma,Glioblastoma 
DSF,Cu,Alkylating 

Agents 
Phase II/III 2017 completed NCT02678975 

Glioblastoma DSF,Metformin Early Phase I 2018 terminated NCT03151772 

Recurrent Glioblastoma DSF,Cu,TMZ Phase II 2017 completed NCT03034135 

Glioblastoma Multiforme DSF,Cu,TMZ Phase I/II 2016 Active, not recruiting NCT02715609 

Glioblastoma DSF,TMZ Phase I/II 2016 completed NCT02770378 
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Table 1. Clinical trials of DSF or DSF/Cu in patients with cancer . 

(ClinicalTrials.govにおいて、“Disulfiram”, “cancer”, “copper”で検索 

（2024 年 1 月現在）。文献 47の表を参考に新しい臨床試験を新たに構成した。) 

2. 本研究の目的 

以上の研究背景から、本研究では、PTTに有用な HGNPの調製に焦点を当て、実

験条件を変化させた場合に形成される粒子の物理化学的、光学的、光熱特性を評

価し、単一工程で HGNPを調製した場合、粒子の形成において起きている現象を理

解することに努めた。次に、ドラッグリポジショニング薬として注目されている

DSFの代謝物である DDTC-Cuに着目し、グリオーマ細胞株に対する in vitro条件

における殺細胞効果を評価し、HGNPによる PTTと DDTC-Cuによるグリオーマに対

する併用療法に関する研究は、我々が知る限りまだ研究されていない。今回の研

究においては、HGNPによる PTTと DDTC-Cuを併用することによる、グリオーマに

対する効果を明らかにすることを目的とする。 
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3. 材料と機器 

3.1 試薬 

塩化金酸 (HAuCl4):FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 

ポリビニルピロリドン K30 (PVP Wt. 40000)：Tokyo Chemical Industry, 

Tokyo, Japan 

ジエチルジチオカルバミン酸銅(Ⅱ)：Tokyo Chemical Industry, Tokyo, 

Japan 

塩化銅(Ⅱ)：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

ハイドロキノン：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

硝酸銀(AgNO3)：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

亜硫酸ナトリウム(Na2SO3)：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

N,N-ジエチルジチオカルバミン酸ナトリウム三水和物(DDTC)：Wako Pure 

Chemical Industry, Osaka, Japan 

クロロホルム：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

C6ラットグリオーマ細胞株：ATCC, Rockville, MD，USA 

D-MEM：Wako Pure Chemical Industry, Osaka, Japan 

牛胎児血清：Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA, USA 

ペニシリン：FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 

Cell Counting kit-8：Dojindo, Kumamoto,Japan 
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 3.2 機器 

紫外可視分光光度計 (UV-1800; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) 

動的光散乱装置 (ZetaSizer Nano series; Malvern Instruments, 

Worcestershire, UK).  

凍結乾燥機 (FD-1000; EYELA, Tokyo, Japan) 

マイクロプレートリーダー (Nivo 3S; PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA) 

透過型電子顕微鏡 (TEM)(JEM-1400Plus; JEOL, Tokyo, Japan) 

660 nmレーザー（MDL-XD-660-3W、Changchun New Industries Optoelectronics 

Tech. Co., Ltd., Changchun, China） 

サーモカメラ（CPA-0170; CHINO Corporation, Tokyo, Japan） 
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4. 方法 

4.1 中空金ナノ粒子の調製 

 以前に報告された HGNPを合成するためのワンステップテンプレート法を、以前

の文献を参考にして作製した[28]。AgNO3 (10 mM, 600 µL)、ハイドロキノン (90 

mM, 400 µL)、および PVP 溶液 (1%, 45 mL) をビーカー中で撹拌しながら、0℃ 

(氷浴) で 3 分間混合した後、600 µL の HAuCl4 (10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM) 

を制御された速度 (50 µL/min, 100 µL/min, 150 µL/min または 200 µL/min) で

滴下し、サンプルをさらに 30 分間撹拌した。その後、1 mLの濃アンモニア水

（25%）を加え、AgCl テンプレートを除去した。溶液を 5000rpmで 5分間遠心し、

サンプルを回収して水で 2回洗浄した。特に、20mMの HAuCl4を 50 µL/minの速度

で滴下して調製した HGNPを、その後の実験で評価した。比較検討として金ナノス

ターを使用した。調製方法は以前の文献に従った[23]。 

 

4.2 粒子径と表面電荷測定 

HGNP サンプルの平均粒子径と多分散性指数（PDI）は、動的光散乱法により測定

した。水に分散させた HGNP（800 µL）試料をキュベットにロードし、ZetaSizer

を用いて測定を行った。試料を 25℃に設定した温度で測定した。また、サンプル

のゼータ電位の測定も行った。 

 

4.3 光学特性 

プレートマイクロプレートリーダー（Nivo 3S）を使用してサンプルの吸光度を

400 nmから 1000 nm までスキャンすることによりサンプルの 紫外可視吸光スペク

トルを得た。 
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4.4 透過型電子顕微鏡 (TEM) 

水に分散したサンプルをカーボンコーティングされたグリッドにロードし、TEM 

（JEM-1400Plus）によって観察した。 

 

4.5 660 nm レーザーの照射およびサーモグラフィによる温度モニタリング 

1.5mLマイクロチューブに入れた HGNP 試料（500 µL。6.3、12.4、18.4、24.5

または 36.6 µg/mL）を固定し、660 nmのレーザー（MDL-XD-660-3W）を 1.5W/cm2

で 10 分間照射した。マイクロチューブ内の試料の温度を測定するため、サーモカ

メラ（CPA-0170）を用いて 30秒間隔で記録した。 

間欠的・断続的なレーザー照射では、HGNP 試料に 660 nmのレーザーを 5分間照射

した後、試料を室温で自然に冷却し、再びレーザー光を照射した。このレーザー

照射の「onと off」のサイクルを、3回行った。 

 

4.6 細胞培養 

C6ラットグリオーマ細胞は、抗生物質と 10％ウシ胎児血清を含む DMEM 培地を

入れた細胞培養ディッシュで維持され、CO2インキュベーター内で 37℃で培養され

た。 

 

4.7 WST-8 アッセイ 

C6 細胞を 1ウェル（100 µL）当たり 1×104個の密度で播種し、24時間前培養し

た。DDTC、DDTC-Cu、HGNP、または HGNPと異なる濃度の DDTC-Cuの混合物を添加

し、1時間インキュベートした。細胞をレーザー光で処理するため、レーザー

（660 nm、1.5W/cm2）を 2～5分間照射した後、細胞を PBSで洗浄し、24時間培養

した。細胞生存率は、Cell Counting Kit-8 を用い、製造元のプロトコールに従っ
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て測定した。サンプルの吸光度は、プレートリーダー（Nivo 3S；波長 450 nm）を

用いて測定した。 

 

4.8 統計処理 

 データ分析は Graphpad Prism 9.0 を用いて行った。P<0.05 を有意差とみなし

た。（t 検定と one-way ANOVAを実行した） 
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5. 結果と考察 

5.1 HGNPの合成と実験条件の影響 

ここでは、HGNPについて、Fig.3 に示すような AgCl テンプレート法を用いて合

成した[29]。多孔性ナノ構造を有する材料を作製する方法としては、化学エッチ

ング（chemical etching）、ガルバニック置換（galvanic replacement）、脱合

金化法（de-alloying）、自己組織化（self-assembly）、テンプレート法（鋳型

法。template）、電気化学法（electrochemical）が知られている[30]。今回は、

簡便、単一工程でかつ、通常の実験温度で合成ができる多孔性ナノ粒子の合成法

としてテンプレート法を採用した。

 

Fig. 3. The process of synthesis of HGNP. 

 

この方法では、銀イオンと塩化物イオンとの化学反応により、AgClが生成し、

さらに粒子表面では、界面活性剤である PVPによって被覆されていることが想定

される（鋳型）。また、粒子表面では、還元剤であるハイドロキノンによって金
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イオンが還元し、金の核形成が生じていることが想定される。その後、濃アンモ

ニア溶液と洗浄操作によって鋳型が除去されることにより HGNPが得られる。 

 

本研究で使用した方法は、簡便な調製のために単一工程で行う調製法を採用し

ている。硝酸銀、ハイドロキノン、PVPを含む溶液に塩化金酸を添加しており、溶

液内では、AgClの核形成と Auの核形成がほぼ同時に起きることが想定される。

HGNPの形成が複雑に起きていると想定されるため、今回の方法を用いて実際に形

成された粒子を評価する必要性があると考えた。 

 

 

Table 2. Experimental conditions for the preparation of HGNP. The mean particle size 

and PDI for the HGNP (n=4) and the peak wavelength of light absorbance. ND, No 

data. 
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Fig. 4. (a-h) Morphology of HGNP prepared using condition 1-8 (described in Table 2) 

as observed in TEM images (scale bars are 200 nm). (i)TEM images (scale bar is 50 

nm) of HGNP under condition 5. The detailed preparation of HGNP is described in 

Materials and Methods. 

 

上記の調製方法から、HAuCl4を添加することにより反応が進行するため、HAuCl4

の添加過程が大きく HGNPの形成に影響すると考え、Table2 のように HAuCl4の濃度

（10、20、30、40 mM）と滴下速度（50, 100, 150, 200 µL/min）の実験条件を変

えて得られる HGNPを評価した。得られた HGNPの粒子径、PDI、および外観を

Table2 および Fig.4 に示した。今回検討したほとんどの条件で、HGNPが得られ、

粒子径は、100～130 nm、PDI は約 0.1 であり、単分散の HGNPが得られた。条件 1

（添加濃度 10 mM、添加速度 50 µL/min）は、最も遅い滴下速度と最も低い濃度

の HAuCl4を使用した条件であり、沈殿を確認した。TEMの観察からは、粒子は不均

i 
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一であり、角ばった形状の粒子が確認された。考察としては、HAuCl4の量が不足し

ているため、立方体結晶である AgClの成長を抑えるだけの量がまかなえず、結果

として、不均一かつ角ばった粒子の形成につながったと考えられる。角ばった粒

子の内部は比較的透過性が高い画像であり、中空構造は形成されている可能性が

あると考えている。将来的には、ガス吸着法により、各サンプルの比表面積や粒

子の孔径を測定することでより詳細な情報を得られると考えている。 

 

次に注目すべき結果として、高濃度の HAuCl4を添加した場合（条件 5-8、添加濃

度 20-40 mM、Fig.4e-h）、金ナノスター（金ナノアーチンとも呼ばれる粒子表面

に突起状を有する形状の粒子[22,23]）のような顕著な突起構造を持つ HGNPが得

られたことが挙げられる。これは、ナノ粒子表面の特定の結晶面において金の成

長が進み、突起が形成されたことを示唆している。条件 5～7で得られた HGNP

は、条件 2～4 で得られた HGNPよりも長波長の吸収ピークを示していることから

（Table2）、TEM画像で確認された粒子表面の突出構造は光の吸収波長に影響を与

える可能性があると考察している。また、突起状をもった構造のためか、条件 5～

7で得られた HGNPは、条件 2～4 で得られた HGNPよりも、わずかに粒子径が増大

する傾向を示した。対照的に、最も高濃度の HAuCl4（条件 8、添加濃度 40 mM）を

用いて調製した HGNPは、条件 2-7のサンプルと比較して、粒子径と PDI がわずか

に大きく、調製したサンプルの中で最も低い波長吸収ピークを示した。塩化金酸

濃度が高いことから、金の核形成が多くなり、相対的に AgClの核形成が少なくな

ったため、中空構造がうまく形成されなかったと推察しており、その結果中空構

造の少ない粒子が得られ、長い波長側にピークがシフトしなかった可能性がある

と考えられる。 
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Fig. 5. Preparation of HGNP treated with NH3・H2O and without NH3・H2O (a) 

Absorption spectrum from 400 nm to 1000 nm. (b) Zeta potential of HGNP treated with 

NH3・H2O and without NH3・H2O. The data represent the mean ± SD (n = 3, *p＜0.05) 
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本調製方法では濃アンモニア水を用いて AgCl テンプレートを除去する。AgCl テ

ンプレートの除去を確認するため、濃アンモニア水で処理する前と処理した後の

粒子の吸収スペクトル（400 nmから 1000 nm）と表面電荷（ゼータ電位）を測定

した。Fig.5が示した結果より、濃アンモニア水で処理した後の HGNPは吸収長い

波長側にピークがシフトした。そして、ゼータ電位がさらにマイナスになった。

以上より、AgCl テンプレートを除去したことになる影響を確認することができ

た。 

 

波長 660 nmのレーザーを使用したのは、この波長が以前、光増感剤（タラポル

フィンナトリウム）を用いた光線力学療法に使用され、臨床現場でグリオーマや

脳腫瘍の治療に使用されていたことによる[55,56,57]。この治療法では、まず水

溶性の光増感剤であるタラポルフィンナトリウムを注射する。その後、タラポル

フィンが効率的に腫瘍に集積することが知られている。次に、半導体レーザーを

がん組織部位（肺がん、悪性脳腫瘍、食道がん）に照射すると、664 nmに吸収ピ

ークをもつタラポルフィンナトリウムが励起状態となり、腫瘍組織内の酸素と反

応して活性酸素を産生することで治療効果を発揮する。将来的には、このような

光増感剤との併用が悪性脳腫瘍の治療に有用になる可能性があると考えている。

その一方で、レーザー出力は本研究で使用したものと異なるため、光増感剤と PTT

を併用する場合は、レーザー出力に関するさらなる実験が必要であると考えてい

る。 

 

今回の結果では、条件 2, 4, 5, 6, 7 では、より長い波長（>660 nm）の光を

吸収する良好な HGNP を得ることができた。前述の通り、光増感剤に対する脳腫

瘍の光線力学療法では 660 nm付近のレーザーが使用されるが、本研究では、最も
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極大吸収波長が長かった条件 5（716 nm）で調製した HGNPに焦点をあて、その後

の実験に使用した。波長が長いほど体内組織への透過性の点で有利であり、将来

性が高いと考えた。 

 

HGNPの実験条件の検討においては、別の論文[29]においても検討されている。

その論文では、ハイドロキノンの濃度が検討されており、その条件下では、得ら

れた HGNPの粒子径は濃度と逆相関していた（270～450 nm）[29]。得られた粒子

径は、今回得られた 100 nmのものと比較して顕著に大きかったため、実験条件を

同時に比較することは難しいかもしれないが、この先行報告と今回の結果を踏ま

えると、少なくとも AgCl 粒子と Au粒子の成長速度のバランスが、HGNPの形成に

影響し、粒子径や多孔性、そして HGNPの吸収ピークに影響を与えることが示唆さ

れた。その他にも形成される粒子に影響を与えるものとして、調製で用いる硝酸

銀濃度が挙げられる。銀イオンの初期濃度によって、形成する AgCl テンプレート

の量が異なるため、粒子中に形成される中空の程度に影響を与えることが予想さ

れる。また AgClの溶解度積の平衡を変えるような実験条件（HClの添加、攪拌す

る温度）で調製を行うと形成される粒子に影響を与えることが予想される。最後

に PVPの濃度や PVP 以外の界面活性剤の選択も、形成される粒子の大きさに影響

を与えるものと思われる。このように考えると、さらなる実験は必要であるが、

660 nmに吸収ピークをもつ HGNPは、限定された実験条件で調製可能であることが

示されており、本研究の実験結果は HGNPの調製において有用な情報を提供してい

るものと考えられる。 

 

5.2 HGNPの PTT効果 
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HGNPが PTTに有用かどうか評価するために、660 nmレーザーを in vitro条件

で照射を行った。各種濃度の HGNP サンプルを調製し、レーザー照射が HGNP サン

プルの温度上昇に与える影響を調べた（Fig.6）。温度上昇は HGNP 濃度に依存し

ており、また照射時間を長くするにつれて温度の上昇が確認された。例えば、

HGNP 濃度が 12.4 µg/mLの場合、温度は 2分で 43.4±0.5 ℃、3分で

49.8±1.0 ℃、4分で 54.5±0.8 ℃、5分で 58.5±0.5 ℃であった。12.4 µg/mL

以上の濃度において、10 分照射したところ、最終的に 60℃から 80℃まで温度の上

昇が確認することができた。この温度は、加熱による不可逆的ながん細胞損傷（> 

50℃）、および加熱によって引き起こされるがん細胞のアポトーシス（41-45℃）

の誘導に効果的である[58]。高濃度の HGNP 試料を照射した場合、温度上昇は 80℃

付近で止まったが、これはおそらく周囲の環境温度のためだと考えている。実際

の脳腫瘍に対する PTT治療においては、レーザー照射による温度上昇をモニター

し、過剰に加熱することを防ぐ工夫をすることが必要であると考えられる。脳内

の正常細胞を加熱すると傷害が生じる可能性があるためである。脳腫瘍細胞は、

ナノサイズの細胞を取り込む貪食能力がある細胞が多く存在する。このため、

HGNPを腫瘍細胞に十分に取り込ませた後、レーザー照射することで治療効果が得

られるかもしれないと考える。その一方で取り込まれなかった HGNPにおいては、

洗浄操作をして HGNPを除去する、または脳腫瘍部位以外へのレーザー照射をしな

いようにする、などといった工夫が必要になるかもしれない。以上より、これら

の結果は、現在の実験条件が PTTによるがん治療に適している可能性を示唆して

いる。また、DDTC-Cuの吸光度に関しては、447 nm付近と紫外領域（<300 nm）に

ピークがあることから[59]、DDTC-Cuに対する近赤外レーザーの影響は最小である

と考えられる。 
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また、HGNPのポーラス構造が温度上昇に影響するかどうか確認するため、660  

nmレーザーにおいて中空構造の HGNP と中空構造を持たない金ナノスター[23]を

比較した。ともに吸収度を 0.2 に調整し、660 nmレーザーを 10 minを照射して、

温度上昇を測定した。Fig.6bから HGNPは GNSより光-熱転換率が高いのはわかっ

た。これは HGNPのポーラスと表面突起構造で強いプラズモン共鳴を起こったため

だと考えられる[37]。 
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Fig. 6. (a)Temperature of HGNP samples of different concentrations (6.3-36.6 µg/mL) 

under NIR irradiation. (b) Temperature of HGNP and solid gold nanostar (A=0.2 at 

660nm) under 660nm laser irradiation. The data represent the mean ± SD (n = 3, 

*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001,the data at 10 min). 

 

  さらに、HGNPの安定性を理解するために、660 nmレーザーを複数回照射し、温

度上昇に及ぼす影響を調べた（Fig.7）。その結果、温度上昇は 2回目、3回目の

照射をした場合も、ほぼ同様に開始温度より約 30℃近くまで上昇することを確認

した。その一方で、2回目と 3回目の温度上昇のピークは、1回目のサイクル
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照射によく耐えたことを示している一方、温度上昇の減少した原因としては、660 

nmレーザー照射によって HGNPのナノ構造がわずかに変化し、光から熱への変換効

率が低下したためと考えられる。 

 

今回の結果は総じて、PTTの複数回照射が可能であることを示唆している。レー

ザーを複数回照射する実際の治療法については、可能性の域を出ないが、脳腫瘍

の摘出手術を行ったときに HGNPを投与し、脳腫瘍細胞に取り込ませた後、その

後、加熱しすぎないようにレーザー照射をある時間間隔で複数回照射し、脳腫瘍

細胞に細胞死を誘導することを想定している。今回は、3回照射で合計 1時間弱の

投与スケジュールで行ったが、照射間隔をより長くしたり、後述の DDTC-Cuの併

用投与などを行ったりするとさらに長い時間の治療になってしまうことが想定さ

れる。 

 

 

Fig. 7. The temperature change of HGNP under intermittent NIR laser irradiation. The 

concentration of the HGNP was set to 12.4 µg/mL. 
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5.3 HGNP ベースの PTTによる治療、DDTC-Cuベースの化学療法、およびそれらの

組み合わせによる脳腫瘍細胞に対する in vitro殺細胞効果 

DSFの代謝産物である DDTCは、グリオーマを含むがん細胞の増殖を阻害するこ

とで知られており、先述の通り、脳腫瘍をはじめとするがん治療薬として期待さ

れている。DDTCによる処理は、C6グリオーマ細胞に対して、今回の実験条件下で

濃度 11.1µMの DDTC-Naにおいて中程度の細胞毒性を示したが、それ以外は大きな

細胞毒性はなかった。（Fig.8a、8b）。次に銅イオンの影響を理解するために、

DDTC-Cuによる処理が C6 細胞の生存率に対する効果を評価した（Fig.8c）。DDTC

は、銅のような二価金属イオンの強力なキレーターであり[51]、DSFは Cuによる

キレート化により抗がん効果が改善することが期待されていることから[60]、主

な代謝産物である DDTC-Cuにおいても顕著な効果が期待される。DDTC-Cu は、比

較的高い濃度で細胞毒性効果を示した（48.3%, 2.78µM; 15.4%, 5.55 µM）。 

 

次に金ベースのナノ粒子のキャリアとしての生体適合性を理解するために、グ

リオーマ細胞 C6を用いて 660 nmレーザー照射なしの HGNPの毒性を評価した

（Fig.8d）。生体内にほとんど存在しない無機化合物や金属化合物は、固有の毒

性を有することから、in vitroにおける細胞毒性だけでなく、in vivoにおいて

は、体内動態の理解と毒性の理解が将来的に重要である。今回は、in vitroにお

いて HGNPの急性毒性を知るため、WSTアッセイにより評価を行っている。検討の

結果、今回の実験条件における最高濃度では細胞生存率（90.8%、24.5 µg/mL）が

わずかに低下して、細胞毒性は観察された。この結果は、HGNP単体では、細胞に

対する毒性が少ないことを示唆している。しかしながら、金をベースとする HGNP

が脳組織で効率的にクリアランスされない場合、何らかの毒性・後遺症の原因に
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なる可能性があるため、引き続き in vivoにおける HGNPの毒性に関する調査が必

要であると考えられる。 

 

対照的に、660 nmレーザーを照射しないで DDTC-Cuと HGNPの混合物は、DDTC-

Cuの濃度に依存して細胞毒性を示した（Fig.8e）。この原因については不明な点

が多い。一つの可能性として、DDTC-Cuと HGNPの混合は高濃度で凝集を引き起こ

す傾向があったことから、適度な凝集は複合体の総サイズを増大させ、DDTC-Cuの

細胞内取り込み量を増加させる可能性があると考えている。金ナノ粒子と DDTC-Cu

が複合体を作るという文献が、異分野の論文において報告されている[59]。細胞

内に取り込まれた DDTC-Cuや HGNPの量が増加した結果、グリオーマ細胞に対する

顕著な殺細胞効果をもたらす可能性が示唆された。 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

0 1.11 1.67 2.22 2.78 5.55 8.33 11.1

C
el

l V
ia

bi
lit

y(
%

)

Conc of DDTC-Na (µM)

a. 



 29 

 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

0 0.56 0.83 1.11 1.39 2.78 4.17 5.55

C
el

l V
ia

bi
lit

y(
%

)

Conc of CuCl2 (µM)

0

20

40

60

80

100

0 0.56 0.83 1.11 1.39 2.78 4.17 5.55

C
el

l V
ia

bi
lit

y 
(%

)

Conc of DDTC-Cu (µM)

b. 

c. 



 30 

 

 

 

 

Fig. 8. Viability of C6 cells treated with (a) DDTC-Na, (b) CuCl2 ,(c) DDTC-Cu, (d) 

HGNP (without 660 nm laser irradiation) and (e) mixture of HGNP (12.4 µg/mL) with 

different concentrations of DDTC-Cu. The data represent the mean ± SD(n = 3). 

0

20

40

60

80

100

0 6.3 12.4 18.4 24.5

C
el

l V
ia

bi
lit

y 
(%

)

HGNPs conc (µg/mL)

0

20

40

60

80

100

0 0.56 0.83 1.11 1.39 2.78 4.17 5.55

C
el

l V
ia

bi
lit

y 
(%

)

Conc of DDTC-Cu (µM)

d. 

e. 



 31 

660 nmレーザーを照射し、HGNPを用いた PTTによる殺細胞効果の結果を Fig.9a

に示す。細胞の生存率は照射時間に依存し低下した（73.8％、3分；50.7％、4

分；12.2％、5分）。レーザーエネルギーの吸収と熱への変換による温度上昇

（Fig.6）が、PTTによる効果につながったと考えられる。その一方で、660 nmレ

ーザーを照射しなかった、HGNP単体の処理では顕著な細胞毒性を示していない

（Fig.8d）。DDTC-Cuと PTTを組み合わせた結果、Fig.9bに示すように、明確な

細胞毒性効果（< 20 %）を示した。DDTC-Cuと HGNP（Fig.8e,660 nmレーザー照射

なし）や PTT単独（Fig.9a）では中程度の細胞毒性効果を示さなかったことと対

照的である。この顕著な殺細胞効果が得られた原因は明らかでないが、Ly NHらは

DDTC-Cuと Auが Au-Sで結合できることを提案した[59]、一つの可能性として、

DDTC-Cuと HGNPの組み合わせは、上述したように凝集傾向があり、複合体が細胞

への取り込みを増加させることで殺細胞効果が向上したと考えられる。別の可能

性としては、殺細胞効果は PTTによる化学療法に対する感受性の増加によるもの

で、Fig.9bの結果と同様に顕著な殺細胞効果をもたらしたのかもしれない。実際

の脳腫瘍治療においても検討が必要であるが、もし DDTC-Cuと HGNPを共存させる

条件を実現させることができれば、同様の効果が期待できるかもしれないと考え

ている。また、PTTによるレーザー照射時間を延長させることで（例えば 5分間の

660 nmレーザー照射）高い効果があると推測している。PTTと DDTC-Cuによる併

用療法による今回の in vitroの結果は、グリオーマの治療に有望であると考えて

いる。また、グリオーマと DSF-Cuによる臨床試験が経口投与で行われていること

から[52-53]、DSF-Cuを服用した後に、HGNPによる PTTを行うという治療法の選

択も可能になるかもしれない。 
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Fig. 9. (a) Viability of C6 cells treated with HGNP and different laser irradiation 

durations (660 nm, 1.5 W/cm2). (b) Viability of C6 cells treated with laser only, DDTC-

Cu under 660 nm laser irradiation, HGNP (12.4 µg/mL) under 660 nm laser irradiation 

and in the presence of DDTC-Cu (0.56 µM). The data represent the mean ± SD (n = 3, 

****p＜0.0001)   

 

将来のグリオーマ治療では、正常細胞への影響を避けるため、グリオーマ細胞

に HGNPが取り込まれた後に、ナノ粒子を用いた PTTを行うことになるかもしれな

い。外科的切除を伴う局所療法は効果的であることから、本治療法は、脳腫瘍の

外科的切除の後に、NIRのレーザー照射による PTTを、脳組織の温度モニタリング

を行いながら実施される可能性を想定している。PTTを成功させるには、いくつか

の障壁を克服しなければならないと考えられる。グリオーマは非がん組織に浸潤

していることが多く、グリオーマを完全に除去することは難しい。一つの画期的

な方法として、イメージングと治療を同時に兼ね備えたセラノスティクス

（Theranostics。Therapeuticsと Diagnosticsの造語）用のナノメディシンを用

い、ナノ粒子の分布を可視化し、正確な治療につなげる治療様式が提案されてい

る[58]。また NIRレーザーを用いた PTTは、体内組織への透過性の点で限界があ

る。このため、より深い領域に到達できるファイバータイプの NIRレーザーの開

発は、グリオーマに対するレーザー照射において役立つかもしれない。さらに PTT

を他の化学療法と組み合わせることで、腫瘍細胞を破壊し、治療成績を改善でき

る可能性があると考えている。 

 

  



 34 

6. 結論 

本研究では、簡便なワンステップ法を用いて HGNPを調製することから検討を始

めた。検討の結果、HAuCl4の滴下速度と濃度を制御することによって変化すること

から、AgClと Auの形成のバランスが、HGNPの粒子径や表面形状、空隙率に影響

することを見出した。また、PTTに有用な、球状の金ナノ粒子の吸収波長よりも高

波長側に吸収ピークをもつ HGNPが得ることができた。 

 

660 nmレーザーを用いた PTTに適しており、がん細胞を死滅させるのに十分な

温度上昇を示し、複数回の照射による制御が可能であることが示された。加えて

DDTC-Cuの存在下では、in vitroでグリオーマ細胞に対する顕著な細胞毒性効果

が観察された。このアプローチの治療効果と安全性を評価するためには、さらに

in vivo 実験が必要であるが、本研究の結果は、DDTC-Cuを用いた化学療法と HGNP

とレーザーを用いた PTTの併用によるグリオーマの新しい治療法として有用な情

報を提供するものであると考えられる。 

 

7.生成系 AI の使用について 

今回、日本語の文章に翻訳し、文章を流暢にする目的として、DeepLと Googleを

使用している。 
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