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研究成果の概要（和文）：本研究ではボロン化合物を合成し、膜流動性感受性ボロンリポソームの構成脂質とし
て用いた。膜流動性感受性ボロンリポソームは有機溶媒を用いることなく、超音波処理だけでボロンを高濃度含
有することができた。また、各種FITC標識ボロンリポソームの取り込みにおいて、メラノーマ細胞に対しては高
い蛍光が見られたのに対し、繊維芽細胞ではほとんど観察されず、腫瘍細胞選択性が認められた。このリポソー
ムは、37℃での血清内24 hと4℃での緩衝液中30 dのインキュベート後も高い安定性を示した。さらに、熱中性
子照射によって、BSH水溶液群と比較して膜流動性感受性ボロンリポソームによる有意に高い殺細胞効果が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Membrane-fluidity sensitive boron liposomes (MFSBLs) had a mean diameter of 
59.6 nm and a zeta potential of -11.3 mV. High encapsulation efficiency value from 55% to 89% of 
B-10 in MFSBLs were obtained. MFSBLs had high stability (95-99%) in the retention of B-10 during 
storage at 4°C for 30 d. All borocap-tate-loaded formulations had low cytotoxic effects in human 
fibroblast cells. MFSBLs were efficiently fused to melanoma cells, but were inefficiently fused to 
human fibroblast cells. Thus, it is essential to elevate the B-10 concentration in melanoma cells, 
while maintain low levels of B-10 in normal fibroblast cells. The tumor/normal ratio (T/N ratio) was
 3.0.  MFSBLs showed higher suppression of growth of melanoma cells than BSH solution. This result 
suggested novel MFSBLs composed of DMPC is useful for B-10 carrier on BNCT for melanoma.

研究分野：製剤学

キーワード： リポソーム　中性子捕捉療法　膜流動性
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍の放射線治療研究では、線量を
マクロの腫瘍に集中する技術開発に大きな
努力を傾注し、大きな成果を収めた。これ
をさらに発展させるためには、線量を腫瘍
細胞レベルで選択的に集中することが望ま
しい。その一つに、ボロン中性子捕捉療法
（BNCT）が挙げられる。しかし、10B と反応
する低速の中性子自身を制御し、ある領域
に集中させることは極めて困難である。従
って、BNCT の成否はボロン化合物が、選択
的に腫瘍組織や腫瘍細胞に集積するかにか
かってくる。ボロン化合物としては
Boronophenylalanine(BPA)や Borocaptate 
Sodium (BSH) のような代表的なものから、
その誘導体である BPA-ol など、種々の改良
が行われているが、体内動態・腫瘍標的性
に問題がある。 
私はボロン化合物の薬物動態・腫瘍標的
性を改善させる目的で種々のリポソームな
どの担体の開発を行ってきた。しかし、リ
ポソーム単独では EPR 効果に伴う受動的な
標的性しか期待できず、また、結合した各
種リガンドによるエンドサイトーシス等を
利用した内在化経路でも、安全性・腫瘍標
的性・経済的効率性をいずれも十分に満た
したものは開発できていない。 
 近年、Kamiokaらはリポソーム脂質とミセ
ル分子を緩衝液中で超音波処理するだけで
極めて容易に調製することが可能な「ハイ
ブリッドリポソーム」そのものが、抗がん
剤を全く包含せずとも抗腫瘍効果を示すこ
とを報告している。これはリポソームの構
成脂質として、37℃で「柔らかく」流動性
が 高 い Dimyristoylphosphatidylcholine 
(DMPC)を用いたときに起こり、「固い」
Distearoylphosphatidylcholine (DSPC)で
は見られない。この現象は、正常細胞と比
べて腫瘍細胞が特異的に「柔らかく」高い
膜流動性を有しているため、正常細胞とは
膜融合することなく、腫瘍細胞へ選択的な
リポソーム脂質の膜融合・膜内蓄積を惹起
することに起因する。この結果、細胞膜流
動性の変化がFas、FADD、カスパーゼ8のシ
グナル伝達に伴い、アポトーシスを誘導す
ることが示されている。 
 
２．研究の目的 
悪性腫瘍治療に用いられるボロン中性子
捕捉療法を発展させるために、腫瘍細胞の
特異的な膜流動性に起因する腫瘍細胞選択
的融合性を持つハイブリッドリポソームを
応用し、新規の腫瘍細胞送達性をもったボ
ロン担体の開発を行う。このリポソーム自
身は脂質を主成分としており極めて生体適
合性が高い。この低毒性に加えて、腫瘍細
胞選択的膜融合に伴うアポトーシス誘導と、
ハイブリッドリポソームに包含したボロン
化合物の腫瘍細胞膜集積後の中性子照射に
伴う殺細胞効果の相乗効果によって、従来

にない送達性能と治療効果を得られること
を狙う。 
 
３．研究の方法 
ボロンハイブリッドリポソーム(BHLs)の調
製とその物性評価 
ボロン化合物として、臨床においても頻用
されており、高い安全性が確認されている
BSH を用いた。BSH は 1分子中に 12 個のボロ
ンをかご状に有しており、1 分子当たりのボ
ロン原子導入効率が優れている。BSH を含有
するボロン化合物として、2 化合物を合成し
た。一つ目の化合物は一本の疎水基を有する
ボロン界面活性剤であり、流動性が高く細胞
膜移行性が高いが、リポソームからの脱離も
大きく安定が低い。ボロン界面活性剤の調製
方法は以下の通りである。BSH をアセトンに
溶解した後に、BSH のチオール基とドデシル
アミンのアミノ基に対するヘテロ架橋剤で
ある N-succinimidyl 4-maleimidobutyrate
を加え、トリエチルアミン存在下で室温にて
2 時間インキュベートした。その後、アセト
ンを減圧留去して、BSH に NHS 基を導入した
ボロン化合物を調製する。これにドデシルア
ミンを pH8.0 で 2 h 反応させて、ボロン界面
活性剤を調製した(Fig.1)。 

Fig. 1. ODA-SMB-BSH の合成方法 

 

二つ目の化合物はボロン脂質であり、疎水
基の大きさゆえに、膜流動性は若干低下し、
細胞膜移行性がやや減少するが、リポソーム
内での保持効率が高く安定なリポソームを
調製できる。このボロン脂質の調製は、
dimyristoylphosphatidylethanolamine-mal
eimide (DMPE-Mal)と BSH をアセトン中で結
合させ、分離・溶媒除去することで行った。 
 

Fig. 2. DMPE-SMP-BSH の合成方法 



ボロンハイブリッドリポソーム(BHLs)の
調 製 は dimyristoylphosphatidylcholine 
(DMPC)、 polyoxyethylene dodecyl ether 
(C12(EO)23)とボロン化合物を任意の脂質構
成比で 5％グルコース水溶液中に分散させ、
プローブ型超音波発生器を用いて数分間超
音波照射して、BHLs を調製した。調製後、超
遠心（300,000×g）で取り込まれなかったボ
ロン化合物を除去し、上清中と沈殿中のボロ
ン濃度を ICP-AES で測定して、リポソーム内
へのボロン封入率を検討した。 
 
BHLs の物性評価 
 BHLs の調製直後の粒子径を弾性光散乱法
で測定した。酵素法による一般的なリン脂質
定量と、ICP-AES によるボロン定量により、
リポソーム中に含有されるボロン量を決定
し、ボロン担体としての特性を評価した。ま
た、4℃保管中のボロン含有率も併せて検討
し、ボロン化合物等の構成脂質を決定した。
さらに、生体内の安定性を検討するために、
血清中での 10B の漏出も経時的に測定した。 
 
BHLs の B16F10 マウスメラノーマ細胞と正常
細胞への取り込みの確認と毒性の検討 
 腫瘍細胞として B16F10 マウスメラノーマ
細胞と正常細胞としてヒト繊維芽を用い、そ
れぞれ 7．5×105 cells を 60 mm のディッシ
ュに播種し、各種ボロン製剤と 2.5 ppm の濃
度で 24 h インキュベートした。3回 PBS でウ
ォッシュした後に、ICP-AES を用いてボロン
濃度を測定することでボロンの取り込み効
率を検討した。また、WST-8 アッセイを用い
て、BHLs の各濃度での、各種細胞における細
胞増殖率を検討し、毒性の評価を行った。 
 
In vitro での B16F10 マウスメラノーマ細胞、
ヒト繊維芽細胞における BHLs の BNCT 効果の
検討 
6 well plate に B16F10 マウスメラノーマ
細胞 2.0×105 cells/cm2播種し、2 h、37℃
でインキュベートした。その後 10B 濃度が 2.5
～10 ppm になるように各種 BHLs を添加し、
37℃で 24 h インキュベートした。細胞剥離
後、遠心し、上清除去したのち、再懸濁を行
い、テフロンチューブに細胞 5.0×104 
cells/1 ml となるように入れ、京大原子炉
（KUR）重水中性子照射設備で熱中性子照射
(1.8×1012 フルエンス/cm2)を行った。照射後、
60 mm dish に 200 cells/3 ml 播種し、7 日
間 CO2インキュベーター37℃で培養し、0.1％
crystal violet で染色後、コロニー数をカウ
ントし、細胞生存率を算出した。 
 
４．研究成果 
BHLs の物理的特性 
ボロン化合物の混合比(ODA-SMB-BSH : 

DMPE-SMP-BSH)が 5:0、4:1、3:2 の 3 種類の
BHLs の 10B 回収率及び 10B 封入率を検討した
（Table 1）。一本鎖である ODA-SMB-BSH のみ
をリポソーム膜に組み込んだBHLs(5:0)の 10B
封入率と比べて、二本鎖である DMPE-SMP-BSH
を含有させたBHL(4:1, 3:2)の 10B封入率が有
意 に 上 昇 し た 。 特 に ODA-SMB-BSH : 
DMPE-SMP-BSH=4 : 1 の BHL における 10B 封入
率が89.4％と3種類のBHLの中で最も高値を
示した。一方、一本鎖である ODA-SMB-BSH を
100％含んだ BHLs における 10B 封入率は
55.4％と大幅に減少した。 
 
Table 1．ボロン化合物の構成比の違いに
よる BHLs の 10B回収率と封入率 

ODA:DMPE (m/m) 10B回収率(%) 10B封入率(%) 

5:0 41.07 55.42 

4:1 65.80 89.37 

3:2 55.60 77.53 

 
これは、ボロン化合物として一本鎖である
ODA-SMB-BSH を 100％含んだ BHLs は、水溶性
が高く、リポソーム膜表面に組み込まれにく
い一方で、リポソーム膜から脱離しやすいた
めであると考えられる。混合比が 4:1 の BHL
では二本鎖コーン型である DMPE に架橋剤の
SMBを用いて BSHを反応させた DMPE-SMB-BSH
を含有させることにより、ボロン化合物の脂
溶性が高くなる。このことにより、二本鎖で
ある DMPE-SMB-BSH を ODA-SMB-BSH の「楔」
とし、ODA-SMB-BSH のリポソーム膜から脱離
を抑え、10B 封入率が向上したと考えられる。
また、ODA-SMB-BSH:DMPE-SMP-BSH=4:1の BHLs
のゼータ電位は-11.3±2.1 mv、粒子径は59.6
±6.4 nm であった。負の電荷を有するボロン
化合物を含有するため、リポソーム粒子が負
に帯電していた。また、平均粒子経は 60 nm
未満であり、サイジング等を行うことなく、
十分に小さいサイズを有するリポソームを
調製できることが明らかとなった。各種 BHLs
の 4℃における緩衝液内安定性試験において、 
1 ～30 dの間、ほぼ100%の 10B保持率であり、
高い安定性を示した(Fig. 3)。 同様に、BHLs
を 24 h、37℃でインキュベートしたとき、血
清内安定性は、90％以上のボロン保持効率が
あり、高い血清内安定性も有することが明ら
かとなった。BHLs は比較的脂溶性が低い、一
本鎖 ODA-SMB-BSH を多く含むため、安定性が
低くなることが予想されたが、今回の結果か
ら、十分安定な製剤であることが確認できた。 
 
 
 
 



 

 
 
 

 

 
 
 
Fig.3. BHLs の緩衝液または血清中での安定
性 
 
各種 BHLs の細胞毒性試験 
ODA-SMB-BSH:DMPE-SMP-BSHの混合比が5:0、
4:1、3:2 の BHLs 添加による、24 h 後のコン
トロールに対する細胞増殖率は、10B 濃度 5 
ppm において、B16F10 マウスメラノーマ細胞
では各々65.4 ± 6.0%,70.6 ± 4.2%, 98.2 
± 5.8%であり、一方、ヒト繊維芽細胞では
各々97.3 ± 1.6%, 84.0 ± 5.5%, 85.8 ± 
6.5%だった(Fig.4)。B16F10 マウスメラノー
マ細胞において、ボロン化合物の混合比が
5:0 と 4:1 の BHLs 添加による細胞増殖率が、
3:2 の BHL 添加による細胞増殖率と比較して
有意に低下した。これは、一本鎖 ODA-SMB-BSH
の含有量が多くなることでリポソームの膜
流動性が高くなり、膜流動性の高い腫瘍細胞
と膜融合しやすくなり、アポトーシスが惹起
されたためであると示唆された。また、各種
BHLs は 10B 濃度 5 ppm において繊維芽細胞で
の細胞増殖率が 85％程度と、弱い毒性が認め
られたが、2.5 ppm ではヒト繊維芽細胞での
細胞増殖率が 100％であった。このことから
10B濃度2.5 ppm以下においてはヒト繊維芽細
胞に対して毒性がほとんどないと考えられ
る。加えて、2.5 ppm でも B16F10 マウスメ
ラノーマ細胞での細胞増殖率が 80％程度で
あったことから、低 10B 濃度でも各種 BHL の
腫瘍細胞に対して抗腫瘍効果が認められた。
また、データには示していないが、BHLs の細
胞流動に依存した腫瘍選択的な増殖抑制効
果は構成脂質を DMPC とした場合にみられ、
その他の DSPC や DPPC などの相転移温度が

41℃以上の脂質を用いた場合は、選択性が消
失することが明らかとなっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.4. 各 BHLs の細胞毒性試験結果 

 
各種 FITC 標識 BHLs の細胞への取り込み 
 FITC で蛍光標識した 5:0 及び 4:1 の BHLs
を細胞流動性の高い B16F10 マウスメラノー
マ細胞と 24 h インキュベートすることで、
高い取り込みが観察された(Fig.4)。一方、
繊維芽細胞ではほとんど蛍光が観察されず、
腫瘍細胞選択性が認められた。 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
Fig.5. 各種 BHLs の B16F10 マウスメラノー
マ及びヒト繊維芽細胞への蛍光取り込み 



これに対し、ODA-SMB-BSH: DMPE-SMP-BSH 
=3:2の FITC標識BHLにおいてはB16F10マウ
スメラノーマ細胞及び、ヒト繊維芽細胞共に
同程度の微弱な蛍光が観察され、腫瘍細胞選
択性が認められなかった。これは、リポソー
ム膜に組み込まれる二本鎖の DMPE-SMP-BSH
の含有量が多くなると、DMPC で構成されてい
る BHLs の膜が固くなり、膜流動性が低下す
ることで膜流動性の高い腫瘍細胞にも取り
込まれにくくなると考えられる。 
 
各種 BHLs の細胞に対する 10B 取り込み 
ODA-SMB-BSH:DMPE-SMP-BSH=5:0、4:1、3:2
の BHLの 10B取り込み量はB16F10マウスメラ
ノーマ細胞では各々0.794±0.071, 0.733± 
0.035, 0.315±0.033 10B µg/106 cells であ
り、ODA-SMB-BSH:DMPE-SMP-BSH=5:0、4:1 の
BHL は ODA-SMB-BSH:DMPE-SMP-BSH=3:2 の BHL
と比較して有意に高かった(Fig.5)。また、
ヒト繊維芽細胞でも各々0.228±0.014, 
0.244±0.003,0.187±0.003 10B µg/106 cells
となり、B16F10 マウスメラノーマ細胞と同様
に 3:2 の BHLs と比較して、5:0、4:1 の BHL
の 10B 取り込み量は有意に高かった。また、
B16F10 マウスメラノーマ細胞 (T) 、 ヒト
繊維芽細胞 (N) における 10B 取り込みの T/N
比は、各々3.48±0.11、3.01±0.14、1.68± 
0.15 となり、5:0 または 4:1 の BHLs が 3:2
の BHLs と比較して有意に高く、腫瘍細胞選
択的な 10B 送達能力を有することが明らかと
なった (Fig.6)。 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6. 各種 BHLs の B16F10 マウスメラノー
マ及びヒト繊維芽細胞への 10B 取り込み 
 
 

以上の製剤の安定性、細胞毒性試験、蛍光
及び 10B 取り込み実験の結果より、中性子照
射実験に用いる BHLs は ODA-BSH:DMPE-BSH の
混合比が 4:1 であるものを用いた。 
 
B16F10 マウスメラノーマ細胞に対する中性
子照射による殺細胞効果 
 BHLs をボロン濃度として 2.5～10.0ppm 添
加し、24 h インキュベートした後に、熱中性
子を 1.8×1012フルエンス/cm2照射した後に、
コロニーアッセイで殺細胞効果を評価した。
B16F10 マウスメラノーマ細胞における、ポジ
ティブコントロールに用いた 5 ppm の BSH 水
溶液の細胞生存率は 84.5％であったのに対
して、5 ppm で添加した MFSBLs の細胞生存率
は 0％であり、2.5 ppm においても細胞生存
率が 0％であった（Fig.7）。これらの結果か
ら、臨床に用いられている BSH 水溶液と比較
して、BHLs は極めて低濃度である 2.5～5 ppm
で高い抗腫瘍効果が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7.  中性子照射後のB16F10マウスメラ
ノーマ細胞における各種ボロン製剤の殺細
胞効果 
 
この低濃度でのBNCT効果の理由としては、
膜流動感受性が高い BHLs が腫瘍細胞に対し
て膜融合し、中性子非照射でもアポトーシス
を起こす、BHLs 単独での抗腫瘍効果との相乗
効果が挙げられる。その他の原因として、腫
瘍細胞に取り込まれるBHLと腫瘍細胞の核と
の距離がある。中性子照射による核反応の二
つの重粒子線の飛程は脳腫瘍細胞ほぼ一個
分の大きさに相当しており、飛程距離がそれ
ぞれ約 9 μm及び約 5 μmであり、その重粒
子線のエネルギーは飛程が長くなるに連れ
て減衰していく。加えて、腫瘍細胞の核との
距離が近ければ近いほど二つの重粒子線に
よる核反応が腫瘍細胞の核と衝突する確率
が上がる。一般的に BNCT における BSH のよ
うなボロン製剤には腫瘍組織内 10B 濃度が 20
～40 ppm であることが求められているが、そ
の腫瘍組織内 10B 濃度とはほとんど細胞の間
隙にあるボロン製剤の 10B 濃度を示し、その
多くは腫瘍細胞に直接取り込まれていない。
一方、本研究で開発したボロン製剤である
BHLs は腫瘍細胞膜に膜流動感受的に組み込
まれているため、腫瘍細胞の核との距離が近



い。そのため、α線が核と衝突する確率が高
く、エネルギーの減衰も小さいため、より効
果的に腫瘍細胞を傷害できる。以上より、低
濃度でも中性子照射による極めて高い殺細
胞効果が得られた理由として、BHLs そのもの
がもつアポトーシス誘導能と 10B の腫瘍細胞
膜局在性が、この結果に深く関わっていると
考えられる。 
本研究で開発した新規 BHLs は有機溶媒を
用いることなく超音波処理だけで 10B を高濃
度含有した。調製した BHLs は高価なリガン
ドや抗体を一切用いないにも関わらず、膜流
動感受性、腫瘍選択性を有し、中性子照射に
よる極めて高い殺細胞効果が認められた。本
研究では、京大原子炉におけるマシンタイム
が最終年度の 2回のみとなり、十分に中性子
を照射できなかった。今後、照射条件をフル
エンス毎に詳細に検討し、BHLs を用いた効果
的な中性子捕捉療法を開発していきたい。 
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