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研究成果の概要： 

本研究では BBB 透過リガンドとして、ブラジキニン B1 受容体アゴニストである合成ペプチド

及び、腫瘍標的リガンドとして、ラミニン様ペプチドを用いた。これら二つのリガンドを PEG-

リポソームの PEG 末端に結合させ、リポソームを調製した。このリポソームを用いることで、

in vitro における、BBB 透過性及び、腫瘍細胞内取り込み能が確認された。よって、この新規

リポソームによって、脳腫瘍に対する効果的な BNCT 開発の可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

① 21 世紀に目指すべき放射線治療法とし

て、線量が癌細胞レベルで選択的に集中する

放射線治療が考えられる。その一つに、ボロ

ン中性子捕捉療法（BNCT）が挙げられる。こ

の BNCT の成否はボロン化合物がどの程度、

選択的に癌組織や癌細胞に集積するかにか

かってくる。 

② ここで、 ブラジキニン B2 受容体のアゴ

ニ ス ト で あ る Receptor-Mediated 
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Permeabilizer-7 (RMP-7)を用いることで、 

優れた BBB 透過性が報告されている。 

③ また、トランスフェリン（TF）を血中滞

留性が高いPEG-リポソームに結合した

TF-PEG-リポソームは、腫瘍細胞に高発現し

たトランスフェリンレセプターを介した能

動的ターゲティングが可能である。したがっ

て、この様な癌指向性運搬体に、10Ｂ化合物

を封入すれば、全身投与によって癌組織・癌

細胞に10Ｂ化合物を送達させることが可能と

なり、有効な中性子捕捉療法が展開できると

考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、PEG-イムノリポソームによって

初めて可能となるが、腫瘍標的リガンドと、

さらに、BBB 透過を目的として、RMP-7 のよ

うな血管透過リガンドを、PEG 鎖の末端に結

合させ、二つのリガンドが協調し、BBB 透過

能と腫瘍標的化能を併せ持つリポソームの

開発が目的である。本研究ではリガンドとし

て、広範囲の組織に発現しているブラジキニ

ン B2 受容体ではなく、腫瘍及び、炎症組織

の血管に特異的に発現しているブラジキニ

ン B1 受容体に注目し、そのアゴニストペプ

チドを用いた。また、腫瘍標的化リガンドと

して、TF の代わりに、腫瘍細胞に高発現して

いる 67kD ラミニン受容体アゴニストペプチ

ドを合成した。これは、現在原因を検討中で

あるが、予備実験において TF とその他のリ

ガンドを結合した場合、結合率が急激に減少

したためである。 

 

 

３．研究の方法 

(1) Double ligand PEG-リポソーム（以下D-

リポソーム）の調製は、逆相蒸発法、ミセル

移行法を用いて行った。 

① DSPE/CHを構成脂質とし、必要とする薬物

を封入したリポソームをREV法で調製した。 

② マレイミド基をPEG末端に有する

MAL-PEG-DSPE、Eを用い、pH7.0のHEPES緩衝液

中でミセルを形成した。 

③ 二種類のligand(ラジキニンB1受容体アゴ

ニスト(以下peptide-B)[Sar-Arg-Pro-Pro- 

Gly-Phe-Ser-Pro-D-Phe-Cys-OH]または、 

腫瘍標的ペプチド(以下 peptide-L) [Dat- 

Ile-Gly-Ser-Har-Cys-OH])を別々に②で調

製したミセルに添加し、25℃で 1h インキュ

ベートした。ここで、peptide-B のみがリガ

ンドとして結合したリポソームを B-リポソ

ーム、pepitide-L のみを結合したリポソーム

を L-リポソームとする。 

④ ③でリガンドを包埋したリポソームに、

リガンドを結合させていないPEG-DSPEのミセ

ルを添加し、同様にインキュベートした。 

④  超遠心により、リポソームに包埋されな

かったミセルを除去した。 

 

調製したリポソームのリガンド結合率、モ

デル薬物封入物はそれぞれ蛍光強度を測定

することで行った。 

 

(2) BBB透過実験には、BBBキットTM(ファーマ

コセル)を用いて検討した。ただし、BBBにブ

ラジキニンB1 受容体を発現させるために、ラ

ットグリオーマC6 細胞と 24 h共培養した 

conditioned mediumを用いて、腫瘍病態BBB

モデルを作成した。血管側にカルボキシフル

オレセインを封入した各種リポソームを添

加して、経時的に脳側の蛍光強度を測定した

（図１）。 

 
図 1 腫瘍病態 BBB モデル 

 

 

４． 研究成果 

 
(1) 適宜蛍光ラベルした各リガンドのリポソ

ームへの導入効率は、4－35％であり、2種類

のリガンドをつけることによって、大きなリ

ガンド導入効率の有意な低下は見られなかっ

た(図2)。一方で、反応条件によって大きく導

入効率が変化する傾向がみられた。本研究で

は、各ミセルの添加量をリポソーム脂質の5 

mol%、ミセルとの反応条件を4℃、24 hとし、

以下の透過実験を行った。 

 
図2 リポソームへの各種ペプチドの結合率 

 

 



(2)Ligand として、bradykinin B1 アゴニス

トである合成ペプチドとラミニンフラグメ

ントに相当する合成ペプチドを用いた場合、

予備実験として行った U251 細胞と共培養し

た HUVEC での透過実験では、PEG-リポソーム

に対して、24ｈで 1.8－4.3 倍の透過効率が

得られた。また、正常 BBB モデルでは、各リ

ポソーム間の BBB透過率に有意な差は見られ

なかった（図 3）。 

図 3 正常 BBB モデルにおける各種リポソー

ムの透過率 

 

一方、腫瘍病態 BBB モデルでは、正常 BBB

モデルと比較して、D-リポソームの透過率が

約 8.5 倍になった。また、腫瘍病態 BBB モデ

ルにおいて、D-リポソームは PEG-リポソーム

の約4.5倍の透過率となった（図4）。一方で、

同条件において、透過リガンドのブラジキニ

ン様ペプチド単独を結合したリポソームは

PEG-リポソームと比較した場合、約 1.8 倍の

透過率であり、これらの差が生じた原因につ

いて現在検討中である。 

 
図 4 腫瘍病態 BBB モデルにおける各種リポ

ソームの透過率 

 

 また、リポソームが透過した脳側の培地上

清を、ラットグリオーマ C6 細胞に添加し、

細胞内取り込みを蛍光顕微鏡で観察したと

ころ、細胞内に蛍光が確認できたので、BBB

透過後も細胞内取り込み能を有しているこ

とが示唆された（図 5）。   

 

図5 BBBモデル透過後におけるD-liposomes

のラットグリオーマ C6 細胞への取り込み 

 

 以上の結果から、本研究で開発し D-リポソ

ームにより、BNCT の適用症例である悪性脳腫

瘍において、高い標的化能を有することが期

待できる。今後、BSH などのボロン化合物を

封入し、BNCT による抗腫瘍効果を検討する予

定である。 
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