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研究成果の概要（和文）：ホウ素中性子捕捉療法（BNCT）は、悪性腫瘍細胞に対してホウ素を取りこませ、中性子照射
により、腫瘍殺傷効果を得る治療法である。本研究は「ホウ素製剤を悪性脳腫瘍細胞内部に、そして、腫瘍選択的にペ
プチドを用いて運搬し、中性子照射により腫瘍を効率よく殺傷する」ことを主目的とする。本研究の成果はペプチドベ
クターを用いた薬剤運搬のための革新的方法となる。

研究成果の概要（英文）： Boron neutron capture therapy (BNCT) is an encouraging treatment under clinical 
investigation. In malignant cells, BNCT consists of two major factors: neutron radiation and boron 
uptake. To increase boron uptake in cells, we established new boron compound with peptide. New 
BSH-peptide will be very important drug for next generation BNCT.
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍特に膠芽腫は、予後の改善が見

られない悪性度の高い疾患の一つである。治

療抵抗性の原因として、腫瘍と正常部の境界

が無く、腫瘍が正常脳へ浸潤拡大することが

原因として挙げられる。膠芽腫に対して手術

療法・化学療法・放射線療法の複合的な治療

が第一選択であり、加えてホウ素中性子捕捉

療法（BNCT）により予後が延長するとの報

告がある（Kawabata S. et al, J Radiat Res, 

2009）。 

BNCT の原理はホウ素同位体（元素記号 
10B）を細胞へ取りこませ、中性子線を照射す

る。それにより、核反応（ホウ素中性子捕捉

反応）が起こり 10B＋1n → 7Li + 4Heにより Li

粒子と α粒子が発生する。核反応により発生

する高エネルギー付与率のLi粒子やα粒子は

数ミクロンしか進行しない。そのため、悪性

腫瘍細胞内でのホウ素中性子捕捉反応は、悪

性腫瘍細胞のみを破壊し、周囲の正常細胞を

傷つけない。この原理は正常脳領域への不規

則で高度な浸潤傾向を示す膠芽腫には最も

適した治療法になると考えられる。しかし以

前より、BNCT臨床応用には３つの問題点が

指摘されていた。 

①については、共同研究者の京大原子炉実

験所粒子線腫瘍学研究センター長小野らが

病院設置可能なサイクロトロン型加速器の

中性子源の開発成功により、BNCTが日常医

療で利用できる現実性が高くなってきた。②

については、私は、2007 年 12 月末まで、大

阪医科大学脳神経外科の宮武らと共に、集積

機序の異なるホウ素化合物(BSH と BPA)を

用いて悪性脳腫瘍患者に対し BNCT を施行

し、中央生存期間 23.5ヶ月という素晴らしい

成績を発表した（Kawabata S. et al, J Radiat 

Res, 2009）。その後、2009年より多施設共

同研究の新規診断膠芽腫に対するBNCT臨床

研究が開始され私もプロジェクトの一員と

して参加している。 

現在、①と②は解決のめどがついたが、③

についてはよりよい化合物開発が望まれ、そ

れによる更なるBNCTの臨床成績の改善が期

待される。 
 
２．研究の目的 
現在臨床研究で用いられているホウ素化合

物は、BPAと BSHの 2種類がある。BPAは

ホウ素１個に対し、アミノ酸のフェニルアラ

ニンを融合させたもので、BPAは、アミノ酸

の代謝の多い悪性腫瘍細胞に能動的取り込

まれ、蓄積する。しかしながら、悪性腫瘍で

あっても、休止期にあり、細胞分裂が止まっ

ている腫瘍細胞には取り込まれないこと、

BBBを通過するため、正常細胞にも取り込ま

れること、などが弱点として挙げられる。一

方、BSHはホウ素 12個からなる大きなホウ

素化合物である。BBB を通過しないため、

BBB の破たんしている脳腫瘍部位に特異的

に漏出する。しかし、BSHは細胞内への能動

的取り込みがないため、細胞と細胞の間質に

局在するのみである。ホウ素中性子捕捉反応

は、細胞内での殺細胞効果であることを考え

ると、細胞外にしか存在しない BSH の効果

は低いと考えられる。これらの問題によりい

まだ治療にとって最適なホウ素製剤は完成

していない。 

そこで、本研究では新規ホウ素剤の開発を主

に置いた研究を行う。特に細胞膜通過ペプチ

ドと呼ばれる、特殊なペプチドを用いて、安

全に且つ大量にホウ素薬剤の腫瘍細胞内へ

と運搬する、新規のホウ素薬物開発を行う。

さらに、動物体内で薬物動態評価できるシス

テムを構築し、臨床応用を目指す。 



３．研究の方法 
申請者は、現在まで、細胞膜通過ペプチド

を用いた「プロテインセラピー」の開発研究

を実施し、様々な生理活性物質を細胞内に導

入・細胞制御を行うことに成功している 

(Michiue H et al., J Biol Chem. 280, 8285-9, 

2005)。「プロテインセラピー」の長所は、遺

伝子に影響を与えず、タンパク質やペプチド

のみならず、様々な生理活性物質を自由に細

胞内導入できることである。今回私は、BSH

の運び手として細胞膜通過ペプチドを利用

することにより、今後の臨床応用へと発展す

ることが可能と考えた (Michiue H et al., 

Cancer Biology & Therapy, 2009, (23):2306-13)。

新規ペプチドベクターは、細胞内に導入がこ

れまで不可能であった様々な物質を細胞内

導入することを可能にする新しいシステム

である。  

これまでに、1個の BSH に細胞膜通過ペプ

チドを結合させた第一世代BSH-peptideの作

製に成功し、細胞内導入を確認した。より効

率よく細胞内へと BSH を運ぶために、多数

の BSH とペプチドを融合させたペプチドキ

ャリアに細胞膜通過ペプチドを結合させた

第二世代キャリアペプチド化BSH-peptideの

開発ほぼ成功している。多数の BSHを一つの

ペプチドにて運ぶことにより効率よく細胞

内へと導入可能である。BBBが破壊されてい

る脳腫瘍部でのみ BSH-peptide が漏出するた

め、腫瘍細胞内へと取り込まれる。さらに、

腫瘍標的化ペプチドを使用し、腫瘍特異性を

持った第三世代 BSH-peptide へと発展させる

ことができる。 

BNCTはペプチドベクター（薬剤キャリアペ

プチド・細胞膜通過ペプチド・腫瘍標的化ペ

プチド）を利用した BSH-peptide 開発により

数段高い効果が期待される。BSH-peptideは、

申請者が代表者となり 2011年 10月 19日に

特許庁への特許出願（特願 2011-230059）を

完了している。 

 
４．研究成果 

 BNCT は悪性脳腫瘍をはじめとするがん治

療において臨床研究が施行されているが、現

行のホウ素製剤は低10B含有率および腫瘍選

択性が低いため、充分な治療効果を示すに至

っていない。したがって、これらの問題を解

決する新規ホウ素薬剤の開発は BNCT の発展

に欠かすことができない。本研究では、1 分

子あたりに占める 10B の割合が高く、腫瘍細

胞内部への導入能を持つ BSH-ペプチドを開

発した。 

（１）合成した BSH-ペプチドの構造 

本研究の BSH-ペプチドに利用したペプチド

ドメインは、アルギニン (R) が 1～3 個の

Short-アルギニンドメインである。これまで

の我々の報告で、11 このアルギニンを結合さ

せた11Rが最も細胞内への導入効率がいいも

のの、3R であっても細胞内に導入冴えること

を報告した。さらに、3R より短い、2R、1R

でも細胞内、及び動物モデルにおける主要内

への導入が可能であるかを検証するために、

BSH-3R, BSH-2R, BSH-R を作成した。 

 

（2）BSH-peptide の細胞内導入効果の検討 

（１）にてデザインされた BSH-peptide に蛍

光色素(TMR)を結合させ、悪性脳腫瘍細胞へ

と投与した。3 種類の BSH-Tmr-ペプチド 

BSH-Tmr-1R,BSH-Tmr-2R, BSH-Tmr-3R および 

BSH (0R) を用いてグリオーマ細胞U87ΔEGFR

への 10B 導入を検討した。10 μMのペプチド

濃度で培養した細胞内の 10B 濃度を ICP-AES

で測定した。2R および 3R では 10B は細胞内

に導入されている。細胞内 10B 濃度は経時的

に増加しており、24 時間において、それぞれ

354.3± 157.3、 1757.5± 261.2 ng10B/106 

cell (n=4) であった。一方、0R および 1R で

は 10Bはごく少量しか細胞内に導入されてお

らず、24時間での細胞内濃度はそれぞれ74.2

±91.5、57.1±52.5 ng10B/106 cell (n=4) で

あった (下記図 A)。以上より、BSH 及び、

BSH-1R は細胞内導入がされておらず、2R,3R



は細胞内BSHが導入されていることが確認さ

れた。 

 さらに、10 μM BSH-ペプチド投与後 24 時

間で、グリオーマ細胞内の BSH 局在を免疫染

色で確認した。BSH は抗 BSH 抗体 (緑) にて

免疫し、核染色 (青) を追加した。共焦点レ

ーザー顕微鏡にて観察したところ、2R および

3Rは細胞質領域および核内にBSHの局在が認

められた。また、BSH-ペプチドに結合してい

るTmr (赤) も共局在していることより、BSH-

ペプチドが細胞内で分解されず安定してい

ることを示している。一方、0R および 1R は

BSH の蛍光は観察されないか、ごく微量の蛍

光であったため、細胞内への導入は、ほとん

どないと考えられた。 (下記図 B)。 

Rの長さは細胞内導入実験の結果より2Rおよ

び 3R で細胞内に導入されることを免疫細胞

染色及び細胞内10B濃度測定により証明した  

 
（3）脳腫瘍モデル作製と薬剤生体内分布 

本実験に関する動物の飼育、保管、使用は岡

山大学動物実験委員会に承認された (承認

番号: OKU-2013058) 手順に従い行った。担

がんモデルマウス (BALB/C nu/nu, メス, 

7-9 週齢, 16-20 g, 日本エスエルシー, 静

岡) は U87ΔEGFR 細胞懸濁液 (1×105 

cells/μL) 3 μLを脳内に直接注入して作製

した。12 日後、200 μL の BSH-2R-DOTA、

BSH-3R-DOTA の 2種類の BSH-ペプチドおよび

BSH (200 nmol/mouse) を尾静脈より投与し

た。投与後、24 時間にてマウス脳を固定し、

免疫組織染色後共焦点レーザー顕微鏡で BSH

の局在を観察した。 

免疫染色は、BSH-ペプチドを抗BSH抗体 (赤)、

マウス脳内へ移植したヒトグリオーマ細胞

を抗 HLA-A 抗体 (緑) にて染色し、核染色

（青）を追加した。共焦点レーザー顕微鏡に

て脳内 BSH 局在を観察したところ、低倍率で

は、BSH-3R-DOTA、BSH-2R-DOTA は腫瘍部で局

在が観察され、正常部ではほとんど認めなか

った (上記図 A) 。特に BSH-3R-DOTA では強

く腫瘍内部に局在が確認された。高倍率にお

いては、BSH-3R-DOTA は、腫瘍中心部および

辺縁部ともに腫瘍細胞内部にBSHの局在が確

認された (上記図 B) 。細胞内部の局在を見

たところ、細胞質領域では、BSH-3R-DOTA の

導入が確認された。 

（4）以上より、BSH-3R は細胞レベル及び組

織レベルにおいて、BSH の細胞内導入効果を

もたらす有用な就職であることが証明され

た。 
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