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研究成果の概要（和文）：中性子捕捉療法（BNCT）で用いるBPAの取り込みは腫瘍細胞膜のアミノ酸共輸送を介
した交換輸送速度に依存し、細胞内が高いアミノ酸濃度を有する場合、BPAの細胞内への取り込みが増加するこ
とが知られている。本研究では、アミノ酸エステル類のプレローディングによる腫瘍細胞のBPA取り込み増強に
よる抗腫瘍効果を中性子線照射実験により実証し、BNCTの新たな治療戦略を確立することを目的とした。
プレローディング後の中性子照射実験では、L-Phe-O-Etで高い殺細胞効果が得られ、次いで、BPA+L-tyr-O-Etが
良好であり、アミノ酸エステルの同時投与によってアミノ酸交換輸送が誘発されることが示された。

研究成果の概要（英文）：Boron neutron capture therapy (BNCT) can provide the delivery of tumor 
cell-selective high-linear energy transfer (LET) particle radiotherapy to tumor mass and the 
microscopic invasion while avoiding radiation damage to the surrounding normal brain tissue. The 
rationale of BNCT is based on the nuclear interaction of 10B with thermal neutrons with the release 
of high LET α and 7Li particles through the boron neutron capture reaction, 10B(n, α) 7Li. The 
very short path length (<9μm) of α-particles and 7Li enables high-LET irradiation of tumor cells 
without undesirable damage to 10B-unloaded normal cells.In this study,we assumed that neutral amino 
acid,would exhibit increasing effect of intracellular BPA level by co-loading.Neutron irradiation 
after Preloading of L-Phe-O-Et showed strongest cytocidal effect and L-tyr-O-Et also showed 
cytocidal effect. 

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
中性子捕捉療法（Boron Neutron Capture 

Therapy：BNCT）では、腫瘍細胞にホウ素化
合物 Boronophenylalanine (BPA)が取り込まれ、
外部から照射した中性子と反応してアルフ
ァ線を発生すると、腫瘍細胞に限局した 10
ミクロン程度の領域に選択的抗腫瘍効果を
示す。いっぽう、BPA の取り込みは腫瘍細胞
膜のアミノ酸共輸送を介した交換輸送速度
に依存し、細胞内が高いアミノ酸濃度を有す
る場合、そのアミノ酸の細胞外排泄にともな
い共輸送による BPA の細胞内への取り込み
が増加することが知られている。 
本申請者らは、細胞内にアミノ酸エステル

類を前投与（プレローディング）することに
よって細胞内のアミノ酸濃度を上昇させ、こ
れによって生じる細胞内外のアミノ酸濃度
の勾配が交換輸送を誘発することに着目し
た。先行研究（H22-24 年度基盤 C 研究代表
者  山本）において、アミノ酸エステル類
（L-Tyr-O-Et、L-Phe-O-Et、L-Met-O-Et）を一
定の in vitro 条件下でプレローディングした
結果、アミノ酸交換輸送の速度増加が誘発さ
れ、腫瘍内 BPA 濃度を上昇させることに成功
した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究成果を発展さ

せ、アミノ酸エステル類のプレローディング
による腫瘍細胞の BPA 取り込み増強による
抗腫瘍効果を中性子線照射実験により実証
し、BNCT の新たな治療戦略を確立すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
研究開始当初、中性子線照射は別の研究計

画で進められている国内での加速器中性子
照射装置を利用する予定であった。しかし、
その研究開発が遅れ、中性子線照射実験を海
外施設の共同実験に切り替えることとした。
本研究では、ロシア共和国連邦にあるノボシ
ビルスク大学（The Budker Institute of Nuclear 
Physics (INF) of the Academy of Sciences of the 
Russian Federation (ASRF)）と連携し、ノボシ
ビルスク大学の加速器中性子線照射装置を
利用した。 
(1)Boric acid を用いた加速器中性子線照射装
置の生物学的特性評価 
 ノボシビルスク大学の加速器中性子線照
射装置における生物学的特性については明
らかとなっていない。そこで、本照射装置の
生物学的特性を調査すべく、boric acid を用い
て中性子線照射による細胞生存率を算出す
ることとした。 
対象の細胞は、Chinese hamster ovary cells 

(CHO-K1)、Chinese hamster lung fibroblasts
（V79）、human glioma（U251MG）である。
ホウ酸（boric acid）の濃度を 4 種類（0 ppm、
10 ppm、20 ppm、40 ppm）に変化させて各細
胞に投与してプラスチックバイアルに封入

し、中性子線照射用の有機硝子ファントムに
セットした（Fig. 1）。 
加速器中性子線照射装置における照射条

件は、proton energy：2.0 MeV、proton current：
1.5-3.0 mA、epithermal neutron flux：3.0×108 
cm-2s-1、epithermal neutron irradiation time：3 
hours とした。 
 中性子線照射後、コロニーフォーメーショ
ンアッセイ（CF-assay）を行い、各細胞の細
胞生存率を算出した。 

Fig. 1 各細胞が封入されたプラスチックバ
イアルおよび中性子線照射用の有機硝子フ
ァントム 
 
(2)BPA とアミノ酸エステルとの同時投与に
おける中性子線照射実験 
 方法(1)で得られた細胞生存率の結果から、
BPA とアミノ酸エステルとの同時投与にお
ける中性子線照射実験は U251MG で検討す
ることとした。 

U251MG を継代・培養し、BPA とアミノ酸
エ ス テ ル 類 （ L-Tyr-O-Et 、 L-Phe-O-Et 、
L-Trp-O-Et）を各 1.0 mM で細胞に投与した
（loading time：2 hours）。サンプルは、BPA
（－）、BPA（＋）、BPA＋L-Tyr-O-Et、BPA＋
L-Phe-O-Et、BPA＋L-Trp-O-Et とした。 
加速器中性子線照射装置における照射条

件は、proton energy：2.0 MeV、proton current：
2.0 mA、epithermal neutron flux：3.0×108 cm-2s-1、
epithermal neutron irradiation time：2 hours とし
た。 
 中性子線照射後、コロニーフォーメーショ
ンアッセイ（CF-assay）を行い、U251MG の
細胞生存率を算出した。 
 
４．研究成果 
(1)ホウ素濃度と細胞生存率 
 Fig. 2 に、中性子線照射による各細胞
（CHO-K1、V79、U251MG）の細胞生存率曲
線を示す。各細胞の細胞生存率は、ホウ素濃
度の上昇に比例して減少し、ホウ素濃度 40 
ppm において最小を示した。細胞別に比較す
ると、CHO-K1 と U251MG における細胞生存
率の減少は大きく、0 ppm（コントロール）



に対して 40 ppm（ホウ素濃度最大）では約
1/50 に減少し、高い殺細胞効果が得られた。 

Fig. 2 中性子線照射による各細胞の細胞生
存率曲線 
 
(2)BPA とアミノ酸エステルとの同時投与に
おける中性子線照射実験 
 Fig. 3 に、中性子線照射による各サンプル
の細胞生存率曲線を示す。各サンプルの細胞
生存率は、中性子線の照射時間（epithermal 
neutron flux）に比例して減少した。生存率を
サンプル別に比較すると、BPA+L-Phe-O-Et
で最も減少し、BPA（－）に対して約 1/40 に
減少し、高い殺細胞効果が得られた。次いで、
BPA+L-tyr-O-Et と BPA（＋）が BPA（－）に
対して約 1/18 に減少した。これは、アミノ酸
エステルの同時投与によって細胞内のアミ
ノ酸濃度が上昇し、細胞内外におけるアミノ
酸交換輸送が誘発されたことが要因である
と考える。一方、BPA（－）と BPA+L-Trp-O-Et
の生存率の減少は約 1/2.5 であった。
L-Trp-O-Et でアミノ酸交換輸送が誘発されな
かった要因は、U251MG に対する細胞毒性が
影響していることが考えられる。そのため、
今後はL-Trp-O-Etの細胞毒性を詳細に検討す
る必要がある。 

Fig. 3 中性子線照射による各サンプルの細
胞生存率曲線 
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