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研究成果の概要：硼素中性子捕捉療法(BNCT)の治療効果を向上させるために、固形がん微小

環境における新生血管を標的とした腫瘍標的化ボロンキャリアの開発を行った。能動的標的指

向化（active targeting）ユニットとして種々のがん細胞や新生血管に高発現しているavb3 イ

ンテグリン受容体リガンドの環状 RGD ペプチドと種々のボロンクラスタのハイブリッド分子

を設計・合成し、体内動態を解析した。その結果、臨床適用されているボロンクラスタである

BSH に比べて、腫瘍内濃度、腫瘍滞留時間及び血液・腫瘍内濃度比の改善が認められた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) BNCTは正常細胞等をほとんど傷つけるこ
となく，腫瘍細胞のみを選択的に破壊するこ
とを可能とする理想的ながん治療法と考え
られる。しかし、現在臨床で使用されている
ボロンキャリアである sodium borocaptate 
(BSH)は腫瘍への取り込み，中でも腫瘍内低
酸素領域への取り込みが低いと考えられ、十
分にその優位性を発揮できていない。 
(2) がん組織の特性としてがん微小環境に
着目して，これを標的としたがん治療薬を開
発する。特に新生血管で高発現しているイン
テグリン受容体に親和性を有するボロンキ

ャリアの開発により、10B の能動的かつ効率的
な腫瘍標的化が可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
硼素中性子捕捉療法(BNCT)の治療効果の

向上を目指して、低酸素・低栄養な固形がん
微小環境において特異的に誘導される新生
血管を標的とした腫瘍標的化ボロンキャリ
アを分子設計・合成する。マウスモデルにお
ける体内動態及び腫瘍組織内動態を検討し，
構造活性相関を行うことで腫瘍低酸素微小
環境を標的化する新規な薬物送達制御デバ
イスの確立をめざす。 
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３．研究の方法 
(1) 分子設計：ホウ素原子の腫瘍選択的送
達のために、Integrin avb3 を標的としたボ
ロンキャリアの設計を行った。分子認識ユニ
ットとして、環状 RGD ペプチドの導入を計画
した。また、疎水性バランスを制御する最適
なリンカーと、種々のホウ素含有分子を組み
合わせることで、体内動態をコントロールで
きると考え、Fig. 1 に示すハイブリッド分子

を設計した。 
Fig. 1 

 
ホウ素はその特有の物理的性質から、多様

な高次クラスタを形成することが知られて
おり、その中でも、20 面体構造をもつものは
特に物理的、化学的に安定で、いくつもの合
成法、反応性が研究されている。BNCT では、
腫瘍組織中のホウ素濃度が重要であるため、
ホウ素含有分子としてこのようなクラスタ
を用いることで、1 分子あたりのホウ素量を
増加させることができる、ボロンクラスタを
分子に組み込むこととした。（Fig. 2）また、
環状ペプチドとリンカーの接続は、リンカー
の末端をカルボン酸とし、また、環状ペプチ
ドにリジンを導入し、その側鎖アミノ基とア
シル化して結合させることとした。 

Fig. 2 
  
(2) 合成 
① 直鎖保護ペプチドの合成は Fmoc 固相合
成法を用いて行った。環化、脱保護して得ら
れた環状ペプチドは、LC/ESI-MS にて同定し、
分取用 HPLC、または逆相カラムクロマトグラ
フィーにて精製した。 
② リンカーを有するボロンクラスタ誘導
体を合成し、環状 RGD ペプチドとの種々号を
行った。 
(3) 物性及び細胞毒性 
① RP-HPLC にて疎水性の解析を行った。 
② HCt116細胞を用いてCalcein AMアッセ
イにより細胞毒性を評価した。 

③ 血清中の安定性に関して、LC/ESI-MS で
解析した。 
(4) 体内動態 
 各化合物を 10 % HP-b-CD 溶液に溶解し、
SCCVII を下腿に移植した C3H/He マウス
に 0.75mmol/kg ずつ静脈注射して、経時的
に組織を採取した。組織に 70％ HClO4 / 
30% H2O2 = 1:2 の溶液を加え、75℃で 24
時間インキュベートした。これらの抽出液
について、 ICP-AES（ Induced Coupled 
Plasma – Atomic Emission Spectrometry）
でホウ素濃度を定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 環状ペプチドの合成 
 直鎖保護ペプチドの合成は Fmoc 固相合成
法を用いて行った。次いで、HATU/HOAt を用
いて環化、得られた環状保護ペプチドを 95% 
TFA にて側鎖保護基を除き、逆相カラムクロ
マトグラフィーにより精製し、目的の環状ペ
プチド cyclo[RGDfK] 1 を 62％の収率で得た 
(Scheme 1)。得られたペプチドは、LC/ESI-MS
にて同定し、分取用 HPLC、または逆相カラム
クロマトグラフィーにて精製した。 

Scheme 1 
 
(2) o-carborane 誘導体の合成 
 Decaborane (B10H14) をアルゴン雰囲気下、
無水アセトニトリル中で加熱還流して、
B10H12(MeCN)2 2 を 89％の収率で得た。これを
ベンゼン、またはトルエン中、種々の末端ア
ルキンを有する化合物と反応させた。すなわ
ち、3-butyn-1-ol もしくは、5-hexyn-1-ol 
に保護基を導入し、2と反応して o-carborane
誘導体を得た。得られた acetyl 体 7, 8 を塩
基性条件下、methanol による加溶媒分解によ
って、アルコール体 9, 10 へと脱保護し、続
く HClO4 / cat. CrO3 による酸化により、対応
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するカルボン酸 11, 12 を得た。（Scheme 2） 

Scheme 2 
 
得られたカルボン酸は、活性エステル体 13 

へと変換、もしくは、TBTU/HOBt を用いて in 
situ で活性化した後、塩基性条件下、環状
ペプチド 1 のリジン側鎖と反応させ、14: 
GPU-48, 15: GPU-49 を得た (Scheme 3)。得
られた化合物は、LC/ESI-MS にて同定し、分
取用 HPLC にて単離精製した。 

Scheme 3 
次に、BSH の誘導体の合成を行った。BSH は

２価のジアニオン体で存在しており、１位に
メルカプト基を有している。本来、BSH その
ものが BNCT で用いられているが、細胞毒性
は低いものの、腫瘍選択性、組織選択性が高
くなく、改善の余地がある。リンカーの選択
としては、求核性の高い BSH のメルカプト基
によるマレイミドへのマイケル反応を利用
してモノアルキル化を行うことができるこ
とから、マレイミド基を有するリンカーを導
入した。 
アルコール体 10 を dichloromethane 中、

tosylic acid を 触 媒 と し て 3,4-2H- 
dihydropyrane と反応させ、THP 保護体 16 を
得た。16 のカルボラン部分の C-H を n-BuLi 
を用いて脱プロトン化、リチオ化し、
2-(4-chlorobutoxy)tetrahydropyran と反応
させることで、1,2-bis[4-(2-tetrahydro- 
pyranyloxy)butyl]-o-carborane 17 を得た。
17 は HCl にて脱保護され、対応するジオー
ル体 18 を得たのちに、HClO4 / cat. CrO3 に
よる酸化を行い、対応するジカルボン酸 19 
へと変換した。得られたジカルボン酸 19 は、

HOSu, EDCI·HCl を用いて活性エステル体に
した後に、塩基性条件下、DMF 中、環状ペプ
チド 1 と反応させ、目的とする 20: GPU-201 
を得た (Scheme 4)。得られた化合物は、
LC/ESI-MS にて同定し、分取用 HPLC にて単離
精製した。 

Scheme 4 
また、同一分子内に２つの cyclic peptide

を 有 す る 化 合 物 を 合 成 し た 。 ま ず 、
Boc-Glu-OH を出発原料とし、HOSu, EDCI·HCl
を用いて、活性エステル体 21 を得た。21 を
DIPEA存在下、cyclic peptide 1 と反応させ、
続く 95%TFA を用いた脱保護により、
E[c(RGDfK)]２ 22 を合成した。22 と 13 を塩基
性条件下、DMF 中で反応させることにより、
目的とする化合物 23: GPU-189 を得た 
(Scheme 5)。得られた化合物は、LC/ESI-MS
にて同定し、分取用 HPLCにて単離精製した。 

Scheme 5 
 
(3) BSH 誘導体の合成 
 BSH は２価のジアニオン体で存在しており、
１位にメルカプト基を有している。本来、BSH
そのものが BNCT で用いられているが、細胞
毒性は低いものの、腫瘍選択性、組織選択性
が高くなく、改善の余地がある。 
求核性の高い BSHのメルカプト基によるマ

レイミドへのマイケル反応を利用してモノ
アルキル化を行うことができることから、マ
レイミド基を有するリンカーを導入した。す
なわち、リンカーの合成を行った。maleic 
anhydride, b-alanine, HOSu を DCC存在下、
DCM 中で反応させることで、目的とする
N-succinimidyl 3-(N-maleimido)propanoate 
24 を一工程で合成することができた。さらに
maleic anhydride と tranexamic acid を
1,4-dioxane 中、室温で反応させ、中間体 25
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を得た後、sodium acetate 存在下 acetic 
anhydride を用いて環化することで、trans 
4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane 
carboxylic acid 26 を得た。次いで、得られ
たカルボン酸を HOSu, EDCI·HCl を用いるこ
とで、対応する活性エステル体 27 を得た。
同様に、基質を 4-aminobenzoic acid にかえ
て 反 応 を 行 っ た。 maleic anhydride と
4-aminobenzoic acid を 1,4-dioxane 中、室
温で反応させた後、sodium acetate 存在下
acetic anhydride を用いて環化することで、
目的とする 4-(N-maleimido)benzoic acid 28
を得た (Scheme 6)。 

Scheme 6 
 
cyclic peptide 1 とリンカー24 を DIPEA 存

在下、DMF 中、室温にて攪拌し、対応する化
合物 30 を得た。本反応溶媒に水/アセトニト
リル系を用いて塩基存在下行った場合、イミ
ドの開環反応が進行することが LC/ESI-MSに
て観察された。リンカー28 については
HATU/HOAt/DIPEA を 、 29 に つ い て は
DIPCI,/HOBt をそれぞれ用いて化合物 31、32
を得た。 これらのマイケルアクセプターを
有する化合物は DIPEA 存在下、BSH と反応さ
せたが、いずれの反応も低収率 (33: 22%、
34: 5%) または痕跡量 (35)得られるのみで
あった。 (Scheme 7)。化合物の同定は
LC/ESI-MS を用いて行った。興味深いことに、
目的の化合物のマススペクトルの base ion 
peak は[M]2- ではなく、[M+H]-として観察さ
れた。 
 

Scheme 7 
反応のスケールアップをする際、収率の改

善が必要であると考えられたため、種々の条
件にて 30 と BSH を結合して、33 を合成する
検討を行った (Table 1)。 

Table 1 
 
まず、DIPEA/DMF の塩基性条件にて反応を行

い、preparative HPLC を用いて分離を行った
場合、目的の化合物が 22%の収率で得られた。
次に、メタノール／水混合溶媒にて反応を行
った。この場合、反応収率の若干の向上が見
られたが、低収率に終わった。また、pH7 0.02M 
phosphate buffer/MeCN を塩基、兼溶媒とし
て用いた場合、buffer/MeCN を 4：１では反
応液が懸濁し、反応は進行しなかったが、混
合比を 1：1 とした場合、均一に溶解し、原
料のペプチドの消失を確認した。次いで、ODS  
HPLC にて分取したが、目的の化合物は 17%の
収 率 で あ っ た 。 そ こ で stylene-DVB- 
vinylpyrrolidone 系の樹脂である OASIS HLB
を用いた精製の検討を行ったところ、74%と
単離収率の劇的な改善が見られた。 
 リンカー27 についても、DIIPEA 存在下、
cyclic peptide 1 と反応させ、36 を得た後、
同様の反応条件にて BSHとの反応を行うこと
で、目的の化合物 37を中程度の収率で得た。
リンカー24、27 については、E[c(RGDfK)]２ 22
と結合させて、対応する化合物 38、39 を得
た後、上記の条件を用いて BSH と反応させ、
目的とする化合物 40、41 を得た。得られた
化合物は、LC/ESI-MSにて同定し、分取用 HPLC
にて単離精製した。(Scheme 8) 

Scheme 8 
 
(４) 血清中の安定性試験 
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合成した化合物の生体内での安定性を in 
vitro で検証する目的で、代表的な化合物に
ついて、血清内での安定性を調べた。 
cyclic peptide と GPU-51 はインキュベー

ト開始 12 時間以内では血清内で非常に安定
で あ る こ と を 示 唆 す る 結 果 と な っ た 
(Figure 3, 4)。 
Fig.3                 Fig. 4 

 
Fig.5 一 方 、 GPU-80

はインキュベ
ート開始 1 時
間 後 か ら 、
11.2min に表
れるGPU-80の
ピークとは別
の 10.6min に
見られる分解
物由来と考え
られるピーク

が出現し始め、時間の経過とともに徐々に増
加していった。同時に、GPU-80 のピーク強度
は減少していった (Figure 5)。 
 
(5)  HCT116 細胞における細胞毒性 
GPU-49 に若干の細胞毒性が認められたが、

その他の化合物は、ほとんど毒性を示さなか
った。（Table 2) 

Table 2 
compound IC50  100mM 

viability % 
GPU-49 66.97±3.40 32 ± 3% 
GPU-51 >100 91 ±18% 
GPU-176 >100 80 ± 4% 
GPU-180 >100 95 ±11% 
GPU-189 >100 76 ±12% 
GPU-192 >100 87 ± 3% 
GPU-201 >100 75 ±13% 

BSH >100 86 ±10% 
 
(6) 体内動態 
  組織抽出液のホウ素濃度を ICP-AES で測
定した。この方法では、誘導結合プラズマに

より、種々の原子特有の発光スペクトルを定
量することで、放射線同位体を用いることな
く、高感度な定量ができる。Fig.6 に示すよ
うに、RGDペプチドが１つのもの (GPU-49, 51, 
176)よりも、2つ結合しているもの (GPU-180, 
189, 201)の方が腫瘍組織への分配が良好で
あった。オレンジの棒グラフで示しているカ
ルボラン誘導体は、茶色で示す BSH 誘導体、
もしくは BSHそのものよりも腫瘍組織内での
保持が優れていることが分かる。また、T/B
に関しては、BSH よりも GPU-201 の方が優れ
ていた。腫瘍内ホウ素濃度、腫瘍内滞留性、
T/B を総合的に判断すれば、今回合成した化
合物の中では、GPU-201 が最も優れていると
考えられる。さらに GPU-201 を腹腔内投与
した場合においても、用量依存的に腫

瘍内取り込みの向上が認められた。 
Fig. 6 Biodistribution of boron carriers 
 
(総括) 
 o-carborane または BSH に各種リンカーを
介して環状 RGDペプチドを導入した種々のボ
ロンキャリアを合成した。このうち、環状 RGD
ペプチド基を２つ導入した o-carborane 誘導
体 GPU-201 において、0.75 mmol/kg を静脈
注射した時、BSH と同等またはそれ以上の腫
瘍内濃度と腫瘍滞留時間が認められた。さら
に腹腔内投与に於いても、用量依存的に腫瘍
内取り込みの向上が認められた。血液/腫瘍
内濃度比が BSH よりも優れていたことから、
本化合物は新規な能動的標的指向ボロンキ
ャリアとして有望と考えられた。現在、担が
んマウスによる中性子捕捉療法実験とイン
テグリン受容体親和性試験を検討中である。 
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