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研究成果の概要（和文）：最新のがん治療法であるホウ素中性子捕捉療法(BNCT)の効率を改善するために、がん
細胞抗原とホウ素クラスター化合物であるBSHの両者に結合能を有する新規二重特異性抗体の作製に成功した。
培養がん細胞やヒトがんのマウスモデルである担がんマウスに対して開発した二重特性抗体を用いて中性子照射
実験を実施したところ、BSHを含むホウ素薬剤はがん細胞をターゲッティングし、腫瘍細胞増殖を抑制した。以
上の結果より新規に開発した二重特性抗体は優れたホウ素デリバリー能を有し、次世代BNCT薬剤への応用が期待
される。

研究成果の概要（英文）：A novel bispecific antibody that can bind to both cancer antigens and boron 
cluster BSH have been successfully prepared in this study. Antigen binding ability was confirmed by 
flow cytometry and ELISA. In addition, it was confirmed that the bispecific antibody translocated 
into cells by endocytosis by labeling with a pH-responsive fluorescent probe. When a near-infrared 
fluorescence-labeled bispecific antibody was intravenously administered to tumor-bearing mice via 
tail vein, the selective accumulation in tumor tissues could be found using in vivo imaging. The 
results on BNCT in vitro/in vivo revealed that the bispecific antibody targeted cancer cells and 
afforded suppression of tumor cell growth. Based on these results, the novel bispecific antibody is 
promising for an excellent boron delivery system and is expected to be applied as a novel BNCT drug.

研究分野： 医用材料学

キーワード： ホウ素中性子捕捉療法　二重特異性抗体　腫瘍集積　腫瘍増殖抑制効果　体内動態　ドラッグデリバリ
ーシステム　抗体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
より効果的で患者負担の少ないがん治療法が求められている現状において、選択肢を広げる「第5のがん治療」
として注目されているのがホウ素中性子捕捉療法（BNCT）である。現在は再発性頭頸部癌のみに適応されている
が、本研究の成果は安全性やより大型動物での有効性などをクリアすることで、より効率的で安全性の高い次世
代BNCT薬剤となりうる可能性を有し、がん治療において大きな複音をもたらすものである。また、ホウ素クラス
ターという無機低分子に対する抗体取得など抗体工学において重要な知見を与える成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
高度がん治療として注目を集める粒子線治療の中で、陽子線、炭素線につぐ第３の粒子線治療

とも呼べる「ホウ素中性子捕捉療法(BNCT)」が注目を集めている。BNCTは減速し正常細胞に
は無害な熱もしくは熱外中性子線を腫瘍細胞内ホウ素（10B）に照射することにより得られる重
電荷粒子（α線, Li）を使用する物理的な腫瘍治療法である。これまで実験用原子炉で発生した
中性子を使用してきたため、医療機器として薬事承認の取得は困難であった。しかし、2013年
世界で初めて「京大原子炉実験所」において加速器型中性子源を用いた BNCT臨床研究がスタ
ートし、その後加速器型中性子源を有する BNCT用治療施設が複数設置され治験が進行してお
り、BNCT が近い将来一気に普及すると期待される。しかし、そのためには現状の問題点を克
服する必要があるが、その最大の問題点がホウ素薬剤にある。患部に照射される中性子線量は

1013 neutron •cm-2オーダーであり、組織において均一に分布していると仮定すると約 10 nm2

当たりに１中性子の低密度となる。減速した中性子である熱中性子や熱外中性子は組織深度が

増すに従い減少する。線量を増大し密度を高めれば中性子捕捉反応効率が向上し、より高い治療

効果が期待できるが、中性子線にはγ線などの放射線が含まれるため、放射線障害を避けるため

に現状の線量が限界である。そこで、十分な治療効果を得るためには腫瘍組織において 10B 濃
度 20〜30 ppmが必要とされ、周辺血管や正常組織にダメージを与えないためには 10B濃度比
5以上が目標とされており、腫瘍組織に大量(10B濃度 20〜30 ppm)かつ選択的(対正常組織 10B
濃度比 5以上)なホウ素デリバリーシステムが必要となる。治験薬には p-ボリルフェニルアラニ

ン(BPA)が使用されている。BPA は正常細胞よりも多くのがん細胞で高発現しているアミノ酸

トランスポーター(LAT-1)を介してがん細胞選択的に取り込まれるものの、単体での水に対する

溶解度が非常に低く、フルクトースやソルビトールなどの糖質とのボロン酸エステル誘導体と

して水溶性を向上させて使用されている。しかしながら、ボロン酸エステルの水溶性も十分とは

言えず、大量の点滴液として患者に投与されるために患者の負担が大きいなどの課題が残され

ている。 
腫瘍組織への大量かつ選択的なホウ素デリバリーシステムを構築するために、腫瘍集積性向

上を計るべく 10B 化合物のリポソーム製剤化や高分子製剤化に関する研究が国内外で活発に展

開されている。長崎らは天然多糖の一種β-1,3-グルカンであるシゾフィランが疎水性空孔に疎

水性の高い化合物を一次元的に包接する能力を利用し、ホウ素クラスターであるカルボランの

水溶化に成功している（Chem. Lett.2007、特願 2007-059771）。また、メラノーマ細胞親和性

が期待されるコウジ酸構造を有するカルボラン誘導体のメラノーマ BNCTに対する有効性を動

物実験で明らかにしている（KURRI report2013、特願 2011-014388）。更に、ホウ素元素の高

集積化を目指し、天然ポリアミンであるe-ポリ L-リジンを基本骨格とする生体適合性高分子へ

のBSH導入に成功し、担がん動物モデルにおいて高いBNCT効果を見出している（Appl. Radiat. 
Isot.2011）。また、BNCTホウ素デリバリーシステムへの抗体利用に関してはこれまで多くの研

究が報告されてきた。しかし、未だ有効性の高い抗体機能を利用したホウ素薬剤は登場していな

い。 
 
２．研究の目的 
 
そこで、高い選択性と親和性を有する抗体を工学的に最適化し、腫瘍細胞とホウ素薬剤として

最適な BSHホウ素クラスターに親和性を有する二重特異性抗体を新規に作製し、ホウ素薬剤の

構造活性相関を最適化することで、求められる BNCTホウ素デリバリーシステムの構築を目指

すことが、本研究の学術的な問いである。抗体はターゲット分子（抗原）に対し優れた特異性と

親和性を有することからがん治療への応用も古くから行われてきた。現在主流の天然型抗体を

医薬品として用いる場合、一般に大量投与が必要となり、製造方法に起因するコスト高と相まっ

て極めて高額な治療法となる。高度先端医療開発の重要性もさることながら、高度医療の低コス



 

 

ト化は解決すべき喫緊の課題である。

従って、抗体医薬の開発においても、

従来の天然型抗体と比較し、機能的に

優れた抗体を如何に低コストで生産す

るかは医療経済的観点からも重要な課

題である。 
二重特異性抗体は異なる特異性を持

つ抗体を組合せ２つの標的特異性を賦

与した人工抗体であり、高機能性次世

代抗体医薬の１つとして注目を集めて

いる。研究分担者の立花と中西は、遺

伝子工学技術を駆使し、様々な二重特

異性抗体を作製してきた。一般的にこのような非天然型抗体の生産性は低いが、偶然にも天然型

抗体と同等もしくはそれ以上の生産性を示す IgG 型抗体の重鎖 Fc 領域末端にラクダ科重鎖一

本鎖の可変結合領域を融合した二重特異性抗体の作製に成功している。 
上記のような状況のもと、本研究ではホウ素デリバリー研究にこれまで使用されたことの無

い二重特異性抗体を活用する。がん抗原と現在も臨床研究に用いられているホウ素クラスター

である BSHに対して特異性を有する二重特異性抗体で腫瘍組織をプレターゲッティングし、そ

の後高分子量化 BSH を投与することで腫瘍組織における選択性とホウ素集積性に優れた次世

代の BNCT薬剤の開発を目指す（図 1）。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 二重特異性抗体の調製（長崎・立花・中西が共同して実施した） 
・BSHを EMCS(N-マレイミドカプロイルオキシスクシイミド)架橋剤を介して BSAおよび KLH（キ
ャリアタンパク）とコンジュゲーション化する。コンジュゲート体同定は SDS-PAGE や ICP-AES
を用いたホウ素濃度定量、アミノ酸分析によるタンパク質定量を行い、BSH 導入数などを確認し
た。 
・ラビットへの免疫、またリンパ球の単離はバイオゲート株式会社に委託した。1.0 mg/mL の
KLH-EMCS-BSHを濃縮し、4 mg/mLにし、125 µLをアジュバンドのタイターマックス Gold（TiterMax 
USA）125 µLと混合し、エマルジョン化した溶液をラビットの腹部および背部の 30～40か所に
皮内注射し免疫した。免疫は 2週間間隔で、初回の免疫を合わせて 4回行った。最終免疫の 1週
間後に脾臓を回収し、リンパ球を単離した。 
・抗原（ポジティブ：1 mg/mL BSA-EMCS-BSH、ネガティブ：5 mg/mL BSA-EMCS）に対する ELISA
で抗 BSH 抗体の産生を確認した。 
・ASONE Cell Picking Systemを用いて、ラビット血清から抗 BSH 抗体産生リンパ球のシングル
セルピッキングを行った。 
・抗 BSH 抗体の軽鎖および重鎖の遺伝子配列をユーロフィンジェノミクス株式会社に委託し、
シーケンシングを行った。抗体遺伝子の組み込まれた pCAGENベクター600 ng分を PCR チューブ
に加え、MilliQ水で全量を 15 µLにし、シーケンシングに用いた。重鎖においては、3’側から
もシーケンシングを行うために、抗体遺伝子の組み込まれた pCAGEN ベクター600 ng 分と pCA-
RVプライマー9.6 µLを PCR チューブに加え、MilliQ水で全量を 21 µLにし、シーケンシングに
用いた。 
・抗体可変領域の遺伝子配列を解読解析し、抗がん抗体として著明な抗 Her2 抗体及び抗 EGFR抗
体の遺伝子を用い、遺伝子工学的に二重特異性抗体の重鎖及び軽鎖発現ベクターを構築した。 
・Expi293F 細胞発現系を用いて組換えタンパクとして二重特異性抗体の単離・調製を行った。
精製については、ProteinA カラムクロマトグラフィーにより、速やかに高純度の Her2/BSH及び
EGFR/BSH 二重特性抗体を得た。 
 
② BSH修飾デンドリマー（BSH集積ホウ素薬剤）の調製（長崎が実施した） 
・市販 PAMAMデンドリマー（エチレンジアミンコア、第５〜７世代）に EMCS 架橋剤を反応させ、
デンドリマー末端にマレイミド基を導入した。 
・BSHと反応させ、BSH修飾デンドリマーの合成を行い、元素分析によるＮ含有量と ICP-AESを
用いたホウ素濃度定量から BSH 導入率は評価した。 
・アミノ化シリカナノ粒子に EMCS 架橋剤を反応させ、マレイミド基を導入後、BSHと反応させ、
BSH修飾シリカナノ粒子の調製も行った。 

Fig. 1 Boron delivery strategy by using bispecific 
antibody against cancer-antigen and BSH.  
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③ 二重特異性抗体の物性評価（長崎・立花・中西が共同して実施した） 
・表面プラズモン共鳴(SPR)法による BSHに対する結合活性を評価した。 
・作製した二重特異性抗体について、抗原である BSH、EGFR、Her2に対する結合性、がん抗原発
現細胞への細胞内移行などを検討した。 
 
④ BNCTホウ素デリバリーシステムとしての評価（長崎と増永慎一郎・真田悠生とが共同し実施
した） 

・前臨床研究における基礎データとしての安全性評価 
二重特異性抗体及び BSH 集積ホウ素薬剤の担がんマウスに対する尾静脈投与により、マウスに
対する急性毒性を評価した。BSH集積ホウ素薬剤の急性毒性評価や、腫瘍集積生評価を実施した。
また、各種がん細胞に対する処理により細胞障害性を評価した。 
・担がん動物モデルでの腫瘍集積性評価 
Her2発現細胞を標的とする場合は SKOV3（ヒト卵巣癌細胞）、EGFR発現細胞を標的とする場合は
A431 をヌードマウスに移植し、作製した担がんマウスに二重特異性抗体投与しプレターゲッテ
ィング後、BSH集積ホウ素薬剤を投与し腫瘍組織集積性を評価した。各臓器ホウ素濃度は機関所
有の ICP-AESを用いて定量する。効率的かつ安全性高い生体サンプル分解処理が必要で有り、今
回備品として購入した細胞処理装置使用し、効率的に実験を行った。 
 
・BNCT効果評価 
腫瘍組織への高い集積性と、血液および正常組織との濃度比が５以上を確認後、京大原子炉実験
所の共同利用研究として申請し、中性子照射実験を実施した。中性子線量依存性や、プレターゲ
ッティングに用いる二重特異性抗体の投与タイミングなどの最適化を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 新規抗 BSH 抗体の作製 
・KLH-EMCS-BSHをラビットに免疫した。免疫後、脾臓由来
のリンパ球を採取し、シングルセルピッキングにより抗BSH
抗体産生リンパ球を 8 個得た。それらのリンパ球由来の BSH
抗体遺伝子を組み込んだベクターを HEK293T 細胞にトラン
スフェクションし、培養上清で ELISAを行った。その結果、
2つのクローンにおいて陽性反応が示され、BSHに対し特異
的な抗体の産生が確認できた（図２）。よって、BSHに対す
るモノクローナル抗体の遺伝子が得られ、BSH 抗体の作製
に成功したと言える。 

作製した抗 BSH 抗体の抗体遺伝子を用いて、抗 BSH 抗体
Fabを作製し、SPR法にて、抗 BSH 抗体の KD値を 4.02×10-
7 Mと決定した。 

 
② 二重特異性抗体の物性評価 
BSHと Her2に対する二重特異性抗体を用いた実験で、BSH 修飾 BSAを固相化した ELISA評価
において、作製した二重特異性抗体が BSH へ結合することを確認した。この結果より、BSH 結合
部位の定常領域のヒト化における BSH への結合能が欠失しないことが分かった。また、フローサ
イトメトリー評価では、Her2 陽性細胞として SKOV3 細胞、Her2 陰性細胞として MDA-MB-231 細
胞を用いて評価を行い、作製した二重特異性抗体が SKOV3細胞を対象としたときのみ、結合が確
認でき、これより、Her2 への親和性を確認した。さらに、作製した二重特異性抗体において凍
結融解を繰り返しても、BSH への結合能を保持していることが確認できた。BSH と Her2 に対す
る二重特異性抗体が BSH と Her2 に同時に結合することはサンドイッチ ELISA により確認し、
Her2発現細胞(SKOV3細胞)において Her2依存的にエンドサイトーシスにて細胞内移行すること
をフローサイトメーター及び pHRod 標識二重特性抗体の細胞内取り込み挙動を蛍光顕微鏡観察
することにより確認した。動的光散乱測定によるサイズ変化により BSHと Her2に対する二重特
異性抗体が BSH-EMCS-BSHと複合化することをサイズ変化より確認した。 
 
③ BNCTホウ素デリバリーシステムとしての評価 
ヒト卵巣がん細胞(Her2+)である SKOV3細胞を KSN/slc ヌードマウス（5週齢、雌）の右大腿
部へ皮下注射し、二ヶ月後に腫瘍の形成を確認した。BSer2 抗体を近赤外蛍光プローブで修飾し、
担がんマウスに尾静脈投与を行いインビボイメージング観察した結果、投与後 3 時間目から腫
瘍組織に集積し始め、その集積は 96 時間以上継続した。次に、BSHと Her2に対する二重特異性
抗体を投与後、近赤外蛍光プローブ修飾 BSH-EMCS-BSHを連続投与し、インビボイメージングに
よりホウ素集積薬剤の腫瘍組織への集積性を評価した。しかし、予想に反して、インビボイメー

Fig. 2 Confirmation of production of 
recombinant antibody of BSH by ELISA. 



 

 

ジングでは腫瘍への集積性を確認することはできなかった。そこで、担がんマウスにホウ素集積
薬剤を投与する際には、二重特性抗体と事前に複合化し投与することにした。 
これらの基礎データをもとに、BSH と Her2 に対する二重特異性抗体を用いたホウ素デリバリ
ーの効果を確認するために、BSH-EMCS-BSH（以下、BEB）との組み合わせで in vitro/in vivoに
おいて京大原子炉（KUR）にて中性子照射を行った。SKOV3細胞に、各薬剤〔抗体 BEB複合体(抗
体:BEB=0.05 µM:10,20,30 ppm、0.1 µM:10,20,30 ppm)、BEB(10、20、30 ppm)、BPA(10、20 ppm) 〕
を添加し培養した。24時間後細胞を回収し、KURにて熱中性子線を照射（5 MW、15分）した。
照射 24時間後、WSTアッセイを行い、細胞障害性を調べた。 
次に、SKOV3細胞移植担がんマウスに対する BNCT実験を行った。実験は 7つの条件〔薬剤投
与なし(照射・非照射)、抗体 BEB複合体(照射・非照射)、BEBのみ(照射・非照射)、BPA(照射)〕
でグループ分けし N=4以上で実施した。抗体 BEB複合体、BEB、BPAは照射の 24時間前に尾静脈
投与（B濃度：280 ppm、200 µL）し、KURにて熱中性子線を照射（1 MW、70分）した。照射後、
約１か月間にわたり体重・腫瘍サイズを測定し BNCT効果を評価した。 
in vitro での BNCTにおいて、抗体 BEB複合体は BPAと同等以上で、BEBと比べより高い細胞
殺傷能力を示した。 
in vivo での BNCTにおいては、抗体 BEB複合体投与かつ中性子照射群は、他条件群と比べ、
中性子照射後 30日間、腫瘍増殖を抑制した。 
これらより、BSer2 抗体によって Her2 陽性のがん細胞をターゲッティングし、より効率的に

BNCT効果を向上させ、細胞・腫瘍増殖を抑制したと考えられる。   
  
以上の結果より、invitro /in vivoでの BNCT実験において、二重特異性抗体抗体を用いたホ

ウ素デリバリーは高い細胞・腫瘍増殖抑制効果を示した。二重特異性抗体抗体を用いる BSHデリ
バリーシステムはがん抗原を発現しているがんに対する有効な新規 BNCT薬剤として期待される。 

 

 
 
 
 
 

Fig.3 Comparison of anti-tumor activity (left : in vitro  right : in vivo) 
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