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研究成果の概要（和文）：ホウ素化コレステロールの合成に成功し、次世代中性子捕捉療法のためのホウ素高集
積化リポソームの開発に成功した。ホウ素クラスターカウンターカチオンに多価カチオン性のスペルミジニウム
カチオンを用いた時に最も効率よくリポソームに内封されることを見出した。さらに、細胞内ホウ素クラスター
の局在イメージングに、蛍光イメージング技術とラマン分光イメージング技術を確立した。また、腫瘍への高効
率ホウ素デリバリーシステム構築のために、マレイミド結合型ホウ素クラスター（MID）の開発に成功し、MIDが
生理条件下においてシステインだけでなくリジンにも結合することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Boronated cholesterols were successfully synthesized. Using these 
cholesterol, high content boron liposomes were developed for new generation neutron capture therapy.
 A counter cation of  boron ion clusters (closo-dodecaborates) was found to be essential for the 
encapsulation efficacy of boronated liposomes: a sperimidinium form of closo-dodecaborates was 
highly encapsulated into liposomes prepared from phospholipids. Furthermore, boron imaging 
technologies in the cells have been developed using a combination of in cell click fluorescent 
imaging technique and Raman imaging technology.
Biopolymer-based boron delivery system was also developed for selective and efficient delivery of 
boron to tumor in vivo based on the EPR effect. Maleimide-closo-dodecaborate (MID) was successfully 
synthesized. MID conjugated not only a free SH group of cysteine residues but also lysine residues 
in proteins  and its serum albumin conjugates were found to be accumulated into tumor selectively. 

研究分野： 有機化学
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１．研究開始当初の背景 
	 ホウ素中性子捕捉療法（BNCT）は、低エ

ネルギーである熱・熱外中性子がホウ素との

核反応により生ずる強力な粒子線を用いる

ものであり、がん部位へホウ素デリバリーと

中性子線照射のダブルターゲティングが可

能な低侵襲型治療法である。BNCT は、必要

とする熱中性子を原子炉から得ていたこと

から、燃料や設置の制限が問題点であった。

我が国では、世界で初めて BNCT 用小型加速

器の開発に成功し、さらに、2012 年 11 月か

らホウ素薬剤 BPA と加速器を用いた脳腫瘍

を対象とした BNCT の第１相臨床試験が始

められており、一般的放射線治療法の１つと

して医療認可を目指している。 
	 BPA は、血中滞留性が低いため腫瘍からの

クリアランスが非常に速いという問題点が

あり、実際の臨床においては、中性子照射中

においてもBPAを静脈注射で投与している。

また、BNCT を行うにあたり、対象患者にあ

らかじめ 18F-BPA を用いた PET 診断を行う

ことにより、BNCT が適応可能か否かを判断

し、その線量計画が立てられている。したが

って、BPA に非感受性患者は BNCT 適応外

となるわけであるが、実に対象患者のおよそ

60%が適応外と診断されているのが現状であ

る。 
	 したがって、BPA の腫瘍からのクリアラン

スが非常に速いといった課題を克服するた

めに、（１）単回投与で腫瘍への集積が可能

で、なおかつ（２）BPA に非感受性患者に対

して適応可能な新しいホウ素薬剤の開発が、

急務となっている。これらの要件を満たすホ

ウ素薬剤が開発できれば、BNCT の適応疾患

拡大へと繋がる。 
	 本申請者は、既に大量の薬剤分子を集合体

として一気に送ることのできるリポソーム

を用いたホウ素送達システムを考案してき

た。通常リポソームの脂質二分子膜は、リン

脂質とコレステロールより構成されている。

本申請者は、これまでリン脂質の構造に着目

し、ホウ素脂質を世界で初めて開発し、その

リポソーム化に成功した。さらに、蛍光標識

化したホウ素脂質を開発し、ホウ素リポソー

ムの生体内分布を調べたところ、腫瘍血管か

ら離れたハイポキシア領域 へは到達してい

ないことを明らかにするとともに、 (Org. 
Biomol. Chem. 2012)、腫瘍組織内での内封

ホウ素薬剤のリリースによる細胞膜および

細胞間質の透過による BDS を新たに検討し

てきた。その結果、内封ホウ素薬剤との融合

により、がん移植モデルマウスにおいて、腫

瘍 の 完 全 消 失 を 達 成 し た (Bioconjugate 
Chem. 2013)。しかし、総脂質投与量は、

7g/60kg 体重と臨床適応可能なレベルの２倍

以上治療に必要であった。 

２．研究の目的 
本研究では、腫瘍に持続的集積性の高いホウ

素デリバリーシステム（BDS）を開発するも

のであり、BPA 非感受性がん患者に対する

BNCT 適応疾患拡大を目指す。 
	 本研究では、リポソーム膜のもう１つの成

分であるコレステロールに着目し、ホウ素化

コレステロールを開発する。申請者は、本研

究を開始するにあたり予備的な実験におい

て、ホウ素化コレステロールが細胞核周辺に

集積することを既に見出していた。これは、

DNA への損傷効率が高いことを意味し、高

い BNCT 効果が期待できる。本研究では、ホ

ウ素高集積化による実用可能な根治を目指

した低侵襲型ホウ素デリバリーがん治療シ

ステムを確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 リポソーム総投与量の低減とより高い

BNCT 抗腫瘍効果を達成するには、（i）リポソ

ームのホウ素高集積化、（ⅱ）腫瘍内ホウ素

を細胞核付近に到達させることで DNA 殺傷効

果を向上、（ⅲ）腫瘍選択的ホウ素デリバリ

ー、の３つの戦略を考案し、本研究期間中に

次の４つの課題について検討した。	

（１）ホウ素化コレステロールの開発とナノ

キャリア化	

	 高い治療効果のためには、腫瘍内ホウ素濃

度が 30	ppm 以上、腫瘍/血液内ホウ素濃度比

が 3 以上を満たす薬剤の開発が目標となる。

そこで、リポソーム二分子膜へのホウ素内封

として、新たにホウ素化コレスレロールを開

発し、リポソームを調製しナノキャリア化を

検討した。	

（２）ホウ素薬剤の可視化技術の開発	

	 ホウ素薬剤が実際の腫瘍組織内にどのよ

うに分布しているか？細胞レベルで検証す

ることが本治療効果の向上に必須である。特

にホウ素薬剤が細胞核付近に分布すること

は、効率的な DNA 殺傷効果、すなわち BNCT

抗腫瘍効果に繋がる。本研究では、①細胞レ

ベルでのホウ素コレステロール化蛍光標識

の可視化技術を開発した。	

（３）ホウ素クラスターのカウンターカチオ

ンの検討と高集積化	

	 ホウ素イオンクラスターのカウンターカ

チオンを通常臨床に用いられているナトリ

ウム塩から、多カチオン性ポリアミンに変え

ることで、リポソーム内封効率を向上させ、

ホウ素高集積化リポソームを開発した。	

	

（４）生体高分子を利用したアクティブター

ゲティング	

	 血清アルブミンは，健常人の血液中には

40-50g/L	含まれており、血中の脂質や薬剤

を運ぶタンパク質であることから、これまで



ドラッグデリバリーシステムのキャリアと

して注目され研究されてきた。ナノ粒子のが

ん集積性が、腫瘍血管の不完全な構造による

漏出と腫瘍組織におけるリンパ管回収系の

未発達によるものであること（EPR	効果）に

起因することを染色した血清アルブミンに

よって明らかにされて以来、血清アルブミン

に抗がん剤を結合させた薬剤開発が精力的

に行われてきた。実際に、血清アルブミンに

パクリタキセルを結合させた「Abraxane」が，	

転移性乳がんや再発胃がんや進行性非小細

胞肺がんの治療薬として認可されている。本

研究では、血清アルブミンにホウ素を容易に

導入できる手法の開発を目的に、マレイミド

結合ホウ素クラスターを分子設計し、合成し

た。血清アルブミンは、分子内に 35 個のシ

ステイン（Cys）を持つが、そのうち 34 個の

システインはジスルフィド結合を形成して

おり、Cys34 のみフリーの SH 基を有する。

マレイミドは生理条件下でシステインの SH
基に選択的に結合することが知られている。	

	

４．研究成果	

（１）ホウ素化コレステロールの開発とナノ

キャリア化	

	 図２に示すような合成スキームでホウ素

化コレステロールの合成に成功した。	

	

図２．ホウ素化コレステロール合成スキーム	

	 さらに、中性子照射実験を可能とするため、
10B 濃縮ドデカボレートを用いた合成方法も

確立した。合成したホウ素化コレステロール

を用いて、ホスファチジルコリン脂質（DSPC）

とのリポソーム化を検討した。 REV 法を用

いて、リポソームを調整し、エクストルーダ

ーにて 100 nm に粒子系を調整した結果、安

定なホウ素化コレステロールを調製するこ

とに成功した。	

	

（２）ホウ素薬剤の可視化技術の開発	

	 ホウ素コレステロールに細胞内クリック

反応で蛍光色素を導入する方法を確立した。

この手法により、細胞内でのホウ素コレステ

ロールの局在を明らかにした。蛍光顕微鏡を

用いた画像解析の結果、コレステロールは細

胞内の核膜周辺など脂質が局在する部分に

多く局在することがわかった。さらに、ホウ

素クラスターの B-H 結合に起因するラマン吸

収が、生体分子の吸収に重ならない波長帯に

吸収体を持つことに着目し、疎水性ホウ素ク

ラスターであるカルボラン、イオン性ホウ素

クラスターであるドデカボレートのラマン

スペクトルを測定したところ、濃度依存性を

見出すことに成功した。この結果をもとに、

本研究で開発したホウ素化コレステロール

の細胞内ラマンイメージングを行い、細胞内

クリック反応を用いた蛍光イメージング画

像と比較した結果、局在の一致を確認するこ

とができた（論文投稿準備中）。	

	

（３）ホウ素クラスターのカウンターカチオ

ンの検討と高集積化	

	 ホウ素イオンクラスターのカウンターカ

チオンを通常臨床に用いられているナトリ

ウム塩から、多カチオン性ポリアミンに変え

ることでリポソーム内封効率を向上させる

ことに成功した。実際に、ナトリウム塩の場

合、ホウ素リポソーム溶液はホウ素濃度で	

3000	ppm が限界であったのに対し、スペルミ

ジン塩を用いることで、14,000	ppm まで高集

積化させることができ、その結果、投与する

リポソーム総量を 740	mg/kg から 94	mg/kg

にまで、削減させることに成功した。このこ

とにより、臨床応用に十分可能なレベルまで、

リポソーム投与量を削減できたことは、非常

に大きな成果である。	

	

（４）生体高分子を利用したアクティブター

ゲティング	

	 血清アルブミンに導入するためにマレイ

ミドを分子内に持つクロソドデカボレート
maleimide-functionalized closo-dodecaborate  
(MID)を分子設計した。MID の合成スキームを

図３に示す。20 面体の 2 価ホウ素陰イオンク

ラスターである closo-dodecaborate のテト

ラブチルアンモニウム（TBA）塩（1）をジオ

キサンで処理し化合物(2)とした後、テトラ

ブチルアンモニウムアジド（TBAN3）で開環反

応させることでアジド体(3)を得た。アジド

体(3)を還元してアンモニウム塩（4）に変換

した後、4-マレイミドブタン酸とアミド縮合

させ、イオン交換処理を施し、MID のナトリ

ウム塩（5c）を合成した。	

	はじめに、N-アセチルシステインに対して、

中性条件下（PBS	buffer;	pH	7.4）MID を作

用させると、反応は１時間で終わり N-アセチ
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ルシステイン-MID 結合体が生成することを

質量分析（ESI-TOF-MS）により確認した。次

に 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Bovine	 serum	

albumin;	BSA）に対し同様の条件下で MID を

様々な濃度（0.1–100	当量）で反応させた。

BSA-MID 複合体の生成を、抗 BSH 抗体を用い

たウェスタンブロット法にて分析したとこ

ろ、濃度依存的に MID が BSA に結合している

ことがわかった。さらに興味深いことにシス

テインの SH 基のブロッキング剤存在下でも、

MID は BSA に結合し、リジンの NH2基のブロッ

キング剤存在下では、MIDのBSAへの結合が

抑制された。このことから、MID はリジン残

基にも結合していることが示唆された。	

	
反応条件：(a)	NaBF4,	HCl,	1,4-dioxane;	(b)	TBAN3,	

CH2Cl2,	87%	in	two	steps;	(c)	Ph3P,	H2O,	THF,	quant.;	

(d)	4-maleimidobutyric	acid,	BOP,	Et3N,	THF,	77%;	(e)	

TMACl,	CH3OH/EtOH,	94%;	(f)	Na
+-Amberlite,	H2O,	93%.	

図３．MID の合成スキーム	

	 次に、マウス大腸がん細胞（colon	26）を

左太腿に移植した Balb/c マウスを用いて、

MID-BSA の時間依存的な体内分布を調べた。

MID-BSA の投与量が 3−30	mg[B]/kg となるよ

うに、生理食塩水に溶解し尾静脈より注射し

た（i.v.）。投与後、1−48 時間において、血

液、腫瘍、肝臓、腎臓、脾臓をそれぞれ摘出

し、硝酸中で灰化させ、それぞれの組織に集

積したホウ素濃度を ICP-OES（Inductively	

coupled	 plasma-optical	 emission	

spectrometry）を用いて測定した。比較対象

として、MID ならびに BSH をそれぞれ 30	

mg[B]/kg 投与した。その結果、MID-BSA の各

臓器の集積濃度は、投与量に高く依存した。

30	mg[B]/kg	投与量で比較した場合、BSH は

血液濃度が速やかに低下するのに対し、MID

は MID-BSA と同程度の時間依存的な血中濃度

を示した。また、興味深いことに、MID-BSA

を 30	mg[B]/kg	投与量で投与した場合、腫瘍

内ホウ素濃度が 12 時間後には 62	ppm	と非常

に高い濃度で集積する一方で、肝臓、腎臓、

脾臓への集積は腫瘍よりも低く抑えられた。

以前、筆者らが開発した BSH 内封リポソーム

薬剤では、腎臓や脾臓への集積が腫瘍よりも

数倍高い値が得られていたことから、

MID-BSA が高い EPR 効果をもつだけでなく、

リポソーム製剤よりも生体適合性が高く細

網内皮系から回避されることで、腫瘍選択性

が向上していることが示唆された。さらに、

熱中性子照射により BNCT 抗腫瘍効果を調べ

たところ、MID−血清アルブミン複合体を 7.5	

mg[B]/kg で投与した場合においても、高い

BNCT 抗腫瘍効果が得られ、熱中性子照射後２

週間において、腫瘍の消失が観察された。こ

れらのことから、MID−血清アルブミン複合体

は中性子捕捉療法のための有望なホウ素キ

ャリアと考えられる。	
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