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研究成果の概要（和文）：ホウ素クラスターカルボラン-コウジ酸コンジュゲート体（ＣＫＡ）とヒドロキシプ
ロピル-β-シクロデキストリン（HP-βCD）複合体を新規に調製し、ＣＫＡ/HP-βCD複合体は転移能高いメラノ
ーマ細胞のマウス個体における転移を抑制する事を偶然発見した。メカニズム解明を検討する中で、HIF-1発現
抑制能を示すことを見出している。そこで、本研究ではメラノーマ転移モデルマウスを用いたCKAのメラノーマ
転移抑制能を評価した。リアルタイムPCRの結果から、臓器の中でも特に、脳へのメラノーマの転移をCKAが著し
く抑制した。

研究成果の概要（英文）：A novel water-soluble complex between boron cluster carborane-kojic acid 
conjugate(CKA) and hydroxylpropyl-beta-cyclodextrin (HP-betaCD) hve been prepared. It was revealed 
that CKA-HP-betaCD complex inhibited the metastasis of melanoma cells in vivo. It was suggested that
 the inhibitory ability of CKA to HIF-1alpha contributed to suppress the matastasis. Furthermore, in
 this study, the quantitative evaluation of  the CKA’s inhibitory ability was carried out by 
quantitative real-time PCR in vivo. From the results of real-time PCR, CKA remarkably suppressed 
melanoma metastasis to the brain among other organs.

研究分野：生体医工学・生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
1950 年代に初めての BNCT が実施されて
から、中性子照射装置やホウ素分析法そして
治療プロトコールの改良などが世界中の研
究者により進められてきた。しかし、臨床試
験に実際に使用されているホウ素薬剤は
BSH (mercaptoundecahydrododeca- borane) と
BPA (p-boronophenylalanine) の二化合物
のみである。これら化合物は低分子であるた
めに腎臓からの速やかに排泄されるため血
中滞留性が低く、がん細胞へ有効濃度集積さ
せるために大量の化合物が使用されている。
実際、BPAを投与する場合、水酸化ナトリウ
ムを用いたアルカリ性条件下フルクトース
と約１時間混合しボロン酸のフルクトース
エステル化を行い水溶性を向上させる。その
後、塩酸で中和し濾過滅菌の後に点滴ガラス
瓶詰めを行うなど、繁雑な操作を必要とする。
また、体重 40 kg の患者に対し、10 gの BPA
を約 450 mlの大量の注射剤として調製し静
注するため、患者は勿論のこと医療従事者に
も負担の大きい操作・処置を強いられている。
一方、近年シクロデキストリン類の医薬への
有効利用に関する研究は進展がめざましく、
難水溶性薬物のナノ粒子化や薬物の放出制
御と標的指向化など医薬品の価値を高める
ために多くの研究が行われ、実用化されたも
のも多い。我々も、既に多糖類（β-1,3-グル
カン）を用いた疎水性ホウ素クラスターの水
溶化にも成功している。 
 
２．研究の目的 
本申請期間内に、以下の目標を達成すべく
研究を遂行し、臨床応用に向けた基礎的知見
の蓄積を目指す。 
・ BPA複合化における最適シクロデキスト
リン誘導体の選択 
・ BPAとの複合化方法の最適条件決定 
・ in vitro 細胞内＆in vivo 腫瘍内デリバ
リー評価 
・ 培養細胞およびマウスを用いた毒性評価 
・ 担がんマウスを用いた薬物体内動態解析 
・ 担がんマウスを用いた中性子照射による、
がん増殖抑制評価、機構解明 

 
３．研究の方法 
本研究を遂行するに当たり、現在臨床使用
されているフルクトース錯体濃度(B:1000 
ppm)以上の水溶液調製を目標とし、先ずは
BPAの水溶性・操作性向上を目指した各種シ
クロデキストリン誘導体（CDx）との複合化
を行った。最も高濃度で得られた複合体水溶
液を用い、in vitro, in vivo での評価を並
行して進め、京都大学原子炉実験所にて増永
慎一郎教授の協力のもと中性子照射実験を
実施し、その結果を合成、複合化およびデリ
バリー条件設定にフィードバックしつつ目
標達成に向け研究を遂行する予定であった
が、期間中東日本大震災の影響も有り京大原
子炉の運転は停止し続け、中性子照射実験は

未実施である。 
これまでに論文公表されているものも含
めて次に示した各種シクロデキストリン類
を用い、BPAの水溶性を増加させるために以
下に示す複合化方法を網羅的に検討した。 
検討対象CDx：α-CD, β- CD, γ- CD, δ
-CD, ジメチル-β-CD, ジメチル-γ-CD, 
ヒドロキシプロピル-β-CD, ヒドロキシプ
ロピル-γ-CD, ヒドロキシブチル-β-CD, 
ヒドロキシブチル-γ-CD, スルホブチルエ
ーテルβ-CD, カルボキシエチルチオエーテ
ル-γ-CD, 硫酸化-β-CD  
 検討した複合化方法：乳化法、飽和水溶液
法、混練法、混合粉砕法（高速振動粉砕、メ
カノケミカルボンディング）、超音波分散法 
 各方法における具体的検討項目を以下に
示す。 
1．乳化法 
CDx の 20～50％懸濁液を作り、BPA を添加
し、ホモジナイザーで乳化させる。ホモジナ
イズの条件は、回転数（3,000～8,000 rpm）、
時間（30 分～数時間）、温度等を検討した。 
2．飽和水溶液法 
CDx の飽和水溶液を作り、一定量の BPA を
混合し、30分～数日攪拌混合した。 
3．混練法 
CDxに水を少量加えてペースト状にし、BPA
を添加して混練機で練る。得たペーストを乾
燥し、複合体粉末を得た。混合時間を種々検
討した。 
4．混合粉砕法 
CDx と BPA を振動ミルに入れ、高速振動粉
砕する。混合重量比や粉砕時間などを最適化
する。可溶化する際に、超音波分散時間など
を検討した。 
得られた複合体の物性同定を円二色性ス
ペクトルや NMR スペクトルを用い、固体状態
においては熱分析 DSC、粉末 X 線などで物理
的混合物と CDx複合体を比較検討した。複合
体濃度はICP発光測定によりホウ素濃度を定
量化し決定した。 
更に、水溶液を調製し、ゼータ電位・粒径
を測定する。マウス尾静脈投与を想定し、血
中滞留性が期待される負電荷を帯びた粒子
作製を目指す。また、腫瘍組織へ EPR 効果に
より集積させるために 100-200 nm の粒子サ
イズとなる条件を確立した。 
④BPA/ CDx複合体の細胞障害性を培養細胞
に対して評価した。細胞は、動物実験を想定
した Colon-26(マウス結腸がん)細胞を用い、
培地中への添加濃度を制御し、WST アッセイ
により実施し、細胞障害性を及ぼさない濃度
領域を決定した。
備品申請したセル
アナライザーを用
いアポトーシス活
性評価を行った。 
一方、メラノー
マに対して選択性
が期待されるもの

CKA 



の、水溶性に乏しく BNCT薬剤として評価が
困難であったコウジ酸修飾カルボラン化合
物（CKA）のヒドロキシプロピル-β-シクロ
デキストリンによる高効率水溶化法を見出
した。 

CKA/HP-βCD 複合体は転移能高いメラノ
ーマ細胞のマウス個体における転移を抑制
する事を偶然発見し、メラノーマ転移モデル
マウスを用いた CKA のメラノーマ転移抑制
能を評価した。 
メラノーマ細胞(2.5x105 cells)を C57BL6
マウスに皮下注射し、メラノーマ細胞が定着
したと思われる 3日後から 2日おきに計６回、
CKA/HP-βCD複合体水溶液(CKA:1 mg)を尾
静脈投与した。その後、マウスから各臓器を
摘出し、30 mg を秤量後、RNA を抽出した。
そして、リアルタイム PCR を行った。 
 
４．研究成果 

BPAの水溶化実験では種々検討した条件
の中で、シクロデキストリンとしては、医
薬品グレードが入手可能な誘導体であるヒ
ドロキシプロピル-β-CD、複合化方法とし
ては高速振動粉砕法（25 Hz, 30 min）を用
いた際に、BPA に対する水溶化率 77%, 最
高濃度［Ｂ］＝1000 ppm を達成した。しか
し、フルクトース錯体の水溶性と比較し最
大溶解度は 1/10 程度で有り、改善の余地が
残されている結果となった。 

BPA／ヒドロキシプロピル-β-シクロデキ
ストリン（HP-βCD）複合体水溶液を用いて、
京大原子炉（ＫＵＲ）において中性子照射に
よる培養がん細胞の増殖抑制評価や担がん
マウスにおける腫瘍増殖抑制効果を評価予
定であったが、当初予想されていたＫＵＲの
再開が実現せず中性子照射実験は実施する
ことが出来ず、新たな知見を得ることは出来

なかった。 
一方、メラノーマに対して選択性が期待さ
れるものの、水溶性に乏しく BNCT薬剤とし
て評価が困難であったコウジ酸修飾カルボ
ラン化合物（CKA）のヒドロキシプロピル-
β-シクロデキストリンによる高効率水溶化
法を見出し、興味深いことに CKA/HP-βCD
複合体は転移能高いメラノーマ細胞のマウ

ス個体における転移を抑制する事を偶然発
見した。 
リアルタイム PCR の結果から、CKA投与群
のマウス臓器において、PBS 投与群マウスに
比べメラノーマ転移抑制が確認された
（Fig.1）。臓器の中でも特に、脳へのメラノ
ーマの転移を CKAが著しく抑制した。 

CKA は既にがん細胞転移の際に重要な役
割を果たす転写因子であるHIF-1の発現を浴
せうることが知られている。今回、コウジ酸
を有する CKA がメラノーマに対する特異性
を示し、メラノーマに効率的に働いたためだ
と予想される。また、脳への転移が最も抑制
されたのは、メラノーマが脳に転移する前に
脾臓や肺へ転移することが知られることか
ら、CKAのこれら臓器への転移抑制によるた
めだと考えられる。 
メラノーマに対して選択性が期待される

CKA はシクロデキストリンを利用した超分
子形成により水溶性を向上させることが出
来、メラノーマの転移を著しく抑制すること
が明らかとなった。今後 BNCT薬剤以外にも
メラノーマ転移抑制剤としても期待される。 
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