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研究成果の概要（和文）：　我々は、先行研究にて細胞膜透過機能を有するペプチド CPPを複数個のBSHと結合
させたmulti-BSH-CPPを作成した。本プロジェクトにて、臨床応用へ向けて、さらに臨床応用へ向けたホウ素製
剤へ向けて発展を行った。
a)　最小CPPを結合させたホウ素化合物BSH-3Rの開発に成功した。合成上非常に簡便であり、臨床応用な化合物
である。　b)BSH-３Rは腫瘍内部への取り込み能を有しており、さらに時間経過により、核へと導入が確認され
た。c)本薬剤の動物における薬物動態評価を行うために、金属キレーター及び放射線各種64Cuを用いた、
BSH-3R-DOTA-64CuのPET用プローブを作成した。

研究成果の概要（英文）：We already succeeded to create new boron compound with cell penetrating 
peptide (CPP) for boron neutron capture therapy (BNCT). The CPP fused multi-BSH was synthesized in 
previous project, but it was very difficult to apply to high-volume synthesis for clinical use. In 
this time, we made up new BSH-CPP with possibility of clinical application and showed new boron drug
 imaging system for pharmacokinetic evaluation.
A) We made up BSH-3R with fused minimum number of CPP, 3R for clinical use. B) We observed 
intra-cellular localization of BSH-3R in human glioma cells and finally this boron compound 
localized at the nucleus of glioma cells. C) We created new positron emission tomography (PET) 
probe, BSH-3R-DOTA-64Cu. This BSH-3R-DOTA-64Cu was consisted of boron compound part (BSH), CPP part 
(3R), metal chelate part (DOTA, 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) and 
radioactive substance part (64Cu).

研究分野：悪性脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は、殆ど予後の改善が見られない疾
患の一つである。治療抵抗性の原因として、
腫瘍と正常部の境界が無く、腫瘍が正常脳へ
浸潤拡大することが原因として挙げられる。
膠芽腫に対して手術療法・化学療法・放射線
療法の集学的治療が標準治療であり、標準治
療にホウ素中性子捕捉療法（BNCT）の追加
が有効、との報告がある。 

BNCT の原理はホウ素を細胞へ取りこま
せ、中性子照射する。それにより、核分裂反
応（10B＋1n → 7Li + 4He）が起こり、Li
粒子とα粒子が発生する。核反応により発生
する高エネルギー付与の Li 粒子やα粒子は
数ミクロンしか拡がらない。そのため、悪性
腫瘍細胞内でのホウ素中性子捕捉反応は、悪
性腫瘍細胞のみを破壊し、周囲の正常細胞を
傷つけない。この原理は正常脳への不規則で
高度な浸潤傾向を示す膠芽腫には最も適し
た治療法になると考えられる。私は、大阪医
科大学先端医療開発部門特務教授の宮武ら
との共同研究にて、集積機序の異なるホウ素
化合物(BSH と BPA)を用いて悪性脳腫瘍患
者に対し BNCT を施行し中央生存期間 23.5
ヶ月という素晴らしい成績を発表した。さら
に、2009 年より多施設共同研究の初発膠芽
腫に対する BNCT 臨床研究メンバーの一員
として参加し、岡山大学病院より５名の初発
膠芽腫患者に対して BNCTを行った。 
近年 BNCTの一般臨床応用を考慮し、原子
炉を脱却した BNCTの発展が望まれていた。
近年、病院設置型の加速器中性子発生装置が
住友重機械工業より開発・販売され、医療認
可間近である。しかし BNCTは中性子照射だ
けでは治療できない。半分以上の治療効果が
腫瘍細胞へのホウ素の取り込みに依存する。
これまでの臨床研究において、２種類のホウ
素製剤が使用されてきた。しかしながら、腫
瘍細胞全てに取り込ませるホウ素製剤は、こ
れまでになく、BNCTにおける現在の最も深
刻な問題点である。私はこの問題点に注目し、
ペプチドを利用した新規のホウ素製剤の開
発とホウ素製剤の薬物動態を評価する PET
用プローブの開発を本研究課題とした。 
 
２．研究の目的 
本申請は、「脳腫瘍幹細胞を標的としたホ
ウ素ペプチド開発とホウ素薬物動態評価の
ためのPET核種開発」に関する研究である。
膠芽腫に対する BNCT 臨床研究が有効とさ
れているが、腫瘍内部へ導入されるホウ素薬
剤や腫瘍部におけるホウ素濃度を評価する
システムがない。本研究において、悪性神経
膠腫・脳腫瘍幹細胞へ利用可能なペプチドで
運搬する新規ホウ素ペプチドの開発ならび
に PET によるホウ素ペプチドの薬物動態評
価を行う。我々は、先行研究にて細胞膜透過
機 能 を 有 す る ペ プ チ ド  CPP
（Cell-penetrating peptide）を複数個の
BSH と結合させた multi-BSH-CPP を作成

し、論文作成、特 
許取得を行った（ Michiue H. et al., 
Biomaterials 2014, 35(10):3396-405, 「細胞
透過型ホウ素ペプチド」2011 年 10 月 19 日
出願、特願 2011-230059）。 
本研究目的は、このホウ素ペプチドを

(BSH-CPP)を臨床応用へ向けて、さらに臨床
応用へ向けたホウ素製剤へ向けて発展させ
ることであった。具体的には、下記の項目を
満たすホウ素製剤開発を行った。①腫瘍内部
への取り込み能を有している薬剤、②容易な
合成方法により合成可能である薬剤、③毒性
を有しない安全な薬剤、④腫瘍細胞特異的 
に導入され正常細胞に導入されない薬剤、⑤
腫瘍細胞、特に腫瘍幹細胞に高効率に導入さ
れる薬剤。これら、5 つの条件を達成したホ
ウ素薬剤開発を目標とした。 
 
３．研究の方法 
➀ホウ素ペプチドの設計・合成 
細胞膜通過ペプチドの使用により細胞内
に導入されることを当研究室より報告し、こ
の技術を「プロテインセラピー」と名付け、
さまざまな生理活性物質を細胞内に導入さ
せた。現在までに、この技術を応用し、多数
のBSHホウ素化合物に細胞膜通過ペプチドを
結合することに成功し、特許取得・論文作成
を行った。臨床応用を目標とした場合、合成
の簡素化・大量合成法の確立・合成コストの
削減などを考慮に入れた新規のホウ素製剤
を本研究にて行った。我々の先行研究にて、
細胞膜通過ドメインを１１個のアルギニン
（11R）より３個アルギニン（3R）へ減らし
ても、導入効率は落ちるものの、細胞内で機
能することを報告した（Hitsuda T. & Michiue 
H. et al., Biomaterials.2012）。３Rドメイ
ンは、合成を考慮した場合、非常に簡便であ
り、合成コストも大幅に削減できる。さらに、
３Ｒよりも短い細胞膜通過ペプチドを探索
するためにホウ素製剤 BSH と２R・１Rと結合
させた BSH ペプチドを作成し、本研究に使用
した。 
 
②ホウ素ペプチドの細胞内濃度測定・担癌
モデルによる腫瘍内部の局在観察 
悪性神経膠腫細胞内および担癌モデルを
用いた腫瘍内部へのホウ素ペプチの取り込
みを、ICP-AES（誘導結合プラズマ発光分光
分析装置）およびホウ素製剤 BSH に対する免
疫染色にて行った。BNCT 反応は、核分裂によ
る細胞殺傷効果が細胞の直径の半分程度で
あるため、細胞内に導入されているか否かに
より、大きくその効果が影響を受ける。その
ため、細胞内への導入を確認評価した。 
  
③ホウ素ペプチドPET用プローブ作成と担癌
モデルを用いた PET 薬物動態評価 
薬物動態評価を行う上で、定量性・高感度
を有するのは PET イメージングである。我々
の施設のある「おかやまメディカルイノベー



ションセンター」（OMIC）では、GMP 基準の
PET 用核種を作製する施設を有する。本研究
では、金属キレータのDOTAに放射線核種64Cu
を結合させたホウ素ペプチド核種を作製し、
臨床応用へ向けたホウ素薬物動態評価を行
った。 
４．研究成果 
 
➀ホウ素ペプチドの設計・合成 
 最小の細胞膜通過ペプチドとなる１R,２R,
３R をデザインし、近畿大学理工学部北松瑞
生講師の協力の下、ホウ素薬剤 BSH とこれら
のペプチドとの合成実験を行った。いずれの
薬剤の作製にも成功した（BSH-1R, BSH-2R, 
BSH-3R）。悪性脳腫瘍細胞株 U87delta EGFR
へ投与を行い、細胞増殖アッセイにて毒性の
検証を行ったが、コントロール BSH と比較し
て、明らかな毒性を認めなかった。またいず
れの製剤も、水への溶解性を認めた。 
 
②ホウ素ペプチドの細胞内濃度測定・担癌モ
デルによる腫瘍内部の局在観察 
 BSH-3R, BSH-2R,BSH-R, BSHを U87deltaEGFR
細胞へ投与し、細胞内 BSH 経時変化局在を観
察した。BSH-3R,および BSH-2R は細胞内導入
が確認された。更に経時変化により核への局
在の移動が確認さえた。脳腫瘍モデルマウス
に投与し組織染色を行ったところ BSH-3Ｒの
みが２４時間においても腫瘍特異的な局在
が確認された。 
 
③ホウ素ペプチドPET用プローブ作成と担癌
モデルを用いた PET 薬物動態評価 
BSH-3R-DOTA および BSH-DOTA を作成した。
DOTA は 1,4,7,10-tetraazacyclododecane 
-1,4,7,10-tetraacetic acid の略であり、金
属キレーターとして使用されている、サイク
ロトロンにより作成した 64Cu と PBS 条件下
の非常に穏やかな条件で混合することのみ
で 配 位 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
BSH-3R-DOTA-64Cu並びにBSH-DOTA-64Cuの２
種類の PET-probe を作成した。U87deltaEGFR
を脳内に移植した脳腫瘍モデルマウスに対
して、尾静脈投与し、投与後 3 h, 6 h, 12 h, 
24ｈ後に小動物用PETを用いて観察を行った。
BSH-3R-DOTA-64Cu は投与後６時間にて、腫瘍
部/正常脳比（T/N 比）15.5 という非常に高
い 腫 瘍 取 り 込 み を 示 し た 。 一 方
BSH-DOTA-64Cu は、６時間値が T/N 比 3.1 で
あった。その後 24 時間後であっても、
BSH-3R-DOTA-64Cu は T/N 比 8.2 に対して、
BSH-DOTA-64Cu の T/N 比は 3.7 であった。ま
た同時に ICP での確認を行ったが、ほぼ同じ
T/N 比を示した。 
 BSH-3R は、BSH に細胞内導入ペプチドを結
合することにより細胞内導入型のBSH機能を
有した新規の化合物である。さらに in vivo
で の 薬 物 動 態 評 価 を 可 能 に す る
BSH-3R-DOTA-64Cuを用いたPET-probeの作製
にも同時に成功し、今後の BNCT 分野での新

たな薬剤開発へつながる研究となった。 
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