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研究成果の概要（和文）： 

 

メラノーマに対するボロン中性子捕捉療法に用いるボロン製剤の調製を行った。リポソームと

ミセルの各種ボロン製剤はヒアルロン酸と結合しており、治療に十分なホウ素含量を有してい

た。また、各種ヒアルロン酸製剤は高い安定性を有する一方、極めて低い細胞毒性であること

がわかった。また、全てのヒアルロン酸製剤がメラノーマ細胞内に能動的に取り込まれ、中性

子照射によって高い抗腫瘍効果を得られることが確認できた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have developed a strategy for targeting sodium borocaptate in melanoma boron neutron capture 

therapy. The boron-retention capacity of boron formulations was very high. All boborocaptate-loaded 

nanoparticles had no cytotoxic effects.  Hyaluronan-Conjugated nanoparticles readily bound to 

melanoma cells, and were internalized by receptor-mediated endocytosis. Thermal neutron irradiation 

yielded tumor growth suppression on B16F10 murine melanoma and COLO679 human melanoma with 

the Hyaluronan-Conjugated nanoparticles. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍の放射線治療研究では、線量を

マクロの腫瘍に集中する技術開発に大き

な努力を傾注し、3 次元Ｘ線集光照射や重

粒子の利用などで、大きな成果を収めた。

これをさらに発展させるためには、線量

を腫瘍細胞レベルで選択的に集中するこ

とが望ましい。その一つに、ボロン中性
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子捕捉療法（BNCT）が挙げられる。し

かし、10B と反応する低速の中性子自身を

制御し、ある領域に集中させることは極

めて困難である。従って、BNCT の成否

はボロン化合物が、選択的に腫瘍組織や

腫瘍細胞に集積するかにかかってくる。

近年、リポソームを用いた経皮 DDS の研

究が急速に発展している。従来、リポソ

ームのような粒子は、強固なバリヤー能

を持つ角質層を透過することは非常に困

難であった。しかし、調製時にエタノー

ルを 40％程度含有するリポソーム製剤

「エソソーム」などの開発によって、角

質層自体の透過性の亢進、リポソーム膜

の可塑性の向上等の複合的な効果によっ

て、効果的な皮膚透過製剤として注目さ

れている。 

また、Han らは、薬物の受動的経皮拡散で

はなく、能動的経皮拡散を目的としたイ

オントフォレーシスをリポソームに応用

することで、リポソームの透過性を大幅

に亢進させている。 

さらに、BNCT において、ボロン化合物は腫

瘍細胞内に取り込まれることが理想である

が、腫瘍標的性を高めるために、多くの腫

瘍に高発現しているCD44に対するヒアルロ

ン酸の高い親和性が注目されている。 

 

２．研究の目的 
本研究ではこれらの DDS を再構築し、新規
の複合型皮膚透過性メラノーマ標的化ボロ
ン送達システムを用いた BNCT を開発する。
つまり、①ヒアルロン酸結合型ボロン化合
物封入ナノパーティクル（リポソーム及び
ミセル）による CD44 を介した腫瘍標的性と
皮膚透過性亢進、②エレクトロポレーショ
ンによる皮膚透過性亢進、③ヒアルロン酸
の負電荷を利用したイオントフォレーシス
による皮膚透過性亢進、この 3 つのストラ
テジーを併用することで、従来にないメラ
ノーマ BNCT を開発する。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒアルロン酸結合型ボロン化合物封入
リポソームの調製とその物性評価 
BSH を内相に封入したトランスファーリ
ポソームを逆相蒸発法で調製した。調製
したリポソームの粒子径、ヒアルロン酸
結合量、ボロン封入量をそれぞれ、光散
乱法、ELISA 法、ICP-AES 法で測定した。 

(2)ヒアルロン酸結合型ボロン化合物封入
リポソームのメラノーマ細胞への取り込み 

CD44 が高発現しているヒトメラノーマ
COLO679 細胞への新規エソソームの取り
込み効率を ICP-AES 法 を用いてボロン濃
度を測定することで検討した。ここで、
CD44 を介したリポソームは取り込まれた
後の細胞内挙動が全く不明だったので、
リポソーム内にカルボキシフルオレセイ
ンを添加し、細胞内挙動の検討を蛍光顕
微鏡によって行った。 

(3)ヒアルロン酸結合型ボロン化合物封入
リポソームによる BNCT の検討 

 京大原子炉において、メラノーマ細胞と
各種ボロンリポソームを 37℃でインキュ
ベートした後に、任意の中性子量を照射
し、7－10 日後にコロニー形成試験によっ
て、その効果を検討した。  

(4)ヒアルロン酸－ボロン化合物ミセルの
調製とその物性評価 
皮膚透過型の担体としては、リポソーム
の他に粒子径・粘度・電荷をコントロー
ルしやすい自己会合型ミセルも候補担体
として検討する必要がある。そこでボロ
ン化合物として BSH を用い、ヒアルロン
酸に架橋剤を介して直接結合する方法を
考案した。しかし、従来のヒアルロン酸
のカルボキシル基を活性化エステルとし、
架橋剤を介してBSHを結合する方法では、
ヒアルロン酸受容体への親和性を損ねる
可能性があった。そこで、ヒアルロン酸
TBA 塩を調製した後に、N-アセチルグルコ
サミンの 6 位の水酸基特異的にエステル
結合し、架橋剤を介して BSH を結合させ
る方法によって、目的のポリマーまたは
ミセルを結合した。ポリマー、またはミ
セルの形成は架橋剤と BSH の疎水性に大
きく依存するので、架橋剤を適宜選択し
て、ミセル形成の有無についてはピレン
の励起波長 333nm と 337nm における蛍光
強度を測定することによって確認した。 

(5)低分子ヒアルロン酸を用いたボロン担
体の調製 
近年、低分子ヒアルロン酸によって、CD44
などヒアルロン酸受容体への親和性、ま
たは皮膚透過性が変化することが徐々に
明らかとなっている。そこで、ミセルの
シェル部分に低分子（MW:3000～5000）の
ヒアルロン酸を結合したボロン担体の調
製を行い、メラノーマ細胞への取り込み
量の変化を ICP-AES によって評価した。 

(6)ヒアルロン酸－ボロン化合物ミセルの
メラノーマ細胞への取り込み 
ヒアルロン酸に直接ローダミン B をトレ
ーサー量結合させた蛍光修飾ヒアルロン
酸を調製し、これに同様の方法で BSH を
結合させた。 
 
 



(7)ヒアルロン酸－ボロン化合物ミセルに
よる BNCT の検討 

 京大原子炉において、メラノーマ細胞と
ヒアルロン酸－ボロン化合物結合体を
37℃でインキュベートした後に、任意の
中性子量を照射し、7－10 日後にコロニー
形成試験によって、その効果を検討した。  

 
４．研究成果 

皮膚透過DDSに利用できるボロン担体の調製

及び、その特性化を行った。ボロン担体の候

補として、ヒアルロン酸を膜表面に結合させ

たリポソームを逆相蒸発法で調製した。ボロ

ン化合物としてBSHとBPAの二種を検討したが

、BPAについては十分なホウ素量を確保するこ

とができず、BSHを用いて調製することとした

。調製方法は、ヒアルロン酸をEDCとNHSで活

性化エステルとし、リポソームの場合はDSPE

と反応後、ミセル移行法で膜表面に包埋させ

た。ボロン含有量はリポソームでいずれの場

合も2,500～3,000 ppm程度であり、粒子径は

115±24 nmであった。いずれの担体もメラノ

ーマ細胞内への特異的な取り込みが確認でき

、ヒアルロン酸結合リポソーム（HA-Ls）を用

いて、京大原子炉においてコロニー形成アッ

セイによるBNCT効果の検討を行った結果、BSH

溶液群、PEGリポソーム群よりも有意に高い抗

腫瘍効果を得ることができた(Fig.1)。 

 
Fig.1. Suppression of the colony formation of 

B16F10 cells after in vitro BNCT. Values are 

means±S.D. 

 

次に、ヒアルロン酸を高分子シェルに有し、
コアの部分にボロン化合物を用いた高分子
ミ セ ル (Hyaluronan-BSH Nanoparticles : 
HBNPs(Fig.5))について検討を行った。これ
らはリポソームの欠点、つまりサイジングを
行ったものでも粒子径が 100nmを超えるので、
サイズが大きいものは皮膚透過性が極めて
低下しやすいという問題を解決する手段と
して採用した。また、ヒアルロン酸をホウ素
の支持担体として用いるだけでなく、CD44 を

介した能動的取り込みにも同時に活用する
製剤として設計した。調製方法はヒアルロン
酸を EDC と NHS で活性化エステルとし、
N-(2-aminoethyl)maleimide を架橋剤として
BSH と化学結合させたものを水和させること
で、ミセルを形成させた。しかし、このヒア
ルロン酸のカルボキシル基を介する結合方
法では、ボロン担体を結合度が上昇すること
により、その結合部位が CD44 との結合部位
と相関があるため逆に CD44 への親和性が低
下する欠点が生じた。そこで、ヒアルロン酸
のカルボキシル基ではなく受容体結合に影
響が軽微なヒドロキシル基に注目し、その結
合を行った。BSH のチオール基とヒアルロン
酸のヒドロキシル基に対するヘテロ架橋剤
であるN-Succinimidyl 6-Maleimidobenzoate
によってそのナノパーティクルを調製した
結果、ボロン含有量は 1,600ppm 程度を示し、
BNCT に用いることができる含量を確保でき
た。またヒアルロン酸の繰り返し単位あたり
の BSH 結合率は 0.3 を超え、ヒアルロン酸-
ボロン結合体はピレンを用いた c.m.c.の測
定を行うと 0.61 mg/mL と集合体を形成して
おり、平均粒子径は 158.4 nm であった
(Fig.2)。 

 
Fig.2．The determination of the CMC from 

the fluorescence intensity ratio I337/I333 

from excitation spectra vs. log 

concentration of the HBNPs (pH 7.4). 
 

このナノパーティクルの安定性を検討すると

、pH7.4、4℃の保存状況では90％以上のボロ

ンが保持されており、37℃においても、72時

間で90％以上の保持効率を示し、安定性が確

認された (Fig.3)。 



 
Fig.3. Percent entrapped of 

10
B in HBNPs after 

incubation with pH 7.4 HEPES buffer at 37℃. 

 

また、ヒト皮膚繊維芽細胞への毒性試験の結

果から、ボロン濃度として50 ppm以下の実験

条件では正常細胞への毒性は認められなかっ

た(Fig.4)。 

 
Fig.4. Cell viability of HBNPs , BSH solution and 

Folate-BSH conjugates in human fibroblast cells 

after four 48 hours of treatment. 

 

このナノパーティクルにローダミンを結合さ

せることで、メラノーマ細胞内への高い取り

込みが確認でき、この二種の担体を用いて、

京大原子炉においてコロニー形成アッセイに

よるBNCT効果の検討を行った結果、BSH溶液群

、葉酸結合体群よりも有意に高い抗腫瘍効果

を得ることができた(Fig.6, 7)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.5. Schematic illustration of the HBNPs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6. Suppression of the colony formation of 

B16F10 cells after in vitro BNCT. Values are 

means±S.D.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.7. Suppression of the colony formation of 

COLO679 cells after in vitro BNCT. Values are 

means±S.D.  

 
こ の 結 果 で 興 味 深 い こ と は 、 低 分 子
(MW:3,000～5,000 kDa)のヒアルロン酸を用
いた LMw-HBNPs は研究当初の予想として、単
体では CD44への親和性が低いことから、BNCT
の効果が低下するものと考えていた。さらに、
低分子ヒアルロン酸は単体では CD44 と結合
するものの、それに引き続いてクラスター化
を伴うエンドサイトーシスが起きにくいこ
とも予想していた。しかし、結果として低分
子ヒアルロン酸でも、MW80,000kDa のヒアル
ロン酸を用いた場合と同等の殺細胞効果が
認められた。これは、低分子ヒアルロン酸が
ミセルを形成することにより、全体として高
分子様の巨大粒子となり、その CD44 への親
和性、細胞内取り込み能が維持されたためで
あると思われる(Fig.5)。調製時において、
低分子ヒアルロン酸は粘度の低さから扱い
が容易で、皮膚透過能も高いことが予想され
るので、今後、低分子ヒアルロン酸について
も開発を行う。現在、調製した各種ヒアルロ
ン酸製剤を用いて、皮膚透過性などの検討を
行っており、これらを用いて、メラノーマ三
次元皮膚モデルに対する BNCT 効果の検討を



行う予定である。 
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