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研究成果の概要（和文）：中性子捕捉療法(BNCT)に応用できる腫瘍選択性エマルションを開発することが目標である。
VX-2ウサギ肝腫瘍モデルにおいて、界面活性剤HCO40を用いた肝動注24時間後/72時間後の腫瘍内10B濃度は、それぞれ1
70/58.3ppm、であり有効ボロン濃度30ppmを到達できた。10BSH封入WOWエマルションを肝動注後にBNCTを実施し、腫瘍
でのアポトーシスを確認できた。Naturalボロンが結合したエストロゲン化合物を用いBNCTで細胞障害効果を認めた。W
OWエマルションの表面修飾を行い一次ターゲティング送達能力を上昇させるよりも二次ターゲティングに用いる化合物
の合成がより効果的と思われる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to develop a novel tumor selective emulsion for 
applicating boron neutron capture therapy(BNCT). We had been able to achieve 170/58.3 ppm in 24hrs/72hrs, 
respectively, which was exceeded more than 30ppm, as the effective boron concentration for BNCT in VX-2 
rabbit hepatic tumour model. Apoptosis was recognized in the tumour by BNCT after intra-arterial hepatic 
injection of 10BSH entrapped WOW emulsion. Cancer cell cytotoxicity of mouse breast cancer cell line was 
recognized by BNCT using natural boron binding estrogen compound, and this cytotoxicity was lower than 
the effect using 10Borono-phenylalanine(BPA). These results showed that it was more effective to develop 
the cancer selective accumulating compounds as second targeting than to develop the cancer selective 
modification of surface of WOW emulsion as first targeting.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
進行癌、再発癌に対して、外科手術を中心に
化学療法、放射線療法、免疫療法を併用した
集学的治療を行っているが、悪性度が高く容
易に肝転移など遠隔転移を起こす AFP 産生
胃癌や大腸癌、膵臓癌および AFP 産生原発
性肝臓癌は血管増生が強いにもかかわらず
集学的治療に抵抗性である。我々は、標準的
治療の化学療法や放射線治療の効果のない
難治性癌細胞に選択的に中性子捕捉剤を癌
細胞に集積させ中性子捕捉療法を行い、集学
的治療を加味して癌の根絶を図りたい。 
中性子捕捉療法は、それだけでは細胞障害効
果を持たないボロン(B)化合物と熱中性子が
反応することにより生じるα粒子が、高 LET
効果で 10μm 範囲の癌細胞を崩壊させるこ
とができる。また、ガドリニウム(Gd)化合物
と熱中性子と反応すると電子線が 2mm の範
囲の癌細胞を崩壊させることができる。この
ため、B や Gd 化合物を癌選択的に送達する
ことが大切である。 
 中性子捕捉療法は、標準的な化学療法や放
射線治療の効果の無くなった状況でも腫瘍
増殖抑制効果が期待できるため新規の集学
的治療として期待が高まってきている。 
 我々は、1987 年より中性子捕捉剤の腫瘍
への active targeting ＤＤＳの開発を展開し
てきている。すなわち、柳衛は、ボロン化合
物封入抗CEAイムノリポソームをCEA産生
性ヒト膵癌細胞と反応させ、中性子捕捉療法
を用いてを選択的な腫瘍増殖抑制効果を認
め (Br. J. Cancer,1991, 1997)、AFP 産生性
ラット肝臓癌腫瘍への抗 AFP モノクローナ
ル抗体-ボロン複合体の targeting を示し
(Can Res & Clin Oncol, 1994)、腫瘍指向性
キャリアーの開発も行っている。 
 肝臓癌などの臨床の現場では、癌の
Hyper-vascularity の性質を利用し Lipiodol
に抗癌剤を混入させ、動注療法が行なわれて
いるが、抗癌剤などの水溶液が封入されず、
腫瘍に貯留されないため治療効果が少ない
のが現状である。 我々はシラス多孔質ガラ
スフィルター(SPG 膜)を用いた膜乳化法を世
界に先駆け開発し（特許 1992-2733729 号、
特許 1992-2655033 号、特開 1996-17499、
特開 2003-164754）、ＷＯＷエマルションの
50μm～100nm までのサイジングを可能と
し、粒子径を均一にすることに成功し、癌組
織により近くエマルションを到達させ、血管
透過性の亢進を誘導し、癌栄養血管より癌細
胞にエマルションを送達させることに成功
した。さらにウサギ肝腫瘍モデルにおいて、
ボロン化合物(BSH)封入WOWエマルション
の肝動注による腫瘍集積性を見出し肝臓癌
に対する中性子捕捉療法の可能性を示した
(特願 2005−221612号)。 
 我々は、DDS としてリポソームの表面にポ
リエチレングリコールなどで修飾すること
により、細網内皮系(RES)による捕捉を回避
し、血中滞留性が著しく向上する Stealth 

Liposome を開発した。その結果、腫瘍組織
への抗癌剤及び中性子捕捉剤の送達が促進
され、抗腫瘍効果も著しく増加するようにな
った。 
 
２．研究の目的 
標準的治療の化学療法や放射線治療の効果
のない難治性癌細胞に選択的に中性子捕捉
剤を癌細胞に集積させ中性子捕捉療法を行
い、集学的治療を加味して癌の根絶を図りた
い。我々は、膜乳化法という先駆的な技術を
応用し、WOW エマルションのサイズを 50
μm～100 nm まで調節可能とし、腫瘍特異
的なリガンドを結合させることにより、癌選
択的な“オーダーメイドなインテリジェント
中性子捕捉剤デリバリーシステム”を開発し、
難治性癌の集学的治療の効果増強を展開す
る。今回、腫瘍選択的な Targeting の技術の
開発とマイクロからナノサイズまで、癌血管
の状況にあわせてオーダーメイドでサイジ
ングが可能な膜乳化法という先駆的なナノ
テクノロジー技術を用いることにより、癌組
織内に優位に選択的に中性子捕捉剤を送達
し、より効果的な標的抗腫瘍効果と副作用の
軽減を得ることができるデリバリーシステ
ムを開発したい。 
 
３．研究の方法 
シラス多孔質ガラスフィルターによる膜乳
化法を用いてオーダーメイドサイジングな
腫瘍指向性ＷＯＷエマルション（ＷＯＷと記
す）を作成する。 
（１）封入薬剤プラットホ－ムの確立として
中性子捕捉療法剤(BPA など)を封入したＷＯ
Ｗの作成を行う。ＷＯＷエマルション中のボ
ロンおよびガドリニウム濃度の測定は
ICP-Masspectroscopy 法にて行う。ポリグリ
セリン縮合体(PGCR), HCO60, HCO40 などの界
面活性剤の種類を変え、界面活性剤を用いた
WOW エマルションの安定性及び分散性の検討
を行う。 
 
（２）腫瘍指向性抗体およびリガンドプラッ
トホームの確立として我々が樹立した抗ヒ
トＡＦＰやＣＥＡなどに対するモノコロー
ナル抗体のハイブリドーマを用いて腫瘍指
向性モノクローナル抗体の腫瘍選択性を検
討する。ＷＯＷに腫瘍指向性リガンドを結合
させていく。 
 
（３）動注療法モデルとして最も臨床的に行
われている肝動脈の注入モデルを作成する
（ウサギ）。動注療法により、担癌ウサギへ
の中性子捕捉剤封入WOWエマルションを導入
し、肝動注カテーテルを全身麻酔下に留置し、
動注療法による担癌中・大動物への投与を行
い、中性子捕捉療法を施行し癌増殖抑制効果
の検定を行う。中性子捕捉療法は、原子炉と
して京都大学原子炉実験所（大阪府熊取町）
を用いる。癌組織及び正常肝組織における毒



性試験、癌増殖抑制治療効果の病理学的な検
討（免疫組織染色、電子顕微鏡）、治療効果
の判定を行う。アポトーシスの解析：Hoechst 
/ TUNEL 染色を行う。 
 
（４）以上の実験結果と検討を基に臨床応用
の可能性を探索する。 
 
４．研究成果 
新生血管に富む原発性肝臓癌およびAFP産生
胃癌や大腸癌、膵臓癌に対して、中性子捕捉
療法を応用すべく、腫瘍選択性を高めた癌特
異的膜乳化エマルションを開発することを
目標にして実験を実施した。 
 
（１）中性子捕捉能を有するガドリニウム化
合物(Gadoteridol)を封入した WOW エマルシ
ョンを作成した。ウサギ肝動注モデルにおい
てガドリニウム化合物封入WOWエマルション
の肝動注を行うことにより、投与24時間後、
72時間後の腫瘍内濃度は、それぞれ329ppm、
312ppm、正常肝濃度は、それぞれ 199ppm、
130ppm、であり、中性子捕捉療法の有効ガド
リニウム濃度の 100ppm を腫瘍内では到達し
ており、治療効果が期待できる。また、通常
のリピオドールとの混和液の投与 24 時間後
の腫瘍内濃度は 1.8ppm であり、WOW エマルシ
ョン化することにより、優位に腫瘍内にガド
リニウム原子を送達できることができた。肝
動注モデルにおいては、Oil-O-Red 脂肪染色
を用いて腫瘍内にWOWエマルションの集積を
認めた。特に腫瘍血管に富む腫瘍外壁におい
て著明な集積を認めた。WOW エマルションの
肝動注においては、投与 72 時間後には正常
の肝静脈およびディッセ腔からの排泄があ
り、正常肝組織における蓄積は減少している
と思われた。 
 
（２）我々が樹立した抗 CEA モノクローナル
抗体(2C-8)を用いたヒト癌細胞との反応性
においては、ペルオキシダーゼ反応により膵
臓癌細胞 AsPC-1、BXPC-3、胃癌細胞 MKN28 と
の強い反応性を示した。 
 
（３）現在調整しているボロン(BSH)封入Ｗ
ＯＷエマルションにおいて、臨床応用できる
製剤としての Enriched BSH 封入 WOW エマル
ション製剤を確立するために、内水相を蒸留
水としてエマルションを作成し、ウサギ肝腫
瘍 VX-2 モデル腫瘍へ肝動注後ボロン集積濃
度を検討した。界面活性剤を HCO40 あるいは
PGCR を用いることにより、投与 24 時間後、
72 時間後の腫瘍内濃度は、それぞれ
170/186ppm、58.3/40.5ppm、腫瘍周囲正常肝
濃 度 は 、 そ れ ぞ れ 31.9/72.8ppm 、
24.7/56.7ppm であり、中性子捕捉療法の有効
ボロン濃度の30ppmを腫瘍内では到達してお
り治療効果が期待できる。HCO40 を用いた場
合は、エマルションの膨化は起こらず PGCR
を用いた場合と比較して、正常肝組織におけ

るボロンの沈着が生じにくい結果を得た。こ
のことは、正常の肝静脈およびディッセ腔か
らの排泄があり、正常肝組織における蓄積は
減少していると思われた。 
 
Table1. 10B concentration (ppm) of VX-2 
hepatic tumor bearing rabbit model after 
intrarterial injection of 10B-WOW emulsion. 
   
WOW   Tumour           Normal liver          
Blood   
              Near Tumour  Another Lobe        
--------------------------------------------------------------------------- 
HCO40 
Day1    170.8±27.3    31.9±4.3      33.9±30.9     
0.73±0.4 
Day3     58.3±23.1    24.7± 17.1      8.02±1.7      
0.33± 0.1 
Day7     12.9 ±7.5      2.9 ±0.6        1.7±0.4       
0.12±0.0 
 
PGCR 
Day1    186.0±115.2    72.79±2.5    69.1±42.1     
1.27±0.5 
Day3    40.47          56.7          15.1            
0.14 
Day7    40.66          37.3          13.8            
0.14 
------------------------------------------------------------ 
The 10B conc. were determined by ICP-Mas. at 
Jyuntendo University. 
 
 
 

    
Figure1: IPSO component in WOW was 
accumulated in the VX-2 tumour by intra-arterial 
injection of 10BSH entrapped WOW with HCO40 
surfactant by Soft X ray radiography. 
 
（４）疎水性界面活性剤として HCO40 を用い
ることにより10BSH封入ＷＯＷエマルション
を作成し、肝動注後の脂肪染色を行った。
VX-2腫瘍の高血管性により投与3日には正常
肝組織と比較して優位の染色性を認めた。即
ちボロン化合物を腫瘍内に送達可能である
ことを示せた。さらには、VX-2 ウサギ肝腫瘍
モデルに対して、10BSH 封入ＷＯＷエマルシ
ョンを肝動注後に京都大学原子炉実験所に
おいて熱中性子照射を実施し、HE 染色および
TUNEL 染色を用いて組織レベルでの細胞障害
効果を確認できた。 
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Figure 2. Oil-O Red staining; The deposit 
of 10BSH entrapped WOW emulsion were 
accumulating in the VX-2 tumours after 
day 3 intra-arterial injection by Oil-O 
Red staining. 
 

 
Figure 3. Apoptosis is one of the main 

mechanism of tumor growth suppression 
 
（５）WOW エマルションによる一次ターゲテ
ィング後に、癌選択的ボロン化合物を用いた
二次ターゲティングを目指すことが、より効
果的な癌細胞選択的ボロン送達を達成でき
ると考えられた。二次ターゲティングを行う
にあたり、腫瘍選択性のある化合物のひとつ
としてボロン原子を結合したエストロゲン
化合物を用い、腫瘍血管に富んだ乳癌の転移
性肝腫瘍に対しての反応性を検討した。
Natural ボロンが結合したエストロゲン化合
物を用いた京都大学原子炉実験所における
熱中性子照射の反応では、10BPA との反応よ
りは弱いものの細胞障害効果を認めた。この
ため、Enriched ボロンを結合させたエストロ
ゲン化合物の合成を進めることが必要と考
えられた。 
 
（６）二次ターゲティングに用いる化合物に
ついて検討し、以下の結果を得た。 
①アミノ酸トランスポーターによる腫瘍集
積性を有するボロノフェニルアラニン
(10BPA)の水溶液を作成し WOW エマルション
に封入したが、水溶性が低くボロン濃度が
250ppm までしか上昇しなかった(10BSH 封入
WOW エマルションの場合は 13000ppm に達す

る)。 
②新規ボロン化合物の合成を試みた。転移性
乳癌は肝臓への転移を優位に生じることよ
り、乳癌細胞の核内受容体への送達が可能な
エストロゲン骨格を基盤として検討した。今
回の合成において6種類の化合物が合成でき
た（細胞毒性および抗腫瘍効果を確認ののち
に特許調査予定） 
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