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Boron neutron capture therapy (BNCT) is a binary cancer treatment based on the nuclear reaction of two essential-
ly nontoxic species, 10B and thermal neutrons. High accumulation and selective delivery of boron into tumor tissue are
the most important requirements to achieve e‹cient neutron capture therapy of cancers. This review focuses on the
liposomal boron delivery system (BDS) as a recent promising approach that meets these requirements for BNCT. BDS
involves two strategies: (1) encapsulation of boron in the aqueous core of liposomes and (2) accumulation of boron in
the liposomal bilayer. Various boronated liposomes have been developed and signiˆcant boron accumulation into tumor
tissue with high tumor/blood boron ratios has been achieved by BDS.

Key words―boron neutron capture therapy (BNCT); boron delivery system (BDS); liposome; polyethylene glycol;
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1. はじめに

がん検診の普及，早期診断・早期治療，さらには

初期治療としての手術・放射線・化学療法の進歩に

よって，ある程度治癒率の改善がみられるものの，

化学療法では全身的な副作用との戦い，放射線治療

では照射野内の正常組織損傷の問題が常に存在す

る．このような中で，化学療法と放射線療法の両方

の原理をうまく利用したホウ素中性子捕捉療法

（BNCT: boron neutron capture therapy）が注目さ

れている．1,2)

低エネルギーの熱中性子はエネルギーの高い高速

中性子とは異なり，人体には無害である．しかしな

がら熱中性子とホウ素 10 との反応は，リチウムと

ヘリウム（a 線）を生じ，これらのエネルギーは

2.79 MeV とおよそ細胞 1 つを殺傷するのに十分で

あり，その飛程は細胞 1 つの直径（59 mm）であ

る（Eq. 1）．したがって，あらかじめホウ素分子を

がん細胞にのみ選択的に取り込ませそこへ中性子照

射を行えば，がん細胞のみを選択的に破壊すること

ができる（Fig. 1）．これを利用するのが BNCT で

ある．

10B＋1n→ 7Li＋4He＋2.79 MeV (1)

BNCT の概念は，1936 年に Locher によって最初

に提唱された．3)その後，1950 年代にはアメリカに

おいて悪性神経膠腫を対象とした最初の試験治療研

究が行われたが，硼素化合物の腫瘍選択性と中性子

遮蔽の不十分さゆえに成功しなかった．4) 1968 年，
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帝京大学の（故）畠中らは，Fig. 2 に示すように非

常に低毒性であるホウ素イオンクラスター（BSH:

mercaptoundecahydrododecaborate）を用いて世界

で初めて脳腫瘍の BNCT に成功した．5)それ以来，

日本はこの分野をリードしてきており，現在まで脳

腫瘍の治療実績は 250 症例を超えている．一方，

1987 年神戸大学の三島らはアミノ酸誘導体である

BPA ( p-boronophenylalanine）を用いて悪性黒色

腫の BNCT に成功した．6) 1994 年には，今堀らによ

り 18F-BPA を用いた PET (positron emission tomo-

graphy）診断法が開発され，あらかじめ腫瘍部位

のホウ素蓄積量を見積もることができるようになっ

た．7)また，大阪府立大の切畑らはステラケミファ

株と共同で，ホウ素－10 濃縮した BSH と L 体

BPA の国産化に成功し，現在ではこの 2 つのホウ

素薬剤を用いて様々ながんへの適応拡大研究が京都

大の小野らによって進められている．810)さらに，

川崎医科大の平塚らは，術前照射を行い BNCT と

外科手術の組み合わせで高い治療効果を報告してい

る．

BNCT に用いる熱中性子は現在のところ原子炉

から得ているが，加速器から十分な熱中性子が得ら

れるようになれば，都市型病院への併設が可能とな

ることから BNCT は放射線療法の 1 つとして一般

に普及することが期待される．この病院併設型加速

器 BNCT の開発が欧米を始め，日本でも京都大・

森らによって NEDO「次世代 DDS 型悪性腫瘍治療

システムの開発」プロジェクト（プロジェクトリー

ダー：筑波大・松村 明，平成 1719 年度）により

進められている．

さて，BNCT においてホウ素 10 を含む分子をい

かにしてがん細胞にのみ選択的に高濃度で送り込む

かが治療効果の決め手となる訳であるが，具体的に

は，腫瘍内ホウ素濃度が 30 ppm 以上でなおかつ腫

瘍／血液のホウ素濃度比並びに腫瘍／正常組織のホ

ウ素濃度比が 5 以上が目標値となっている．これを

達成するために，様々なホウ素薬剤の開発研究が行

われてきた．本稿では，最近注目されているリポ

ソーム DDS (drug delivery system）を用いたる新し

いホウ素デリバリーシステム［以下“BDS (boron

delivery system)”と略す］について紹介する．

2. リポソームを用いたホウ素デリバリー（BDS）

リポソーム DDS を用いたホウ素デリバリーの方

法として Fig. 3 に示すように，大きく 2 つの戦略

に分けられる．1 つは，ホウ素薬剤をリポソーム内

に封入する方法である．この方法は，一般的なリポ

ソームを用いた DDS を応用するものであり，BSH

などのホウ素化合物を封入する．もう 1 つの方法と

して，ホウ素をリポソーム膜に埋め込む方法であ

る．この方法では，リポソーム内にさらに抗がん剤

などの薬剤を封入することができるため，化学療法

との複合治療が期待できる．いずれの場合も，リポ

ソーム膜を PEG 化することで EPR (enhanced per-

meability and retension）効果を高めたり，11,12)様々

な分子をリポソーム膜に結合させることにより，能

動的に標的細胞に取り込ませるような機能を持たせ

ることが可能となってきた．

2-1. ホウ素内封型 BDS

2-1-1. リポソームを用いた初めての BDS アプ

ローチ リポソームを用いた BDS は，1991 年に

柳衛らによって最初に報告された．13)彼らは，エッ

グ PC (phosphatidylcholine），コレステロール，

DTP-DPPE[3- (2-pyridyldithio)propionyl-dipalmi-

toylphosphatidylethanolamine] (1：1：0.05）から

リポソームを調製し，BSH を封入したのち，その

リポソームを anti-human CEA (carcinoembryonic

antigen）モノクロナール抗体と SPDP [N-hydrox-

ysuccinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate］存在

下，反応させ BSH 内封イムノリポソームを合成し

た．BSH 濃度で 250 mM から得られたリポソーム

を分析した結果，1 つのモノクロナール抗体に対し
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Fig. 3. Boron-encapsulated Liposomes and Boron-lipid Lipo-
somes Fig. 4. Isomerization of B20H2－

18

Table 1. Murine Tissue Boron Concentrations from Delivery of Borane Salts by Liposomesa)

Boron salts-vehicle Injected boron dose
(mg/kg of body weight)

Boron conc. in tumor
(ppm)

Tumor/Blood
ratio

BSH-liposome 7 8.8b) 2b)

Na2(n-B20H18)-liposome 15 13.6 3.3
Na2(i-B20H18)-liposome 11 13.9 12

Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8]-liposome 11 25.4 5.3

Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8]-PEG-liposome 22 46.7 2.4

Unencapsulated Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8] 10 4.4 5.0
Lipid 1-liposome 6 25 8.4

Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8]-lipid 1-liposome 18 32 6.0

a) Tissue boron concentrations were determined by ICP-AES (inductively coupled plasma-atomic emission spectroscopy) and the 48 h-tumor boron concen-
trations and tumor/blood ratios are shown in the table. b) At 30 h-time point.
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て 1.3×105 個のホウ素原子を含むと見積もられて

いる．AsPC-1（ヒト膵臓がん）細胞にこのイムノ

リポソーム溶液を接触させ中性子照射を行ったとこ

ろ，60％以上の高い細胞致死効果が得られた．さら

に，AsPC-1 細胞を移植したヌードマウスを用いて

BNCT 効果を調べたところ，BSH を封入していな

いイムノリポソームを投与した群に比べて，BSH

封入イムノリポソームをホウ素濃度およそ 7.8 mg/

kg（マウスの体重 20 g と仮定して計算）投与し 1

時間後に中性子照射したマウスでは，腫瘍増殖が

50％以下に抑えられた．14)

2-1-2. PEG 化リポソームによる受動的ターゲテ

ィング 1992 年 Hawthorne らは，DSPC (dis-

tearoyl phosphatidylcholine）とコレステロールを

用いて，BSH だけでなく Na2B10H10, Na2 (n-B20H18),

Na2 (i-B20H18), K4B20H17H, Na3B20H19 といった様々

なホウ素イオンクラスター（Fig. 4）を封入したリ

ポソームを報告した．右わき腹にあらかじめ

EMT6 細胞を移植した BALB/c マウスに対し，ホ

ウ素薬剤を封入したリポソーム溶液（200 ml）を静

脈注射し，経時的なホウ素の生体内分布を調べ

た．15) BSH, Na2B10H10 を封入したリポソームをそ

れぞれホウ素濃度で体重に対して 6 mg/kg, 7 mg/

kg 投与した場合，いずれも実際の治療に必要なレ

ベルの腫瘍内ホウ素濃度は得られなかった．例えば

Table 1 に示すように BSH の場合，30 時間後でも

腫瘍／血液（T/B）ホウ素濃度比は 2 であり，腫瘍

内ホウ素濃度は 8.8 ppm であった．また，20 個のホ

ウ素原子からなるクラスター Na2 (n-B20H18）では，

予想通りリポソーム内封ホウ素濃度が高めることが

でき，投与ホウ素濃度は 15 mg/kg で 48 時間後に

は 13.6 ppm, T/B 比は 3.3 であった．興味深いこと

に，Na2 （n-B20H18）の異性体である Na2 (i-B20H18）

の場合，投与ホウ素濃度 11 mg/kg で 48 時間後に

は 13.9 ppm と同じ濃度レベルを保ちながら，T/B

比は 12 を示した．言うまでもなく，Na2 (i-B20H18）

のバッファー溶液のみを投与しても腫瘍への高い蓄

積はみられず，24 時間後腫瘍内ホウ素濃度は 1.9

ppm で T/B 比はおよそ 1 であったことから，リポ

ソームにより腫瘍選択的にホウ素デリバリーが達成
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Fig. 5. Conversion of (n-B20H18)2－ into [1-(2′-B10H9)-2-
NH3B10H8]3－
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されていることが分かる．この高い腫瘍蓄積性は，

これらの 2 つの B20H2－
18 イオンによるものでこれら

が腫瘍細胞内に取り込まれたのち，細胞内様々な要

素と反応して結合を形成しているのではないかと考

えられている．

また，彼らは Fig. 5 に示すように B20H2－
18 イオン

が塩基存在下，液体アンモニアと反応しユニークな

アピカルエカトリアル異性体イオン，［1-(2′-B10H9)-

2-NH3B10H8]3－を生成することを見い出した．こ

のナトリウム塩を DSPC リポソームに封入し，担

がんマウス内のホウ素分布を調べたところ，投与ホ

ウ素濃度 11 mg/kg において腫瘍内ホウ素濃度は，

30 時間後で 32.3 ppm, 48 時間後でも 25.4 ppm であ

り，T/B 比は 5.3 を達成した．16)コントロールとし

て［1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8]3－イオンのバッフ

ァー溶液（ホウ素濃度 10 mg/kg）を投与した場合

では，16 時間後に腫瘍内ホウ素が最大値 8.4 ppm

となり，その後徐々に低下し 48 時間後には 4.4

ppm となった．リポソームを用いた DDS では，

PEG をリポソーム表面に結合させることにより，

細網内皮系によるリポソームの取り込みを避けるこ

とができ，その結果リポソームの血中滞留性を高め

ることが既に知られている．そこで，彼らは PEG

2000 を結合した DSPE (distearoyl phosphatidyle-

thanolamine）を DSPC に対して 10％用いて Na3

[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8］を内封した PEG 化リ

ポソームを調製した．このリポソームをホウ素濃度

22 mg/kg で投与したところ，これまでのホウ素イ

オンクラスター封入リポソームよりも血中滞留性が

向上し，血液中ホウ素濃度は 6 時間後で 87.2 ppm,

48 時間後でも 19.3 ppm であった．一方，腫瘍内ホ

ウ素濃度は，6 時間後で 27.4 ppm であったのに対

し，48 時間後では 46.7 ppm と時間の経過とともに

EPR 効果によりホウ素が蓄積することが分かっ

た．また 48 時間後の T/B 比は 2.4 であった．

2-1-3. 葉酸結合型リポソーム このように，

リポソーム表面を PEG 化することに，血中滞留性

が向上し，EPR 効果により効率的に腫瘍組織にホ

ウ素が蓄積することが見い出されたが，Lee らはさ

らに腫瘍組織部位に集積したホウ素封入リポソーム

を細胞選択的にかつ能動的に取り込ませるために，

表面に葉酸修飾したホウ素封入リポソームを開発し

た．17)葉酸結合タンパクである folate receptor

(FR）は正常組織では非常に限られた部位でのみ発

現している糖タンパクである．一方，FR は多くの

がんにおいて過剰発現が認められている．18)葉酸は

この FR に対し，非常に高い結合力（Ka＝1010

M－1）を有するため，表面に葉酸が結合したリポ

ソームは FR を過剰発現している卵巣がんなどに選

択的に取り込まれることが報告されている．そこ

で，彼らは，エッグ PC (phasphatidylcholine），コ

レステロール，PEGコレステロール，葉酸PEG

DSPE (60：35：4.5：0.5）から調製した葉酸結合

型ホウ素内封型リポソームを調製した．まず，

BSH をリポソーム内に封入し，培養細胞である KB

細胞に 2 時間接触させたところ，細胞内ホウ素濃度

は培地中のホウ素濃度依存的に高くなり，BSH

（ホウ素濃度 4 mM）では 231 mg/109 cell であった．

一方，同条件下 1 mM の葉酸を加えた場合，細胞内

ホウ素濃度は 53 mg/109 cell であった（Table 2）．

このことから，葉酸結合型ホウ素リポソームの細胞

内取り込みが，葉酸受容体である FR を介している

ことが示唆され，葉酸存在下ではその取り込み機構

が競合し，その結果ホウ素蓄積濃度が低下している

ことが明らかとなった．同様の方法で，Hawthorne

らが開発した Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8］を封

入した葉酸結合型ホウ素リポソームを KB 細胞に接

触させたところ，細胞レベルの実験では，その腫瘍

細胞蓄積性は BSH より低下した．また，彼らは

Fig. 6 に示すように，カルボラン骨格を有する様々

なポリアミン誘導体を合成し，それらの塩酸塩を封

入した葉酸結合型ホウ素リポソームを調製し，細胞

内蓄積性について検討した．その結果，Table 2 に

示すように SPD-5 や ASPD-5 では BSH を封入し

た葉酸結合型ホウ素リポソームのおよそ 3 倍程度の
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Table 2. Uptake of Liposomal Boron Compounds by Cultured KB Cellsa)

Boron compounds f-L-[Boron] L-[Boron] f-L-[Boron]＋1 mM folic acid

BSH 231 14 53

Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8] 108 2.2 18

SPD-5 671 76 297

ASPD-5 770 75 352

SPM-5 132 17.6 33
ASPM-5 154 67 132

SPM-5,10 1584 154 1331

a) Cellular uptake of boron, following a 2 h incubation at 37°C with a variety of boronated agents, each containing 4 mM total boron, entrapped in
either FR-targeted (f-L-[boron]) or nontargeted control liposomes (L-[boron]). The values indicated were micrograms of boron per 109 cells.

Fig. 6. Structures of Boronated Polyamine Derivatives

197No. 2

腫瘍細胞内蓄積効果がみられた．さらに，SPM-5,

10 を封入した葉酸結合型ホウ素リポソームでは，

驚くことに細胞内ホウ素濃度は 1584 mg/109 cell と

BSH を封入した葉酸結合型ホウ素リポソームのお

よそ 7 倍となった．ところが，葉酸を加えた競合実

験では BSH や Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3B10H8］を封

入した葉酸結合型ホウ素リポソームほど高い細胞内

取り込み競合阻害効果はみられないものの，ある程

度の競合阻害効果（50％程度）はみられたのに対し，

SPM-5,10 を封入した葉酸結合型ホウ素リポソーム

ではその競合阻害効果がほとんどみられていないこ

とから，ホウ素化合物 SPM-5,10 は，葉酸受容体を

介して取り込まれているのではなく，リポソームか

ら漏れ出て直接細胞内に取り込まれている可能性も

考えられる．

2-1-4. EGF 結合型リポソーム 細胞増殖因子

の 1 つである EGF（上皮細胞増殖因子）は，細胞

表面に発現しているその受容体と結合して，細胞増
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Fig. 7. Schematic Structure Formula of A, WSP1 (water
soluble boronated phenanthridine, upper) and B, WSA1
(water soluble boronated acridine, lower)

Fig. 8. Receptor Speciˆc Binding and Internalization of TF
PEG Liposome to Colon 26 cells

Colon 26 cells (1×106 cells) were incubated with TFPEG liposomes
with an average of 20 TF molecules per liposome, PEG liposomes or bare
liposomes, containing 30 mg in 10B concentration, respectively, for 1 hr at 4°
C. Blocking tests of TFPEG liposomes-cell binding were performed with ex-
cess dose (50 mg) of free TF.
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殖シグナルを伝達する．この EGF 受容体は多くの

腫瘍細胞表面で高発現している．そこで，EGF を

リポソーム表面に結合させることにより，この

EGF-EGF 受容体の相互作用を利用して，腫瘍細胞

への能動的なターゲティングが研究されている．19)

Kullberg らは，Fig. 7 に示すようなホウ素化合物，

WSP1 及び WSA1 をリポソームに封入した EGF 結

合型ホウ素リポソームを開発した．20) WSP1 は炭素

原子 2 個とホウ素原子 10 個からなる安定で

lipophilic なホウ素クラスターであるカルボランと

phenanthridine からなり，WSA1 はカルボランと

acridine からなり，いずれも水溶性のホウ素化合物

である．In vitro 実験では，Table 2 に示すように

リポソームに封入された WSP1, WSA1 はいずれも

細胞内ホウ素取り込み量が，それぞれ 1.80 ppm,

0.29 ppm と低いのに対し，EGF 結合型リポソーム

では，2.21 ppm, 6.29 ppm と特に WSA1 封入型で

非常に高い腫瘍細胞蓄積性がみられた．

2-1-5. TF 結 合 型 リ ポ ソ ー ム Transferrin

(TF）は，血液中に 2.5 mg/ml 含まれている鉄輸送

タンパクである．1 つのトランスフェリンには 2 つ

の鉄イオンが結合でき，細胞表面に発現している

TF 受容体と結合することにより，細胞内に鉄を送

り込む．腫瘍細胞の多くでこの TF 受容体が高発現

している．丸山らは，この TFTF 受容体の相互作

用を利用して，TF をリポソーム表面に結合させた

TFPEG リポソームを開発し，腫瘍細胞への能動

的なターゲティングに成功した．21) 1 つのリポソー

ムにはおよそ 20 個の TF が結合していると見積も

られている．さらに，この技術を BDS に応用し，

BSH を TFPEG リポソーム内に封入し in vitro で

細胞内ホウ素取り込みを検討したところ，Fig. 8 に

示すように TFPEG リポソームの方が PEGリポ

ソームよりも 10 倍以上高いホウ素集積性が見られ

た．22)また，培地中に TF に添加した競合条件下で

は，このホウ素の集積性が阻害された．Colon 26

マウス大腸がん細胞を移植したマウスを用いた生体

内分布実験では，血中ホウ素濃度は BSH 封入した

TFPEG リポソーム及び TFPEG リポソームの両

方とも経時的に低下した．一方，腫瘍内ホウ素濃度

は PEG リポソームでは 48 時間後は 35 ppm に到達

し，その後時間の経過とともに低下していき，72

時間後には 20 ppm となったのに対し，TFPEG リ

ポソームの場合 72 時間後においてもおよそ 35 ppm

と高い蓄積性を示した．また，ホウ素濃度の T/N

比は，PEG リポソームでは 48 時間で 2.0, 72 時間

後で 2.5 であった．TFPEG リポソームでは 48 時

間でホウ素濃度の T/N 比は 2.5 と PEG リポソーム

の場合とほとんど変わらなかったが，72 時間後で

は 6.0 と非常に高い値が得られた．このように，腫

瘍内ホウ素濃度及びホウ素濃度の T/N 比とも，目

標値を達成した初めての報告例である．さらに，丸

山らは Colon 26 細胞を移植したマウスを用いて

BNCT 効果を調べた．上で述べたように 72 時間後
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Fig. 9. Synthetic Scheme for MalPEGChol
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の血中ホウ素濃度が十分低いことから，ホウ素リポ

ソームを投与してから 72 時間後に中性子照射を中

性子束 2×1012 thermal neutrons/cm2 で 37 分間行

った．ホウ素濃度 35 mg/kg 投与した場合，PEG

リポソーム，TFPEG リポソームともに非常に高

い BNCT 効果が得られ，マウス腫瘍は中性子照射

後萎縮し始め，1014 日後にはいずれの場合も消失

した．中性子照射後 5 週間観察したが，再発はみら

れなかった．また，ホウ素濃度 35 mg/kg 投与した

場合は照射後 120 日間，死亡はみられなかった．一

方，ホウ素濃度 20 mg/kg 投与した場合は，BNCT

効果はやや低下し，中性子照射 100 日後では PEG

リポソームを投与したマウスの生存率は 20％であ

ったのに対し，TFPEG リポソームを投与したマ

ウスの生存率は 70％と TF を結合したことによる

能動的ターゲティング効果が顕著に見い出された．

このように，リポソームを用いたホウ素デリバリー

システムを BNCT に応用することで，非常に高い

治療効果が期待されることが実証された．

また，増永・小野らはこの TFPEG リポソーム

技術を応用して，Na2B10H10 を封入した TFPEG

リポソームの SCC VII マウス扁平上皮がん細胞に

対する BNCT 効果を検討した．23)彼らは，増殖期

にある細胞（P-cell）だけでなく静止状態の細胞

（Q-cell）に対する BNCT 効果を in vitro で検討し

たところ，TFPEG リポソームの方が PEG リポ

ソームよりも効果的であり，Q-cell にも有効性が見

い出された．さらに，SCC VII 細胞を移植したマ

ウスを用いて decahydrodecaborate (GB ）及び

BSH を封入した TFPEG リポソームの生体内ホウ

素分布を調べたところ，腫瘍内ホウ素濃度は投与後

（投与ホウ素濃度：35 mg/kg) 24 時間で蓄積量が最

大となり，BSH 封入 TFPEG リポソームでは 21.1

ppm であったのに対し，GB 封入 TFPEG リポ

ソームでは 35.6 ppm と GB 封入リポソームの方が

腫瘍集積性が高いことが分かった．しかしながら，

T/B 比はいずれの場合もおよそ 0.5 であり，血中の

方がホウ素濃度が高いことが分かった．GB 封入

TFPEG リポソームを投与したマウスの T/B 比が

2.5 となった 72 時間後では，12.6 ppm と腫瘍内蓄

積量も低下した．

2-1-6. 抗体結合型リポソーム Lee らは Fig.

9 に示すように PEGコレステロールにマレイン酸

イミドを結合した化合物，MalPEGChol を新た

に合成し，これを含むリポソームに対し，EGFR

モノクロナール抗体を結合させた CetuximabPEG

リポソームを開発した．24)彼らは，HSPC (hydro-

genated bsoy phosphatidylcholine），コレステロー
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Fig. 10. Structures of nido-Carborane lipids

Fig. 11. Synthesis of the Carborane Lipid 1
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ル，PEGDSPE, MalPEGChol (60：35：5：

0.5）から調製した PEGリポソームに対し，

Cetuximab を直接作用させリポソーム表面にチオ

エーテル結合により修飾した．脂質 1 mM 当たり，

2535 mg の抗体が結合していると見積もられてい

る．In vitro の蛍光ラベル実験では，この Cetux-

imabPEG リポソームは EGFR を発現している細

胞（F98EGFR）において取り込みがみられたが，

EGFR を発現していない野生型細胞（F98WT）では

取り込みがみられなかった．このことにより

EGFR が発現している細胞選択的にターゲティン

グできることが示された．

2-2. ホウ素脂質型 BDS このように，多面体

構造のホウ素クラスターイオンを封入したリポソー

ムを用いて，高い治療効果を得られる BDS が達成

できる可能性が示されてきた．しかしながら，使用

されているホウ素封入リポソームは非常に高いイオ

ン濃度であり高浸透圧的な溶液であることから，こ

れ以上の高濃度化は困難であると同時に，このよう

な条件下でのリポソーム膜安定性の問題が生じてい

る．さらに，このような高いホウ素クラスターイオ

ン濃度のリポソームを調製する際には，封入効率の

低さが無視できなくなってくる．リポソームの脂質

二分子膜は，分子間相互作用により自己集合化して

いるため密度が高く，この二分子膜へホウ素分子を

導入できれば，非常に高濃度でホウ素をデリバリー

できると考えられる．さらに，リポソーム膜内にホ

ウ素を導入させることで，リポソーム内に抗がん剤

など様々な薬剤が封入できることから，BNCT と

化学療法のコンビネーション治療が可能となる．こ

こでは，Hawthorne らによる初めての一本鎖ホウ

素イオンクラスター脂質によるホウ素リポソームの

開発研究と，われわれが初めて開発した二本鎖ホウ

素イオンクラスター脂質とこれから合成したリポ

ソームを用いた BDS について紹介する．

2-2-1. 一本鎖ホウ素イオンクラスター脂質 リ

ポソーム膜内にホウ素を導入した BDS の最初の報

告は，Hawthorne らによって開発された一本鎖ホ

ウ素イオンクラスター脂質 1 (Fig. 10）を用いたも

のであった．25) Figure 11 に示すように，デカボラ

ンに 1-octadecyne を反応させ，closo 型カルボラン

誘導体としたのち，エタノール溶液中水酸化カリウ

ムと処理することによりイオン性の nido 型カルボ

ラン脂質 1 を合成した．この化合物は炭素鎖 16 の

脂溶性部位と水溶性の nido 型カルボラン部位から

なる両親媒性分子である．彼らは，DSPC，コレス

テロール，nido 型カルボラン脂質 1 （3：3：1）か

らリポソームを調製した．この際，nido 型カルボ

ラン脂質 1 のリポソーム封入効率はおよそ 80％で

あった．EMT6 細胞を移植したマウスを用いて生

体内ホウ素分布を調べたところ，Table 1 に示すよ

うに投与ホウ素濃度 6 mg/kg では腫瘍内ホウ素濃

度が投与後 6 時間で 22 ppm，その後 1630 時間は

およそ 34 ppm で一定であった．48 時間後には 25

ppm に低下したものの T/N 比は 8.4 であった．一

方，DSPC，コレステロール，nido 型カルボラン脂

質 1（1：1：1）から調製したリポソームでは，脂

質 1 の封入効率は 53％と低下し，ホウ素濃度 10

mg/kg で投与したところ，最大腫瘍内ホウ素濃度

は 17 ppm と低下した．さらに，彼らが既に見い出

したイオンクラスター，Na3[1-(2′-B10H9)-2-NH3
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Fig. 12. Synthesis of the Carborane Lipid 2
Reagents: (a): (1) NaH, THF, (2) CH2＝C(CH2Cl)2, 93％, (b): (1)

BH3 ･ Me2S, (2) H2O2, NaOH, 71％, (c): (1) NaH, THF, (2) propargyl
bromide, 58％, (d): B10H14, CH3CN, toluene, 80％, (e): NaOMe, MeOH,
57％.

Fig. 13. Transmission Electron Micrographs of the Vesicle
Formation Prepared from the nido-Carborane Lipid 2 in the
Fractions 1 (a) and 2 (b) after Sephasex G-75 Column
Chromatograpy

201No. 2

B10H8］を内封したリポソームを DSPC，コレステ

ロール，nido 型カルボラン脂質 1 (1：1：0.6）か

ら調製した．このリポソームを投与ホウ素濃度 18

mg/kg と高い濃度で投与したところ，腫瘍内ホウ

素濃度が 30 時間後には 48 ppm に到達し，48 時間

後も 32 ppm と高いホウ素濃度を維持した．また 48

時間後の T/N 比は 6.0 であった．

2-2-2. 二本鎖ホウ素イオンクラスター脂質 一

方，われわれはリポソームの二分子膜へ効率よくさ

らに，そのホウ素リポソームが安定に生成するため

には，二分子膜を形成しているリン脂質のように脂

溶性部位が二本鎖であればよいと考えた．そこで，

Fig. 10 のように二本鎖ホウ素イオンクラスター脂

質 2 を設計した．26)ホウ素イオンクラスター脂質 2

の合成スキームを Fig. 12 に示す．まず，C17 の炭

素鎖を持つアルコールをジクロリドと反応させ，2

本鎖脂質部分をエーテル結合で合成しオレフィン 4

としたのち，ヒドロホウ素化反応によりオレフィン

4 をアルコール 5 と変換した．プロパルギルブロミ

ド及び水素化ナトリウムを用いてアセチレンを導入

しプロパルギルエーテル 6 としたのち，トルエン加

熱還流下でアセチレン部分に対しデカボランカップ

リングを行い，カルボラン誘導体 7 としたのち，塩

基と処理することにより，イオン性ホウ素クラス

ター脂質 2 を得ることに成功した．合成したイオン

性ホウ素クラスター脂質 2 に関してそのベシクル形

成について検討した．ホウ素クラスター脂質 2 (1.0

mg），蛍光物質であるカルセイン（0.5 mg）を水

（5 ml）に加え，溶液が透明になるまで熱して溶か

した．冷却後，Shephadex G-75 カラムクロマトグ

ラフィーを用いて精製した．得られたフラクション

をそれぞれ電子顕微鏡で測定しベシクル形成を確認

した．電子顕微鏡は JEOL 100c を用いた．その結

果，Fig. 13 に示すように，フラクション 1 からは

400600 nm の大きさのベシクルが，フラクション

2 からは 150200 nm の大きさのベシクルが形成し

ていることが分かった．

次に，イオン性ホウ素クラスター脂質 2 から得ら

れたベシクルの血液中での安定性を調べるため，血

清中における封入されたカルセインの蛍光強度の変

化を観測した．血清中に上で得られたベシクル溶液

を体積比で血清／ベシクル溶液＝9/1 になるように

加え，37°C でマグネチックスターラーを用いてか

く拌し，018 時間で各時間における蛍光強度を測

定した．また，各時間におけるベシクル溶液の蛍光

強度を測定後，Triton X-100 でベシクルを破壊し，

ベシクルからリリースされたカルセインの蛍光強度

を同時に測定した．結果を Fig. 14 に示した．カル

セインを封入したホウ素クラスターベシクルの血清

溶液の蛍光強度が 018 時間の測定時間内では，ほ

とんど変化しないことが分かった．また，Triton

X-100 でベシクルを破壊し，ベシクルからリリース

されたカルセインの蛍光強度も測定時間内では一定

であることから，カルセインを封入したホウ素クラ

スターベシクルは，37°C では血清中では安定であ

ることが分かった．実際に DDS で用いられている
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Fig. 14. The Fluorescence of the Vesicle of the Fraction 2, in
which Calcein was Encapuslated by the nido-Carborane
Lipid 2, in a Bovine Serum Albumin (BSA)

The square plot shows the ‰uorescence intensity of the BSA solution
containing the vesicle fraction 2 and the circle plot shows that of the solution
after destruction of vesicles by the addition of Triton X-100.

Fig. 15. Incorporation of the nido-Carborane Lipid 2 into
Liposome Membranes

The bare-liposome was prepared from DSPC, CH, and 2 (the mixing ra-
tio of 1：1：X, X＝01), and the PEGliposome was prepared from DSPC,
CH, 2, and PEGDSPE (the mixing ratio of 1：1：X：0.11, X＝01).
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DSPC リポソームへのイオン性ホウ素クラスター脂

質 2 の取り込み濃度について検討した．まず，

DSPC (distearolyphosphatidylcholine; COATSOME

MC-8080），コレステロール（CH），ホウ素クラス

ター脂質 2 を 1：1：X で X の値を 01 の範囲で混

合し，リポソームを調製したのち，そのリン脂質と

ホウ素の濃度を定量した．ホウ素の定量には ICP-

AES 法を用いた．同様に，DSPC，CH，ホウ素ク

ラスター脂質 2，PEGDSPE (distearoylphospha-

tidylethanolamine; COATSOME ME-8080）を 1：

1：X：0.11 で X の値を 01 の範囲で混合し，PEG

リポソームを調製したのち，そのリン脂質とホウ素

の濃度を定量した．結果を Fig. 15 に示す．DSPC

(distearolyphosphatidylcholine; COATSOME MC-

8080），コレステロール（CH），ホウ素クラスター

脂質 2 から調製した bare- リポソームでは，混合す

るホウ素クラスター脂質 2 の割合を 01 に増加する

に従って得られるリポソーム内のホウ素濃度も比例

して増加することが分かった．また，興味深いこと

に DSPC とホウ素クラスター脂質 2 のリポソーム

中の組成比は 1：5 でリポソームを形成することが

分かった．DSPC, CH，ホウ素クラスター脂質 2,

PEGDSPE から調製した PEGリポソームでも同

様の傾向がみられた．混合するホウ素クラスター脂

質 2 の割合を 01 に増加するに従って得られるリポ

ソーム内のホウ素濃度も比例して増加し，その

DSPC とホウ素クラスター脂質 2 のリポソーム中の

組成比は 1：5 であった．

2-2-3. TF 結合型ホウ素脂質リポソームと BDS

　このように，このホウ素イオンクラスター脂質

は，安定なリポソームを形成し，蛍光物質であるカ

ルセインを封入したリポソームでは血清中における

カルセインのリリースはみられなかったので，この

ホウ素イオンクラスター脂質 2 とジステアロイルホ

スファチジルコリンリン脂質，さらに共同研究者の

丸山らが開発したトランスフェリンを修飾したがん

細胞標的型リポソームを応用し，トランスフェリン

修飾型ホウ素クラスターリポソームを合成し，坦が

んマウスを用いた体内分布並びに中性子捕捉治療を

行った．27)中性子捕捉治療のためにホウ素―10 濃縮

型イオンクラスター脂質の合成を Fig. 12 に示す合

成ルートに従って行った．

DSPC (distearoylphosphatidylchorine; COAT-

SOME MC-8080），コレステロール，DSPE-PEG

OMe(distearoylphosphatidylethanolamine-polyethyl-

eneglycol-OMe; DSPE-020C), DSPEPEGCO2H

(DSPE-034GC），合成したイオン性ホウ素クラス

ター脂質 2 を 1：1：0.11：0.021：0.25 の比率で調

整し，これら脂質 150 mg を，クロロホルムとジイ

ソプロピルエーテルの 1：1 溶液 2 ml に溶かした．

ヨウ素 125 でラベルしたイヌリン溶液を加え，得ら

れたエマルジョンを 1 分間超音波に通したのち，減

圧下有機溶媒を溜去した．得られた脂質ゲルをエク

ストルーダーを用いて 100 nm のポリカーボネート

膜を通してサイズを整え，超遠心（200000 g) 20 分
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Fig. 16. Time Course of Biodistribution of Tf(－)PEGCL Liposome (TF(－)) and the Tf(＋)PEGCL liposome (TF(＋))
Liposomes encapsulating 125I-tyraminyl inulin (500 mg lipid/200 mL) were injected into male BALB/c mice (7 weeks old, weighing 2025 g) via the tail vein.

The distribution of liposomes was measured by determining the radioactivity of each tissue. The percent dose/g in each tissue is plotted on the vertical axis and the
time (h) after administration is plotted on the horizontal axis.
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で精製し，PBS buŠer に加え懸濁液とした．この

ようにして得られたホウ素クラスターリポソームを

Mes buŠer にけん濁させ（およそ 5 mmol/ml), ethyl-

3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC; 21

mmol),N-hydroxysulfosuccinimide (S-NHS; 28 mmol)

を加えた．混合物を室温で 15 分間かく拌し，

Sephadex G25 カラムを通してリポソームフラクシ

ョンを分離した．得られたリポソーム溶液にトラン

スフェリンを加え室温で 3 時間かく拌した．反応混

合物を超遠心（ 200000 g ) 20 分で精製し，PBS

buŠer に加え懸濁液とした．この懸濁液に塩化鉄溶

液を加え，再び超遠心（200000 g) 20 分で精製し，

PBS buŠer に加え懸濁液とした．

上で調製したホウ素クラスターリポソーム及びト

ランスフェリン修飾型ホウ素クラスターリポソーム

を用いてマウス内での各臓器における分布を測定し

た．ヨウ素 125 でラベルしたイヌリンを含むホウ素

クラスターリポソームを雄 BALB/c マウス（生後 6

週，体重 1618 g）に注射したのち，148 時間にお

いてマウスの血液，肺，肝臓，腎臓，心臓，脾臓を

各々取り出し，各組織の放射活性を測定した．結果

を Fig. 16 に示した．横軸には投与後の時間，縦軸

には投与量に対する各臓器内濃度（％Dose）を示

した．濃度はヨード 125 ラベルイヌリンの放射能測
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Fig. 17. 10B Concentration in Various Tissues 72 h after In-
jection of Tf(＋)PEGCL Liposomes into Tumor-bearing
Mice

10B-enriched Tf(＋)PEGCL liposomes were injected into tumor-bear-
ing mice, in which colon 26 cells were transplanted into the left thigh, via the
tail vein at a dose of 7.2 mg 10B/kg (200 ml of liposome solution).

Fig. 18. Survival Curve of Tumor-bearing Mice after Neu-
tron Irradiation for 37 min in KUR Atomic Reactor

The mice were injected with 7.2 mg 10B/kg of the Tf(＋)PEGCL-lipo-
some and incubated for 72 h before irradiation. Control indicates survival
rates of tumor-bearing mice after neutron irradiation without administration
of Tf(＋)PEGCL liposomes.
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定により算出した．血液中の濃度変化は，トランス

フェリン修飾型ホウ素クラスターリポソーム及び非

修飾型ホウ素クラスターリポソームともに速やかに

低下した．一方，肝臓・腎臓・脾臓ではトランスフ

ェリン修飾型ホウ素クラスターリポソームの方がよ

り高濃度で蓄積していることが分かった．肺では両

者とも血中濃度の低下に伴って低下することが分か

った．興味深いことに，腫瘍ではトランスフェリン

非修飾型ホウ素クラスターリポソームが時間に伴っ

て濃度が減少しているのに対し，トランスフェリン

修飾型ホウ素クラスターリポソームでは時間経過と

関係なく蓄積しており，72 時間後でもトランスフ

ェリン非修飾型ホウ素クラスターリポソームのおよ

そ 3 倍の濃度であることが分かった．

次に，坦がんマウスを用いて中性子捕捉治療効果

について検討した．左足に Colon 26 細胞を移植し

た BALB/c マウス（生後 6 週間，1618 g）にトラ

ンスフェリン修飾型ホウ素クラスターリポソームを

ホウ素－10 濃度で 7.2 mg/kg, 14.4 mg/kg それぞれ

静脈投与し，72 時間後各臓器を分画しホウ素濃度

をプロンプト g 法により測定した．各臓器内ホウ素

濃度を Fig. 17 に示した．ホウ素－10 濃度で 7.2 mg/

kg, 14.4 mg/kg 投与したマウスでは，72 時間後，

筋肉・心臓・脳ではホウ素蓄積はほとんどみられな

かった．肺・血液ではおよそ 10 ppm，肺では投与

濃度に比例して 14.4 mg/kg 投与の場合，およそ 35

ppm ホウ素蓄積がみられた．一方，Fig. 15 では

肺・血液でほとんどイヌリンの蓄積がみられないこ

とから，ホウ素クラスターリポソームが分解しホウ

素イオンクラスター脂質が蓄積したと考えられる．

脾臓・肝臓では非常に高いホウ素蓄積がみられ，そ

の濃度は投与量に比例している．腫瘍内ホウ素蓄積

量をみてみると 7.2 mg/kg 投与した場合では 22

ppm, 14.4 mg/kg 投与の場合では 40 ppm であった．

さらに，トランスフェリン修飾型ホウ素クラス

ターリポソームをホウ素－10 濃度で 7.2 mg/kg 投

与した担がんマウスを 72 時間後，麻酔しアクリル

製マウスホルダーに入れ，左足部分を中性子照射し

た．中性子照射は京都大学原子炉において行い 2×

1012 neutrons/cm2 で 37 分間照射した．コントロー

ル実験としてホウ素クラスターリポソームを投与し

ていないマウスも同様に中性子照射した．照射後の

生存曲線を Fig. 18 に示した．ホウ素クラスターリ

ポソームを投与していないマウスでは，中性子照射

後の平均寿命が 22 日であったのに対し，ホウ素ク

ラスターリポソームをホウ素濃度で 7.2 mg/kg 投与

したマウスでは，平均寿命 32 日とおよそ 1.5 倍延

命効果がみられた．

これらの結果は，米国 NCI (National Cancer In-

stitute）の Nanotech News for Cancer Therapy で紹

介された．28)しかしながら，さらに腫瘍内ホウ素濃

度を高めるために，このホウ素クラスターリポソー

ムを 14 mg/kg 投与したところ，50％のマウスに急

性毒性がみられた．
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Fig. 19. Design of Advanced Boron Lipidsbased on Biomi-
metic Composition of Phosphatidylcolines Fig. 20. Synthesis of the Boron Lipids 8 and 9
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一方，Hawthorne らも，最近同様な二本鎖ホウ

素イオンクラスター脂質 3 を開発しているが，彼ら

のホウ素リポソームは投与ホウ素濃度 6 mg/kg で

72 時間以内にマウスの急性毒性がみられたことを

報告している．29)

2-2-4. 低毒性二本鎖ホウ素イオンクラスター脂

質の開発 このように，二本鎖ホウ素イオンクラ

スター脂質は安定なホウ素リポソームを形成し，腫

瘍へも効率よく集積することが分かった．残る問題

は毒性である．われわれは，このホウ素リポソーム

の毒性は，二本鎖ホウ素イオンクラスター脂質の水

溶性部位である nido 型カルボランによるものでは

ないかと考ええた．そこで，より低毒性で非常に代

謝が早く実際の臨床で用いられている BSH に注目

し，Fig. 19 のような硫黄置換型 undecahydrodo-

decaborate を有する次世代ホウ素イオンクラスター

脂質 8 及び 9 を設計した．30)この脂質は，脂溶性部

位に生体リン脂質と同じ立体構造を有しており，リ

ンカー部位にエステル基(8)又はカルバメート基(9)

を有し，undecahydrododecaborate 骨格と S を介し

て結合している．これらの二本鎖ホウ素イオンクラ

スター脂質を Fig. 20 に示すような合成スキームで

合成に成功した．そのリポソーム安定性を調べたと

ころ，Fig. 21 に示すように，ジパルミトイル型ホ

ウ素脂質の場合，全脂質の 75％まで加えても血清

中で安定なリポソームを形成することが分かった．

また，正常マウスへの投与ホウ素濃度 20 mg/kg で

は急性毒性はみられなかった．現在，実用化に向け

て研究を進めている．

また，最近 Gabel らは Fig. 22 に示すように窒素

置換型 undecahydrododecaborate 骨格を有する二本

鎖ホウ素イオンクラスター脂質の開発に成功してお

り，この脂質からリポソーム形成を Cryo-TEM に
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Fig. 21. Time-dependent Fluorescence Intensities of Calcein-
encapsulated Liposomes Composed of 8b with Various Ra-
tios ((a) X＝0.25, (b)＝0.5, (c)＝0.75) in FBS

Fluorescence intensity is plotted on the vertical axis and incubation time
is plotted on the horizontal axis. The black plots show the ‰uorescence inten-
sity of the FBS solution containing liposomes and the white plots show that
of the solution after destruction of liposomes by the addition of Triton
X-100.

Fig. 22. Synthesis of Boron Lipids
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よって確認している．彼らのホウ素リポソームも同

様，細胞レベルで毒性は 5.6 mM と低いことが報告

されている．31)

3. 今後の展望

BNCT のためのホウ素キャリアーの開発には，

いわゆるナノモルレベルで薬理効果が要求される抗

がん剤のようなドラッグデザインではなく，ミリモ

ルレベルで投与できるのに十分な低毒性であり，な

おかつ腫瘍細胞に集積することが必要とされる．そ

のために，ここ十数年で低毒性小分子ホウ素化合物

の開発だけでなく，リポソームを用いた BDS の開

発が盛んに研究されてきた．本稿では，ホウ素のリ

ポソーム内封型 BDS とホウ素脂質を用いたリポ

ソーム膜導入型 BDS について紹介した．また，本

稿では紹介できなかったが，リポソーム膜の安定性

には，リン脂質やホウ素脂質の特性だけでなくコレ

ステロール含有率が重要であることに着目し，この

コレステロールにホウ素を導入することで，リポ

ソーム膜に集積させようというアプローチについて

も研究されている．3234) BNCT において 1950 年代

に開発された BSH, BPA という 2 剤以外には，ま

だ臨床応用されたホウ素薬剤は残念ながら登場して

ない．核燃料の問題から現在 BNCT に適応できる

小型加速器の開発が精力的に行われている．熱中性

子源が原子炉から加速器に移行できれば都市部病院

併設型加速器による BNCT が可能となり，将来放

射線療法の一般的治療法の 1 つになるであろう．そ

のためにも治療効果の高い BDS の開発が期待され

る．
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