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 研究要旨 
 膠芽腫の BNCT 臨床に実用されている２つの硼素化合物、BPA 及び
BSH の機器分析法及び免疫細胞化学的分析法に関して、原体の医薬品
品質を検証・保証・分析する方法を確立した。また、抗 BPA 及び抗
BSH モノクローナル抗体を開発し、免疫細胞化学的手法による両硼素
化合物の細胞分布の解析法を確立した。更に、高純度品の効率的な精
製法、非臨床試験に関わる原体や薬液の安全な保存方法を開発した。 

 

   
Ａ．研究目的 
GMP品質硼素化合物の純度分析及び細胞
内分布の確認法の開発、精製法の開発と非
臨床試験に関わる安定性試験 
 
Ｂ．研究方法 
膠芽腫BNCTに臨床実用されている２つの
硼素化合物、p-boronophenylalanine (BPA)
及び disodium undecahydododecabaorate 
(BSH)を対象に、機器分析法及び免疫細胞化
学分析法を確立した。薬剤原体や薬液の純
度分析、不純物分析には、前者の方法を採
用し、細胞内分布等の分析には後者の方法
を採用する。また、これらの分析法を活用
して高品質の精製法、保存法、類縁硼素薬
剤の細胞内分布評価について検討する。 
１）BPA及びBSH の機器分析 
純度及び不純物測定を高速液体クロマ
トグラフィー(HPLC)/ 質量分析、ICP(イ
オンプラズマ発光) 分析を用いて行い、
構造は核磁気共鳴(NMR)分析で確認する。 
２）免疫細胞化学分析法 
別途、抗BPA及び抗BSHモノクローナル
抗体を作製、培養がん細胞を用いてin 
vitroでのミクロ分布を分析する。 
３）BPA、BSHの効率的精製法 
無酸素、脱気純水を用いた再結晶化に
よるBPA の効果的な精製法を確立する。
また、カチオン変換後のイオン交換樹脂
カラムによるBSH の精製法についても検
討する。 
４）BPA、BSH の安定性評価と保存法の確立 
固体(粉状)として供給されるBPA、BSH
原体の外的物理要因（光、温度、酸素）
に対する安定性、及び水溶液中の安定性
を1）で得られた成果を基に評価する。ま
た、外的要因により副生する不純物の生
成機構と構造を推定し、最適保存法を確 

 立する。 
 
Ｃ．研究結果 
１）BPA及びBSH の機器分析 
BPA は、逆相HPLC/MSによるクロマト分
析が効果的であった。BSH のHPLC 分析も
同様に可能であるが、精度の高い分析を行
うには更なる検討が必要である。NMR分析、
ICP分析による構造確認法も達成された。 
２）免疫細胞化学分析法 
  抗BPA及び抗BSHモノクローナル抗体を
用いて、培養がん細胞におけるBPA及びBSH
の細胞内ミクロ分布を可視化、画像化して
解析・評価した。BPA は細胞質、核内に広
く分布することが確認されたが、BSHでは
鮮明な画像は得られず、分布を特定できな
かった。 
３）BPA、BSHの効率的精製法 
  沸騰直前の無酸素純水によるBPA の効
果的な再結晶化精製に成功した。これによ
り品質の劣る粗BPAの精製が可能となっ
た。 
一方、BSH・2Na 精製では、Na イオンを
低水溶性のアンモニウム型に変換して精
製した後、イオン交換樹脂カラムで再びナ
トリム塩に変換する方法が最も効果的で
あった。 
４）BPA、BSH の安定性評価と保存法の確立 
固体粉末状のBPA、BSHは、比較的安定な
化合物であるが、長期保存には無酸素下、
低水分、低温、遮光の諸条件が必要であっ
た。特に無酸素の条件が重要であった。 
中性領域の水溶液において、BPAはジヒド
ロキシボリル基が緩やかに加水分解され、
ホウ酸、フェニルアラニン、チロシンが生
じた。この反応は酸素存在下で加速され
た。一方、BSH 水溶液では、酸素存在下で
イオウ原子の酸化反応が起こり、２量体や 



スルフォンなどの酸化物の存在が推定さ
れた。 
 これらの事から、固体及び溶液の最適保
存方法が提唱できた。 
 
Ｄ．結果およびＥ．考察 
１）BPA及びBSH の機器分析 
BPA は３つの極性な官能基を持つ難水
溶性の化合物であり、UV 吸収を持つこと
から、逆相HPLC分析による純度分析が適
していた。 
一方、BSHはイオン性の無機化合物であ
り、UV吸収は非常に弱く検知が困難で、
適切なHPLC分析法は報告されていない。
今後、超高圧HPLC分析法については検討
課題である。 
２）免疫細胞化学分析法 
BNCTにおけるBPAの高い殺細胞効果は、
BPAが核内に存在することが一因である
とされてきたが、本研究においても核内
分布が改めて確認された。BSHは水溶性が
高く、染色過程での流出や移動が予測さ
れ、この方法によるミクロ分布の確定は
困難と考えられる。 
この染色法は、短時間でホウ素薬剤分
布を検知できることから、水溶性の低い
BPAやBSH誘導体の検出に適していて、新
規硼素薬剤開発のスクリーニング等にお
いて活用されている。 
３）BPA、BSHの効率的精製法 
  本研究で開発されたBPA、BSHの簡便で
効果的な精製法は、原体の再生に有効で、
分析用高純度標品の入手が可能となっ
た。また、種々の誘導体精製にもこの方
法が、応用され有効であった。 
４）BPA、BSH の安定性評価と保存法の確立 
  本研究により、両硼素化合物の安定性
とこれに影響する外的要因が評価され、
副生する不純物の構造が判明し、安全な
保管方法が確立された。これらの結果は、
今後、硼素薬剤保管や薬剤管理のガイド
ライン作製に役立つと期待される。 
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