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略語表 

 

本論文中では以下の略語を用いた。 

 

4-HPC  : 4-Hydroperoxy cyclophosphamide 

5-FU  : 5-Fluorouracil 

6-MP  : 6-Mercaptopurine 

ABC  : ATP-binding cassette 

ALL  : Acute lymphocytic leukemia 

ALT  : Alanine aminotransferase 

AST  : Aspartate aminotransferase 

AUC  : Area under the blood concentration-time curve 

Alb  : Serum Albumin 

BMI  : Body mass index 

BSA  : Bovine serum albumin 

BUN  : Blood urea nitrogen 

CL  : Clearance 

CMV  : Cytomegalovirus 

CY  : Cyclophosphamide 

Ccr  : Creatinine clearance 

Cmax  : Maximum blood concentration 

Cmin  : Minium blood concentration 

DEPC  : Diethylpyrocarbonate 

DMSO  : Dimethyl sulfoxide 

DNA  : Deoxyribonucleic acid 

DOX  : Doxorubicin 

DW  : Distilled water 

EDTA  : Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 

FBS  : Fetal bovine serum 

GVHD  : Graft-versus-host disease 

GVL  : Graft versus leukemia 



HEPES : 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

HLA  : Human leukocyte antiegen 

HPLC  : High performance liquid chromatography 

Ke  : Elimination rate constant 

MDR1  : Multidrug resistance drug protein 1 

NP40  : Nonidet P-40 

P-gp  : P-glycoprotein 

PBS  : Phosphate buffered saline 

PCR  : Polymerase chain reaction 

PD  : Pharmacodynamics 

PK  : Pharmacokinetics 

RMSE  : Root mean square error 

RNA  : Ribonucleic acid 

RNase  : Ribonuclease 

ROC  : Receiver operating characteristic 

RT  : Reverse transcription 

S.D.  : Standard deviation 

Scr  : Serum creatinine 

T-bil  : Total bilirubin 

T-pro  : Total protein 

TBI  : Total body irradiation 

TMA  : Thrombotic microangiopathy 

TdR  : Thymine deoxyriboside 

Tris  : Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UV  : Ultraviolet 

VP-16  : Etoposide 

Vd  : Volume of distribution 

WST-8  :2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5- 

(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt 

cDNA  : Complementary deoxyribonucleic acid 

mRNA  : Messenger ribonucleic acid 



γ-GT  : γ-Glutamyltranspeptidase 
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序論

 

がんは我が国の死亡率第一位の疾患であり 2011 年のがんによる死亡者は 360,963

人 (男:215,110 人, 女:145,853 人) と医療の進歩した現在においても社会的に問題と

なっている 1)。血液のがんである白血病は 2011 年のデータで死亡者数が 7,900 人 

(男:4,779 人, 女:3,121 人) であり、がんによる死亡者全体の約 2.2%と比率は高くな

い 1)。しかしながら、成人急性リンパ性白血病 (ALL) では抗がん薬治療により多く

の症例で完全寛解が得られるものの再発率が非常に高い。成人では小児の例と異なり

予後が特に悪く、寛解導入に成功したとしても薬物療法だけでは寛解持続期間が短く

長期生存は期待できない。白血病の治療概念は total cell kill であり、白血病を治癒

に導くためにはすべての白血病細胞を死滅させる必要がある。したがって、白血病細

胞がゼロになるまで徹底的に叩く、あるいは免疫機構で排除が可能なレベルまで白血

病細胞を減少させる必要があると考えられている。そこで、寛解導入成功後にも寛解

後療法が施行されるが、寛解後療法は、寛解導入療法と同程度の強力な治療である「地

固め療法」と外来でも実施が可能な「維持・強化療法」に分類される。地固め療法と

して最も強力な治療法が造血幹細胞移植であり、大量の化学療法と全身放射線 (TBI) 

によって白血病細胞を死滅させた後、一般的には HLA の一致した幹細胞が移植され

る。造血幹細胞移植のうち、同種移植は白血病に対し広く実施され、allo 抗原や腫瘍

特異抗原を認識する T 細胞による免疫療法である GVL 効果も期待される。この造血

幹細胞移植が現在 total cell kill を達成しうる最も可能性の高い治療法であるが、強

力な前処置、移植片対宿主病 (GVHD)、感染などによる移植関連死の頻度も高く、造

血幹細胞移植を行う症例やタイミングなどの選択は慎重に検討すべきであると考え

られる。 

従来、成人 ALL に対する標準的同種移植の前処置として、シクロホスファミド 

(CY) と TBI を組み合わせた CY/TBI レジメンが開発され、現在でも標準的前処置と

して頻用されている。しかしながら、同種移植における長期生存率は 30-50%と充分

な治療成績が得られていない 2-7)。そこで、治療強度を増強するためにリンパ性悪性

腫瘍に対する有効性が確認されているエトポシド (VP-16) を最大耐用量とされる 60 

mg/kg の用量 8-10)で併用した前処置レジメンが開発された (中等量 VP-16/CY/TBI 前

処置)。しかし、再発率の減少は認められるものの肝臓、呼吸器、出血などの合併症

による死亡例が増加し、結果として生存率の向上は認められなかった 11-16)。 
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北海道大学病院では 1993 年から

2007 年の間に 37 例の成人 ALL お

よびその類縁疾患に対し、中等量

VP-16/CY/TBI 前処置を用いた同種

造血幹細胞移植を施行してきた。後

方視的解析ではあるが、経過観察中

央値 35.1 ヶ月で、3 年生存率は

89.2％と非常に良好な成績が得ら

れている 17, 18)。北海道大学病院にお

ける VP-16 の投与量は計 30 mg/kg (15 mg/kg を 2 日間) であり、従来の VP-16 を用

いた移植前処置における投与量 (計 60 mg/kg) と比較して少ない投与量である。この

投与量の違いが副作用を増加させず、再発率を減少させる上で重要なファクターだと

考えられるが、この前処置を用いた治療プロトコールには明確なエビデンスはなく

VP-16 の投与量の違いによる移植成績を検討した報告はほとんどない。ここまでの概

略を図 1 に示した。 

また、抗がん薬の曝露順序や曝露スケジュールの違いによってがん細胞への殺細胞

効果が変化することが知られているが 19-22)、本レジメンでの抗がん薬の投与順序によ

る治療効果への影響については検討されていない。 

そこで、本研究では中等量 VP-16/CY/TBI 前処置を用いた同種造血幹細胞移植にお

ける、VP-16 の体内動態 (PK) と薬理作用 (PD) を関連付けた投与量の最適化と

VP-16 と CY の投与順序の最適化を目的とした。 

第一章では、ヒトの血中 VP-16 濃度を定量し、PK パラメーターと有害事象との関

連性を評価した。次に、患者の臨床検査値などのパラメーターを用いて血中濃度を予

測できるか検討した。さらに、ヒトでの検討で VP-16 の血中濃度の変動要因である

ことが示唆された体重がVP-16のPKパラメーターに与える影響をラットを用いて検

討した。第二章では VP-16、CY の投与順序が標準化されていないことから、白血病

由来の細胞を用いて、両薬剤の曝露順序による殺細胞効果の違いを検証した。

図図図図 1. 1. 1. 1. 造血幹細胞移植前処置造血幹細胞移植前処置造血幹細胞移植前処置造血幹細胞移植前処置レジメンレジメンレジメンレジメンのののの開発開発開発開発のののの経緯経緯経緯経緯    

CY/TBI

VP-16/CY/TBI

中等量VP-16/CY/TBI

標準的前処置標準的前処置標準的前処置標準的前処置

強化骨髄破壊的前処置強化骨髄破壊的前処置強化骨髄破壊的前処置強化骨髄破壊的前処置 VPVPVPVP----16161616
30 mg/kg30 mg/kg30 mg/kg30 mg/kg××××2222

CYCYCYCY
60606060 mg/kgmg/kgmg/kgmg/kg××××2222

TBITBITBITBI
2 Gy2 Gy2 Gy2 Gy××××6666

造血幹細胞造血幹細胞造血幹細胞造血幹細胞
輸注輸注輸注輸注

----7 7 7 7 DayDayDayDay ----6 6 6 6 ----5 5 5 5 ---- 4 4 4 4 ---- 3 3 3 3 ----2222 ----1 1 1 1 0000

VPVPVPVP----16161616
15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg××××2222

北海道大学病院北海道大学病院北海道大学病院北海道大学病院

再発再発再発再発がががが多多多多くくくく
3333年生存率年生存率年生存率年生存率はははは30303030----50%50%50%50%

再発率再発率再発率再発率がががが減少減少減少減少

副作用副作用副作用副作用がががが多多多多いいいい

3 hr div3 hr div3 hr div3 hr div
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第一章 VP-16 の PK/PD 解析による投与量の最適化 

第一節 緒言 

 

抗がん薬は有効域と副作用域が極めて近接していることから、体内動態の個人差が

治療成績と副作用発現に重要だと考えられる。患者の薬物血中濃度を測定し、PK と

PD を関連付けて個々の患者に最適な投与量と投与方法を決定する手法として

Therapeutic drug monitoring (TDM) がある。個別化投与設計として、TDM は抗菌

薬、抗てんかん薬、免疫抑制薬などを対象としてすでに臨床で実施されている。しか

しながら、抗がん薬に対する TDM の適応に関してはいくつかの問題点があり、臨床

応用されている例は非常に少ない。その問題点として、化学療法のほとんどが多剤併

用であり解析が複雑であること、抗がん薬の有効性が認められず、数回の投与で終了

となることなどが挙げられる 23)。しかしながら、抗がん薬の血中濃度と抗腫瘍効果及

び副作用との関連を解析することは重要であり、今後の課題であると考えられる。 

 VP-16 の投与量や血中濃度の違いによる有効性や安全性に関してはこれまでにも

いくつか報告があるが 24-27)、造血幹細胞移植における検討は非常に少なく、中等量

VP-16/CY/TBI レジメンにおける報告はない。 

そこで本章では、ヒトの VP-16 血中濃度から PK/PD 解析を行ない最適な投与量の

検討と VP-16 の血中濃度の個体間変動の一つとして示唆された体重が VP-16 の体内

動態に与える影響をラットを用いて検討したので詳述する。
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第二節 実験材料と実験方法 

 

第一項 実験材料 

1) 使用薬物  

Etoposide     Santa Cruz Biotechnology 

Etoposide Intravenous Infusion  Sandoz 

Diphenyl Hydantoin (DPH)   WAKO  

Ketalar for Intravenous Injection (Ketamine) Daiichi Sankyo 

Midazolam Injection (Midazolam)  Sandoz 

 

2) ブランク血漿 

ヒト血漿     Hokkaido Red Cross BC 

 

3) 使用試薬 

Acetonitril (HPLC 用）   WAKO 

Methanol (HPLC 用)    Kanto Chemical 

上記以外の試薬は市販の特級品もしくは生化学用のものを用いた。 

 

4) 使用機器 

遠心分離機 

himac CF 15RX    HITACHI 

himac CT 15RE    HITACHI 

himac CR 22     HITACHI 

 

HPLC 

L-7110 Pump     HITACHI 

L-7300 Column Oven    HITACHI 

L-7200 Autosampler    HITACHI 

L-7420 UV-VIS Detector   HITACHI 



5 
 

D-2500 Integrator    HITACHI 

 

5) 使用動物    

 使用目的に合わせた週齢数の Wistar 系雄性ラットを (Hokudo Co., Ltd.) より購

入し、1 週間馴化した後に用いた。飼育は 23±2ºC、湿度 50±10%以内で管理された

北海道大学薬学部動物舎で行なった。餌は Rodent Lab Diet EQ 5L37 (Japan SLC, 

Inc.) を水は新鮮水道水を自由摂食、飲水させて飼育した。 

 

第二項 対象患者 

2008 年から 2013 年の間に北海道大学病院血液内科、第二内科において中等量

VP-16/CY/TBI 前処置を用いて同種造血幹細胞移植を施行した患者で、インフォーム

ドコンセントを取得した患者全 21 人を対象とした。なお、本研究は北海道大学大学

院医学研究科・医学部医の倫理委員会での承認を得て行なった。 

 

第三項 患者への VP-16 投与及び採血方法 

1) 静脈内投与方法 

前処置開始 1 日目及び 2 日目にそれぞれ朝 10 時から VP-16 を 15 mg/kg の用量で

3 時間かけ点滴静注した。 

 

2) 採血方法 

末梢血を経時的に 13 点 (投与前と 1 日目の投与から 1, 3, 6, 10, 24, 25, 27, 30, 34, 

44, 68, 92 時間後)、1 回に約 3 mL を採取した。採取した血液は直ちに微量のへパリ

ンナトリウムと混和し、750×g, 10 分、4ºC で遠心分離し、上清を分取して血漿サン

プルとした。得られた血漿サンプルは測定まで-20ºC で保存した。 

 

第四項 高脂肪食による肥満ラットの作製 

Wistar 系雄性ラット搬入後 (6 週齢)、第一章 第二節 第一項 5)に従い 1 週間

飼育した。その後、7 週齢から Rodent Lab Diet EQ 5L37 (Normal fat diet) と Quick 

Fat (High fat diet) の各摂食群に分け自由摂食、飲水で 16 週齢まで飼育した。1 週

間毎に体重測定を行なった。また薬物の投与及び採血終了後にラットを安楽死させ精

巣上体周囲脂肪、腎周囲脂肪、腸間膜脂肪を採取して重量を測定した。
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第五項 ラットへの VP-16 投与方法と採血方法 

1) 静脈内投与方法 

 ラットをジエチルエーテルで予備麻酔し、ケタミン 6.25 mg/100g weight, ミダゾ

ラム 375 µg/100 g weight を腹腔内投与して麻酔した後、頸部を切開して頸静脈を露

出させた。VP-16 は注射製剤のエトポシドを使用し、15 mg/kg weight となるように

生理食塩水で希釈して 0.5 mL とした溶液を 30 秒かけて静脈内投与した。 

 

2) 採血方法 

投与前と投与後 0.017, 0.05, 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6 時間後に頸静脈から約 0.3 mL 採取

した。採取した血液は直ちに微量のへパリンナトリウムと混和し、750×g, 10 分、4

ºC で遠心分離し、上清を分取して血漿サンプルとした。得られた血漿サンプルは測

定まで-20ºC で保存した。 

 

第六項 血漿中 VP-16 濃度の測定法 

患者血漿サンプル 200 µL に 50%メタノール 200 µL、蒸留水 1 mL を添加後、内部

標準物質としてメタノールに溶解したフェニトイン 100 µg/mL を 20 µL 添加した。

さらにジクロロメタン 4 mL を添加し、15 分間振盪後、750×g で 5 分間遠心し、ア

スピレーターで上清を除去したものを蒸発乾固させ、移動相 200 µL で再溶解したも

のを HPLC にて測定した。HPLC 条件を表 1 に示した。なお、ラットの血漿サンプ

ルは 100 µL 使用し、その他の使用する溶媒、溶液の量はメタノール 100 µL、蒸留水

500 µL、フェニトイン溶液 20 µL、ジクロロメタン 2 mL として実験を行なった。 

 

表表表表 1111    VPVPVPVP----16161616 のののの HPLCHPLCHPLCHPLC 条件条件条件条件    

 Column ERC-ODS-1161 (Yokohamarika, Inc.) 

 Mobile phase Methanol/Distilled water/Acetonitrile (42.7 : 55 : 2.3) 

 Column temperature 40ºC 

 Flow rate 1.0 mL/min 

 Wave length UV at 229 nm 
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第七項 患者情報の収集 

1) 患者基本情報および各種検査値の調査 

北海道大学病院診療情報端末および院内カルテを参照し調査した。解析の対象とし

た患者基本情報と各種検査項目は、年齢、性別、体重、身長、体表面積、BMI、Alb、

T-pro、BUN、Ccr、Scr、T-Bil、AST、ALT、γ-GT とした。 

 

2) 有害事象情報の調査 

有害事象は口内炎、下痢の Grade とサイトメガロウイルス (CMV) 感染および血

栓性微小血管症 (TMA) とした。情報は、北海道大学病院診療情報端末および北海道

大学病院血液内科同種造血幹細胞移植後評価データベースを用いて収集した。 

 

第八項 データ解析法 

収集した患者データと血中濃度の相関関係の解析および変動要因の抽出、予測式の算

出には、単変量解析、ステップワイズ回帰分析、最小 2 乗法を使用した。これらの解

析には統計ソフトの JMPⓇ6 (SAS Institute Inc.) を用いた。また、2 群の差の比較は    

F-検定を行ない、等分散の場合には Student の t-検定で、不等分散の場合には

Cochran-Cox の検定で有意差の解析し、危険率 5%未満を有意とした。PK パラメー

ターの解析は Microsoft Office Excel Ⓡ2003 (Microsoft Corporation) を用いて 1-コ

ンパートメントモデルで解析した。また AUC0-24hr、AUC24-44hr、AUC0-92hr は、各採

血点における血中濃度から、台形法により算出した。
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第三節 実験結果 

 

第一項 VP-16 の PK 解析 

はじめに、VP-16 の血中濃度推移の確認と PK パラメーター算出のために、血中濃

度を経時的に測定した (図 2)。得られた PK パラメーターを表 2 に示した。その結果、

VP-16 の血中濃度は患者間で大きく異なり、1 日目の Cmax では最小値と最大値がそ

れぞれ 51.8 µg/mL、116.5 µg/mL となり最大 2.2 倍の差が認められた。薬物の総曝露

量の指標であるAUC0-92hrでも同様に最小値と最大値はそれぞれ870 µg・hr/mL、2015 

µg・hr/mL となり最大で 2.3 倍の差が認められた。その他、算出した PK パラメータ

ーの Vd、Keβでそれぞれ約 2 倍、約 3 倍また CL で約 2 倍の差が認められ、VP-16

の体内動態は患者間で大きく異なることが明らかとなった (表 2)。 

 なお、1 日目と 2 日目の PK パラメーターはほぼ同じ値を示したので以後の検討で

は 1 日目の PK パラメーターを用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 2222    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 をををを 15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg でででで 24242424 時間毎時間毎時間毎時間毎にににに 2222 回回回回をををを 3333 時間時間時間時間かけてかけてかけてかけて静脈内投与静脈内投与静脈内投与静脈内投与したしたしたした後後後後のののの    

血中濃度推移血中濃度推移血中濃度推移血中濃度推移 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    
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表表表表 2222    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 のののの PKPKPKPK パラメーターパラメーターパラメーターパラメーター (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

Day1  Day2 
Parameter 

Mean ± S.D. Median Range  Mean ± S.D. Median Range 

Cmax (µg/mL) 74.1 ± 17.0 75.6 51.8 - 116.5   77.0 ± 13.5 76.6 50.2 - 106.0 

Cmin (µg/mL) 3.9 ± 2.4 3.6 0.2 - 9.1  6.0 ± 3.7 5.3 1.6 - 16.1 

Vd (L) 13.5 ± 2.7 13.2 9.53 - 18.3  12.8 ± 2.4 12.3 9.3 - 19.1 

keβ (hr-1) 0.15 ± 0.04 0.13 0.10 - 0.29   0.15 ± 0.03 0.14 0.07 - 0.20 

CL (mL/min) 26.7 ± 5.6 28.0 17.0 - 34.5  27.7 ± 5.8 27.6 17.5 - 41.7 

AUC0-24hr or  

AUC24-44hr (µg・hr/mL) 
626 ± 155 604 423 - 1021  601 ± 133 572 384 - 852 

AUC0-92hr (µg・hr/mL) 1310 ± 323 1279 870 - 2015     

 

 

 

第二項 VP-16 の血中濃度と有害事象との関連性 

VP-16 の血中濃度は患者間で大きく異なることが明らかになったことから VP-16

の血中濃度と有害事象との関連性を明らかにすることを目的として解析を行なった。

Cmaxと AUC0-92hr を血中濃度の指標とし、口内炎と下痢の Grade、移植後の感染とし

て問題となる CMV 感染、予後不良なため非常に重大な有害事象である TMA を解析

項目として解析した。
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図図図図 3333    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 のののの CCCCmaxmaxmaxmaxとととと各有害各有害各有害各有害事象発現事象発現事象発現事象発現のののの関連関連関連関連をををを示示示示すすすす散布図散布図散布図散布図とととと箱箱箱箱ひげひげひげひげ図図図図 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例) ) ) )     

図図図図4444    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおけるVPVPVPVP----16161616ののののAUCAUCAUCAUC0000----92h92h92h92hrrrrとととと各有害事象発現各有害事象発現各有害事象発現各有害事象発現のののの関連関連関連関連をををを示示示示すすすす散布図散布図散布図散布図とととと箱箱箱箱ひげひげひげひげ図図図図 (21 (21 (21 (21症例症例症例症例))))    
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その結果、Cmaxと口内炎および下痢の Grade、TMA 発現の間に関連性は認められ

なかったが、Cmax が高い患者では CMV 感染の発症患者が有意に多かった (図 3)。

AUC0-92hr と口内炎および下痢の Grade、TMA 発現の間にも関連性は認められなかっ

たが、AUC0-92hr が高い患者では CMV 感染の発症患者が有意に多かった (図 4)。 

 

第三項 ROC 解析を用いた目標血中濃度の算出 

続いて、最適な血中濃度を明らかにすることを目的として、血中濃度 (Cmax、

AUC0-92hr) と CMV 感染、TMA 発現の有無を分けるカットオフ値を ROC 曲線を用

いて算出した。その結果、CMV 感染と Cmaxの間では Area under the ROC curve で

0.87、カットオフ値は 80.8 µg/mL となり AUC0-92hr との間ではそれぞれ 0.67、1278.9 

µg・hr/mL と算出された (図 5(A))。また TMA 発症と Cmaxとの間には Area under the 

ROC curve で 0.58、カットオフ値は 75.6 µg/mL となり AUC0-92hr との間ではそれぞ

れ 0.50、1278.9 µg・hr/mL と算出された (図 5(B))。CMV 感染と TMA 発症ともに

Cmax、AUC0-92hr のカットオフ値はほぼ同じ値を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 5555    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 のののの血中濃度血中濃度血中濃度血中濃度 ( ( ( (CCCCmaxmaxmaxmax、、、、AUCAUCAUCAUC0000----92hr92hr92hr92hr) ) ) ) とととと CMVCMVCMVCMV 感染感染感染感染    (A)(A)(A)(A)    とととと    

TMATMATMATMA 発症発症発症発症    (B)(B)(B)(B)    のののの ROCROCROCROC 曲線曲線曲線曲線 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    
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第四項 VP-16 血中濃度の変動要因の解明 

VP-16 は 1 日 1 回 15 mg/kg の投与量で投与しており、体重をもとに投与量を算出

している。そこで体重とCmax、AUC0-92hrとの関係を検討した。その結果、体重とCmax、

AUC0-92hr の間には正の相関が認められた (図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、VP-16 の体内動態の変動が分布、消失のどの過程の影響を受けているのか明

らかにするために、各採血点における血中濃度と AUC0-92hr の相関関係を比較した。

各採血点と AUC0-92hr の相関係数を算出したところ、C3hr (Cmax), C6hr, C27hr (Cmax), 

C30hr, C34hr のポイントで強い相関が認められ、C24hr (Cmin), C44hr (Cmin) では相関係数

が低下した (表 3)。特に C3hr (Cmax), C6hr, C27hr (Cmax), C30hr のポイントは VP-16 投与

終了後、3 時間までの早い時間帯の血中濃度であり、VP-16 の体内動態は分布過程の

影響を最も大きく受けており、消失過程の影響は小さいと示唆された。そこで分布過

程に影響を及ぼす因子の探索を行なった。 

  

表表表表 3333    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 のののの AUCAUCAUCAUC0000----92929292hhhhrrrr とととと各採血点各採血点各採血点各採血点におけるにおけるにおけるにおける濃度濃度濃度濃度のののの相関関係相関関係相関関係相関関係 (16 (16 (16 (16----21212121 症例症例症例症例))))    

 C1hr C3hr (Cmax) C6hr C10hr C24hr (Cmin) C25hr C27hr (Cmax) C30hr C34hr C44hr (Cmin) 

correlation coefficient 0.69 0.85 0.95 0.81 0.78 0.37 0.83 0.92 0.96 0.71 

p value ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 =0.13 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 ＜0.01 

 

図図図図 6666    患者患者患者患者におけるにおけるにおけるにおける体重体重体重体重とととと VPVPVPVP----16161616 のののの CCCCmax max max max (A), AUC(A), AUC(A), AUC(A), AUC0000----92hr92hr92hr92hr (B)  (B)  (B)  (B) とのとのとのとの関係関係関係関係 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

各点は患者に 15 mg/kg の用量で VP-16 を静脈内投与した時の体重と Cmax (A), 

AUC0-92hr (B) のデータを示している。 

直線は 1 次回帰直線を示している。 
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先ず解析に必要な患者情報および各種検査項目を抽出した (表 4)。対象患者のなか

には AST と ALT が高値で肝障害があると疑われる患者が数名存在した。腎機能に関

しては Scr と BUN で基準値 (それぞれ 0.5-1.0 mg/dL, 8-20 mg/dL) を上回る患者は

存在しなかった。その他、検査データは極端に大きなばらつきはないものの患者間で

差が認められた。 

 

表表表表 4444    患者患者患者患者のののの検査検査検査検査データデータデータデータ (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

    Mean ± S.D. Median Range 

Patients 21    

Age (year)  31.8±6.8 32 18-44 

Sex  16 / 5 (male / female)    

Body weight (kg)  66.8±12.3 64 45.5-91.8 

Body height (m)  1.7±0.1 1.7 1.6-1.8 

Body surface area (m2)  1.8±0.2 1.8 1.4-2.1 

BMI (kg/m2)  23.1±3.3 23 15.5-28.8 

Alb (g/dL)   4.0±0.4 4 2.8-4.9 

T-pro (g/dL)  6.0±0.4 6 5.4-7 

BUN (mg/dL)  10.1±2.9 10 5-15 

Ccr (mL/min)  157.4±40.5 153.6 80-246 

Scr (mg/dL)  0.6±0.2 0.6 0.3-1.0 

T-bil (mg/dL)  0.8±0.4 0.7 0.4-2.1 

AST (IU/L)  35.5±30.9 21 9-125 

ALT (IU/L)  46.1±53.3 33 5-251 

γ-GT (IU/L)   51.3±42.0 29 17-138 
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続いて、VP-16 の Vd とそれに影響を及ぼす因子との相関を単回帰分析により解析

を行なった。その結果、Alb 値で相関係数が-0.526、p 値が 0.014 と有意な相関が認

められ、T-pro、BUN、Age で有意ではないが弱い相関関係が認められた (表 5)。 

 

表表表表 5555    VPVPVPVP----16161616 のののの VdVdVdVd とととと患者患者患者患者のののの検査検査検査検査データデータデータデータととととのののの相関関係相関関係相関関係相関関係 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

  correlation coefficient p value 

Alb  -0.526 0.014 

T-pro -0.376 0.093 

BUN -0.357 0.112 

Age 0.315 0.164 

ALT -0.254 0.266 

Body weight  0.218 0.343 

T-bil 0.217 0.345 

Body surface area  0.212 0.356 

AST -0.209 0.363 

BMI  0.203 0.376 

Scr 0.187 0.417 

Ccr 0.111 0.633 

Body height 0.107 0.644 

γ-GT 0.048 0.837 
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第五項 ステップワイズ回帰分析法を用いた Vd 予測法の確立 

抽出された変動要因に性別のデータを加えてステップワイズ回帰分析法により Vd

の予測を試みた。ステップワイズ分析法のステップダウン法で解析をおこなったとこ

ろ、影響の大きな順に Alb, BUN, T-bil, 年齢が選択され相関係数は 0.79 となり比較

的良好な相関を示した。また、前項で血中濃度の変動要因として体重が影響している

と考えられたので、体重の値を因子として強制投入して再度ステップワイズ分析を行

なった。その結果、影響の大きな順に Alb, BUN, T-Bil, 体重, 年齢が選択され相関係

数は 0.80 となり解析を行なった中で最も強い相関を示した (図 7)。続いて、予測 Vd

と投与量から予測 Cmaxを算出し、実測 Cmaxとの相関を確認したところ、こちらも良

好な相関を示した (図 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 7777    患者患者患者患者のののの予測予測予測予測 VdVdVdVd とととと実測実測実測実測 VdVdVdVd のののの相関相関相関相関 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

予測はステップワイズ回帰分析法により行なった。 

RMSE : Root mean square error 

図図図図 8888    患者患者患者患者のののの予測予測予測予測 CCCCmaxmaxmaxmax とととと実測実測実測実測 CCCCmaxmaxmaxmax のののの相関相関相関相関 (21 (21 (21 (21 症例症例症例症例))))    

モデルのあてはめは最小 2 乗法で行なった。 
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第六項 肥満ラットにおける VP-16 の PK パラメーター変化 

ヒトの検討結果から、VP-16 の血中濃度の個体差には Vd が影響していることが明

らかとなった。VP-16 が脂溶性の薬物である 28)ことから、次に Vd に与える体脂肪率

の影響に着目してラットを用いて検討した。まず、ラットを通常食群と高脂肪食群に

分けて飼育し、内臓脂肪量の異なるラットを作製した。通常食群と高脂肪食群のラッ

トの体重を 1 週間ごとに測定し、体重の推移をみたところ、通常食群と高脂肪食群の

体重は 9 週齢から差が出始め 16 週齢あたりで体重差がほぼ一定になったことから、

この時点で十分な体重差が得られていると考え実験に用いることとした (図 9)。また

肥満状態であることを確認するため内臓脂肪量 (精巣上体周囲脂肪、腎周囲脂肪、腸

間膜脂肪) の重量を測定した。その結果、高脂肪食群ではどの部位でも体重あたりの

脂肪量が通常食群の約 2 倍多かった (表 6)。以上より肥満ラットを作製できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 9999    通常食通常食通常食通常食とととと高脂肪食高脂肪食高脂肪食高脂肪食でででで飼育飼育飼育飼育したしたしたしたラットラットラットラットのののの体重推移体重推移体重推移体重推移        

各点は 4 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。｢*｣は Student の t-検定により、

通常食群に比較して有意差があることを示す (p＜0.05)。 
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作製した通常食群と高脂肪食群に 15 mg/kgの用量でVP-16を投与した時の薬物動

態パラメーターを算出した (表 7)。その結果、高脂肪食群の方が通常食群に比べ血中

濃度が高い傾向が認められたが、AUC、Cmax に有意な差は認められなかった。また

Vdβにも有意な差は認められなかったが、高脂肪食群では体重あたりの Vd が低下す

る傾向が認められた。 

 

表表表表 7777    通常食通常食通常食通常食とととと高脂肪食高脂肪食高脂肪食高脂肪食でででで飼育飼育飼育飼育したしたしたしたラットラットラットラットにににに 15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg のののの用量用量用量用量でででで    

VPVPVPVP----16161616 をををを静脈内投与静脈内投与静脈内投与静脈内投与したしたしたした時時時時のののの PKPKPKPK パラメーターパラメーターパラメーターパラメーターのののの比較比較比較比較    

  Normal diet (16week) High Fat diet (16 week) 

Rat body weight 324 - 344g 380 - 402g 

AUC (µg・hr/mL) 19.3 ± 5.8 25.4 ± 3.44 

Cmax (µg/mL) 68.3 ± 8.8 76.5 ± 7.32 

T1/2β (hr)  0.49 ± 0.06 0.46 ± 0.06 

CL (mL/hr/kg)  12.5 ± 3.72 9.98 ± 1.42 

Vdβ (L/kg)  0.87 ± 0.21 0.58 ± 0.03 

実験には 16 週齢のラットを使用した。各値は 4 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

表表表表 6 6 6 6 通常食通常食通常食通常食とととと高脂肪食高脂肪食高脂肪食高脂肪食でででで飼育飼育飼育飼育したしたしたしたラットラットラットラットのののの内臓脂肪量内臓脂肪量内臓脂肪量内臓脂肪量のののの比較比較比較比較        

  Normal diet High Fat diet 

Rat body weight 324 - 344g 380 - 402g 

Epididymal WAT (g/100g weight) 1.98 ± 0.20 3.37 ± 0.42* 

Perirenal WAT (g/100g weight) 0.60 ± 0.16 1.15 ± 0.21* 

Meseneric WAT (g/100g weight) 0.08 ± 0.06 1.52 ± 0.35* 

実験には 16 週齢のラットを使用した。各値は 4 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

｢*｣は Student の t-検定により、通常食群に比較して有意差があることを示す (p＜0.05)。 

WAT : white adipose tissues を表す。 
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第七項 健常ラットを用いた VP-16 の PK 解析 

次に、ヒトでの検討では腎機能や肝機能を示すパラメーターが VP-16 の血中濃度

に影響を与えていることが示されたため、健常ラットを用いることで腎機能や肝機能

など他の要因を考慮せずに体重と Vd との関係を明確にできると考え、ヒトと同様に

体重と VP-16 の血中濃度に相関があるか検討を行なった。具体的には週齢数を 5, 7, 

10 週齢の群に分けて群間で体重差を生じさせたラットに 15 mg/kg の用量で VP-16

を静脈内投与し、PK パラメーターを算出した。その結果、体重が重い群の方が Cmax

と AUC が大きい値を示した (図 10, 表 8)。また、群間で体重の増加に伴い T1/2β値

に変化は認められなかったが、体重あたりの Vdβは減少した (表 8)。これらの結果よ

り、Cmaxと AUC の増大には消失過程は影響せず、Vd の違いが関係していることが

示唆された。 

 

 

 

 

 

 

図図図図 10101010    ラットラットラットラット体重体重体重体重とととと VPVPVPVP----16161616 のののの CCCCmax max max max (A)(A)(A)(A)    , AUC (B) , AUC (B) , AUC (B) , AUC (B) とのとのとのとの相関関係相関関係相関関係相関関係    

各点は 5, 7, 10 週齢のラットに 15 mg/kg の用量で VP-16 を静脈内投与した時の 

体重と Cmax (A), AUC (B) のデータを示している (例数 15)。 

直線は 1 次回帰直線を示している。 
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表表表表 8888    体重体重体重体重のののの異異異異なるなるなるなるラットラットラットラットにににに 15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg のののの用量用量用量用量でででで VPVPVPVP----16161616 をををを静脈内投与静脈内投与静脈内投与静脈内投与したしたしたした時時時時のののの    

PKPKPKPK パラメーターパラメーターパラメーターパラメーターのののの比較比較比較比較    

 5 week (control) 7 week 10 week 

Rat body weight 120-150g 220-230g 320-355g 

AUC (µg・hr/mL) 12.8±0.33  15.8±1.21*  20.4±3.01* 

Cmax (µg/mL) 49.0±9.73 51.7±4.41  71.8±7.57* 

T1/2β (hr) 0.41±0.06 0.39±0.02 0.39±0.08 

CL (mL/hr/kg) 19.5±0.50  15.9±1.20*  12.8±2.20* 

Vdβ (L/kg) 0.97±0.19  0.65±0.07*  0.56±0.08* 

各値は 3-4 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

｢*｣は Student の t-検定により、5 週齢と比較して有意な差があることを示す (p＜0.05)。 
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第八項 ラットを用いた血中濃度補正に関する検討 

 はじめに、ラットの血中濃度の時間推移を片対数プロットすると、α相とβ相の 2

相性が認められた (データは示していない)。そこで、それぞれの過程における Vd を

算出し、体重との相関をみたところ強い正の相関が認められた (図 11)。これらの結

果よりラットの体重から Vd を予測し、血中濃度を補正できる可能性が示された。そ

こで、体重と実測 Vd の回帰式から予測 Vd を算出し、目標として設定した Cmax (60 

µg/mL) に合わせて投与量を算出し、静脈内投与した。算出した投与量の群と 15 

mg/kg で投与した群で血中濃度を比較したところ、15 mg/kg で投与した群は体重の

増加と共に血中濃度が上昇しているのに対し、投与量を補正した群では体重によらず

血中濃度はほぼ一定となり、目標血中濃度である 60 µg/mL 付近の値を得ることがで

きた (図 12)。 
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図図図図 11111111    ラットラットラットラット体重体重体重体重とととと VdVdVdVdVVVV (A), Vd (A), Vd (A), Vd (A), Vdββββ    (B) (B) (B) (B) のののの相関相関相関相関    

各点は 5, 7, 10 週齢のラットに 15 mg/kg の用量で VP-16 を静脈内投与した時の 

体重と VdV (A), Vdβ(B) のデータを示している (例数 15)。 

直線は 1 次回帰直線を示している。 
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図図図図 12121212    ラットラットラットラットにににに 15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg15 mg/kg のののの VPVPVPVP----16161616 をををを静脈内投与静脈内投与静脈内投与静脈内投与したしたしたした群群群群((((△△△△))))とととと    

補正用量補正用量補正用量補正用量でででで VPVPVPVP----16161616 をををを静脈静脈静脈静脈内投与内投与内投与内投与したしたしたした群群群群((((●●●●))))のののの血中濃度血中濃度血中濃度血中濃度のののの比較比較比較比較    

週齢数が 5-17 のラットを使用した。15 mg/kg 投与群は 15 例、 

補正用量の投与群は 9 例で実験を行なった。 

直線は 1 次回帰直線を示している。 
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第四節 考察 

 

 本章では同種造血幹細胞移植患者を対象とし、VP-16 の PK/PD 解析を行ない、動

態学的パラメーターと副作用発現の関連を解析し、投与量の最適化に向けた検討を行

なった。またラットを用いて、体脂肪率と体重が Vd に与える影響を検討し、投与量

の最適化に向けて詳細に検討した。 

はじめに、同種造血幹細胞移植患者に VP-16 を 15 mg/kg で投与した時の血中濃度

を測定し、PK パラメーターを算出した。その結果、血中濃度と PK パラメーターと

もに患者間で大きな差が認められ (表 2)、これらのパラメーターは過去の報告と一致

していた 29-31)。また、Cmax、AUC0-92hr を血中濃度の指標として VP-16 の副作用とし

て発現頻度の高い口内炎、下痢、TMA、CMV 感染発現との関連性を解析した。その

結果、血中濃度と口内炎、下痢、TMA の発現との間には有意な相関は認められなか

ったが、CMV 感染との間には有意な相関が認められた (図 3, 4)。VP-16 血中濃度と

有害事象との関連性に関しては、VP-16 の定常状態の濃度や AUC が血液毒性と相関

があるとこれまでにも報告されているが 32-34)、CMV 感染との相関に関しての報告は

ない。CMV 感染した患者すべてにおいて腸管障害が認められており、VP-16 の一部

は静脈内投与後に胆汁により腸管へ排泄されることから 28)、VP-16 によって粘膜が

障害され、腸へ易感染性となったことが要因として考えられる。粘膜障害の強い次に

最適な血中濃度を明らかにすることを目的として、CMV 感染, TMA 発現を予測する

Cmax、AUC0-92hr のカットオフ値を ROC 曲線を用いて解析した。その結果、CMV 感

染とTMA発症ともにCmaxとAUC0-92hrのカットオフ値はほぼ同じ値を示した (図5)。

ROC 曲線は臨床的予測指標の判定に用いられる手法で、カットオフ値として選択し

た因子、今回は Cmaxと AUC0-92hr が臨床的予測指標として優れているほど、左上に膨

らんだ曲線となる。一般的に、曲線下面積である Are under the ROC curve が 0.7 以

上で良い指標であり、0.85 以上で優れた予測指標とされている 35)。今回の検討では

CMV 感染を予測するのに Cmaxが優れた指標であることが示された。続いて、VP-16

血中濃度の変動要因を明らかにすることを目的として患者パラメーターとの単変量

解析を行なった。本来なら投与量は体重で補正されているため Cmax、AUC0-92hrは体

重によらずほぼ一定となるはずだが、体重と Cmax、AUC0-92hr の間には正の相関が認

められ (図 6)、体重が血中濃度の個体間変動の要因の一つであると示唆された。成人

を対象とした報告はないが、小児を対象とした報告では今回の検討結果と同様に体重
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と AUC が正の相関 (r=0.529) があると報告されている 36)。したがって、VP-16 は体

重と Vd が正比例しないことが明らかとなった。次に、各採血点における血中濃度と

AUC0-92hr との相関を検討した。各採血点と AUC0-92hr の相関係数を算出したところ、

投与終了直後から 3 時間までの早い時間帯の血中濃度と強い相関が認められ、消失過

程を示す採血点では相関係数が低下した (表 3)。以上の結果より、VP-16 の体内動態

は分布過程の影響を最も大きく受けており、消失過程の影響は小さいことが明らかと

なった。そこで Vd に影響を及ぼす要因を探索するために Vd と臨床検査値などの患

者パラメーターとの単回帰分析を行なった。その結果、Alb 値と有意な負の相関が認

められた (表5)。VP-16はタンパク結合率が非常に高く、90%以上と報告されており、

健常人よりもがん患者ではタンパク結合率に幅があることも報告されている 37-38)。こ

のことから、Alb 値の変動による薬物の非遊離型分率の変動が Vd に影響しているこ

とが強く示唆された。続いて、ステップワイズ回帰分析法により患者パラメーターか

ら Vd の予測を試みたところ、影響の大きな順に Alb, BUN, T-bil, 年齢が選択され相

関係数は 0.79 となった。また、体重の値を強制投入したところ、影響の大きな順に

Alb, BUN, T-bil, 体重, 年齢が選択され相関係数は 0.80 となり良好な相関を示した 

(図 7)。Vd が Alb と負の相関を示し、T-bil とは正の相関を示したことについては、

Albの低下により遊離型VP-16の割合が増加し、Vdが増加するためだと考えられる。

一方、T-bil は Alb に結合するため、T-bil 濃度が増加した際には VP-16 と競合し、

VP-16 の遊離型の割合が増加して Vd が増加するためだと考えられる 37, 39)。また、

BUN と Vd は負の相関を示した。VP-16 は腎排泄型であり、BUN の増加は腎機能の

悪化を意味し、VP-16 の血中濃度の増加へつながる。その結果、Vd の減少につなが

ると考えられる。年齢については、一般に加齢に伴い体内の水分量は減少し、脂肪量

が増加するため Vd の増大につながるものと考えられる。体重に関しても一般に、そ

の増加に伴い Vd は増大するものと考えられる。続いて、予測 Vd と投与量から予測

Cmax を算出し、実測 Cmax との関係をみたところ、こちらも良好な相関を示した (図

8)。これらの結果より、ROC曲線から算出したCmaxのカットオフ値である80.8 µg/mL

を超えないように、予測 Vd を用いて投与量を補正することが可能であると示唆され

た。 

 ヒトでの検討において、VP-16 の血中濃度の個体差には Vd が影響していることが

明らかとなったため、一般的に Vd に影響する体脂肪率の影響に着目してラットを用

いて検討した。通常食群と高脂肪食群に分けて飼育し、作製した通常ラットと肥満ラ
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ットに 15 mg/kg の用量で VP-16 を投与した時の薬物動態パラメーターを算出した。

その結果、高脂肪食群の方が通常食群に比べ AUC、Cmaxで有意な差は認められなか

ったが高い傾向が認められ、Vdβにも有意な差はないものの、高脂肪食群では体重あ

たりの Vd が低下する傾向が認められた (表 7)。このことより、体脂肪率が高い場合

には投与量の補正が必要であると示唆された。次に、健常ラットを用い週齢により体

重 (体格差) を群別して、VP-16 の血中濃度の関連性が認められるか検討した。その

結果、体重が重い群の方が Cmaxと AUC が大きい値を示した (図 10, 表 8)。また、

群間で体重の増加に伴い T1/2β値に変化は認められなかったが、体重あたりの Vdβは

減少した (表 8)。これらの結果より、Cmaxと AUC の増大には消失過程の影響は受け

ずに Vd の違いが関係していることが示唆された。ラットの単位体重あたりの Vd の

減少は体脂肪率だけでなく、体格差が大きく影響しており、実際の患者の BMI が 15.5

～28.8 であり、高度な肥満患者が存在しないことからもラットとヒトの検討結果は一

致した。さらに、ラットの体重と Vd の関係をみたところ強い正の相関が認められた

ことからラットの体重から Vd を予測して、血中濃度を補正できる可能性が示された 

(図 11)。そこで、ラットの体重から Vd を予測し、目標に合わせて投与量を算出、投

与したところ、投与量を補正した群では体重によらず血中濃度はほぼ一定となり、目

標血中濃度である 60 µg/mL 付近の値を得ることができた (図 12)。これらの結果か

ら、ラットでは体重が VP-16 の血中濃度の個体間変動に大きく影響を及ぼしている

と考えられる。ヒトでは体重以外の患者データも VP-16 の血中濃度に影響している

ことから、今後はヒトの検討でステップワイズ回帰分析から算出した Vd 予測式を用

いて、投与量を算出、投与し、血中濃度が予測できるか検証する必要があると考えら

れる。 
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第五節 まとめ 

ヒトのVP-16血中濃度の個体間変動は体重あたりのVdの違いに起因するところが

大きく、Vd には Alb 値が最も大きな影響を及ぼした。その他にも BUN, T-bil, 体重, 

年齢が影響を及ぼしていることが明らかとなった。ラットを用いた検討では体重が最

もよく Vd と相関し、体重のみで投与量の補正が可能であった。以上の結果より、患

者の臨床検査値から Vd を予測し投与量を補正できる可能性が示された。
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第二章 VP-16 と CY の殺細胞効果を指標とした投与順序の最適化 

 

第一節 緒言 

 

中等量 VP-16/CY/TBI 前処置における VP-16、CY の投与順序は経験から導き出さ

れたものであり、明確なエビデンスが確立しておらず、本プロトコールにおける治療

スケジュールの比較検討も未だ行われていないのが現状である。肺がんモデルのマウ

スでの検討において、CY を先に VP-16 を後に投与した群は、VP-16 先に CY を後に

投与した群に比較して生存日数の延長することが報告されている 40)。そこで抗がん薬

の投与順序の違いが治療成績に及ぼす影響に着目した。また、臨床においては薬剤耐

性の形成など様々な因子が加わることにより、抗がん剤に対するがん細胞の感受性低

下が治療上の問題となる。薬剤耐性の形成の要因のひとつに薬剤排出トランスポータ

ーがあり、中でも ABC トランスポーターに属する P 糖タンパク質（P-gp）は VP-16

やドキソルビシンなど多くの抗がん剤を基質として認識し 41)、白血病の治療抵抗性に

関与しているとの報告もあり問題となっている 42)。 

 そこで本章では、VP-16 と CY の投与順序の最適化に向け、白血病由来細胞を用い

て VP-16 および CY の曝露順序による殺細胞効果の違いについて検討した。
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第二節 実験材料と実験方法 

 

第一項 実験材料 

 

1) 使用薬物 

第一章 第二節 第一項 1)で述べたものに関しては省略した。 

 

4-Hydroperoxy cyclophosphamide (4-HPC)  Toronto Research Chemicals 

5-Fluorouracil (5-FU)    WAKO 

6-Mercaptopurine Monohydrate (6-MP)  WAKO 

Doxorubicin Hydrochloride Salt   LC Laboratories 

Paclitaxel      WAKO 

Quinidine sulfate     ASTRA  JAPAN 

Vinblastine sulfate     WAKO 

CY は肝臓で主に CYP2B6 によって代謝を受けて活性代謝物である 4-ヒドロキシ CY

となるプロドラッグであるが 43)、4-ヒドロキシ CY は不安定な化合物であるため、本

研究ではその安定化体である 4-HPC を実験に用いた。 

 

2) 使用試薬 

第一章 第二節 第一項 3)で述べたものに関しては省略した。 

 

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]    WAKO 

ethanesulfonic acid (HEPES) 

Benzylpenicillin potassium    WAKO 

Calcium chloride dehydrate    WAKO 

Cell Counting Kit-8     DOJINDO 

D-Glucose      WAKO 

DMSO       WAKO 

Ethanol      WAKO 

FBS       Biosera 
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Magnesium sulfate heptahydrate   WAKO 

Nonidet P-40 (NP-40)    Nacalai Tesque 

Potassium chloride     Kanto Chemical 

Potassium dihydrogenphosphate   WAKO  

Propidium iodide     Nacalai Tesque 

RPMI-1640 MEDIUM     SIGMA 

Ribonuclease A from bovine pancreas (RNase) SIGMA 

Sodium chloride     WAKO 

Streptomycin      WAKO 

Thymidine      WAKO 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)  WAKO 

  

 

その他の試薬は市販の特級または生化学用のものを用いた。 

 

3) 使用機器 

第一章 第二節 第一項 4)で述べたものに関しては省略した。 

 

マイクロプレートリーダー 

Infinite M200      TECAN 

フローサイトメーター 

FACSCalibur Flow Cytometer    Becton, Dickinson 

 

4) 使用細胞 

ヒト慢性骨髄性白血病由来である K-562 細胞は理化学研究所より購入した。ヒト急

性リンパ性白血病由来 Jurkat 細胞は北海道大学病院 血液内科 近藤健講師より御

提供頂いたものを使用した。また、レトロウイルス感染法により P-gp をコードする

MDR1 遺伝子を安定発現させた K-562/P-gp 細胞 44)は鹿児島大学 古川龍彦教授、並

びに慶應義塾大学 杉本芳一教授より御提供頂いたものを使用した。ヒト血管内皮細
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胞である HUVEC 細胞は Takara Bio Inc.より購入した。 

 

第二項 細胞培養法 

1) K-562、K-562/P-gp 細胞及び Jurkat 細胞の培養 

K-562、K-562/P-gp 細胞及び Jurkat 細胞は非働化した FBS を 10%、ペニシリン

を 100 IU、ストレプトマイシンを 100 µg/mL 含む RPMI-1640 (SIGMA R0883) を

培養液とした。細胞は CO2インキュベーターを用いて 37℃-5% CO2-95% air 条件下

で培養し、播種後 3-5 日目に継代した。 

 

2) HUVEC 細胞の培養 

 培養液として EBM-2 Bullet Kit (LONZA CC-3162) を用い、CO2インキュベータ

ー (37℃，5％CO2) で培養した。培養液の交換を 1-2 日おきに行い、播種 4-5 日後に

継代した。 

 

第三項 細胞生存率の測定 

1) WST-8 assay 法 

WST-8 assay は Ishiyama らの方法に準拠した 45)。まず、細胞懸濁液を 2.0×104 

cells/well に調整し、96 well 平底マイクロプレートに 50 µL/well ずつ播種した。培

養液 48 µL を well に添加した後、終濃度に合わせて調製した薬液を 2 µL/well ずつ

添加した。CO2インキュベーターにて一定時間薬液を培養細胞と接触さた後 Cell 

counting Kit-8 (WST-8) 溶液を 10 µL 添加し、3 時間発色させた。反応後、マイクロ

プレートリーダーにて 450 nm における吸光度を測定し、生成した WST-8 formazan

を定量した。細胞生存率は薬物未処理群 (control) の吸光度に対する薬物処理群の吸

光度の比 (% of control) で示した。VP-16 の薬物未処理群として DMSO 0.5%を含む

培養液、4-HPC の薬物未処理群として培養液を添加した。 

 

2) 数値処理 

 50%効果濃度 (EC50値) の算出には解析ソフト Origin® 9.0J (Light Stone 

Corporation) を用いた。WST-8 assay により得られた吸光度から算出した細胞生存

率 (% of control) の値を y、薬液濃度を x とし、次の式にフィッティングさせた。 
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Y = (A1 - A2)/[1 + (x/x0)p] + A2  

A1：初期値  A2：最終値  x0：EC50値  p：べき乗 

なお EC50はフィッティング曲線から生存率が 50%となる時の薬物濃度とした。 

 

第四項 薬物曝露後の細胞周期解析 

細胞を 1×106  cells/mL に調製し 24 well プレートに 980 µL ずつ加えた。薬物処理

群に終濃度に合わせて調製した薬液を 20 µL, コントロール群に培養液を 20 µL 加え

24 時間 CO2インキュベーターで培養した。回収した細胞懸濁液を 1,000×g，3 分間，

4℃で遠心分離して上清を除去した後、氷冷した PBS (EDTA-free) で 1 回洗浄し、再

び遠心分離して上清を除去した。氷冷した PBS (EDTA-free) 100 µL に懸濁した後、

氷冷した 100%EtOH を 900 µL 添加してよく攪拌し、-20℃で保存した。保存してい

たサンプルを 1,200×g，3 分間，4℃で遠心分離して上清を除去した後、氷冷した PBS 

(EDTA-free) で 1 回洗浄し、再び遠心分離して上清を除去した。Staining buffer を 1

サンプルあたり 300 µL 添加して 37℃で 20 分間反応させた。反応後、目開き 46 µm

のメッシュを通してフローサイトメーターで細胞周期を解析した。Staining buffer

の組成を表 9 に示した。 

 

 

 

 

 

表表表表 9999    Staining bufferStaining bufferStaining bufferStaining buffer のののの組成組成組成組成    

Propidium iodide 20 µg/mL 

NP 40 0.01% 

RNase 1 mg/mL 

PBS  
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第五項 K-562 細胞における VP-16 と 4-HPC の殺細胞効果に及ぼす細胞周期依存性 

 

1) チミジン 2 回同調法による G1/S 期への同調 

サブコンフルエントになった K-562 細胞に 2 mM TdR を含む培養液で 24 時間培

養後、PBS (EDTA-free) で洗浄後し TdR-free 培地で 12 時間培養、さらに 2 mM TdR

を含む培地で 14 時間培養し、2 回目のブロッキングを行ない同調を行なった。 

 

2) チミジン除去後の細胞周期変化 

 G1/S 期に同調させた細胞を PBS (EDTA-free) で洗浄後、TdR-free 培地で培養した。

2, 4, 6, 8, 10 時間後に細胞数が 5×105～1×106cells になるように細胞懸濁液を回収

した。 

 

3) 細胞周期解析 

第二章 第二節 第四項で述べた。 

  

4) 同調細胞に対する VP-16, 4-HPC の増殖抑制効果 

実験は Matsuda, Sasaki らの方法 46)を参考に行なった。24 well プレートに細胞培

養液を 480 µL を加え、チミジン除去後 0, 2, 4, 6, 8 時間後および同調していない細胞

懸濁液をそれぞれ 4×105 cells/mL に調製し 500 µL 加えた。さらに VP-16 (終濃度 5 

µg/mL) , 4-HPC (終濃度 10µg/mL) を 20 µL ずつ添加し、90 分間薬物を曝露させた。

VP-16 のコントロールには DMSO を終濃度 0.5%となるように加え、4-HPC のコン

トロールには培養液を加えた。細胞を回収し PBS (EDTA-free) で洗浄後、培養液に

懸濁し、96 well プレートに 100 µL ずつ添加した。3 日間 CO2インキュベーター内

で培養後、WST-8 assay 法で細胞生存率を算出した。
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第六項 VP-16 取り込み実験 

 

 細胞を transport buffer に懸濁し、1.0×107 cells となるよう 1.5 mL の遠心チュー

ブに分取した。37℃で 15 分間プレインキュベートした後、VP-16 (終濃度 25 µg/mL) 

を含む transport buffer を添加し、37℃で一定時間インキュベートした。その後、氷

冷した transport buffer を 1 mL 添加し、210×g，5 分間，4℃で遠心分離して上清

を除去し、さらに氷冷した transport buffer 1 mL で 2 回洗浄した。洗浄後、リン酸

buffer (10 mM Na2HPO4，10 mM KH2PO4，pH 7.0) を 200 µL 添加し、－80℃で

10 分間静置して細胞を破砕した。得られた細胞破砕液は取り込み量の定量用および

タンパク質量の定量用として 50 µL ずつ 1.5 mL の遠心チューブに分取した。取り込

み量の定量用細胞破砕液にはアセトニトリル 50 µL を添加して激しく攪拌した後、

21,500×g，10 分間，4℃で遠心分離して上清を HPLC サンプルとした。VP-16 の取

り込み量はタンパク質量で補正して算出した。タンパク質の定量は BSA を標準タン

パク質として Lowry法に準拠して行った 47)。Transport buffer の組成を表 10 に示し、

HPLC 条件は第一章 第二節 第六項と同様に行なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表表表表 10101010    Transport bufferTransport bufferTransport bufferTransport buffer のののの組成組成組成組成    

組成 濃度 

NaCl 140 mM 

KCl 5.4 mM 

CaCl2 1.8 mM 

MgSO4 0.8 mM 

Glucose 5 mM 

Tris/HEPES (pH7.5) 25 mM 
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第三節 実験結果 

 

第一項 VP-16 と 4-HPC の曝露順序が殺細胞効果に及ぼす影響 48) 

 

 VP-16 と 4-HPC の曝露順序を変えて 2 つの薬物を併用する実験では、予め確認し

た細胞生存率への影響の小さい低濃度の VP-16 または 4-HPC を細胞に曝露し、24

時間後に種々の濃度の 4-HPCまたはVP-16を曝露した (図 13)。細胞生存率をWST-8 

assay 法により算出し、事前曝露した群としていない群で比較することでそれぞれの

薬物の殺細胞効果が事前に曝露する薬物によって変化するのか検討した。 

 

Schedule A                             Schedule B 

 

 

 

 

 Schedule A では K-562 細胞に 4-HPC を曝露した群の生存曲線は 4-HPC を曝露し

ていない群の生存曲線に対し、大きく左にシフトした (図 14 (A))。さらに EC50にお

いても4-HPCを曝露した群では4-HPCを曝露していない群と比較して有意に低下し

た(表 11 (A))。一方、Jurkat 細胞では 4-HPC 曝露による生存曲線と EC50の変化は認

められなかった (図 14 (B), 表 11 (A))。Schedule B では K-562 細胞と Jurkat 細胞

の両細胞株でVP-16を曝露した群の生存曲線とEC50はVP-16を曝露していない群と

比較して変化は認められなかった (図14 (C) (D), 表11 (B))。これらの結果からK-562

細胞では 4-HPC の事前曝露によって VP-16 の殺細胞効果が増強することが明らかと

なった。 

図図図図 13131313    VPVPVPVP----11116666 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序をををを変変変変えてえてえてえて曝露曝露曝露曝露するするするする際際際際のののの実験実験実験実験スケジュールスケジュールスケジュールスケジュール    

0 h0 h0 h0 h 48 h48 h48 h48 h24 h24 h24 h24 h

VPVPVPVP----16161616

Low concentration of Low concentration of Low concentration of Low concentration of 4444----HPCHPCHPCHPC

24 h24 h24 h24 h0 h0 h0 h0 h 48 h48 h48 h48 h

VPVPVPVP----16161616

0 h0 h0 h0 h 48 h48 h48 h48 h24 h24 h24 h24 h

4444----HPCHPCHPCHPC

Low concentration Low concentration Low concentration Low concentration of VPof VPof VPof VP----16161616

WST WST WST WST 
assayassayassayassay

SeedingSeedingSeedingSeeding

24 h24 h24 h24 h0 h0 h0 h0 h 48 h48 h48 h48 h

4444----HPCHPCHPCHPC

WST WST WST WST 
assayassayassayassay

SeedingSeedingSeedingSeeding
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Schedule A 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schedule B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 14141414    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと JurkatJurkatJurkatJurkat 細胞細胞細胞細胞におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序がががが殺細胞殺細胞殺細胞殺細胞

効果効果効果効果にににに与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響    

Schelede A は K-562 細胞(A)と Jurkat 細胞(B)にそれぞれ 2.5, 5.0 および 0.1 µg/mL

の 4-HPC を事前に 24 時間曝露後に K-562 細胞(A)に 0.5-100 µg/mL、Jurkat 細胞(B)

に 0.1-10 µg/mL の VP-16 を 24 時間曝露した群と 4-HPC を事前曝露していない群の

生存曲線を示している。 

Schedule B は K-562 細胞(C)と Jurkat 細胞(D)にそれぞれ 0.5, 1.0 および 0.1 µg/mL

の VP-16 を事前に 24 時間曝露後に K-562 細胞(C)に 1.0-20 µg/mL、Jurkat 細胞(D)

に 0.1-10 µg/mL の 4-HPC を 24 時間曝露した群と VP-16 を事前曝露していない群の

生存曲線を示している。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各点は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各値は 3-6 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

｢*｣: Low-concentration 4-HPC free または Low-concentration VP-16 free

と比較して有意に異なることを示す(p<0.05)。 

表表表表 11     K K K K----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと JurkatJurkatJurkatJurkat 細胞細胞細胞細胞におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの

曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序のののの違違違違いによるいによるいによるいによる ECECECEC50505050 のののの変化変化変化変化    

 ECECECEC50505050 valuevaluevaluevalue

AAAA：：：：LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration 4444----HPCHPCHPCHPC→→→→VPVPVPVP----16161616 KKKK----562 cells562 cells562 cells562 cells JurkatJurkatJurkatJurkat cellscellscellscells

LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration 4444----HPC HPC HPC HPC freefreefreefree 19.8 19.8 19.8 19.8 ±±±±8.348.348.348.34 0.590.590.590.59±±±±0.020.020.020.02

0.1 0.1 0.1 0.1 µg/µg/µg/µg/mLmLmLmL ──── 0.620.620.620.62±±±±0.040.040.040.04

2.5 2.5 2.5 2.5 µg/µg/µg/µg/mLmLmLmL 3.833.833.833.83±±±±0.540.540.540.54**** ────

5.0 5.0 5.0 5.0 µµµµg/g/g/g/mLmLmLmL 2.742.742.742.74±±±±0.410.410.410.41**** ────

BBBB：：：：LowLowLowLow----concentration VPconcentration VPconcentration VPconcentration VP----16161616→4→4→4→4----HPCHPCHPCHPC

LowLowLowLow----concentration VPconcentration VPconcentration VPconcentration VP----16 free16 free16 free16 free 10.1310.1310.1310.13±±±±3.723.723.723.72 3.413.413.413.41±±±±1.051.051.051.05

0.1 µg/mL0.1 µg/mL0.1 µg/mL0.1 µg/mL
────

3.183.183.183.18±±±±0.050.050.050.05

0.5 0.5 0.5 0.5 µg/µg/µg/µg/mLmLmLmL 12.3912.3912.3912.39±±±±3.113.113.113.11
────

1.01.01.01.0 µµµµg/g/g/g/mLmLmLmL 12.2212.2212.2212.22±±±±1.341.341.341.34
────
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第二項 4-HPC が VP-16 の殺細胞効果を増強する要因の解明 

 

1) VP-16, 4-HPC の各細胞周期に対する殺細胞効果 

 

まず K-562 細胞をチミジン 2 回同調法を用いて G1/S 期に細胞を同調させ、チミジ

ンを除去し、同調から解放した後、2 時間間隔で細胞を採取し、S 期、G2/M 期、G1

期に相当する時間帯をフローサイトメーターを用いて確認した。その結果チミジン除

去後、6 時間までは S 期、6-8 時間は G2/M 期、8 時間からは G1期であることが確認

された (図 15)。 

  

 

 

 

 

次に各周期の細胞に VP-16, 4-HPC を曝露し、細胞周期に対する殺細胞効果を確認

した。その結果、VP-16 は early-S 期から mid-S 期の細胞に対して高い殺細胞効果を

示し、G2/M 期から G1期へサイクルが進むにつれて殺細胞効果が低下したが、4-HPC

は細胞周期によらず殺細胞効果はほぼ一定であった (図 16)。以上のことから VP-16

は S 期に最も高い殺細胞効果を示す細胞周期依存的な薬剤であり、4-HPC は細胞周

期非依存的な薬剤であることが示された。 

図図図図 15151515    チミジンチミジンチミジンチミジン 2222 回同回同回同回同調法調法調法調法からからからから解放後解放後解放後解放後 0, 2, 4, 6, 80, 2, 4, 6, 80, 2, 4, 6, 80, 2, 4, 6, 8,,,, 10 10 10 10 時間後時間後時間後時間後のののの細胞周期細胞周期細胞周期細胞周期        

チミジンによる同調からの解放は細胞を PBS (EDTA-free)で洗浄後、チミジンを含まな

い培養液に懸濁して行なった。 
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図図図図 16161616    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞をををを用用用用いたいたいたいた各細胞周期各細胞周期各細胞周期各細胞周期にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果    

(○)は VP-16 に対する、 (■)は 4-HPC に対する殺細胞効果を示している。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各点は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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2) 4-HPC 曝露後の細胞周期変化 

 K-562 細胞と Jurkat 細胞に 4-HPC を 24 時間曝露後の細胞周期変化を確認した。

K-562 細胞に 5.0 µg/mL の 4-HPC を曝露したところ VP-16 に感受性の低い G1期の

細胞が減少し、感受性の高い S 期に細胞周期は停止したが、一方の Jurkat 細胞では

0.1 µg/mL の 4-HPC 曝露によって細胞周期変化は認められなかった (図 17)。 
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図図図図 17171717    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと JurkatJurkatJurkatJurkat 細胞細胞細胞細胞におけるにおけるにおけるにおける 4444----HPCHPCHPCHPC 曝露後曝露後曝露後曝露後のののの細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化    

4-HPC は K-562 細胞に対して 5.0 µg/mL, Jurkat 細胞に対して 0.1 µg/mL で 24

時間曝露し、フローサイトメーターで細胞周期を解析した。 
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第三項 VP-16 と 4-HPC の曝露順序による殺細胞効果の変化に及ぼす P-gp 発現の

影響 

 

1) K-562/P-gp 細胞の P-gp 機能の確認 

K-562/P-gp 細胞は P-gp をコードする MDR1 遺伝子を安定発現させた細胞である。

そこで、K-562/P-gp 細胞の P-gp が機能しているか確認するために P-gp の基質とし

て報告されている VP-16 の細胞内取り込みに与える P-gp 発現の影響を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VP-16の60分間の取り込み量をK-562細胞とK-562/P-gp細胞で比較したところ、

P-gp 発現細胞への VP-16 の取り込み量はコントロールと比較して有意に低下し、こ

の取り込み量の低下は P-gp の阻害剤であるキニジンを共存させることでコントロー

ルと同程度まで回復した (図 18)。これらの結果より、用いた P-gp 安定発現細胞の

P-gp が機能していることが示された。

図図図図 18181818    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと KKKK----562/P562/P562/P562/P----gpgpgpgp 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 のののの取取取取りりりり込込込込みみみみ量量量量    

取り込みは 37℃，pH 7.5 で行ない、VP-16 の濃度は 25 µg/mL とし、 

取り込み時間は 60 分とした。P-gp 阻害剤のキニジンは 20 µg/mL の濃度で 

24 時間プレインキュベーションしてから行なった。 

(各バーは 3-6 回の実験の平均値 + S.D.を示す。 

｢*｣: control と比較して有意に異なることを示す (p＜0.05)。 
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2) VP-16 の殺細胞効果に与える P-gp の影響 

K-562/P-gp 細胞の P-gp が機能していることが明らかとなったことから次に、

K-562 細胞と K-562/P-gp 細胞に対する VP-16 の殺細胞効果を比較した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、VP-16 の殺細胞効果は P-gp の発現によって減弱し、予めキニジンを添加

した K-562/P-gp 細胞では殺細胞効果がコントロールと同程度まで回復した (図 19)。 

図図図図 19191919    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと KKKK----562/P562/P562/P562/P----gpgpgpgp 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 のののの殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果    

VP-16 を 25 µg/mL で 24 時間曝露した。P-gp 阻害剤のキニジンは 20 µg/mL の 

濃度で 30 分プレインキュベーションした。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各バーは 3 回の実験の平均値 + S.D.を示す。 

｢*｣: control と有意に異なることを示す (p＜0.05)。 
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3) VP-16 と 4-HPC の曝露順序が K-562/P-gp 細胞に対する殺細胞効果に及ぼす影響 

 

第二章 第三節 第一項の検討で得られた 4-HPC が VP-16 の殺細胞効果を増強す

る結果が K-562/P-gp 細胞においても同様に得られるのか検討した。 

 なお、VP-16 および 4-HPC を前処理で用いる濃度は、予備検討からそれぞれ 1.0，

5.0 µg/mL とした。曝露スケジュールは図 13 に従い行なった。 

 

Schedule A                              Schedule B 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 20202020    KKKK----562/P562/P562/P562/P----gpgpgpgp 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序のののの殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果にににに与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響    

Schelede A は 5.0 µg/mL の 4-HPC を事前に 24 時間曝露後に 0.5-100 µg/mL の VP-16 を 24

時間曝露した群と 4-HPC を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

Schedule B は 1.0 µg/mL の VP-16 を事前に 24 時間曝露後に 1-20 µg/mL の 4-HPC を 24 時間

曝露した群と VP-16 を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各点は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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その結果、4-HPC を事前曝露していない群に対し、4-HPC を事前曝露した群の生

存曲線は下にシフトし、殺細胞効果の増強が認められた (図 20 (Schedule A))。なお、

細胞生存率が 50%を下回らなかったため、EC50値は算出できなかった (表 12 (B))。

一方、VP-16 の事前曝露の有無による生存曲線の変化は認められず、EC50 値もほぼ

同値であった (図 20 (Schedule B), 表 12 (A))。これらの結果から、P-gp が発現して

いる K-562/P-gp 細胞においても VP-16 の事前曝露は 4-HPC の殺細胞効果に影響を

及ぼさないが、4-HPC 事前曝露は VP-16 の殺細胞効果を増強させることが示された。

LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration VPVPVPVP----16 free16 free16 free16 free

ECECECEC50505050 valuevaluevaluevalue

1.01.01.01.0.... µg/µg/µg/µg/mLmLmLmL

A : LowA : LowA : LowA : Low----concentration VPconcentration VPconcentration VPconcentration VP----16 → 416 → 416 → 416 → 4----HPCHPCHPCHPC

11110.10.10.10.1±±±±0.520.520.520.52

11.111.111.111.1±±±±0.300.300.300.30

5555.0.0.0.0 µg/mLµg/mLµg/mLµg/mL

N.DN.DN.DN.D

B : LowB : LowB : LowB : Low----concentration 4concentration 4concentration 4concentration 4----HPC → VPHPC → VPHPC → VPHPC → VP----16161616

LowLowLowLow----concentration 4concentration 4concentration 4concentration 4----HPC freeHPC freeHPC freeHPC free

N.DN.DN.DN.D

表表表表 12    K-562/P-gp細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの    

曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序のののの違違違違いによるいによるいによるいによる ECECECEC50505050 のののの変化変化変化変化    

 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各値は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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4) K-562/P-gp 細胞に対する 4-HPC 曝露後の細胞周期変化    

 

 K-562/P-gp 細胞においても 4-HPC 事前曝露により VP-16 の殺細胞効果が増強し

たことから、4-HPC 曝露による K-562/P-gp 細胞の細胞周期変化を測定した。その結

果、コントロールに比べて 4-HPC を 24 時間曝露後では S 期の細胞の増加が認めら

れた (図 21)。 

 

 

図図図図 21212121    KKKK----562/P562/P562/P562/P----gpgpgpgp 細胞細胞細胞細胞におけるにおけるにおけるにおける 4444----HPCHPCHPCHPC 曝露後曝露後曝露後曝露後のののの細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化    

5.0 µg/mL の 4-HPC を 24 時間曝露し、細胞周期を解析した。 

細胞周期はフローサイトメーターで解析した。 

5.0 µg/mL
4-HPC (CY) 

GGGG1111

GGGG2222/M/M/M/M
SSSS

GGGG1111

GGGG2222/M/M/M/M
SSSS

control



44 
 

5) VP-16 の細胞内取り込みに及ぼす細胞周期変化の影響 

 

 VP-16 の細胞周期依存的な殺細胞効果には細胞内への薬物取り込み量の変化によ

る影響も考えられるため、同調細胞を用いて VP-16 取り込み実験を行い、殺細胞効

果と細胞内取り込み量との関係を検討した。なお、同調する周期は G1/S 期，S 期，

G2/M 期の 3 点とし、K-562 細胞は図 15 よりチミジン除去後 1 hr, 4 hr, 8 hr とし、

K-562/P-gp細胞はチミジン除去後 1 hr, 6 hr, 10 hrが各周期に該当することを予め解

析して確認した (図 22)。 

 

 

 

 

 

 

 

 これらの時間帯の細胞で VP-16 の取り込み量を比較したところ、どちらの細胞株

でもコントロール群と比べて取り込み量に有意な差が認められる周期は認められな

かった (図 23)。これらの結果から、細胞周期変化は VP-16 の細胞内取り込みに影響

を及ぼさないことが示され、VP-16 の細胞周期依存的な殺細胞効果の変化は細胞内取

り込み量の変化に起因するものではないことが明らかとなった。 

図図図図 22222222    チミジンチミジンチミジンチミジン除去除去除去除去後後後後のののの各時間各時間各時間各時間におけるにおけるにおけるにおける細胞周期細胞周期細胞周期細胞周期    

K-562/P-gp 細胞のチミジン除去は PBS (EDTA-free)で洗浄し、 

培養液に置換して行なった。 

GGGG1111

GGGG2222/M/M/M/M
SSSS

1 hr1 hr1 hr1 hr 2hr2hr2hr2hr

6 hr6 hr6 hr6 hr4 hr4 hr4 hr4 hr

0 hr0 hr0 hr0 hrcontrolcontrolcontrolcontrol

8888 hrhrhrhr 10 hr10 hr10 hr10 hr
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図図図図 23232323    各細胞周期各細胞周期各細胞周期各細胞周期におけるにおけるにおけるにおける VPVPVPVP----16161616 のののの取取取取りりりり込込込込みみみみ量量量量    

(A)K-562 細胞, (B)K-562/P-gp 細胞 

取り込みは 37℃，pH 7.5 で行ない、VP-16 の濃度は 25 µg/mL とし、 

取り込み時間は 60 分とした。 

各バーは 3 回の実験の平均値 + S.D.を示す。 
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第四項 VP-16 と 4-HPC 曝露順序が HUVEC 細胞に対する殺細胞効果に及ぼす影響 

 

第二章 第三節 第一項の検討では K-562 細胞に対し、4-HPC が VP-16 の殺細胞

効果を増強する結果が得られたが、移植前処置が TMA 発症の原因の一つと考えられ

ており、血管内皮細胞の障害によって惹起される微小血管内血栓を伴う致死率の高い

合併症である。そこで安全性も考慮したレジメンの最適化を目的としてヒト血管内皮

細胞由来のHUVEC細胞を用いて前述と同じ方法でVP-16と 4-HPCの曝露順序が殺

細胞効果に与える影響を検討した。 

 なお、VP-16 および 4-HPC を前処理で用いる濃度は、予備検討からそれぞれ 0.5，

5.0 µg/mL とした。曝露スケジュールは図 13 に従い行なった。 

 

Schedule A                              Schedule B 

 

 

 

 

図図図図 24242424    VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序がががが HUVECHUVECHUVECHUVEC 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果にににに与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響    

Schelede A は 5.0 µg/mL の 4-HPC を事前に 24 時間曝露後に 0.5-100 µg/mL の VP-16 を 24

時間曝露した群と 4-HPC を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

Schedule B は 0.5 µg/mL の VP-16 を事前に 24 時間曝露後に 1-20 µg/mL の 4-HPC を 24 時間

曝露した群と VP-16 を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各点は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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 その結果、先に低濃度の 4-HPC に曝露してから VP-16 に曝露しても VP-16 の殺細

胞効果に変化は認められず、逆に低濃度の VP-16 に曝露してから 4-HPC に曝露して

も 4-HPC の殺細胞効果に変化は認められなかった (図 24, 表 13)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4-HPC 曝露後の細胞周期解析でもコントロールの細胞と比較して大きな変化は認

められなかった (図 25)。

controlcontrolcontrolcontrol 5 µg/5 µg/5 µg/5 µg/mLmLmLmL
4444----HPC (CY) HPC (CY) HPC (CY) HPC (CY) 

GGGG1111

GGGG2222 /M/M/M/M
SSSS

図図図図 25252525    HUVECHUVECHUVECHUVEC 細胞細胞細胞細胞におけるにおけるにおけるにおける 4444----HPCHPCHPCHPC 曝露後曝露後曝露後曝露後のののの細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化    

5.0 µg/mL の 4-HPC を 24 時間曝露し、細胞周期を解析した。 

細胞周期はフローサイトメーターで解析した。 

 

LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration VPVPVPVP----16 free16 free16 free16 free

ECECECEC50505050 valuevaluevaluevalue

0.50.50.50.5 µg/mLµg/mLµg/mLµg/mL

A : LowA : LowA : LowA : Low----concentration VPconcentration VPconcentration VPconcentration VP----16 → 416 → 416 → 416 → 4----HPCHPCHPCHPC

11116.76.76.76.7±±±±0.780.780.780.78

16.416.416.416.4±±±±0.930.930.930.93

5555.0.0.0.0 µg/mLµg/mLµg/mLµg/mL

N.DN.DN.DN.D

B : LowB : LowB : LowB : Low----concentration 4concentration 4concentration 4concentration 4----HPC → VPHPC → VPHPC → VPHPC → VP----16161616

LowLowLowLow----concentration 4concentration 4concentration 4concentration 4----HPC freeHPC freeHPC freeHPC free

N.DN.DN.DN.D

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各値は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

 

表表表表 11113333    HUVECHUVECHUVECHUVEC 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする VPVPVPVP----16161616 とととと 4444----HPCHPCHPCHPC のののの    

曝露順序曝露順序曝露順序曝露順序のののの違違違違いによるいによるいによるいによる ECECECEC50505050 のののの変化変化変化変化    

    



48 
 

第五項 4-HPC 以外の薬物曝露による細胞周期変化が VP-16 の殺細胞効果に及ぼす

影響 

 

1) 細胞周期を同調させる薬物の探索 

薬物曝露による細胞周期変化が VP-16 の殺細胞効果に与える影響が他の抗がん薬

の組み合わせでもみられるのか検討した。まず、細胞周期を同調させる薬物を探索し

た。事前に曝露する薬物は添加後 48 時間曝露することになるため、48 時間曝露後の

細胞生存率に影響を与えない濃度で細胞周期を測定した。候補薬物として、細胞周期

を G1/S 期や G2/M 期に変化させることが報告されているものを選択した 49-53)。各薬

物を K-562 細胞に 24 時間曝露後の細胞周期を解析したところ、DOX と VP-16 を曝

露させた場合は G0/G1期と S 期の細胞数が減少し、G2/M 期細胞数が増加した。その

他の薬物を曝露した場合は細胞周期に変化は認められなかった (図 26)。また、K-562

細胞で細胞周期変化の認められた DOX と VP-16 を Jurkat 細胞に曝露したところ

K-562 細胞と同様に 

G0/G1期と S 期の細胞数が減少し、G2/M 期細胞数が増加した (図 26)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DOX DOX DOX DOX 
0.05 µg/0.05 µg/0.05 µg/0.05 µg/mLmLmLmL

5555----FUFUFUFU
0.05 µg/mL 0.05 µg/mL 0.05 µg/mL 0.05 µg/mL 

PaclitaxelPaclitaxelPaclitaxelPaclitaxel
0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 

6666----MPMPMPMP
0.01 µg/mL 0.01 µg/mL 0.01 µg/mL 0.01 µg/mL 

VPVPVPVP----16161616
0.5 µg/0.5 µg/0.5 µg/0.5 µg/mLmLmLmL

Vinblastine Vinblastine Vinblastine Vinblastine 
0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 0.0001 µg/mL 

controlcontrolcontrolcontrol

GGGG 1111

GGGG 2222 /M/M/M/M
SSSS

KKKK----562 cells562 cells562 cells562 cells

controlcontrolcontrolcontrol VPVPVPVP----16161616
0.1 µg/0.1 µg/0.1 µg/0.1 µg/mLmLmLmL

DOXDOXDOXDOX
0.01 µg/0.01 µg/0.01 µg/0.01 µg/mLmLmLmL

GGGG 1111

GGGG 2222 /M/M/M/M
SSSS

JurkatJurkatJurkatJurkat cellscellscellscells

図図図図 26262626    各薬物各薬物各薬物各薬物をををを単独単独単独単独でででで曝露曝露曝露曝露したしたしたした後後後後のののの細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化細胞周期変化    

K-562細胞と Jurkat細胞に各薬物を 24時間曝露し、細胞周期を解析した。

細胞周期はフローサイトメーターで解析した。 
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2) S 期の細胞数減少が VP-16 の殺細胞効果に与える影響 

 

次に、VP-16 と DOX を曝露した後に、種々の濃度の VP-16 を曝露した時の影響

を検討した。実験のスケジュールは図 27 に示した。 

 

Schedule C                             Schedule D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図図図図 27272727    DOX, VPDOX, VPDOX, VPDOX, VP----16161616 をををを事前曝露事前曝露事前曝露事前曝露するするするする際際際際のののの実験実験実験実験スケジュールスケジュールスケジュールスケジュール    

0 h 48 h24 h

VP-16

Low concentration of VP-16

24 h0 h 48 h

VP-16

0 h 48 h24 h

VP-16

Low concentration of DOX

24 h0 h 48 h

VP-16

Seeding WST-8 

assay
Seeding WST-8 

assay
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Schedule C                               

 

 

Schedule D 

 

図図図図 28282828    KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞、、、、JurkatJurkatJurkatJurkat 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする DOXDOXDOXDOX, VP, VP, VP, VP----16161616 のののの事前曝露事前曝露事前曝露事前曝露がががが VPVPVPVP----16161616 のののの殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果殺細胞効果

にににに与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響    

Schelede C は K-562 細胞と Jurkat 細胞にそれぞれ 0.05 および 0.01 µg/mL の DOX を 24 時

間曝露後に K-562 細胞に 0.5-100 µg/mL、Jurkat 細胞に 0.1-10 µg/mL の VP-16 を 24 時間曝

露した群と DOX, VP-16 を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

Schedule D は K-562 細胞と Jurkat 細胞にそれぞれ 0.5, 0.1 µg/mL の VP-16 を 24 時間曝露後

に K-562 細胞に 0.5-100 µg/mL、Jurkat 細胞に 0.1-10 µg/mL の VP-16 を 24 時間曝露した群

と VP-16 を事前曝露していない群の生存曲線を示している。 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各点は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 
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Schedule C に従って K-562 細胞と Jurkat 細胞に低濃度の DOX を曝露し、24

時間後に種々の濃度の VP-16 を曝露した時には、DOX を事前曝露した群の生存曲線

は DOX を事前曝露していない群の生存曲線と比較して、高濃度側にシフトした (図

28 (Schedule C))。また、EC50においても DOX の事前曝露群ではその値が有意に増

加した (表 14 (C))。一方、Schedule D に従って低濃度の VP-16 を曝露し、24 時間

後に種々の濃度の VP-16 を曝露させた場合においても同様に両細胞株で単独曝露時

と比較して生存曲線が右上にシフトした (図 28 (Schedule D))。EC50 においても

VP-16 の事前曝露ではその値が有意に増加した (表 14 (D))。K-562 細胞では 0.5 

µg/mL の VP-16 に事前曝露し、種々の濃度の VP-16 を曝露させた場合は生存率が

50%を下回らなかったため、EC50を算出できなかった。 

 

 

 

表表表表 11114444. . . . KKKK----562562562562 細胞細胞細胞細胞とととと JurkatJurkatJurkatJurkat 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする DOX, VPDOX, VPDOX, VPDOX, VP----16161616 のののの

事前曝露事前曝露事前曝露事前曝露によるによるによるによる ECECECEC50505050 のののの変化変化変化変化    

 

細胞生存率は WST-8 assay 法で評価した。 

各値は 3 回の実験の平均値 ± S.D.を示す。 

｢*｣: Low-concentration DOX free または Low-concentration VP-16 free

と比較して有意に異なることを示す (p<0.05)。 

ECECECEC50505050 valuevaluevaluevalue

CCCC：：：：LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration DOX→VPDOX→VPDOX→VPDOX→VP----16161616 KKKK----562 cells562 cells562 cells562 cells JurkatJurkatJurkatJurkat cellscellscellscells

LowLowLowLow----concentration DOX freeconcentration DOX freeconcentration DOX freeconcentration DOX free 8.978.978.978.97±±±±1.741.741.741.74 0.640.640.640.64±±±±0.050.050.050.05

0.01 µg/mL0.01 µg/mL0.01 µg/mL0.01 µg/mL ──── 0.970.970.970.97±±±±0.030.030.030.03****

0.05 µg/0.05 µg/0.05 µg/0.05 µg/mLmLmLmL 58.158.158.158.1±±±±17.917.917.917.9**** ────

DDDD：：：：LowLowLowLow----concentration concentration concentration concentration VPVPVPVP----16→VP16→VP16→VP16→VP----16161616

LowLowLowLow----concentration VPconcentration VPconcentration VPconcentration VP----16 free16 free16 free16 free 14.714.714.714.7±±±±4.594.594.594.59 0.630.630.630.63±±±±0.030.030.030.03

0.1 µg/mL0.1 µg/mL0.1 µg/mL0.1 µg/mL ──── 0.910.910.910.91±±±±0.080.080.080.08****

0.5 µg/0.5 µg/0.5 µg/0.5 µg/mLmLmLmL N.D.N.D.N.D.N.D. ────
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3) DOX、VP-16 前処理が VP-16 の細胞内取り込みに与える影響 

 VP-16 あるいは DOX を低濃度で 24 時間曝露後に VP-16 を曝露した際に殺細胞効

果が減弱した。VP-16 は排出トランスポーターの P-gp により細胞外に排出されるが、

DOX や VP-16 曝露により P-gp の発現が誘導されることが報告されている 54)。そこ

で、前処理による殺細胞効果の減弱に、排出トランスポーターによる細胞内 VP-16

濃度の低下が関与しているか明らかにするため、低濃度の VP-16 あるいは DOX で

24 時間前処理した後に VP-16 を添加することで、前処理しない場合と比較して細胞

内取り込み量に変化が認められるか検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、DOX、VP-16 のいずれの薬物で前処理した場合にも、前処理しなかっ

たコントロールと比較して VP-16 の細胞内取り込み量に有意な違いは認められなか

った (図 29)。

図図図図 29. K29. K29. K29. K----562562562562 細胞細胞細胞細胞にににに対対対対するするするする DOXDOXDOXDOX、、、、VPVPVPVP----16161616 のののの事前曝露事前曝露事前曝露事前曝露がががが VPVPVPVP----16161616 のののの取取取取りりりり込込込込みみみみ量量量量にににに    

与与与与えるえるえるえる影響影響影響影響    

DOX と VP-16 の事前曝露群はそれぞれ 0.05 µg/mL, 0.5 µg/mL の濃度で 24 時間曝露した。 

取り込みは 37℃，pH 7.5 で行ない、VP-16 の濃度は 25 µg/mL とし、 

取り込み時間は 60 分とした。 

各バーは 6 回の実験の平均値 + S.D.を示す。 
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第四節 考察 

    

中等量 VP-16/CY/TBI 前処置を用いた同種造血幹細胞移植の治療プロトコールで

は VP-16, CY の投与順序が確立されていない。そこで薬物の投与順序の違いが白血

病細胞に与える影響を明らかにするため、ヒト慢性白血病由来 K-562 細胞とヒト急性

T リンパ性白血病由来の Jurkat 細胞を用いて VP-16 と CY の曝露順序による殺細胞

効果への影響を細胞生存曲線及び、EC50 によって評価した。その結果、K-562 細胞

では 4-HPCを事前に曝露した後にVP-16を曝露するとVP-16の殺細胞効果が増強す

ることが示された (図 14, 表 11)。Jurkat 細胞では 4-HPC の事前曝露により VP-16

の殺細胞効果が増強しなかったことに関して、用いた 4-HPC の濃度が K-562 に対し

ては 5.0 µg/mL であったのに対し、Jurkat 細胞に対しては 0.1 µg/mL と非常に低濃

度であったことが要因として考えられる (Jurkat 細胞を用いた予備検討で 4-HPC を

48 時間単独で曝露した時に濃度が 0.1 µg/mL を超えると細胞生存率が急激に低下す

るため 0.1 µg/mL より高い濃度では検討できなかった)。一方、VP-16 を事前に曝露

した後に CY の活性代謝物の安定化体である 4-HPC を曝露しても両細胞株で殺細胞

効果に変化は認められなかった (図 14, 表 11)。次に、細胞周期に着目し、同調細胞

を用いて各周期に対する感受性を比較したところ K-562 細胞において、VP-16 は細

胞周期の S 期に対し最も高い殺細胞効果を示し、G1 期では効果が低いことが示され

た (図 16)。この細胞周期依存的な作用は HeLa 細胞で報告されている結果とも一致

した 55)。また 4-HPC は細胞周期非依存的であることが示された (図 16)。この細胞

周期の違いによる抗がん薬に対する感受性の違いが曝露順序による殺細胞効果に影

響を与えた可能性が考えられたため 4-HPC を K-562 細胞に曝露させた後の細胞周期

変化をフローサイトメトリーで解析した。その結果、4-HPC は G0/G1 期の細胞を減

少させ S 期に細胞周期を停止させることが示された (図 17)。これらの結果から

4-HPCを事前に曝露した後にVP-16を曝露すると殺細胞効果が上昇したのは 4-HPC

が VP-16 への感受性の高い S 期の細胞を増加させ感受性の低い G0/G1期の細胞を減

少させたためであることが強く示唆された。 

K-562/P-gp 細胞においても K-562 細胞と同様、VP-16 前処理は 4-HPC の殺細胞

効果に影響を及ぼさないが、4-HPC 前処理は VP-16 の殺細胞効果を増強させること

が明らかとなった(図 20, 表 12)。また、4-HPC を 24 時間曝露した後では S 期の細

胞が増加し(図 21)、このとき VP-16 の細胞内取り込み量に変化は認められなかった
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ことから (図 23)、4-HPC 前処理による VP-16 の殺細胞効果の増強は、4-HPC 前処

理によって細胞周期が S 期に停止し、VP-16 に対する感受性が上昇することが要因で

あることが示された。 

続いて、安全性も考慮したレジメンの最適化を目的としてヒト血管内皮細胞由来の

HUVEC 細胞を用いて前述と同じ方法で VP-16 と 4-HPC の曝露順序が殺細胞効果に

与える影響を検討した。その結果、先に低濃度の 4-HPC に曝露させても VP-16 の殺

細胞効果の増強は認められず、細胞周期の変化もほとんど認められなかった (図 24, 

表 13)。前述の VP-16 と CY の曝露順序の検討結果を考慮すると、VP-16 の殺細胞効

果の増強には薬物曝露による細胞周期の S 期への同調が必要であると考えられる。今

回の検討では 4-HPC による S 期への細胞周期停止は K-562 細胞においてのみ認めら

れた。抗がん薬や TBI による細胞障害時に細胞周期を停止させるタンパク質として

p53 があり、細胞周期を G1 期あるいは G2 期に細胞周期を停止させる 56)。K-562 細

胞にはこの p53 タンパク質が発現していないことが報告されており 57)、4-HPC によ

って K-562 細胞のみで S 期の同調が起こった要因の一つと考えられる。したがって、

4-HPC による VP-16 の殺細胞効果の増強には細胞による差があり、今後さらなる検

討が必要であると考えられる。 

薬物曝露による細胞周期変化が細胞周期依存的な抗がん薬である VP-16 の殺細胞

効果に与える影響についてさらに検討した。はじめに、細胞周期を同調させる薬物の

探索を行なったところ、候補薬物のうち DOX と VP-16 が低濃度の単独曝露によりに

K-562 細胞と Jurkat 細胞の S 期の細胞数を減少させ、G2/M 期の細胞数を増加させ

たため (図 26)、これらの薬物による前処理が細胞周期依存性の VP-16 の殺細胞効果

に与える影響を評価した。その結果、DOX あるいは VP-16 前処理後に VP-16 を曝露

させたところ、いずれの薬物で前処理した場合においても VP-16 単独曝露群と比較

して前処理群の細胞生存曲線が上にシフトし、殺細胞効果の減弱が示された (図 28, 

表 14 )。これらの結果より、DOX あるいは VP-16 曝露による S 期の細胞数減少は、

細胞周期依存的に作用する VP-16 の殺細胞効果を変化させることが明らかとなった。 

 本章の検討では VP-16 と 4-HPC の曝露スケジュールに着目して検討を行なってき

た。しかしながら、中等量 VP-16/CY/TBI レジメンには TBI も含まれている。放射

線は細胞周期依存的な活性を示し、G1期と G2期に最も作用が強く、S 期では逆に最

も作用が弱いことが報告されている 58)。ドセタキセルの前処理は S 期の細胞を増加

させ、放射線の殺細胞効果を減弱させたとの報告もある 59)。 K-562 細胞に対して、
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VP-16 は細胞周期を G2/M 期に、4-HPC は細胞周期を S 期に同調させたことから TBI

の殺細胞効果にも影響を及ぼすことが予想される。今後、TBI による殺細胞効果の影

響も検討することで中等量 VP-16/CY/TBI レジメンの最適化ができると考えられる。 
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第五節 まとめ 

 

 K-562細胞で 4-HPCを事前曝露することで細胞周期の S期の同調を介して、VP-16

の殺細胞効果が増強することが明らかとなった。またこの作用は P-gp を発現した

K-562/P-gp 細胞でも認められたが、正常細胞の HUVEC 細胞では認められなかった。

以上の結果より、抗がん薬の曝露スケジュ-ルが臨床の治療効果に影響を及ぼす可能

性がある。
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総括 

 

本研究により得られた知見を以下に記す。 

第一章では本章では同種造血幹細胞移植患者を対象とし、VP-16 の PK/PD 解析から

投与量の最適化に向けた検討を行なった。またラットを用いて、投与量の最適化に向

けて詳細に検討した。VP-16 の血中濃度と PK パラメーターともに患者間で大きな差

が認められ、血中濃度が高い患者では CMV 感染者が多く認められた。ROC 分析よ

り、CMV 感染を予測するのに Cmaxが優れた指標であることが示され、算出したカッ

トオフ値を超えないように投与量を補正することで有害事象の発現を減少できると

考えられる。VP-16 の体内動態の個体間変動には分布過程の影響が大きく、特に Alb

値の変動による薬物の非遊離型分率の変動が Vd に影響していることが示された。ス

テップワイズ回帰分析では Alb, BUN, T-Bill, 体重, 年齢のパラメーターを用いるこ

とで Vd を予測し、目標血中濃度に合わせた投与量を算出できると考えられる。 

 ラットを用いた検討から体脂肪率が高い場合と体重が重い場合には投与量の補

正が必要であると示された。ラットでは体重と Vd が強い正の相関を示し、体重から

Vd を予測し、目標に合わせて投与量を算出して、投与したところ、投与量を補正し

た群では血中濃度は体重によらずラット間でほぼ一定となり、目標血中濃度の値を得

ることができた。今後はヒトの検討で算出した Vd 予測式から投与量を算出、投与し

血中濃度が予測できるか検証する必要があると考えられる。 

 第二章では中等量 VP-16/CY/TBI 前処置レジメンでは VP-16, CY の投与順序が確

立されていないことからVP-16とCYの曝露順序による殺細胞効果への影響を検討し

た。K-562 細胞では 4-HPC を事前に曝露した後に VP-16 を曝露すると VP-16 の殺

細胞効果が増強することが示された。細胞周期に対する感受性の検討から VP-16 は

細胞周期の S 期に対し最も高い感受性を示し、G1 期では感受性が低い抗がん薬であ

ることが示された。さらに、4-HPC 曝露により G0/G1期の細胞が減少し、S 期に細胞

周期を停止させることが示された。これらのことから 4-HPC を事前に曝露した後に

VP-16 を曝露すると殺細胞効果が上昇したのは、4-HPC が VP-16 の感受性の高い S

期の細胞を増加させ VP-16 の感受性の低い G0/G1 期の細胞を減少させたためである

ことが示唆された。 

K-562/P-gp 細胞においても K-562 細胞と同様、VP-16 前処理は 4-HPC の殺細胞

効果に影響を及ぼさないが、4-HPC 前処理は VP-16 の殺細胞効果を増強させること
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が明らかとなった。ヒト血管内皮細胞由来の HUVEC 細胞を用いた検討では先に低

濃度の 4-HPC に曝露させても VP-16 の殺細胞効果の増強は認められず、細胞周期の

変化もほとんど認められなかった。これらのことから、VP-16 の殺細胞効果の増強に

は薬物曝露による細胞周期の S 期への同調が必要であることが示唆された。しかしな

がら、4-HPC による VP-16 の殺細胞効果の増強には細胞種による差が認めることか

ら、今後さらなる検討が必要であると考えられる。 

薬物曝露による細胞周期変化が細胞周期依存的な抗がん薬の殺細胞効果に与える

影響が他の薬物でも同様に得られるか検討したところDOXあるいはVP-16前処理後

に VP-16 を曝露させた場合、いずれの薬物で前処理した場合においても VP-16 単独

曝露群と比較して前処理群の細胞生存曲線が上にシフトし、殺細胞効果の減弱が示さ

れた。これらの結果より、DOX あるいは VP-16 曝露による S 期の細胞数減少は、細

胞周期依存的に作用する VP-16 の殺細胞効果を変化させることが明らかとなった。 

本研究結果より、患者の VP-16 血中濃度の変動要因に Vd の個体差が大きく影響し

ていること、および臨床検査値から Vd を予測し投与量を補正できる可能性が示され

た。また、白血病細胞を用いた検討から、細胞周期を同調させる薬物を事前に投与す

ることにより抗がん薬の効果を増強できる可能性が見出された。 

 本研究で得られた知見が抗がん薬治療のさらなる向上に貢献できることを期待す

る。
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