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略語表 

 

本論文中では以下の略語を用いた。 

 

 

ABC  : ATP-binding cassette 

ARPE-19 : Adult Retinal Pigment Epithelial cell line-19 

BSA  : Bovine serum albumin 

cAMP  : Cyclic adenosine monophosphate 

CCyR  : Complete Cytogenetic Response 

Cmax  : Maximum blood concentration 

Ctrough  : Trough blood concentration 

CML  : Chronic myeloid leukemia 

DMSO  : Dimethyl sulfoxide 

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

Epac  : Exchange protein activated by cyclic AMP 

ESI  : Electrospray ionization 

FAK  : Focal adhesion kinase 

FBS  : Fetal bovine serum 

FITC  : Fluorescein isothiocyanate 

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

HRP  : Horseradish peroxidase 

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell 

IC50   : Inhibitory concentration 50 

IFN  : Interferon 

IPP  : Inhibitory potential at peak concentration 

MDR1  : Multidrug resistance 1 

NMⅡ  : Non-muscle myosinⅡ 

PAGE  : Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 

P-gp  : P-glycoprotein 

Ph  : Philadelphia chromosome 

PBS  : Phosphate buffered saline 

Rh123  : Rhodamine 123 

ROCK  : Rho-associated kinase 

S.D.  : Standard deviation 
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SDS  : Sodium dodecyl sulfate 

TBS  : Tris buffered saline 

TDM  : Therapeutic drug monitoring 

Tie-2  : Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like 

domains 

TKI  : Tyrosine kinase inhibitor 

Tris  : Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UPLC-MS/MS : Ultra High performance liquid chromatography- 

Mass spectrometry/Mass spectrometry 

UV  : Ultraviolet 

VAE  : Vascular adverse event 

VEGFR : Vascular endothelial growth factor receptor 

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

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

 慢性骨髄性白血病(Chronic myeloid leukemia : CML)は、多能性幹細胞の腫

瘍化により主に好中球などが無秩序に増殖し芽球を形成する血液がんの一種で

あり、その多くの症例にはフィラデルフィア染色体(Philadelphia chromosome : 

Ph)という異常染色体が観察される。1, 2) その発症メカニズムとして、9 番と 22

番の染色体の相互転座によって生じる Ph が起点となり、その最終生成物である

BCR-ABL 融合タンパク質のもつチロシンキナーゼ活性が持続的に活性化され

ることにより、芽球などが無秩序に増殖し発症することが報告されている。3) 

 従来の CML 薬物治療は、IFN-α単独または化学療法との併用が主流であり、

奏効率は一定の水準を示すが、投与後の副作用により長期の治療継続が困難で

あった。しかし、近年、BCR-ABL Tyrosine kinase inhibitor(TKI)である

Imatinib が登場し、その治療効果だけでなく、安全性も飛躍的に上昇した。4, 5) 

 現在、わが国では BCR-ABL TKI が CML 薬物治療のファーストラインとし

て使用されている。Imatinib をはじめとする TKI により、CML 薬物治療の効

果および安全性が飛躍的に向上したが、その治療効果には個体間変動が報告さ

れている。5, 6) 治療効果の個体間変動要因には、血中濃度、有害事象やコンプラ

イアンスなどが挙げられる。実際に、先行研究おいて、Imatinib ではコンプラ

インスと治療効果が相関するということが報告されている。7, 8) また、Imatinib

は Ctrough>1,000 ng/mL と効果が相関性を示すことが報告されており、血中濃度

を一定に維持することが必要な TDM の対象薬剤である。5, 6)  

さらに、薬物治療により一定期間効果が持続した症例に対し、Imatinib 服用

中止による治療効果の維持の可否を検討している臨床試験も実施されている。9-

11) しかし、これら臨床試験は、薬物治療により一定期間効果の得られた症例に

おいて、その治療効果が持続するという理論に基づいているが、現状では被験者

の多くが治療を再開しているため、現在の標準治療は治療中止という手法では

なく、薬剤を毎日服用することで治療効果を維持することが一般的である。9, 11) 

治療中止による効果の維持は現状では難しいことが示されているが、一定の効

果が得られた後で投与量の減量または間欠投与などにより治療効果を維持でき

るかは検討されていない。9, 11, 12)そこで、TKI の投与中止による効果の維持では

なく、間欠投与により TKI の細胞増殖抑制効果がどの程度維持されるかを確認

することが重要であると考えた。 

TKI による細胞増殖抑制効果には、細胞内薬物濃度が重要である。TKI は様々

な薬物耐性の原因でもある Multidrug resistance-1(MDR-1;P-gp)の基質であり、

先行研究では MDR-1 過剰発現と治療効果との関係についても報告されている。
13-17) そのため、TKI の治療耐性の原因である MDR-1 が間欠投与による治療効

果の維持に影響を与える可能性も考慮する必要がある。そこで、TKI の治療効
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果に関する検討では、ヒト CML 由来である K562 細胞に対し TKI を短時間曝

露させ、薬物洗浄除去後に TKI の細胞増殖抑制効果が持続するかを検討した。 

さらに、治療効果に影響を与える因子として、TKI による胸水や肺動脈高血

圧をはじめとする Vascular adverse event(VAE)があり、治療中断の主要因でも

あるため、患者に最適な治療効果をもたらす為にはこれら有害事象も回避する

必要がある。そのためには、TKI による VAE 発症の詳細なメカニズムの解明は

急務である。 

CML 薬物治療で使用する TKI はその治療標的分子である BCR-ABL チロシ

ンキナーゼを強く阻害するが、第二世代である Nilotinib や Dasatinib では治療

標的以外のキナーゼも強く阻害することが報告されており、それにより VAE が

生じている可能性が高いと考えられる。18-20) 

血管透過性の制御に関わる重要なキナーゼとしては、SrcやTie-2などがあり、

Dasatinib や Bosutinib は Src を強く阻害する薬物であるため、これらキナーゼ

を阻害することによって胸水などのVAEを発症している可能性が先行研究によ

って報告されている。21, 22)しかし、その先行研究においては、Dasatinib では血

管透過性が亢進するのに対し、Src を同程度阻害する Bosutinib では血管透過性

に変化がないことが報告されており、矛盾が生じている。Bosutinib においても

臨床において胸水の発症が報告されているが、その症例のほとんどが以前に

Dasatinib を服用した患者であるため、胸水の発症が Dasatinib に強く依存する

VAE であることが考えられる。23, 24) 

そこで本研究では、Dasatinib による胸水発症のメカニズムには Src 以外のチ

ロシンキナーゼやその他因子が関与している可能性が高いと考え、TKI ごとの

血管内皮細胞への影響や血管透過性に関わるタンパク質発現の変動などを検討

することとした。 

第一章では、K562 細胞を使用し、TKI を短時間曝露し、薬物を洗浄除去した

後に経時的に細胞生存率を測定し、薬物消失後も細胞増殖抑制効果が持続する

かを検討した。 

第二章では、ヒト臍帯静脈内皮細胞である HUVEC を使用し、TKI ごとに細

胞生存率や血管透過性、およびその関連タンパク質の発現への影響を評価する

ことで、胸水が Dasatinib で有意に生じている原因を究明することとした。 
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第一章 TKI の持続的細胞増殖抑制効果 25) 

第一節 緒言 

 

 

TKI の細胞増殖抑制効果を検討する際には長時間曝露した場合の細胞生存率

を評価することが一般的である。13, 14, 26)しかし、臨床条件を考えた場合に高濃

度が一定して長時間持続することはなく、これまで報告されている実験系は実

際の状況からは乖離していると言える。たとえば、CML 薬物治療のファース

トラインの一つである Dasatinib はその半減期が 3 時間程度と短いため、長時

間高濃度で血中に維持されることはない。それにもかかわらず、Dasatinib は

Imatinib よりも高い治療効果を持つことが報告されている。27-29) 

そこで、体内から薬物が消失した場合においても、一定時間は細胞増殖抑制

効果が持続するのではないかと考えた。また、近年では TKI－STOP 試験のよ

うに一定の効果が得られた場合には治療を中止し、効果が持続するかどうかを

検討する臨床試験が行われている。9-11)しかし、これら臨床試験では、被験者

の多くが再燃し、治療を再開している。これらは治療中止期間を設けること

で、服薬による副作用発症リスクは軽減するが、最終的に再燃するリスクがあ

るため、標準治療化は難しいことを示している。そこで、服薬中止という極端

な手法ではなく、間欠投与や投与量減量といった手法で治療効果を維持できる

のではないかと考えた。 

そこで本章では、TKI が体内から消失した場合、その細胞増殖抑制作用がど

の程度持続するかを確認するために、CML 由来細胞である K562 に TKI を一

時的に曝露し、その細胞増殖抑制効果が持続するかを検討した。 
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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 

Acetonitrile (LC/MS 用） Kanto Chemical 

Ammonium formate FUJIFILM Wako pure chemical 

Benzylpenicillin potassium FUJIFILM Wako pure chemical 

BSA Sigma-Aldrich 

1-Butanol FUJIFILM Wako pure chemical 

Calcium chloride dehydrate FUJIFILM Wako pure chemical 

Cell Counting Kit-8 DOJINDO 

Dasatinib Ark pharm 

DMSO  FUJIFILM Wako pure chemical 

Ethyl acetate FUJIFILM Wako pure chemical 

FBS Biosera 

Imatinib mesylate Ark pharm 

Nilotinib Ark pharm 

Potassium chloride Kanto Chemical 

Potassium dihydrogenphosphate FUJIFILM Wako pure chemical 

RPMI-1640 medium Sigma-Aldrich 

Sodium chloride FUJIFILM Wako pure chemical 

Streptomycin FUJIFILM Wako pure chemical 

Tris Kanto Chemical 

Methanol (LC/MS 用) Kanto Chemical 

NaOH (1N) 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使用した。 

 

2) 使用機器 

遠心機 

 Himac CF 15RX     HITACHI 

Himac CR22      HITACHI 

KUBOTA 5800     KUBOTA 

 

マイクロプレートリーダー  

Infinite M200      TECAN 



 

7 

Cold trap 

 UT-2000      TOKYO RIKAKIKAI 

 

Evaporator 

 CVE-3110      TOKYO RIKAKIKAI 

 

UHPLC-MS/MS system 

ACQUITY UPLCTM     Waters 

Quaternary solvent manager   Waters 

Sample Manager-FTN    Waters 

Xevo TQ-S      Waters 

 

Vacuum pump 

DA-40S      ULVAC 

 

 

3) 使用細胞 

 ヒト CML 由来である K562 細胞は理化学研究所より購入した。また、レトロ

ウイルス感染法にて P-gp をコードする MDR-1 遺伝子を安定発現させた

hMDR-1 導入 K562 細胞は鹿児島大学 古川龍彦教授ならびに慶應義塾大学 杉

本芳一教授より提供していただいたものを使用した。30) 

 

第二項 細胞培養法 

1) K562 および hMDR-1 導入 K562 細胞の培養 

K562 細胞および hMDR-1 導入 K562 細胞は非働化した FBS を 10%、ペニシ

リンを 100 IU/mL、ストレプトマイシンを 100 µg/mL 添加した RPMI-1640 

medium を培養液とした。培養は CO2インキュベーター内で、37℃、5% CO2条

件下で実施した。培養液交換は 2 日間おきに実施し、播種後 3-5 日目で継代し

た。 

 

第三項 TKI 長時間曝露実験 

細胞懸濁液を 2.0×105 cells/mL に調製し、96 well 平底マイクロプレートに

50 µL/well ずつ播種した。さらに、培養液 48 µL を添加した後、各薬物の終濃

度に合わせて調製した薬液を 2 µL/well ずつ添加した。薬液添加後、CO2インキ

ュベーター内で 24、48、72、96 hr 曝露し、第六項 WST-8 assay を実施した。 
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第四項 hMDR-1 導入 K562 細胞の P-gp 輸送機能確認 

 野生型 K562,MDR1 導入 K562 細胞を回収し、95×g, 3 min, 4℃で遠心後培養

液を吸引除去し、Transport buffer (25 mM HEPES、140 mM NaCl、5.4 mM 

KCl、1.8 mM CaCl2、0.8 mM MgSO4、5 mM Glucose at pH 7.5) を用いて 2 回

洗浄した。 

細胞懸濁液(1.0×107 cells/mL)を 200 µL ずつ分注して 37℃で 15 min インキ

ュベートした。 Rh123の終濃度(5または 10 µM)に合わせて調製した薬液を 200 

µL 添加し、37℃で 1 hr インキュベートした。氷冷した Transport buffer を加

え、95×g、3 min、4℃で遠心して吸引除去後、同様の操作を 2 回行い洗浄した。

0.1 N NaOH を 200 µL 加えてよく懸濁し、この懸濁液 100 µL を 96 穴プレー

トに加え、励起波長 488 nm、測定波長 530 nm としてマイクロプレートリーダ

ーで蛍光強度を測定した。Rh123 取り込み量はタンパク質量で補正した。サン

プル中のタンパク質定量は Lowry 法に準拠し、BSA を標準タンパク質として行

った。Transport buffer の組成を Table 1 に、Reagent mix の組成を Table 2 に

示す。

 

Table 1 Transport buffer の組成        

組成 濃度 

HEPES 25 mM 

NaCl 140 mM 

KCl 5.4 mM 

CaCl2 1.8 mM 

MgSO4 0.8 mM 

Glucose 5 mM 

ｐH 7.5 with Tris 

 

Table 2 Reagent mix の組成 

成分 比 

2% NaCO3 100 

2% K2C4H4O6 1 

2% CuSO4 1 

 

 

 

 

第五項 TKI 一時的曝露実験 

上記第三項の方法で 96 well 平底マイクロプレートリーダーに細胞を播種し

た後、各 TKI を 0.5 hr 曝露させた。各 well 中の溶液 100 µL を全て回収し、

新鮮培養液 1,900-2,000 µL を添加し、95×g、4℃、5 min 遠心分離した。遠心

分離後、その上清 1,900-2,050 µL を除去し、これを洗浄の一工程とした。第三

項で求めた細胞増殖に影響を与えない曝露濃度以下になるように洗浄を繰り返

し、その後の細胞を再び 96 well 平底マイクロプレートに播種し、CO2インキ

ュベーター内で 24、48、72、96 hr 培養後、第六項 WST-8 assay を実施し

た。 
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第六項 WST-8 assay 

第三項および第五項の曝露実験後の細胞生存率を測定するために、WST-8 

assay を実施した。まず、曝露および培養一定時間後、各 Well に Cell counting 

Kit(WST-8)溶液を 10 µL ずつ添加し、3 hr 発色させた。反応後、マイクロプレ

ートリーダーにて波長 450 nm における吸光度を測定した。細胞生存率は以下

の式で算出し、Blank は培養液のみの吸光度を示し、Control は薬物無含有の溶

液を添加した細胞における吸光度を示している。 

細胞生存率(%)＝
𝐴 (𝑇𝐾𝐼)−𝐴(𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)

𝐴(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)−𝐴(𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)
×100 

A : absorbance 

 

第七項 TKI 曝露後の細胞内蓄積量の評価 

 K562 細胞および hMDR-1 導入 K562 細胞に各 TKI を 0.5 または 24 hr 曝露

した後の薬物細胞内蓄積量を LC-MS/MS 法にて定量した。測定する細胞破砕サ

ンプルは第五項で実施した洗浄除去方法で洗浄し、その際タンパク質等の混入

を避けるために培養液ではなく PBS を用いた。洗浄後、リン酸 Buffer(10 mM 

Na2HPO4・12 H2O、10 mM KH2PO4、pH 7.4)に細胞を懸濁し、-80℃で凍結破

砕した。 

 測定サンプルの調製は Scheme 1 に示した方法で実施し、各 TKI の UPLC お

よび MS 測定条件は Table 3 および 4 に示す。 

測定した TKI 細胞内蓄積量は Lowry 法により求めたサンプル中タンパク質

量で補正し、ng/ mg protein として算出した。 

 

Scheme 1.測定サンプル調製法 

測定サンプル 100 µL or 1/10 希釈測定サンプル 100 µL   

↓ Added 10 µL internal standard in methanol (imatinib or dasatinib) 

↓ Added 10 µL standard sample in methanol 

↓ Added 30 µL 2 M Tris 

5 sec Voltexed 

↓ Added 1.5 mL ethyl acetate:butanol＝4 : 1 

↓ Added 100 µL water 

30 sec Voltexed 

↓ Centrifuged 21,500×g (4℃、20 min) 

↓ Picked up 1.3 mL suparnatant 

supernatant 

↓ Evaporated 1 hr at 45℃、 
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↓ Added mobile phase 

30 sec Vortexed 

To LC/MS 

 

 

Table 3 UPLC 測定条件 

Column ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 µm (2.1×100 nm) [Waters] 

Mobile phase Acetnitrile : methanol : 0.5% Ammonium formate[pH 2.5]  

(20 : 25 : 55) 

Wave length 267 nm 

Flow rate 0.4 mL/min 

Colum temperature 40℃ 

Injection volume 10.0 µL 

 

 

Table 4 TKI の MS 条件 

 Dasatinib Imatinib Nilotinib 

ESI 
Positive 

mode 

Positive 

mode 

Positive 

mode 

Precursor ion 490.06 m/z 495.0 m/z 530.15 m/z 

Production (Main) 402.6 m/z 394.0 m/z 261.10 m/z 

Production (Sub) 231.91 m/z 378.0 m/z 289.09 m/z 

Cone voltage 30 V 30 V 50 V 

Capillary voltage 1 V 1 V 2.5 V 

Collision energy 28 V 30 V 40 V 

 

 

第八項 統計解析 

 統計学的有意差の検定には、Welch の t 検定を実施し、p<0.05 を統計学的有

意であるとした。 
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第三節 実験結果 

第一項 TKI 長時間曝露後の細胞生存率 

K562 細胞に対する各 TKI の細胞増殖抑制効果を発現する濃度と影響を与え

ない濃度を確認するために、臨床で観察される血中濃度範囲内で TKI を長時間

曝露した後の細胞生存率を評価した。 

 Imatinib は 100 ng/mL で細胞増殖を抑制した一方で、10 ng/mL 以下の低濃

度では細胞増殖に影響を与えなかった(Figure 1A)。100 ng/mL 以上の濃度の細

胞増殖抑制効果は 24 hr から 96 hr まで維持され、効果の時間依存性も確認さ

れた。 

 第二世代 TKI の Nilotinib および Dasatinib は Imatinib と比較してより低濃

度で細胞増殖を抑制し(Figure 1B Nilotinib：10 ng/mL、Figure 1C Dasatinib：

1 ng/mL)、両者の細胞増殖に影響を与えない濃度もまた、Imatinib と比較して

より低濃度であった(≦0.01 ng/mL)。 

 これら 3つの薬物に共通した細胞増殖に影響を与えない濃度は 0.01 ng/mLで

あったため、第三節第二項で実施する一時的曝露実験で行う洗浄は、残存濃度が

本項で求められた濃度になるように実施することとした。 
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Figure 1 （A）Imatinib、（B）Nilotinib および（C）Dasatinib の K562 細胞

への長時間曝露後の細胞生存率  

 K562 細胞に上記の濃度で Imatinib、Nilotinib および Dasatinib を曝露し、 K-562 細胞に

対する TKI の細胞増殖抑制効果を、TKI 曝露 24、48、72 および 96 hr 後に WST-8 assay に

より測定した (n=6, mean±S.D.) 
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第二項 TKI 一時的曝露による持続細胞増殖抑制効果 

1) TKI 一時的曝露による持続的細胞増殖抑制効果 

 K562 細胞に各 TKI を 0.5 hr 曝露させ、第三節第一項で確認された残存濃度

まで薬物を洗浄除去し、再度細胞を培養した場合において、その細胞増殖抑制効

果が維持されるかを検討した。 

 Imatinib では 0.01-2,500 ng/mL を 0.5 hr の一時的曝露後に培養した場合、

細胞生存率に曝露濃度依存性は認められなかった(Figure 2A)。 

Nilotinib では曝露濃度 0.01-10 ng/mL の範囲では細胞生存率 100%付近を示

したが、1,000 ng/mL 以上の高濃度では洗浄除去後にも関わらず、長時間曝露で

観察された細胞増殖抑制効果と同等の結果が示された(Figure 2B)。その効果は

観察した全ての培養時点で維持された。 

 Dasatinib は 0.01-12.5 ng/mL の曝露濃度範囲では経時的な細胞生存率の減

少は観察されなかった。曝露濃度 50 ng/mL では洗浄除去後 48 または 72 hr ま

では細胞生存率に減少傾向が観察されたが、それ以降では細胞増殖が観察され

た。また、さらに高濃度である 100 ng/mL 曝露では、薬物洗浄除去後 96 hr ま

で細胞生存率の上昇は認められなかった。したがって、Dasatinib は高濃度で一

時的に曝露された場合は持続的細胞増殖抑制効果を示し、その効果は 48-96 hr

までは維持されることが示された(Figure 2C)。 
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Figure 2（A）Imatinib、（B）Nilotinib、（C）Dasatinib 一時的曝露後の持続的

細胞増殖抑制効果 

TKI を K562 細胞に 0.5 hr 曝露後、細胞懸濁液を回収し、新鮮培養液で洗浄除去した。 薬物

洗浄除去後、細胞懸濁液を 96 well 平底マイクロプレートに播種し、24、48、72 および 96 hr

後に WST-8 assay を実施し、細胞生存率を測定した。(n=6, mean±S.D.) 
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2) Imatinib の持続的細胞増殖抑制効果の時間依存性 

 第三節第二項 1)において、Imatinib は他の TKI と異なり、検討した全ての濃

度において、持続的細胞増殖抑制効果が確認されなかった(Figure 2A)。Imatinib

は標準治療において、Ctrough>1,000 ng/mL に維持することが推奨されており、

その効果が曝露濃度よりも曝露時間の方が重要であると考えられる。そこで、

Imatinib を高濃度で 24 hr 曝露し、薬物を洗浄除去後に持続的細胞増殖抑制効

果が観察されるかを検討した。 

 Imatinib を長時間曝露し、洗浄除去した場合、短時間曝露では観察されなか

った持続的細胞増殖抑制効果が検討した全ての濃度で培養 48 hr まで観察され

た(Figure 3A,B)。しかし、培養 72 hr 以降では細胞生存率の明らかな上昇が観

察された。これらの結果より、Imatinib もまた持続的細胞増殖抑制効果を示す

ものの、その効果は他の TKI よりも弱いことが示唆された。 
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Figure 3 Imatinib（A）1,000 ng / mL および（B）2,500 ng / mL による持続

的細胞増殖抑制効果の曝露時間依存性 

TKI を 0.5 または 24 hr 曝露後、細胞懸濁液を回収し、新鮮培養液で洗浄した。 薬物洗浄除

去後、細胞懸濁液を 96 well 平底マイクロプレートに播種し、24、48、72 および 96 hr 後に

WST-8 assay を実施し、細胞生存率を測定した。 (n=6, mean±S.D.) 
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第三項 第二世代 TKI の持続的細胞増殖抑制効果に対する hMDR-1 の影響 

1) hMDR-1 導入 K562 細胞の P-gp 機能確認 

 TKI の細胞内蓄積量に及ぼす P-gp 発現の影響を検討する前に、使用する細胞

の P-gp 輸送活性を確認することとした。 

 P-gp の基質である Rh123 細胞内蓄積量は、検討した濃度いずれにおいても、

hMDR-1 導入 K562 細胞の方が野生型 K562 細胞よりも有意に低下した(Figure 

4)。これらの結果より、レトロウイルス感染法によって導入された hMDR-1 導

入 K562 細胞 P-gp の輸送活性が野生型よりも高いことが示された。 

 

 

 

Figure 4 K562 および hMDR-1 導入 K562 細胞の Rh123 細胞内蓄積量による

P-gp 輸送機能評価  

Rh123 (終濃度 5 または 10 µM)を添加後、細胞懸濁液を 95×g、4℃、3 min 遠心分離し、上

清を吸引した。 そして、細胞を Transport buffer（25 mM HEPES、140 mM NaCl、5.4 mM 

KCl、1.8 mM CaCl2、0.8 mM MgSO4、5 mM グルコース、pH7.5）で洗浄した。 その後、上

清を完全に除去し、細胞を 0.1 M NaOH で溶解し、細胞サンプルを獲得した。 そのサンプル中

Rh123 蓄積量を測定するために、マイクロプレートリーダーで Em 488、Ex 530 nm の条件下

での蛍光強度を測定した。 Rh123 蓄積量は Lowry 法によって測定したサンプル中タンパク質

量で補正した。(n=6, mean±S.D.) *野生型との比較, p <0.05 
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2) Nilotinib および Dasatinib の持続的細胞増殖抑制効果に与える P-gp の影

響 

第三節第二項 1)で持続的細胞増殖抑制効果が確認された Nilotinib および

Dasatinib において、その効果に対し P-gp が影響を与えるかを検討するため、

hMDR-1 導入 K562 細胞を使用して第三節第二項と同様の検討を実施し、野生

型群と比較した。 

 Nilotinib では、1,000 ng/mL 曝露群において、野生型群と hMDR-1 導入細胞

群間の細胞生存率に有意な差はなかった(Figure 5A)。 

 一方、Dasatinib は曝露濃度 50 ng/mL において、培養 48-72 hr までは両群

間に有意な差が認められたが、培養 96 hr では両群間に差は認められなかった

(Figure 5C)。そして、曝露濃度 100 ng/mL においては、培養 72 hr から 96 hr

まで、両群間に有意な差が認められ、培養 96 時間時点での細胞生存率は野生型

群で 53.7±7.9%、hMDR-1 導入細胞群で 92.7±6.9%と hMDR-1 導入細胞におい

て大きな上昇が認められた(Figure 5D)。 
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Figure 5 K562 細胞への Nilotinib（A.1,000 ng / mL、B.2,500 ng / mL）および

Dasatinib（C.50 ng / mL、D.100 ng / mL）の持続的細胞増殖抑制効果に対す

る hMDR-1 の寄与  

TKI に 0.5 hr 曝露後、各細胞懸濁液を回収し、新鮮培養液で洗浄した。洗浄後、細胞懸濁液

を 96 well 平底マイクロプレートに播種し、24、48、72 および 96 hr 後に WST-8 assay により

細胞生存率を測定した。(n=6, mean±S.D.)  

*野生型との比較, p <0.05 
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第四項 TKI の細胞内蓄積量評価 

1) 第二世代 TKI の短時間曝露後細胞内蓄積量に及ぼす P-gp 発現の影響 

 薬物洗浄除去後においても細胞増殖抑制効果が観察された濃度を曝露した時

の細胞内 Nilotinib および Dasatinib 蓄積量を測定した。 

 Nilotinib を K562 細胞(野生型)に 0.5 hr 曝露した後の細胞内蓄積量は曝露濃

度依存的に増加しており、100 ng/mL 曝露群と比較して 2,500 ng/mL 曝露群で

は細胞内蓄積量が 15.6 倍に増加した。そして、2,500 ng/mL 曝露群の細胞内蓄

積量は 1,000 ng/mL 曝露群と比較して増加し、濃度依存的な細胞内蓄積量の増

加が観察された。(Figure 6A)。Dasatinib においても、野生型 K562 細胞内蓄積

量は曝露濃度依存的に増加しており、10 ng/mL 曝露群よりも 100 ng/mL 曝露

群で 7.1 倍と高かった(Figure 6B)。 

一方、野生型と MDR-１発現細胞の細胞内蓄積量を比較すると Nilotinib は

Cmax 相当濃度 2,500 ng/mL で曝露した場合、MDR-1 発現細胞内蓄積量は野生

型の 87.4±19.9%であり、有意な差は認められなかった(Figure 6A)。それに対し、

Dasatinib は Cmax 相当濃度である 100 ng/mL で曝露した場合、hMDR-1 導入

細胞群の細胞内蓄積量は野生型群の 38.9±11.7 であり、有意な差が認められた

(Figure 6B, p＜0.05)。 
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Figure 6 K562 細胞における（A）Nilotinib および（B）Dasatinib の細胞内

蓄積に及ぼす hMDR-1 発現の影響  

TKI に 0.5 hr 曝露後、各細胞懸濁液を回収し、十分に洗浄した。 その後、細胞懸濁液を-80℃

で凍結および破砕し、測定まで細胞破砕サンプルとして凍結保存した。測定は LC / MS / MS 法

で実施し、細胞サンプル中の TKI 量を定量した。 取り込み量は、Lowry 法で測定したサンプル

中タンパク質量で補正し、ng / mg protein で示した。 (n=6, mean±S.D.)  

*野生型との比較, p <0.05 
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2) Imatinib 曝露時間による細胞内蓄積量 

 第三節第二項 2)において、Imatinib による持続的細胞増殖抑制効果は曝露濃

度ではなく曝露時間依存的であることが示された。そこで、Imatinib 細胞内蓄

積量の曝露時間依存性から、この効果と細胞内蓄積量との関係を検討した。 

 Imatinib を長時間曝露した場合の細胞内蓄積量は、短時間曝露した場合と同

程度であり(Figure 7)、細胞内蓄積量と曝露時間依存性に直接的な関係性は認め

られなかった。 

 

Figure 7  K562 細胞における Imatinib 細胞内蓄積への曝露時間依存性 

K562 細胞に Imatinib 1,000 または 2,500 ng / mL を 0.5（黒）または 24 hr（白）曝露後、

細胞懸濁液を回収し、十分に洗浄した。測定は LC / MS / MS 法で実施し、細胞サンプル中の

Imatinib 量を定量した。 取り込み量は、Lowry 法で測定したサンプル中タンパク質量で補正

し、ng / mg protein で示した。 
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第四節 考察 

 TKI の登場は CML 治療において、革新的であった。第一世代の TKI である

Imaitnib は IFN-α による従来の治療方法よりも、高い効果と安全性を示した。
4-6) 一方、第二世代の Dasatinib や Nilotinib などは、Imatinib よりも BCR-

ABL チロシンキナーゼ阻害効果が高く、治療効果において劣らないことが示さ

れている。27, 31, 32) 

 これら TKI は治療効果を飛躍的に上昇させたものの、治療効果の維持には毎

日服用する必要がある。しかし、現在、一定の治療効果が認められた患者におい

て、服薬を中止するという臨床試験が試みられているが、それら試験では被験者

の多くが再発することが確認されている。9-11) このことから、服用中止による治

療効果の維持という試験コンセプト自体に問題があると考え、投与量の減量ま

たは間欠投与という方法であれば、現在の治療方法よりも治療効果だけでなく、

安全性も向上させることができるのではないかという仮説を立て種々検討した。

その結果、本研究により、今回研究対象とした TKI のうち、Imatinib 以外は一

時的曝露においても強い細胞増殖抑制効果を持つことが裏付けられた。 

Imatinib は現在 CML 治療におけるファーストラインで、TDM において唯一

有効血中濃度が設定された BCR-ABL TKI であり、血漿中トラフ濃度が 1,000 

ng/mL 以下の場合は治療失敗する例が散見される。5, 6, 33) さらに、Imatinib は

コンプライアンス不良が治療効果低下と相関することも報告されており、この

薬物の十分な治療効果を得るためには、薬物血中濃度を治療域に維持する必要

がある。34) 実際、本研究結果において、Imatinib の持続的細胞増殖抑制効果に

は細胞内蓄積量よりも曝露時間が重要であることが示された(Figures 3A,B)。そ

れに加え、先行研究において、Imatinib は曝露時間が長いほど細胞死を強く誘

導するということが報告されている。35) これらの結果より、Imatinib が持続的

細胞増殖抑制効果を示すためには曝露濃度だけでなく、曝露時間も重要である

ことが示された。 

一方、Nilotinib や Dasatinib では、その治療効果と血中濃度の相関性を検討

している先行研究はあるが、CML 薬物治療の標準治療となるような結果を得ら

れていないのが現状である。36, 37) 特に、Dasatinib は他の TKI と比較して半減

期が短く、血中濃度を長時間維持できない特性を持つ。しかし、Dasatinib によ

る治療効果は他の TKI に劣らないことが報告されている。27-29) 先行研究におい

て、Dasatinib が BCR-ABL チロシンキナーゼ以外にも SRC キナーゼファミリ

ーを強く阻害することや免疫調節作用を有することも報告されており、

Imatinib や Nilotinib にはないメカニズムが治療効果に影響を及ぼしている可

能性がある。38, 39) 本研究の結果では、Dasatinib を K562 細胞に終濃度 100 

ng/mL で曝露し、洗浄除去した後においても、96 hr までは細胞増殖抑制効果が
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持続していることを明らかにし、このことは Dasatinib が一定の血中濃度を維

持する必要性が低いことを支持している(Figure 2C)。 

 Vainstein らは、Inhibitory concentration 50 (IC50)と Cmax から算出される

Inhibitory potential at peak concentration (IPP)で閾値以上を示す Dasatinib

治療患者が、閾値以下を示す患者よりもComplete Cytogenetic Response（CCyR）

達成率が有意に高いことを報告した。40) それらの結果は、Dasatinib の治療効

果には Cmaxが CCyR と同様に重要であることを示唆した。しかしながら、彼ら

の研究では、IC50 と IPP は、TKI を長時間曝露した結果から算出されており、

彼らの研究条件は、臨床条件をよく反映しているとは言えない。一方、CML 細

胞に TKI を Cmax 相当の曝露濃度で短時間曝露するという臨床条件を反映した

本研究では、Dasatinib の細胞増殖抑制効果が一時的曝露においても持続するこ

とが示された。したがって、本研究の結果は、Vainstein らによって得られた結

果である Cmax相当の濃度で曝露されることが重要であるということを部分的に

支持している。 

次に、Imatinib をはじめとする TKI は P-gp の基質であることが報告されてい

るため、P-gp 発現はその治療効果に大きな影響を与えると考えられている。13-

17) 本研究では、終濃度 100 ng/mL の Dasatinib で一時的に曝露した場合にお

いて、野生型 K562 細胞群では完全に細胞増殖を抑制しているが、hMDR-1 導

入細胞群では細胞増殖を抑制しなかったことを示した(Figure 5D)。一方、高濃

度の Nilotinib で一時的に曝露した場合において、強い細胞増殖抑制効果が観察

され、その細胞増殖抑制効果は P-gp の影響を受けないことが示唆された(Figure 

5A and B)。さらに、Nilotinib および Dasatinib の細胞内蓄積量に及ぼす P-gp

の影響を検討した結果、Dasatinib 100 ng/mL を一時的に曝露した後の野生型

K562 細胞の細胞内蓄積量が hMDR-1 導入細胞の 2.6 倍であったが、Nilotinib

を曝露した検討では野生型と hMDR-1 導入細胞との間に細胞内蓄積量の差は認

められなかった(Figure 6A and B)。この結果は、Imatinib や Dasatinib と比較

して、Nilotinib が P-gp に輸送されにくいという報告と一致する。13, 14, 41, 42) ま

た、今回 Nilotinib は Dasatinib よりも強く長い持続的細胞増殖抑制効果を示し

た。これは、Nilotinib は Dasatinib よりも半減期が長く P-gp に対しての親和

性が低いため、Dasatinib よりも細胞内蓄積量が多いことが要因と考えられる。 

今日までの先行研究では、臨床で CML 薬物治療に使用される TKI の薬効に

対する ABC トランスポーター(ABCB1,ABCG2)による影響を検討した in vitro

研究の報告はあるが、そのほとんどが実際の臨床で観察されている薬物血中濃

度または曝露時間を十分に考慮できていない。13,14,26)本研究では、臨床条件をよ

く反映させた実験条件でDasatinib とNilotinibが一時的曝露後においても持続

的細胞増殖抑制効果を示すことを明らかにした。また、P-gp 発現が TKI の細胞
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増殖抑制効果にどのように影響するかを検討し、Dasatinib は細胞内蓄積量減少

により細胞増殖抑制効果が減弱したが、Nilotinib においてはその現象が観察さ

れなかったことが示された。 

結論として、Imatinib は、高濃度で長時間曝露された場合に、薬物消失後も

細胞増殖抑制効果が持続し、Nilotinib および Dasatinib は一時的曝露において

も一定の細胞内蓄積量であれば薬物消失後も細胞増殖抑制効果が持続すること

が示された。これらの結果は、Imatinib、Nilotinib、Dasatinib などの TKI の

治療効果が、条件さえ満たせば、投与量減量または間欠投与によって維持できる

ことが示唆された。 
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第五節 小括  

第一章では、Dasatinib と Nilotinib が一時的曝露後においても持続的細胞増

殖抑制効果を示すことを明らかにした。また、Dasatinib では P-gp による細胞

内蓄積量の減少によりその効果が減弱する一方、Nilotinib においては効果の減

弱が観察されないことを示した。また、Imatinib は、0.5 hr の一時的曝露では

細胞増殖抑制効果を示さなかったが、標準治療において推奨されている Ctrough

相当の濃度で 24 hr 曝露された場合には、その濃度以下においても効果が持続

することが示された。 

以上の結果から、Imatinib、Nilotinib、Dasatinib では薬物消失後においても

一定時間は効果が持続するため、一定の効果が維持された後の間欠投与や投与

量の減量というような治療手法も可能であることが示唆された。 
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第二章 Dasatinib による胸水発症メカニズムの解明 

第一節 緒言 

CML の薬物治療では、そのファーストラインに BCR-ABL を標的とする TKI 

である Imatinib、Nilotinib ならびに Dasatinib が使用されている。6, 32, 43) それ

らは、BCR-ABL のチロシンキナーゼ活性を阻害することにより、その治療効果

を発揮する。しかし、TKI はこの治療標的以外のキナーゼも阻害するため、それ

に伴う有害事象を生じることが非常に多い。23, 28, 44, 45) CML 治療を受ける患者

の中には、有害事象によって治療中断または投与量の減量となる症例も多く、こ

れら有害事象の発生機序を明らかにすることは患者に最適な CML 治療を提供

する上で必要である。 

現在、本邦で CML 治療に使用される TKI には Imatinib を含む 5 つの薬剤が

承認されている。それらのうち、Nilotinib、Dasatinib、Ponatinib は治療中断

の原因になる VAE を高頻度に発現しており、その主な原因として血管透過性亢

進や血管新生の異常が挙げられる。特に Dasatinib は胸水の発症頻度が高く、

Nilotinib や Ponatinib は末梢動脈閉塞症の発症率が高いことが報告されている。
46-48) このように TKI 間においても、VAE の発症頻度が異なる。このことは、血

管透過性および血管新生に関与するキナーゼへの阻害プロファイルが TKI 間で

異なることに起因すると考えられる。49-52) 

 血管透過性制御には多くのキナーゼが関与しているが(Figure 8)、その中の

SrcはDasatinib、BosutinibならびにPonatinibにより強く阻害され、Dasatinib

により最も強く阻害される。21, 22, 53-64)さらに、Ponatinib は VEGFR2 のチロシ

ンキナーゼ活性も強く阻害する。また、Ponatinib は血管透過性の安定化に関与

する Tie-2 の阻害活性も高いことが報告されている。52) 一方、Nilotinib による

Src や VEGFR2 などの強い阻害は報告されていないが、血管毒性を示すことが

報告されている。47) これらのことから、Ponatinib による VAE は VEGFR2、

Src、Tie-2 の阻害が関与している可能性が高い。また、Dasatinib は Src を阻害

することにより、VAE を発症させる可能性が高いが、同じキナーゼ阻害プロフ

ァイルをもつ Bosutinib では胸水発症が Dasatinib ほど高くはない。先行研究

において、 Dasatinib は Src を阻害することにより Rho-associated 

kinase(ROCK)の活性化を促進し、Non-muscle myosinⅡ(NMⅡ)のリン酸化を

促進し、血管透過性を亢進させるという報告がある。22)しかしながら、この報告

では同じく Src を阻害する Bosutinib では血管透過性に変化がないことも報告

されているため、Dasatinib の胸水発症頻度が他の TKI に比較して顕著に高い

ことはこのメカニズムでは十分に説明できないと考える。22) 以上のことから、

Dasatinib の胸水発生メカニズムには別の因子が関与している可能性が考えら

れる。 
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そこで、Dasatinib による血管透過性亢進には、これらキナーゼ阻害またはキ

ナーゼ以外の因子が関与している可能性があるため、血管透過性などの評価に

用いられる血管内皮細胞である HUVEC を使用して、TKI 曝露による細胞増殖

への影響などを検討し、その機序を解明することとした。 

 

 

Figure 8 血管透過性制御に関わるシグナル経路 21, 22, 53-64) 
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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)で述べたものは省略した。 

 

Acrylamide FUJIFILM Wako pure chemical 

β-Actin monoclonal antibody Santa cruz Biotechnology 

Bosutinib Toront Research Chemicals 

CellBrite Orange cytoplasmic 

Membrane dye solution 

BTI Biotim 

Complete Mini, EDTA-free Protease 

Inhibitor Cocktail 

Roche 

DMEM/Ham,s F12 medium FUJIFILM Wako pure chemical 

EDTA･3Na DOJINDO 

Endothelial Cell Growth Medium 2 kit TAKARA BIO 

Epac inhibitor,ESI-09 Merck Millipore 

Ethanol (99.5%) FUJIFILM Wako pure chemical 

Fibronectin Corning 

FITC-dextran Sigma-Aldlich 

Forcal adhesion kinase inhibitor Ⅱ Merck Millipore 

Forskolin FUJIFILM Wako pure chemical 

Glycine Kanto Chemical 

Hochest 33342 solution DOJINDO 

HRP conjugated mouse IgG antibody SeraCareLife Science 

IBMX Santa cruz Biotechnology 

ImmunoStar®Zeta FUJIFILM Wako pure chemical 

Skim milk powder FUJIFILM Wako pure chemical 

Tie2 kinase inhibitor abcam 

TritonX-100 FUJIFILM Wako pure chemical 

Trypsin Invitrogen 

Tween20 FUJIFILM Wako pure chemical 

VE-cadherin monoclonal anitibody Santa cruz Biotechnology 

 

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。 
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2) 使用機器 

第一章 第二節 第一項 2)で述べたものは省略した。 

 

Fluorescence microscope 

BZ-9000 KEYENCE 

 

 

Epthial Volt-Ohm meter 

Millicell® ERS2 Millipore 

 

 

Image analyzer 

 Image Quant LAS4000 GE healthcare life sciences 

 

 

Semidry Electroblotter 

PantherTM Semidry Electroblotter 

HEP-1 

Thermo Scientific 
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第二項 細胞培養法 

1) HUVEC の培養 

ヒト臍帯静脈内皮細胞由来 HUVEC は Lonza から購入した。培養液は

Endothelial Cell Growth Medium kit 2 (100 IU/mL ペニシリンおよび 100 

µg/mL ストレプトマイシン含有)を使用し、培養ディッシュ中でコンフルエント

になるまで 5% CO2、37℃条件下で培養した。培養液交換は 1-2 日ごとに実施し

た。 

 

 

2) ARPE-19 細胞の培養 

 ヒト網膜色素上皮細胞由来 ARPE-19 細胞 は Vadivel Ganapathy 博士（ジョ

ージア医科大学）から提供していただいた。培養液は DMEM/Ham’s F-12 

medium (10% FBS および 100 IU/mL ペニシリン及び 100 µg/mL ストレプト

マイシン含有)を使用し、培養ディッシュ中でコンフルエントになるまで、5% 

CO2、37℃条件下で培養した。 

 

 

第三項 ヒト血管内皮細胞および正常組織上皮細胞への TKI 長時間曝露 

細胞懸濁液を 1.0×105 cells/mL に調製し、96 well 平底マイクロプレートに

100 µL/well ずつ播種した。プレートに細胞接着後、培養液を吸引し、新鮮培養

液 98 µL を添加した。さらに、各薬物の終濃度に合わせて調製した薬液を 2 

µL/well ずつ添加した。薬液添加後、CO2インキュベーター内で 24、48、72 hr

曝露し、第四項 WST-8 assay を実施した。 

 

 

第四項 WST-8 assay による細胞生存率の測定 

第三項の曝露実験後の細胞生存率を測定するために、WST-8 assay を実施し

た。まず、曝露一定時間後、各 Well に Cell counting Kit(WST-8)溶液を 10 µL

ずつ添加し、2 hr 発色させた。反応後、マイクロプレートリーダーにて波長 450 

nm における吸光度を測定した。細胞生存率は以下の式で算出し、Blank は培養

液のみの吸光度を示し、Control は薬物無含有の溶液を添加した細胞における吸

光度を示している。 

細胞生存率(%)＝
𝐴 (𝑇𝐾𝐼)−𝐴(𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)

𝐴(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)−𝐴(𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)
×100 

A:absorbance 
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第五項 Western blot による TKI 曝露後細胞接着タンパク質 VE-cadherin 発

現確認 

1) HUVEC からの総タンパク質抽出 

1.0×105 cell/mL に調製した細胞懸濁液 2 mL を Human Fibronectin コート

処理 (5 µg/cm2) 6 well マイクロプレートに播種し、90%コンフルエントになる

まで 37℃、5% CO2条件下で培養した。その後、培養液を吸引し、新鮮なメデ

ィウム 1,960 µL を各 Well に添加した。そして、各薬物の終濃度に合わせて調

製した薬液 40 µL を添加し、24 hr 曝露した。 

 薬液曝露後、薬液含有メディウムをアスピレーターで吸引し、氷冷 PBS 2 

mL で各 Well の細胞を洗浄し、この操作を 2 回繰り返した。その後、各 Well

に RIPA buffer(50 mM Tris[pH7.4]、150 mM NaCl、 1% Triton-X、1% 

Sodium deoxycholic acid、0.5 mM EDTA、0.1% SDS、Complete Mini, 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail)を添加し、溶解した。RIPA buffer を

添加後、氷上で 5 min インキュベートし、その後 15 min ソニケーションを実

施した。最後に 21,500×g、4℃、15 min 条件で遠心分離し、その上清を Total 

Lysate として獲得した。なお、獲得した Total Lysate 中タンパク質量は

Lowry 法にて定量した。 

 

2) SDS-PAGE 

電気泳動槽にゲル(8% Acrylamide 含有 running gel および 4.8% Acrylamide

含有 stacking gel)をセットし、泳動バッファー (Tris 50 mM、glycine 0.38 M、

SDS 0.1%) を注ぎ入れた。そして、タンパク質を 5×サンプルバッファー(0.146 

M Tris [pH6.8]、0.1% bromophenol、5% SDS、25% 2-mercaptoethanol、62.5% 

Glycerol)で混合したサンプル溶液を 95℃、5 min で加熱した後、その溶液をタ

ンパク質として約 10 µg となるようにゲルにアプライし、電気泳動した。 

 

3) PVDF 膜への転写 

ゲルを転写バッファー (Tris 25 mM、glycine 0.19 M、methanol 10%) に浸

して 5 min 振盪し、セミドライ式転写装置を用いて、90 mA/枚、120 min の条

件で PVDF 膜(GE healthcare)に転写した。 

 

 

4) 一次抗体反応、二次抗体反応および化学発光検出 

 転写後、PVDF 膜をブロッキング溶液 (5% skim milk powder in T-TBS) で

60 min 振盪した後、T-TBS (0.1% Tween 20、20 mM Tris、137 mM NaCl 

adjusted to pH7.5)で 5 min×4 回振盪洗いし、一次抗体溶液(mouse anti VE-
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cadherin monoclonal antibody diluted at 1 : 1,000 in T-TBS)に浸して 4˚Cで一

晩静置した。その後、一次抗体溶液を捨て、T-TBS で 5 min×4 回振盪洗いし、

二次抗体溶液(HRP conjugated goat anti mouse IgG diluted at 1 : 10,000 in T-

TBS)に浸して室温で 60 min 振盪した。抗体溶液を捨て、T-TBS で 5 min×4 回

振盪洗いした。その後、ImmunoStar® Zeta (1 液 :2 液=1:1) を添加し、

ImageQuant LAS4000 を用いて目的のバンドを化学発光にて検出した。また、

ローディングコントロールには β-actin を使用した。 

 

 

第六項 TKI および透過性制御キナーゼ阻害剤による細胞形態変化の観察 

1) HUVEC の膜および核染色 

1.0×105 cell/mL に調製した細胞懸濁液 1 mL を Human Fibronectin コート

(5 µg/cm2)処理 24 well マイクロプレートに播種し、90%コンフルエント後、低

血清培養液で血清飢餓処理をした。その後、培養液を吸引後、CellBriteTM Orange 

Cytoplasmic Membrane Dyes および Hochest33342 溶液を添加し、37℃、5% 

CO2条件下で染色した。その後、染色液を吸引後、培養液で各 well を十分に洗

浄し、各 well に新鮮培養液 980 µL を添加し、第二節第六項 2)を実施した。 

 

 

2) 薬物曝露および蛍光観察 

TKI、Epac 阻害剤 ESI-09、FAK 阻害剤 Focal Adhesion Kinase Inhibitor ま

たは Tie-2 阻害剤 Tie-2 Kinase inhibitor の終濃度に合わせて調製した薬液 20 

µL を添加し、一定時間曝露した。また、cAMP シグナル経路の活性化には

Forskolin および IBMX を TKI や各キナーゼ阻害剤を曝露する 20 min 前に添

加し、処理した。各曝露時間経過後、HS オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000

にて細胞形態変化を観察した。 
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第七項 血管透過性アッセイ 

1) HUVEC の Transwell®への培養 

Human Fibronectin コート処理 (5 µg/cm2)Transwell®に各細胞懸濁液を 500 

µL/well で Apical unit に播種した(1-2×105 cells/well)。なお、Basal unit には

新鮮培養液 1,500 µL を添加した。Apical 側に細胞を播種後、単層形成まで培養

し、培養中の培養液交換は１日おきに実施した。 

 

 

2) TEER 測定による単層形成確認 

Transwell に播種した細胞が単層を形成しているかを確認するために

TEER(Ω･cm2)を Millicell ERS2 を使用し、測定した。 

 

 

3) 透過性アッセイ 

 Transwell 上で単層形成後、低血清培養液に交換し、CO2インキュベーター内

で一定時間プレインキュベートし、血清飢餓処理をした。また、cAMP シグナル

経路の活性化には Forskolin および IBMX を TKI や各キナーゼ阻害剤を曝露す

る 20 min 前に添加し、処理した。その後、各薬物の終濃度に合わせて調製した

薬液を添加し、1 hr インキュベートした。薬物曝露後、新鮮培養液で Apical お

よび Basal unit 中の溶液を十分に洗浄除去した。 

 そして、Apical unit 中の溶液 500 µL から 250 µL を回収し、100 µM の FITC-

dextran(平均分子量 3,000-5,000)溶液 250 µL を Apical unit に添加し、1 hr イ

ンキュベートした。その後、Basal unit 溶液を回収し、蛍光強度(Em:485 

nm,Ex:535 nm)をマイクロプレートリーダーにて測定し単層を通過した FITC-

dextran 量を算出した。 

 

 

第八項 統計解析 

 統計学的有意差の検出では、2 群間の比較には Welch の t 検定、多重比較に

は Dunnett 検定を実施し、p<0.05 を統計学的有意であるとした。 
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第三節 実験結果 

第一項 TKI 曝露が上皮細胞に与える影響 

1) 各 TKI 曝露が HUVEC 細胞増殖に与える影響 

 各 TKI による血管内皮細胞の細胞増殖への影響を確認するために、モデル細

胞として HUVEC を用い TKI 曝露後の細胞生存率を測定した。 

 Imatinib は曝露した全ての濃度において、細胞生存率が約 100%を示した

(Figure 9A)。推奨治療トラフ濃度である 1,000 ng/mL においても、その細胞生

存率が 72 hr 曝露後においても 110.0±13.0%と高いため、Imatinib は血管への

大きな影響を与えないことが示唆された。 

 一方、Dasatinib は 50 ng/mL 以上の高濃度において、細胞生存率の減少が確

認された(Figure 9B)。臨床で観察される Cmax相当の濃度である 100 ng/mL で

は、72 hr 曝露後で 65.3±2.0%と低下を示した。この結果より、Dasatinib は血

管に大きな影響を与える可能性があると考えられる。 

 しかし、Bosutinib は、Cmax相当である 250 ng/mL 曝露時においても、細胞

生存率の大きな変動は認められなかった(Figure 9C)。 
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Figure 9 TKI 曝露後血管内皮細胞の細胞生存率 

 HUVEC に上記の終濃度で(A)Imatinib、(B)Dasatinib ならびに(C)Bosutinib を曝露し、

TKI 曝露 24、48 ならびに 72 hr 後に WST-8 assay を実施し、細胞生存率を測定した (n=6, 

mean±S.D.) 
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2) ARPE-19 細胞に対する TKI 曝露が細胞増殖に与える影響 

 TKI の血管に及ぼす影響を認めたが、その影響が血管特異的な影響であるか

否かを明らかにするために、ヒト網膜色素上皮細胞由来 ARPE-19 細胞で同様の

検討を実施した。 

 Imatinib 曝露時は HUVEC の結果と同様で、検討した全ての濃度で約 100％

の細胞生存率を示した(Figure 10A および 11A)。これに対し、Dasatinib(Figure 

10B および 11B)および Bosutinib(Figure 10C および 11C)では、HUVEC の結

果とは異なり、検討した全ての濃度で細胞生存率の大きな変動は確認されず、

ARPE-19 細胞への影響は観察されなかった。 
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Figure 10 TKI 曝露後 ARPE-19 細胞の細胞生存率 

 ARPE-19 細胞に上記の終濃度で(A)Imatinib、(B)Dasatinib ならびに(C)Bosutinib を曝露

し、TKI 曝露 24、48 ならびに 72 hr 後に WST-8 assay を実施し、細胞生存率を測定した 

(n=6, mean±S.D.) 
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Figure 11 TKI 曝露後細胞生存率の細胞種別比較 

各細胞に上記の濃度で(A)Imatinib、(B)Dasatinib ならびに(C)Bosutinib を曝露し、TKI 曝露

72 hr 後に WST-8 assay を実施し、細胞生存率を測定した。 (n=6, mean±S.D.) 
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第二項 TKI 曝露が HUVEC の VE-cadherin 発現に与える影響 

各 TKI を Cmax 相当の濃度で 24 hr 継続曝露した後に VE-cadherin の発現が

変化するかについて、HUVEC を用い Western Blot にて検出した。 

その結果、コントロール群と比較して、全ての TKI は VE-cadherin の発現に

影響を与えないことが示唆された(Figure 12)。 

 

 

 

Figure 12 HUVEC に TKI 曝露後 VE-cadherin 発現量 

①レーン:Control 群、②レーン:Dasatinib 100 ng/mL、③レーン:Bosutinib 250 ng/mL 

④レーン:Imatinib 2,500 ng/mL 
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第三項 TKI 曝露による細胞形態変化 

1) TKI 曝露による細胞形態変化 

膜染色した HUVEC を使用し、TKI 曝露後の形態変化を観察した。 

Dasatinib では、低濃度である 1 ng/mL 曝露時では細胞形態に変化は認めら

れなかったが、高濃度である 100 ng/mL 曝露時では Control や低濃度曝露時と

比較して、経時的な細胞間隙の増加が観察された(Figure 13 A,B および C)。 

一方、Bosutinib は Control 群と比較して形態に大きな変化は認められなかっ

た(Figure 13 A, D および E)。さらに、同じ Src 阻害剤である Dasatinib と互い

の Cmax 相当の濃度(Dasatinib:100 ng/mL,Bosutinib:250 ng/mL)における細胞

形態を比較した場合、Dasatinib のみで間隙の増大が認められたことから、この

細胞形態変化には Src 以外の因子が関与している可能性が示唆された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 

   

    

    

 

    

 

 

 

 

 

 

 

A. Control 曝露 1 hr 

A. 曝露 3 hr 

A. 曝露 6 hr 

B.Dasatinib 1 ng/mL(曝露 1hr) 

B. 曝露 3 hr 

B. 曝露 6 hr 
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C. Dasatinib 100 ng/mL 

(曝露 1 hr) 

C. 曝露 3 hr 

C. 曝露 6 hr 

D. Bosutinib 1 ng/mL 

(曝露 1 hr) 

D. 曝露 3 hr 

D. 曝露 6 hr 
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Figure 13 TKI 曝露による HUVEC 細胞形態変化 

HUVEC を 24 well マイクロプレートに播種し、90%コンフルエントになるまで培養した。

その後、血清飢餓処理を実施し、CellBriteTM Orange Cytoplasmic Membrane Dye および

Hochest 33342 溶液で膜および核染色した。染色後、細胞を培養液で十分に洗浄し、終濃度に

合わせた薬液を添加し、曝露後の細胞形態変化を蛍光顕微鏡で観察した。 

 

 

E. Bosutinib 250 ng/mL 

(曝露 1 hr) 

E. 曝露 3 hr 

E. 曝露 6 hr 
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2) 血管透過性制御に関わるキナーゼ阻害剤曝露による細胞形態変化 

 Figure13 で観察された Dasatinib による細胞形態変化に Src 以外の因子の関

与が示唆されたため、それ以外の血管透過性制御因子を阻害した場合に

Dasatinib 様の形態変化が観察されるかを検討した。 

Src と複合体を形成し、RhoA を不活性化させる FAK を阻害した場合、Control

と比較して、細胞形態に大きな変動は認められなかった(Figure 14A および B)。 

 一方、Tie-2 と cAMP の下流シグナルである Epac を阻害した場合、Control

と比較して、細胞間隙の増加が認められた(Figure 14C および D)。 

 

   

   

Figure 14 血管透過性制御因子を阻害した場合の HUVEC 細胞形態変化 

HUVEC を 24 well マイクロプレートに播種し、90%コンフルエントになるまで培養した。

その後、血清飢餓処理を実施し、CellBriteTM Orange Cytoplasmic Membrane Dye および

Hochest 33342 溶液で膜および核染色した。染色後、細胞を培養液で十分に洗浄し、終濃度に

合わせた薬液を添加し、曝露 3 hr 後の細胞形態変化を蛍光顕微鏡で観察した。 

 

 

 

 

A. Control B. FAK inhibitor (10µM) 

C. Tie-2 inhibitor (10 µM) D. Epac inhibitor (10 µM) 
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3) Dasatinib 細胞形態変化の cAMP による抑制 

Dasatinib 曝露で生じた形態変化が cAMP を分解するホスホジエステラーゼ

を非特異的に阻害する IBMX と cAMP を生成するアデニル酸シクラーゼを活性

化する Forskolin を同時に添加し、cAMP を活性させることにより抑制できる

か否かを検討することで、その現象に cAMP の直接的または間接的な関与があ

るかを明らかにすることとした。 

その結果、Figure 13C で観察された Dasatinib による細胞形態変化が cAMP

を活性化させることにより、消失することが示された(Figure 15C-E)。これらの

結果より、Dasatinib 曝露により生じる細胞形態変化には cAMP が深く関与す

ることが示された。 

 

 

  

 

  

 

C. Dasatinib 1 ng/mL+ cAMP activator D. Dasatinib 10 ng/mL+ cAMP activator 

B. cAMP activator A. Control 
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Figure 15 cAMP シグナル活性化時の Dasatinib 曝露後 HUVEC 細胞形態変化 

HUVEC を 24 well マイクロプレートに播種し、90%コンフルエントになるまで培養した。

その後、血清飢餓処理を実施し、CellBriteTM Orange Cytoplasmic Membrane Dye および

Hochest 33342 溶液で膜および核染色した。 

その後、細胞を培養液で十分に洗浄し、Dasatinib を曝露する前に IBMX 200µM+Forskolin 

20 µM を曝露し、20 min プレインキュベーションした。そして、終濃度に合わせた薬液を添

加し、曝露 3 hr 後の細胞形態変化を蛍光顕微鏡で観察した。 

 

  

E. Dasatinib 100 ng/mL+ cAMP activator 
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第四項 TKI 曝露が血管透過性に与える影響 

1) TKI 曝露による血管透過性 

 第三節第三項 1)で観察された TKI 曝露による細胞形態変化が透過性の変動と

相関するかを検討した。 

 Dasatinib は細胞形態変化が観察された 100 ng/mL 曝露において、Control よ

りも、有意に透過性を増加させた(Figure 16A)。一方、細胞形態に変化が認めら

れなかった Bosutinib 曝露では透過性の増加は認められなかったが、高濃度で

ある 250 ng/mL 曝露時に有意に透過性が低下した(Figure 16B)。さらに、

Imatinib 曝露によっても、透過性の増加は認められなかった(Figure 16C)。 

これらの結果より、細胞形態の変化と透過性の変動は相関を示し、Dasatinib は

高濃度曝露によって透過性が増大することが示された。 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

T
ra

n
s
m

it
ta

n
ce

o
f 

F
IT

C
-d

e
x
tr

a
n

(%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

Control

Dasatinib

1 ng/mL

Dasatinib

10 ng/mL

Dasatinib

100 ng/mL

0

20

40

60

80

100

120

140

160

T
ra

n
s
m

it
ta

n
ce

 o
f 

F
IT

C
-d

e
x
tr

a
n

(%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

Control

Bosutinib

1 ng/mL

Bosutinib

10 ng/mL

Bosutinib

250 ng/mL

* 

* 

A 

B 



 

49 

 

Figure 16（A）Dasatinib、(B）Bosutinib および(C)Imatinib の血管透過性へ

の影響 

HUVEC を 12well Transwell®の Apical unit に播種し、単層が形成されるまで培養した。単

層形成の確認は、経内皮電気抵抗（TEER）を指標にし、Millicell®ERS-2（Millipore）を使用

し、測定した。単層形成後、血清飢餓処理し、その後、各薬物の終濃度に合わせて調製した薬液

または薬剤を含まない培養液(DMSO を含む)を Apical unit に添加し、1 hr インキュベートし

た。薬物曝露後、Apical および Basal unit 中の溶液を洗浄除去した。薬物洗浄後、FITC-dextran

を Apical unit に添加し、1 hr インキュベートした。その後、Basal unit 溶液中の FITC-dextran

蛍光強度を、Em 485、Ex 535 nm の波長でマイクロプレートリーダーにて測定した。 (n = 4-

6, mean±S.D., * p <0.05 by Dunnett -test） 
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2) 血管透過性制御因子の阻害による血管透過性の変化 

 血管透過性に関わる因子を阻害した場合において、Dasatinib 曝露で認められ

た透過性の亢進が同様に認められるかを検討した。 

その結果、有意差はないものの、Epac を阻害した場合に最も透過性が増大し

た(Figure 17)。しかし、阻害剤曝露 3 hr 後に細胞形態が観察された Tie-2 を阻

害した場合において、透過性の変動は観察されなかったが、Tie-2 を阻害した 1 

hr 後の細胞形態には大きな変化が観察されていないため、本結果は細胞形態変

化の結果と一致した(データは示さない)。 

 

 
Figure 17 血管透過性制御因子阻害時の透過性への影響 

HUVEC を 12well Transwell®の Apical unit に播種し、単層が形成されるまで培養した。単

層形成の確認は、経内皮電気抵抗（TEER）を指標にし、Millicell®ERS-2（Millipore）を使用

し、測定した。単層形成を確認し、血清飢餓処理後、各薬物の終濃度に合わせて調製した薬液ま

たは薬剤を含まない培養液(DMSO を含む)を Apical unit に添加し、1 hr インキュベートした。

薬物曝露後、Apical および Basal unit 中の溶液を洗浄除去した。薬物洗浄後、FITC-dextran を

Apical unit に添加し、1 hr インキュベートした。その後、Basal unit 溶液中の FITC-dextran

蛍光強度を、Em 485、Ex 535 nm の波長でマイクロプレートリーダーにて測定した。 (n = 4-

6, mean±S.D.） 
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3) cAMP シグナル活性化による Dasatinib 血管透過性亢進の抑制 

 Dasatinib 曝露で観察された透過性亢進に対して、cAMP シグナル経路を活性

化させることにより、その亢進を抑制することができるかを検討した。 

 その結果、Dasatinib を曝露した場合、Dasatinib100 ng/mL 曝露で観察され

た透過性亢進が消失し、有意に透過性が減少した(Figure 18)。したがって、

Dasatinib による胸水発症を含む VAE は cAMP を活性化させることにより予防

することができる可能性が示唆された。 

 

 

Figure 18 ダサチニブ誘因透過性亢進に対する cAMP の効果 

HUVEC を 12well Transwell®の Apical unit に播種し、単層が形成されるまで培養した。単

層形成の確認は、経内皮電気抵抗（TEER）を指標にし、Millicell®ERS-2（Millipore）を使用

し、測定した。単層形成を確認し、血清飢餓処理後、Dasatinib を曝露する前に IBMX200 

µM+Forskolin20 µM を曝露し、20 min プレインキュベーションした。そして、各薬物の終濃

度に合わせて調製した薬液または薬剤を含まない培養液(DMSO を含む)を Apical unit に添加

し、1 hr インキュベートした。薬物曝露後、Apical および Basal unit 中の溶液を洗浄除去した。

薬物洗浄後、FITC-dextran を Apical unit に添加し、1 hr インキュベートした。その後、Basal 

unit 溶液中の FITC-dextran 蛍光強度を、Em 485、Ex 535 nm の波長でマイクロプレートリー

ダーにて測定した。また、各群(Dasatinib only または Dasatinib+cAMP activator)の Control

は薬剤無添加または IBMX+Forskolin のみを添加したものである。 

(n = 4-6, mean±S.D., * p <0.05 by welch-t test） 
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第四節 考察 

CML 治療に使用される TKI は標的分子である BCR-ABL 以外にも様々なキ

ナーゼを阻害することが報告されており、その特性により様々な有害事象が生

じているとされる。49-52) 特に CML 薬物治療上、問題になる有害事象として VAE

があり、肺高血圧症、胸水、末梢動脈閉塞症などが挙げられる。VAE 等の有害

事象が生じた場合、治療を中断し、これら副作用の治療が優先されるため、治療

効果に大きな影響を及ぼす。VAE 発症に TKI がどのようなメカニズムを介して

関与しているかを解明することは VAE 発症リスクを低下させ、治療効果を最大

限に発揮するために重要である。 

そこで、本研究ではヒト血管内皮細胞の一種である HUVEC を使用して、TKI

による血管内皮細胞への様々な影響を検討した。その結果、Dasatinib が高濃度

曝露において、細胞増殖に影響を与え、Bosutinib や Imatinib においては増殖

に影響を及ぼさないことを示した(Figure 9)。Dasatinib は臨床において胸水の

発症率がその他の TKI と比較して高く、より高い Ctrough とその発症率の相関が

報告されている。43) そして、本研究で得られた結果はその報告を部分的に支持

している。また、Dasatinib の細胞への影響が血管特異的なものであることを確

認するため、ヒト正常組織上皮細胞である ARPE-19 細胞（ヒト網膜色素上皮細

胞）を使用して、TKI 曝露の影響を検討した結果、全ての TKI でその細胞増殖

に大きな影響がないことが示された(Figure 10 および 11)。 

VAE 発症リスクの高い TKI の血管に対する影響が明らかになり、その結果も

既報と一致したため、さらに詳細なメカニズムの解明を進めた。 

Dasatinib で高頻度に見られる胸水等は血管透過性の亢進が原因で生じる。血

管透過性の制御には多くの因子が関与しており、その代表的な分子として VE-

cadherin がある。VE-cadherin は細胞接着分子の一種で、この分子同士が Trans

結合することにより、細胞間接着を形成する。そして、TKI の曝露により VE-

cadherin の発現量が減少している場合、血管透過性にも影響を与えると考えら

れたため、TKI 曝露後の VE-cadherin の発現を確認した。その結果、TKI によ

って VE-cadherin の発現は変化しなかったため、Dasatinib は VE-cadherin に

よる細胞間接着には直接的には影響を与えない可能性が示された(Figure 12)。

さらに、VE-cadherin はそのチロシン残基が Src によってリン酸化されること

により、細胞間接着が破壊され、血管透過性の亢進を生じることが報告されてい

る。53 , 54, 65) このメカニズムから考えるとSrcを阻害するDasatinibやBosutinib

では血管透過性亢進を抑制することが考えられる。しかし、この報告に対して、

Dasatinib による胸水発症は矛盾を生じている。さらに、別の先行研究において

は Dasatinib が Src を阻害することによりアクチン骨格の再構築を阻害し血管

透過性を亢進することが報告されているが、Src 阻害によって血管透過性を生じ
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るのであれば、既報とも矛盾する。22, 53, 54, 65) これらより、Dasatinib による胸

水発症は Src 以外の別のメカニズムが関与している可能性が考えられる。 

そのメカニズムを探索するために血管透過性を制御する因子を阻害した場合

に、細胞形態にどのような影響を及ぼすかを観察し、血管透過性を亢進する経路

を絞り込むこととした。その結果、Tie-2 と Epac を阻害した場合において、

Dasatinib で認められた細胞形態変化と同様の変化が認められた (Figures 

13C,14C および D)。さらに、Dasatinib 曝露による細胞形態変化と透過性亢進

との間に相関性が認められた(Figure 16A)。これらの結果より、Dasatinib によ

る透過性亢進には Tie-2 や cAMP が関与している可能性が考えられる。 

Tie-2 は受容体型チロシンキナーゼであり、アゴニストである Angiopoetin-1

により、血管透過性が安定化することが報告されている。55, 56) しかし、

Dasatinib による胸水発症の原因が主に Tie-2 を阻害することによるならば、同

様に Tie-2 を阻害することが報告されている Ponatinib においても Dasatinib

と同等の胸水発症リスクが考えられるが、各インタビューフォームに記載され

ている胸水発症率は Dasatinib の方が高い (ブリストル・マイヤーズ スクイブ

株式会社、スプリセル®錠インタビューフォーム(2018 年 1 月改訂版 : 大塚製薬

株式会社、アイクルシグ®錠インタビューフォーム(2019 年 1 月改訂版) より)。

そのため、Dasatinib が Tie-2 を主に阻害して血管透過性を亢進するという可能

性は低いと考えられる。 

cAMP はセカンドメッセンジャーの一種で、Epac と呼ばれるグアニンヌクレ

オチド交換因子を介して、血管透過性を制御する Rac1 や Rap という下流シグ

ナルを刺激し、血管透過性を抑制していることが報告されており、Rap は RhoA

の活性化を抑制し、血管透過性亢進を阻害していることも報告されている。57-60)

これらの報告より、cAMP シグナル経路の減弱によって、血管透過性が亢進する

ことが考えられる。Dasatinib による透過性亢進に cAMP が関与するかを明ら

かにするために、Dasatinib 曝露で生じた細胞形態変化および透過性亢進が

cAMP シグナル経路を活性化することにより抑制されるかを検討した。その結

果、cAMP によって細胞形態変化は消失し、透過性亢進も抑制された(Figures 15 

および 18)。この結果より、Dasatinib による血管透過性亢進には cAMP が直接

的または間接的に関与していることが示唆された。先行研究において、

Dasatinib の血管透過性亢進は Src を阻害し、RhoA-ROCK 経路が活性化する

ことにより生じていることが報告されているが、その報告では RhoA 量増加を

Dasatinib でしか確認していない点や Bosutinib では透過性に変化がないこと

が報告されているなど不十分な点が多い。21, 22)しかし、この先行研究の報告と

今回の結果から、Dasatinib による RhoA 増加が cAMP シグナルの減弱による

ものである可能性も考えられる。実際に本研究の結果では、cAMP シグナルを遮
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断することによる細胞形態の変化を確認し、Dasatinib 曝露で生じる血管透過性

亢進を cAMP が抑制することを明らかにした。しかし、実際にどのような経路

で TKI が cAMP に影響を与えているかは明らかにされていないため、今後はさ

らなる検討が必要である。 
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第五節 小括 

 第二章では、CML の薬物治療で問題となる VAE において、特に Dasatinib

によって高頻度に生じる胸水の発症メカニズムについて検討した。その結果、臨

床における Cmax相当の濃度で Dasatinib に曝露された場合、血管内皮細胞の透

過性亢進および細胞形態変化が生じることを明らかにした。さらに、その透過性

亢進および形態変化が cAMP シグナルを活性化することにより抑制されること

も明らかにした。したがって、Dasatinib による胸水発生が cAMP を活性化す

ることにより、抑えられる可能性が示された。しかし、Dasatinib による透過性

亢進に対する cAMP の関与が、直接的なのかあるいは間接的なのかは、いまだ

不明であるため、cAMP 量や下流シグナルである Rac1 または Rap の活性化状

態の確認などのさらなる検討が必要である。 
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総括  

 本研究では、BCR-ABL TKI の治療効果と有害事象に関する検討を行い、以下

のような知見が得られた。 

 第一章においては、CML 薬物治療で使用される Imatinib、Nilotinib ならび

に Dasatinib において、それら薬物の細胞増殖抑制効果は一定の条件を満たし

た場合に持続することが示された。Nilotinib および Dasatinib は Cmax に相当

する濃度で曝露された場合に、細胞増殖抑制効果が持続することが示された。し

かし、細胞増殖抑制効果は薬物の細胞内蓄積量に依存するため、MDR-1 をはじ

めとする排出タンパク質の影響を受けることが予想された。Dasatinib において

は、MDR-1 導入によって細胞内蓄積量が減少し、細胞増殖抑制効果も減弱した

ことを示したが、Nilotinib においては MDR-1 による影響は少なく、細胞内蓄

積量は MDR-1 の発現では変動しないことが明らかになった。その結果、

Nilotinib は MDR-1 の発現有無にかかわらず、細胞増殖抑制効果は持続するこ

とが示された。一方、Imatinib を短時間曝露した場合では、作用は持続せず、

長時間曝露し、薬物を洗浄除去した場合のみ、その作用の持続が示された。

Imatinib は TDM の対象薬剤に指定されており、血中トラフ濃度を 1,000 ng/mL

以上に維持することで治療効果が向上するため、その作用には時間依存性があ

ると考えられる。これらの結果を踏まえ、CML 薬物治療において、一定効果を

示した患者に対しては、間欠投与や投与量の減量といった手法も可能であるこ

とが示唆された。 

 第二章では、TKI による治療上、問題となる VAE の発症メカニズム、特に

Dasatinib による胸水に着目し、そのメカニズムを解明するため、HUVEC を使

用し、TKI の血管に対する影響を検討した。Dasatinib は血管内皮細胞の増殖に

は影響を与えるが、その他のヒト正常組織上皮細胞である ARPE-19 細胞の増殖

に影響を与えないことを示し、Imatinib などの Dasatinib よりも VAE 発症リ

スクが低い薬物は血管内皮細胞増殖に影響を与えないことが示された。胸水は

血管透過性が亢進することにより生じるため、Dasatinib 曝露時に血管内皮細胞

の形態および透過性がどのように変化するかを検討し、Dasatinib は Cmax 相当

の濃度を曝露した場合において、細胞形態が変化し、透過性も亢進することが示

された。そして、その透過性亢進がどのようなメカニズムで生じているかを探索

する検討において、cAMP シグナル経路を阻害した場合に、同様の細胞形態変化

が認められた。さらに、cAMP は Dasatinib で認められた透過性亢進を抑制し

たため、Dasatinib の胸水発症には cAMP が直接的または間接的に関与してい

ることが示唆された。 

 本研究では、このように TKI の治療効果と安全性について、新たな知見が得

られた。治療効果の検討で、Imatinib は高濃度で長時間曝露された場合に、薬
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物消失後も細胞増殖抑制効果が持続し、Nilotinib および Dasatinib は一時的曝

露においても一定の細胞内蓄積量であれば薬物消失後も細胞増殖抑制効果が持

続することが明らかになった。また、安全性に関する検討では、Dasatinib によ

る胸水発症が cAMP シグナルを活性化させることにより、抑制できる可能性が

明らかになったため、今後さらなる知見の蓄積により本研究が CML 薬物治療の

さらなる向上に貢献できることを期待する。 
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