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研究成果の概要（和文）：CYの活性代謝物である4-hydroxy-cyclophosphamide（HCY）をヒト肝がん由来細胞株
HepG2に曝露すると、CY心毒性の主因であるacroleinが代謝から想定される以上に急激に大量産生され、その後
acroleinの除去物質とされるglutathione（GSH）が緩徐に低下していることが判明した。一方で、CY代謝におい
てacrolein産生を抑えるアルデヒド脱水素酵素1の遺伝子をHepG2細胞でノックダウンさせてHCYを暴露させて
も、acrolein産生は更には増加しなかった。CY代謝で直接産生されるacrolein以外のacrolein産生系があること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：4-hydroxy-cyclophosphamide (HCY) is an active metabolite of cyclophosphamide
 (CY). It is converted to cytotoxic metabolite acrolein. Human hepatoblastoma cell line HepG2 were 
exposed to HCY and the concentration of acrolein in cell culture supernatant were measured. 
Interestingly, the detected acrolein was higher than we expected. Furthermore, glutathione (GSH), an
 acrolein scavenger were reduced gradually in HepG2 cells. And then, to inhibit the production of 
acrolein, ALDH1 were knock downed by RNA interference. Against our expectations, the production of 
acrolein is not increased when ALDH1 knockdown HepG2 cells were exposed to HCY. It indicates that 
acrolein is not only produced directly by CY, but also is produced in another pathway.

研究分野：小児血液腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Cyclophosphamide (CY)大量投与で生じる急性心筋障害はその数%が致死的であり、臨床上大きな問題である。そ
して、その発症機序は未だ不明でありその予防法も確立されていない。CY心毒性の主因であるacrolein産生量は
その除去剤でもあるglutathionの量が関係することが示唆された。glutathion産生能の個体差が、CY心毒性発症
の個体差に繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Busulfan (BU)と Cyclophosphamide (CY)は造血幹細胞移植（HSCT）の前処置に使用される DNA
アルキル化剤で、半世紀以上にわたり HSCT の前処置薬として使用されているが、BUによる肝臓
障害（肝類洞閉塞症候群：SOS）や肺障害（BU-lung）、また CYによる急性心筋障害の発症は臨床
上大きな問題となっている。またこの 2 剤は併用されることもある。BU による肺障害や肝障害
は、経口投与による大量投与では腸管からの薬剤吸収率の変動から薬物動態が不安定になるため
生じると考えられてきたが、注射剤でも致死的肝毒性の発症を完全には予防できないことが臨床
的に確認され、効果と毒性の発現については、その累積血中濃度−時間曲線下面積（Area under the 
concentration-time curve; AUC）管理の重要性が最近の研究でも再確認されている。 
  
申請者らは小児例において HSCT を行う前に
1/16 量の BU を試験投与し、血中濃度・AUC を
測定し移植時の至適投与量の決定を試みたが、
試験投与時と実際の移植時 1 回目投与の AUC
では相関を認めなかった（r2 = 0.2; p > 0.05）。
また BU の代謝酵素の中心であり Glutathione 
(GSH) 抱 合 を 触 媒 す る Glutathione 
S-transferase (GST)の遺伝子多型（GSTA1, M1, 
T1）と BU 薬物動態の関係を解析したところ、
GST 遺伝子多型だけでは、小児における血中濃
度の個人差を説明できないことを見出した。 
 一方、CY の心毒性発症の予測因子は未だに
確立されたものはない。CYはプロドラッグで、
CYP2B6 な ど で 代 謝 活 性 化 さ れ
4-hydroxy-cyclophosphamide (4-HCY)となり、HCY は酸化されると aldocyclophosphamide 
(AldoCY)となる。AldoCY はアルデヒド脱水素酵素 1（ALDH1）により細胞毒性のない
o-carboxyethylphosphoramide mustard (CEPM)へ代謝される一方で、acrolein へも代謝される
（図１）。申請者らはこれらの代謝産物の測定系を確立し、in vitro の実験において acrolein
が CY 心毒性の主因であることを報告した。その中で、GSH の前駆物質である N-acetylcysteine 
(NAC)はラット心筋細胞を CY 毒性から保護することが明らかになった（図 2）。 
  
 
２．研究の目的 
 難治性血液腫瘍性疾患の根本的治療である
造血幹細胞移植を、小児患者で安全かつ効果
的に実施する方法を確立することを目的とす
る。移植前処置として同等の効果を有する代
替薬がなく、併用することもある 2 つのアル
キル化剤、BU と CY について、遺伝子多型で予
測できない薬物動態を、GST 活性、GSH 濃度、
ALDH1 活性と血中薬物・代謝物濃度の観点から
致死的副作用発現との関連を解析し、患児の
薬物代謝能力に応じた至適投与方法を確立す
る。 
 
 
３．研究の方法 
（1) CY曝露とGSH濃度の変化の関係を明らかにするために、ヒト肝がん由来細胞株HepG2を様々
な濃度の HCY に曝露し、代謝物の 1つである acrolein の濃度を 3-aminophenol を用い、生じた
7-hydroxyquinoline の蛍光を測定することで検討した。HepG2 は CYP2B6 をほとんど発現してい
ないため、CYが CYP2B6 に代謝されて生じる HCY を CY の代わりに用いた。続いて 20 μM の HCY
に HepG2 細胞を曝露し、1時間後から 24時間後まで代謝物である acrolein の濃度を測定した。 
 
（2) HCY 曝露による GSH 濃度の変化を確認するため、0, 20, 60 μMの HCY に HepG2 細胞を曝露
し、2 時間後および 24 時間後の還元型グルタチオン GSH と酸化型グルタチオン GSSG を測定し、
GSH/GSSG 比を求めた。 



（3) CY 代謝において acrolein の産生に関与している ALDH1 に特異的な siRNA を用いて HepG2
の ALDH1A1 遺伝子を knock down (KD)し、20 μMの HCY に曝露した。曝露から 1時間後に培養液
中の acrolein を測定し、2時間後に細胞中の GSH および GSSG を測定した。 
 
（4) Acrolein などの CY 代謝物や BU を除去する働きを持つ GSH の合成に関与する酵素である
cystathionine gamma-lyase (CTH)に特異的なsiRNAを用いてHepG2の CTH遺伝子をKDし、20 μM
の HCY に曝露した。曝露から 1時間後に培養液中の acrolein を測定し、2時間後に細胞中の GSH
および GSSG を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（1) HCY 濃度依存的に acrolein は産生し、その産生量は加えた HCY よりも 5倍ほど増加した（図
3a）。また経時的な acrolein の産生量は曝露後 1時間で最大値を示し 24 時間後には 1/8 ほどに
減少した（図３b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2) HCY 曝露後 2時間では HCY 曝露群と Control 群（HCY 曝露なし）の GSH 濃度に有意な差は見
られなかったものの 24時間後には 60 μMの HCY 曝露群で GSH の有意な減少が見られた（図 4）。 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

（3) HepG2 細胞の ALDH1 遺伝子を KD した状態で 20 μM の HCY への曝露を行ったところ、HCY
曝露により acrolein 産生は有意に増加したものの、KD の有無で HCY 曝露による acrolein 産生
量及び GSH 濃度に有意な差は見られなかった（図 5）。 
 
 
（4) HepG2 細胞の CTH 遺伝子を KDした状態で 3)と同様の実験を行ったところ、HCY 曝露により
acrlein 産生は有意に増加したものの、KD の有無で HCY 曝露による acrolein 産生量及び GSH 濃
度に有意な差は見られなかった（図 6）。 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より HCY から生じる acrolein の量は、加えた HCY の量より多かった。生体内においては
活性酸素（ROS）等による脂質の酸化でも acrolein が生じることが知られており、これが CYの
投与量から毒性を予想することを困難にしている可能性も考えられた。 
HCY 曝露後、生じた acrolein の濃度は 1時間後をピークに減少していくが、GSH/GSSG 比の有
意な低下は曝露後 2時間の時点では起こっていなかった。GSH の消耗が起こるタイミングや、消
耗した GSH が再生するかどうかの検討は今後必要であると思われる。 
申請者らは ALDH1 を KD すると、HCY 曝露後に産生する acrolein の濃度は上昇すると予想して
いたが、KD した群と KD しなかった群とでは acrolein の産生量に有意な差は見られなかった。
しかし申請者らが in vitro で行なった実験では、マウスの ALDH1 を KD 後、CY を投与すると、
細胞毒性のないCEPMの血中濃度低下とともにCY投与による心臓へのダメージが病理学的に認め
られた。このことから CY の代謝のされかたが CY心毒性の発症に関わることが予想された。また
今回の実験で、HCY は GSH を有意に減少させたが、BUや CY 投与後の GSH の消耗のタイミングを
明らかにすることは至適投与に重要であることが示唆された。 
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