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研究成果の概要（和文）：Cyclophosphamide (CY)投与によりマウス血漿中のacrolein濃度は上昇した。
N-acetylcysteineはaldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1)活性を上げ、ALDH1活性が高い条件下ではCYは毒性の低
いcarboxyethylphosphoramide mustardへと代謝され、マウスの心臓及び肝臓における空胞変性や好酸性化は抑
制された。
以上の結果はCY投与後のacrolein濃度と、その産生に関与するALDH1活性がCY心毒性の誘導に大きく関与してい
ることを示唆しており、これらはCY心筋障害を予防する上で重要な標的となり得る。

研究成果の概要（英文）：Administration of cyclophosphamide (CY) increased the acrolein-lysine 
adducts in mice plasma. Aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) in mice white blood cells were activated by
 N-acetylcysteine (NAC). And under the active ALDH1, CY was metabolized to carboxyethylphosphoramide
 mustard, which is noncytotoxic metabolite of CY. Furthermore, vacuole degeneration or eosinophilic 
generation in the hearts and livers in mice were suppressed by NAC treatment.
In these results indicate that the concentration of acrolein in the blood after administration of CY
 and ALDH1 activity are important factor on CY-induced cardiotoxicity. Therefore, these factors may 
contribute to prevent the CY-induced cardiotoxicity.  

研究分野： 毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 Cyclophosphamide (CY)は多くのがん種の
治療のみならず急性白血病、骨髄造血不全症、
先天性免疫不全症等の疾患に対する造血細
胞移植の前処置法としても頻用される抗が
ん剤である。大量 CY 療法後に生じる心筋障
害は臨床上大きな問題となっているが、その
発生機序は未だに不明であり、予防法も確立
されていない。また最近では移植後早期に CY
を大量に投与することで移植片対宿主病
（GVHD）を予防するという治療法も世界で急
速に広まっており、CY を大量に投与する機会
は今後も増えることが予想される。 
 CY は肝臓で CYP2B6 や CYP2C19 によりヒド
ロキシ体である 4-hydroxycyclophosphamide 
(HCY) へ 代 謝 さ れ 、 続 い て
aldocyclophosphamide (AldoCY)へと酸化さ
れる。そして AldoCY はβ水素脱離により
phosphoramide mustard (PM)へと変化し、細
胞内において抗腫瘍効果を発揮する。また PM
生成時には、副生成物として反応性が高く細
胞毒性の強い acrolein も生成される。一方
で 、 AldoCY は ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素
（aldehyde dehydrogenase 1; ALDH1）の働
き に より 、 不 活性で 細 胞毒性 の な い
o-carboxyethylphosphoramide mustard 
(CEPM)へと代謝される（図 1）。 
 申請者らは以前、ラット心筋細胞（H9c2）
及びラット肝ホモジネートを用いた実験で
CY 心筋障害の主因は acrolein ではないかと
初めて報告した。 
 

 
図１ CY の代謝経路 
 
 
２．研究の目的 
 これまでのラット心筋細胞及びラット肝
ホモジネートを用いた in vitro での研究に
おいて CY により心筋細胞障害が誘導される
時 acrolein の産生が増加し、一方で心筋細
胞障害が抑制される時には CEPM の産生が増
加することを明らかにした（図 2）が、これ
は acrolein の産生に ALDH1 が関与している
ことを示唆している。 
このことから本研究では CEPM や acrolein

産生の鍵を握る ALDH1 に着目して in vivoに
おける CY 心筋障害の機序を解明しその予防
法を確立することを目的とした。 
 
 
 
 
 

 
図 2 In vitroにおける CY 代謝物濃度 
 
 
３．研究の方法 
⑴ 6 週齢の雌の C57BL/6J マウス(n = 24)を 

6匹ずつ4群に分け、CY投与群にはCY(700  
mg/kg)を腹腔内投与し 1 時間、3 時間後 
尾静脈より採血した。血漿を回収し、CY
及び HCY、CEPM の血漿中濃度を液体クロ
マトグラフィー質量分析(LC/MS/MS)法で
測定した。また CY 投与後 24 時間の時点
で解剖を行った際に心臓から採血を行っ
た。Acrolein の血漿中の濃度は lysine 残
基との結合体である、acrolein-lysine 結
合体を ELISA 法にて測定する事で測定し
た。CY 投与群の対照群には生理食塩水の
みを同様の方法で同体積投与した。また 4
群のうち 2群（12 匹）は acrolein 除去剤
でもある N-acetylcysteine (NAC)を 1 日
1回、200 mg/kg を 5 日間連続で前投与し
た。その後 6匹ずつ同様に CY あるいは生
理食塩水を投与し、1時間、3時間後の CY
及びその代謝物の血漿中濃度を測定した。
得られた血中濃度を用いて CY 及び HCY, 
CEPM の血中濃度-時間曲線下面積(Area 
under the concentration-time curve; 
AUC0-∞)を one-compartment model を用い
て計算した。 
 

⑵ CY 投与後 3 時間の採血で得られた白血球
の ALDH1 活性を ALDEFLUOR®を用い、フロ
ーサイトメトリー法で測定した。 

 
⑶ CY 投与から 24 時間後、麻酔下においてマ

ウスの心臓及び肝臓を摘出し、4%パラホ
ルムアルデヒドで固定後HE染色を行った。
また HE 染色の結果、肝臓においてびまん
性の空胞が観察されたことからその原因
を確かめる目的でOil red O染色も行い、
病理学的評価を行った。Oil red O 染色の
陽性部分の面積の解析は Image J 1.50i
ソフトを用いて行った。 

 
 
４．研究成果 
⑴ CY投与後のCY及びその代謝物血中濃度測 

定の結果、血漿中の acrolein 濃度は CY 
投与群が非投与群より有意に高値を示し
た(p < 0.05、図 3)。CY 投与により死亡
した群は死亡しなかった群に比べ HCY の
血中濃度-時間曲線下面積(AUC)が高い傾



向にあった（p < 0.1）。また CEPM の AUC
は CY 投与群(842±535)より NAC+CY 投与
群(1234±726)の方が高値の傾向を示し
たことから NAC 存在下では HCY から CEPM
が産生する経路が亢進することが示唆さ
れた（表 1）。 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 CY 投与後の acrolein-lysine 濃度 
 
 
表 1 CY, HCY 及び CEPM の AUC 

 
⑵ NACはマウスの白血球のALDH1活性を有意 

に上昇させることが明らかになった(p <  
0.05、図 4)。 

 
図 4 NAC は ALDH1 を活性化する 

 
⑶ HE 染色の病理組織学的検査において CY 

投与後 24 時間の時点で、マウスの心筋に 
空 胞変性や 好酸性化 、 single cell 
necrosis、アミロイド様沈着などの変性
が見られた（図 5）。また肝臓において小
葉中心性肝細胞内空隙形成が見られたた
め（図 6）、この原因を確認すべくさらに
Oil red O 染色を行ったところ中性脂肪滴
の沈着であることが明らかになった。さ
らにこれらの心臓や肝臓における変性は
NAC の前投与により抑制された（図 7）。
Image J を用いた解析では、全視野に対す
る Oil red O 陽性エリアの割合は Control

（生食のみ投与）で 0±1.6×10-2、CY 投
与群で 19.9±22、NAC 群（NAC を前投与し
生食を投与）で 0±2.0×10-4、NAC+CY 群
で 1.83±3.7となりCY投与により生じた
中性脂肪沈着は NAC の併用で抑えられる
事が明らかとなった。 
 

 
 

図 5 CY は心筋に叢状変性を誘導した 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 CY は肝臓に空胞変性を誘導した 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 CY は肝臓に脂肪沈着を誘導した 
 
⑷ 以上のことから、ALDH1 活性が高く、HCY 

がCEPMへ代謝される経路が亢進した場合
CY の心筋毒性は軽減し、HCY が acrolein



へ代謝される経路が亢進するとCY毒性が
誘導されることが分かった。これは CY 投
与によって生じる acrolein の濃度と、そ
の産生に関与するALDH1活性がCY心毒性
の誘導に大きく関与していることを示唆
しており、これらは CY 心筋障害を予防す
る上で重要な指標あるいは標的となり得
ると考えられる。 
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