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研究成果の概要（和文）：我々は以前のin vitro研究において、CY心筋障害の主因はCY代謝物の１つである
acroleinであり、その産生を抑え不活性代謝物に変換するアルデヒド脱水素酵素1 (ALDH1)が心筋障害発症に重
要な役割を果たしているのではないかと考え、in vivoで検討した。ALDH1遺伝子ノックダウン(KD)マウスにCYを
腹腔内投与し、血漿中CY代謝物濃度をcontrol群と比較した。その結果、control群に比してKD群においてCY不活
性代謝物濃度は低値を示し、病理組織学的にも心筋障害の所見を強く認めた。In vivoにおいても、CY心筋障害
の主因はacroleinである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In our previous in vitro study, we reported that acrolein is implicated in 
an onset of cardiotoxicity after exposure to cyclophosphamide (CY). Aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1)
 decrease the production of acrolein from CY whereas increase the induction of inactive metabolite 
o-carboxyethyl phosphoramide mustard (CEPM). Therefore, ALDH1 plays a crucial role in CY-induced 
cardiotoxicity. To reveal the role of ALDH1 in CY metabolism, we assessed whether knockdown (KD) of 
Aldh1a1 gene expression sensitizes mice to CY. Aldh1a1 KD-mice exhibit lower concentration of CEPM 
in their plasma compared to the control group. Furthermore, knockdown of Aldh1a1 gene expression 
resulted in marked cardiomyopathy. It suggested that even in in vivo experiments, acrolein is 
responsible for CY-induced cardiotoxicity. 

研究分野： 小児血液・腫瘍学

キーワード： cyclophosphamide　cardiotoxicity　aldehyde metabolism　acrolein
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令和

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。今回、in vivoの系でもacroleinがCY心
筋障害の主因である可能性が示唆されたことで、acrolein除去薬の投与やacrolein産生を抑える薬剤投与などで
予防につながる可能性がみいだせた。



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)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
な問題となっている。しかし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 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、先天性免疫不全症候群の
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。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行われて
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 により代謝されて抗がん作用を発揮するプロドラッグで、ヒ
ドロキシ化を受け 4-hydroxycyclophosphamide (HCY)へと代謝される。ヒドロキシ体である HCY
は互変異性体である aldocyclophosphamide (AldoCY)へと酸化され、AldoCY は β 脱離により抗が
ん効果を持つ phosphoramide mustard (PM)へと変化する。この時、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、アルデヒド体である AldoCY はアルデヒド脱水
素酵素１ (aldehyde dehydrogenase 1; ALDH1) の触媒により、不活性で細胞毒性のない
o-carboxyethylphosphoramide mustard (CEPM)へと代謝される（Figure 1）。 
 申請者らはこれまでのラット心筋細胞（H9c2）及びラット肝ホモジネートを用いた実験で、
H9c2 細胞が障害された時の培養液中の CY 及びその代謝物濃度の測定から CY 心筋障害の主因
は acrolein で、その産生に ALDH1 が大きく関与しているのではないかと初めて報告した。 
 
 
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
曝露により心筋細胞が障害される時、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（Figure 2）。これは、AldoCY を代謝する
ALDH1 が acrolein の産生に関与することを示唆
している。 
 本研究ではCY心毒性における acrolein産生と
その産生に関与する ALDH1 の役割に着目し、in 
vivo の系を用いて機序を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス肝臓における ALDH1 遺伝子の knock 
down (KD) 
 ALDH1 は CY から acrolein の産生に関与して
いることが示唆されたが、この ALDH1 遺伝子
を KD すると CY の代謝はどのように変化する
か検討した。 
 6 週齢の雌の C57BL/6J マウス 8 匹を 4 匹ずつ
に分け、一方の群は肝臓の ALDH1A1 遺伝子を
ターゲットとした siRNA を尾静脈より投与し、
ALDH1A1 遺伝子を KD した。もう一方の群は
Control 群とし、siRNA を含まないトランスフェクション試薬のみを同量、尾静脈より投与した。
KD 群、Control 群共に 4 匹中 2 匹には CY (700 mg/kg, i.p.)を投与し、残りの 2 匹には生理食塩水
(NS)を同様に投与した。実験は 3 回行った（各 n = 6）。 
 
(2) CY 及びその代謝物の血中濃度測定 

CY 投与から 1 時間後及び 3 時間後に尾静脈より採血を行い、血漿を回収した。液体クロマト
グラフィー質量分析法（LC/MS/MS）にて血漿中の CY、HCY 及び CEPM 濃度を測定した。また
得られた濃度を用いて血中濃度−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。 

CY投与から 24時間後に麻酔下で下大静脈より採血を行い、得られた血清中の acrolein濃度を、
lysin 残基に結合した acrolein（Lysin-acroelin 付加体）を ELISA 法で測定することで決定した。 
 
(3) 心臓及び肝臓の病理組織学的評価 

CY 投与から 24 時間後に麻酔下で心臓及び肝臓を摘出した。摘出した心臓及び肝臓は 4 %パラ
ホルムアルデヒドリン酸緩衝液で固定後、hematoxylin and eosin（HE）染色を行った。また摘出
した心臓及び肝臓の ALDH1A1 を免疫染色し、心臓での ALDH1A1 の発現状況、肝臓での RNA
干渉による発現抑制の効果 CY 投与による ALDH1 の発現の変化を確認した。 
 
 



(4) 肝臓中の glutathione (GSH)及び glutathione disulfide (GSSG)の測定 
 解剖時に得られた肝臓 100 mg あたりの GSH 及び GSSG 濃度を、酵素サイクリング法を用い
た 2-nitrobenzoicacid (DTNB)の発色（λ= 412 nm）を測定することで決定し、ALDH1 遺伝子発現
抑制の影響を評価した。 
 

４．研究成果 
(1) ALDH1 遺伝子に特異的な siRNA により、mRNA レベルで 90 %、タンパク質レベルで 60 %、
ALDH1 の発現を抑制できた。 
 KD 群、Control 群共に、CY 投与を受けたマウス 6 匹中 2 匹が、CY 投与後 24 時間以内に死亡
した。 
 
(2) 各群、6 匹中 4 匹の解析を行うことができた。LC/MS/MS による測定の結果、CY 及び HCY、
CEPM の血中濃度は、KD 群において CY 投与後 1 時間でそれぞれ 424.1 ± 92.7 μg/mL、97.0 ± 26.0 
μg/mL、104.5 ± 28.0 μg/mL であった。一方、Control 群ではそれぞれ 300.8 ± 43.9 μg/mL、65.5 ± 8.4 
μg/mL、90.7 ± 18.4 μg/mL であった。また KD 群の投与後 3 時間での CY 及び HCY、CEPM の血
中濃度はそれぞれ、27.6 ± 19.2 μg/mL、20.9 ± 19.2 μg/mL、51.8 ± 28.5 μg/mL であったのに対し、
Control 群ではそれぞれ 20.6 ± 7.6 μg/mL、6.2 ± 1.1 μg/mL、31.0 ± 11.6 μg/mL であった。得られた
CY、HCY 及び CEPM の血中濃度をもとに AUC0-∞を計算した（表 1）。血液中の Lysin-acrolein 付
加体の濃度は、Control 群、KD 群共に CY 投与により有意に上昇した。しかし両群の CY 投与マ
ウスの Lysin-acrolein 付加体の濃度に有意な差はみられなかった。 
 
(3) HE 染色の病理組織学的検査において、Control
群の NS 投与マウスの心筋線維や間質には異常
を認めなかった。また心筋線維の横紋も明瞭に認
められた（Figure 3a →部分）。一方、Control 群の
CY 投与マウスでは心臓の右心耳（Figure 3b 黒色
→）、左心室（Figure 3b 黄色→）、大動脈（Figure 
3b 青色→）等に血液の鬱滞が高度に認められた。そして ALDH1A1 遺伝子を KD 後に CY を投
与されたマウス（Figure 3c）では Control/NS マウスで認められたような心筋線維の横紋が全く消
失し、かつ細胞質の染色性の低下が認められた。 
 
 また KD/CY マウスでは左心室壁、心室中隔、
右心室壁の菲薄化が中程度認められ、心筋線維の
横紋減少、細胞質の染色性の低下が高度に認めら
れ、心筋線維の変性が著しく、これらは明確な病
変と考えられた（表 2）。 
 
 
 心臓、及び肝臓の ALDH1A1 免疫染色の結
果、C57BL/6J マウスの心臓に ALDH1A1 タン
パク質の発現は全く認められなかった（Figure 
4a）が、肝臓では Control/CY マウスの肝細胞
の細胞質において ALDH1A1 の高度な発現を
認めた（Figure 4b）。またこの発現は組織内に
おいては小葉間静脈周囲に強くみられた。CY
投与がない場合、小葉間静脈周囲での ALDH1A1 発現は軽度（1/5 ほど）になり、中心静脈付近
でも軽度な発現が観察された。一方、ALDH1A1 遺伝子 KD 下では中心静脈周囲での軽度な
ALDH1A1 発現がみられるのみであった。 
 

 



 
(4) 各群、6 匹中 4 匹の解析を行うことができた。肝臓中の還元型グルタチオン GSH 濃度の中央
値は Control 群の CY 投与ありとなしでそれぞれ 182.7 μM、101.2 μM で、KD 群ではそれぞれ 129.0 
μM、114.2 μM であった。（Figure 5）両群ともに有意差はなかったものの CY 投与により GSH 濃
度の中央値が低下したことから CY 代謝により GSH の消費が起こることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
以上より、ALDH1A1 を KD した状態で CY を投与すると、有意差はなかったものの CEPM の

AUC0-∞は Control 群に比べ低値を示し、一方で細胞毒性のある HCY の AUC0-∞は Control 群に比
べ高値を示した。またこの時の心臓の病理学的観察では ALDH1A1 の KD 群において左心室壁、
心室中隔、右心室壁の菲薄化や心筋線維の横紋減少、細胞質の染色性の低下といった明確な病変
が見られた。このことから ALDH1 は CY の代謝において心筋障害を発症させるかどうかを決定
する重要な因子の１つであることが示唆された。Lysin-acrolein 付加体の濃度は、KD 群と control
群で有意な差はみられなかったが、測定したタイミングを再度検討する必要があると考えた。ま
た、今回の測定は、acrolein そのものを測定しているわけではなく、付加体を測定しているので
acrolein 産生の正確な評価はできていない可能性がある。Acrolein 自体、反応性が非常に高く、
正確な測定が難しい物質であるとされる。 

GSH の測定では、有意差はなかったものの CY 投与により GSH 濃度の低下が見られた。GSH
は CY 代謝物の 1 つで、我々の in vitro の研究で心筋細胞障害性の主因と考えられた acrolein のス
カベンジャーでもあることから、CY 心毒性の発症には acrolein を産生する系と、acrolein を消去
する系の働きが特に重要であることが示唆された。 
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