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研究成果の概要（和文）：CY心筋障害の機序を解明し、予防手段の探索につなげるため、CY大量投与後のマウス
心筋組織の構造解析ならびに網羅的な遺伝子変動解析を行った。C57BL/6Jマウスの腹腔内にCYを大量投与し7日
後に解剖し、心筋組織を病理学的に観察した。すると電子顕微鏡検査で筋小胞体、横行小管、ミトコンドリア、
細胞核膜などの多くの微細構造変化を認めた。また、CY大量投与3時間後の心筋細胞のマイクロアレイ解析では
心筋収縮、カルシウムイオンシグナル経路に関する遺伝子群が殆ど抑制されており、それらは電子顕微鏡検査所
見でみられた構造変化部位に合致していた。CY心筋障害の機序として、カルシウムイオン調節の破綻が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：To elucidate acute structural changes in myocardial cells and pathways 
leading to myocardial damage in mice treated with high-dose CY, we performed detailed pathological 
analyses of myocardial tissue obtained from C57BL/6J mice that received high-dose CY. In addition, 
we analyzed the genome-wide cardiomyocyte expression profile of mice that received high-dose CY. 
Treatment with CY caused marked ultrastructural aberrations with electron microscopy. Expansion of 
the transverse tubule and sarcoplasmic reticulum, turbulence of myocardial fiber travel, and low 
contractile protein density in cardiomyocytes were observed. High-dose CY treatment changed 
cardiomyocyte expression of 1,210 genes associated with cell-cell junctions, inflammatory responses,
 cardiomyopathy, and cardiac muscle function, as detected by microarray analysis. Our results of 
gene expression profiles suggest that cardiotoxicity induced by CY is associated with a disruption 
of the Ca2+ signaling pathway.

研究分野： 小児科学

キーワード： 心筋障害　シクロフォスファミド　造血細胞移植　アクロレイン　マイクロアレイ解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
造血細胞移植医療で欠かせない大量シクロフォスファミド（CY）療法であるが、その重大な副作用として致死性
の心毒性が挙げられる。しかし、CY心毒性の機序や予防手段などはまだ解明されていない。
今回のマウス実験、研究成果により、大量CY投与によりカルシウムイオンの恒常性破綻が心筋収縮能の低下につ
ながっていることが推測された。これは今までの報告にないCY心筋障害の機序であった。そして、カルシウムイ
オンの恒常性を保つこともCY心筋障害の予防につながる可能性が見いだされた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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、原発性免疫不全症
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（図 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（S9）を
用いた実験で、CY 曝露により心筋細胞が障害
される時（CYS9）、acrolein の産生が増加し、
一方で心筋細胞障害が N-acetylcysteine (NAC)
により抑制される時には CEPM の産生が増加
することを明らかにした（図 2）。これは、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  
 次に本研究は in vivo 研究として、CY 大量
投与後、acrolein 大量投与後のマウス心筋組織
の構造解析ならびに網羅的な遺伝子変動解析
を行い、CY 心筋障害の詳細な機序を解明し、
予防手段の探索につなげることを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
(1) CY 心筋障害誘発モデルの作成 
6 週齢の雌の C57BL/6J マウスに CY を 300 
mg/kg から 700 mg/kg を腹腔内に 1 回もしく
は 2 日間連続投与し、1 週間観察した。する
と、400 mg/kg を 2 日間連日投与が 18/20 例で
生存し、それ以上 CY の投与量を増やすと 7
日間生存するマウスは存在しなかった。CY の
dose-limiting toxicity は心毒性であることから、 
本マウスにおいては 400 mg/kg を 2 日間連日
投与である程度の心毒性が出現していると考
えた。 
 
(2) CY 及びその代謝物の血中濃度測定 
6 週齢の雌の C57BL/6J マウスに CY 400 mg/kg
をワンショットで腹腔内に投与した。投与か
ら 1 時間後及び 4 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。 
 
(3) 心筋組織の病理組織学的評価 
6 週齢の雌の C57BL/6J マウスに CY を 400 
mg/kg を腹腔内に 2 日間連続投与し、1 週間後
に頸椎脱臼で安楽死させ、心臓を摘出した。
その他に、同様のマウスに acrolein 5 mg/kg を
腹腔内に 2 日間連続投与、NAC (200 mg/kg)を
CY 投与 2 時間前に連日腹腔内に投与後、CY
を 400 mg/kg 投与、コントロールとしては腹
腔内に生食を投与し、同じく 1 週間後に頸椎
脱臼で安楽死させ、心臓を摘出した。摘出し
た心臓は 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。また電子顕微鏡による解析も行
った。 
 
(4) 心筋組織のマイクロアレイ解析 
6 週齢の雌の C57BL/6J マウスに CY を 400 
mg/kg を腹腔内に 2 日間連続投与し、3 時間後
に頸椎脱臼で安楽死させ、心臓を摘出した。
その他に、同様のマウスに acrolein 5 mg/kg を
腹腔内に 2 日間連続投与、NAC (200 mg/kg)を



 

 

CY 投与 2 時間前に連日腹腔内に投与後、CY
を 400 mg/kg 投与、コントロールとしては腹
腔内に生食を投与し、同じく 3 時間後に頸椎
脱臼で安楽死させ、心臓を摘出した。 
摘出した心臓から RNA を抽出し、それぞれマ
イクロアレイ解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) CY 400 mg/kg を腹腔内に投与後の CY、
HCY、CEPM それぞれの AUC0-∞は 246.4 h・
µg/mL、73.3 h・µg/mL、269.1h・µg/mLであり、
CY 大量投与後の AUC としては妥当な結果で
あった。 
(2) HE 染色の病理組織学的検査において、
Control 群と CY 投与群、acrolein 投与群、NAC
＋CY 投与群それぞれにおける有意な変化は
見られなかった。 

 
 しかし、電子顕微鏡検査では CY 投与群で
control 群と比して、筋小胞体や横行小管の内
腔は著しく拡張し、ミトコンドリアのクリス
テ構造も乱れ疎になり、マトリックスは失わ
れていた（図 4）。また、ミトコンドリア内に
lamellae body が認められた（図 4）。細胞核膜
変化や筋収縮繊維変化（図 5）も見られ、CY
投与後に多くの微細構造変化がみられている
ことが明らかになった。 

 
 

 

(3) CY 大量投与 3 時間後の心筋細胞のマイク
ロアレイ解析では acrolein 投与 3 時間後に比
し発現変動がみられた遺伝子数が著しく多か
った（図 6）。 
また、CY 大量後に発現変動がみられた遺伝

子群は、心筋収縮、カルシウムイオンシグナ
ル経路に関する遺伝子が多く、殆どが抑制さ
れていた（図 7）。 

 

 
そして、それらは電子顕微鏡検査所見でみ

られた構造変化の部位に合致していた。以上
から CY 心筋障害の機序として、カルシウム
イオン調節の恒常性破綻が考えられた。 

Acrolein 投与後のマイクロアレイ解析では
発現遺伝子変動はあまり認められず、暴露方
法に改善の余地があるのではないかと考えた
（図 6）。 

NAC 前投与後の CY 投与後のマイクロアレ
イ解析では NAC 非投与時に比して、病理組織
学的所見はあまり変化なかったが、心筋収縮、
カルシウムイオンシグナル経路に関する遺伝
子群の発現変動が有意に乏しくなった。NAC
投与による CY 心筋障害予防の可能性が示唆
された。 
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