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研究成果の概要（和文）：殺白血病細胞効果へのエトポシドとシクロホスファミドの曝露順序の影響を検討した．白血
病由来K-562細胞に対し，低濃度4-HPC （シクロホスファミドの活性体）→エトポシドの順に曝露した場合には，エト
ポシドを単独曝露した場合に比較してその効果が有意に増大した．この原因として，先に4-HPCに曝露すると細胞周期
依存的でS期に作用するエトポシドの殺細胞効果が増強することが明らかとなった．さらに，この作用は薬剤耐性の要
因とされる排出トランスポーターであるP糖蛋白質(P-gp)を発現している細胞においても同様に認められた．これらの
結果より，投与順序や方法による最適化が可能であることを示唆している．

研究成果の概要（英文）： We demonstrated schedule-dependent cytotoxicity of VP-16 and 4-HPC (preactivated 
form of cyclophosphamide) in K-562 cells. When K-562 cells were pretreated with low concentrations of 
4-HCP, cells subsequently exposed to VP-16 showed reduced viability. In contrast, there was no change in 
the viability of K-562 cells pretreated with low concentrations of VP-16, followed by exposure to 4-HPC. 
It was shown that 4-HPC caused cell cycle arrest at S phase. It was suggested that since VP-16 have cell 
cycle specificity for cell killing from early-S to mid-S phase, the effect of VP-16 was increased by 
pretreatment with 4-HPC. We also demonstrated schedule-dependent cytotoxicity of VP-16 and 4-HPC in 
P-gp-overexpressed K-562/P-gp cells. Cytotoxicity of VP-16 was enhanced in K-562/P-gp cells that were 
pretreated with a non-cytotoxic concentration of 4-HPC compared to that of cells not treated with 4-HPC. 
The findings may lead to improvements in clinical combination chemotherapy.

研究分野：薬物動態学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
急性白血病の地固め療法として，しばしば

造血幹細胞移植が行われる．従来，抗がん剤
であるシクロホスファミド投与と全身放射線
照射の併用による前処置が用いられてきたが，
再発率が高く，３年生存率は40-50％と十分な
成績が得られなかった．そこで，薬物治療効
果をさらに高めるために，エトポシド（VP-16）
を追加するレジメンが考案された．しかし，
当初海外で用いられたエトポシドの投与量
（60 mg/kg）では，再発率は減少したものの
肝性静脈閉鎖症や血栓性微小血管障害などの
副作用発生率が増大した．一方，重松らは，
エトポシドの投与量を半分の30 mg/kgとする
ことで再発率の減少が認められたのに対して
副作用の増大は認められず，また，３年生存
率が89％に増大するなど，良好な治療成績が
得られたことを報告した（Shigematsu A. et 
al., Biology of Blood and Marrow 
Transplantation, 14:568-575）．薬物の曝露
濃度や細胞内薬物濃度あるいは暴露時間は，
効果発現に影響するが，薬物濃度や曝露時間
と殺細胞作用との関係は明らかではない．ま
た，抗がん剤の使用順序はしばしばその治療
効果の良し悪しに影響するが，本レジメンに
おける薬物曝露順序と殺細胞作用との関係も
明らかではない．したがって，現在使用され
ている投与量や投与順序が最適か否かはさら
に詳細に検討すべきであると考えた． 

白血病細胞はP-糖タンパク質を発現してお
り，エトポシドを含む種々の抗がん剤を細胞
外に排出することにより薬剤耐性を示す可能
性がある．Kourtiらは，急性リンパ性白血病
患者の白血病芽細胞におけるP-糖タンパク質
発現量は患者間で差があり，高発現群の患者
では低発現群に比べてP-糖タンパク質の基質
となるアンスラサイクリン系およびビンクリ
スチンなどを用いた治療の効果が低いことを
報告している（Kourti M. et al., 
International Journal of Hematology, 
86:166-173 (2007)）．また，P-糖タンパク質
発現量は，急性骨髄性白血病においても薬物
治療の予後に影響する因子であることが報告
されている（Benderra Z. et al., Clinical 
Cancer Research, 10:7896-7902 (2004)）．
したがって，本レジメンにおいてもP-糖タン
パク質の発現が治療効果や予後に大きく影響
するものと考えられるが，治療効果に及ぼす
P-糖タンパク質発現の影響は不明であった． 

さらに，本治療法における重篤な副作用で
ある血管障害の原因の一つと考えられる「血
管内皮細胞に与える障害の程度」にこれら薬
物の濃度や曝露順序が与える影響に関しては
ほとんど検討されていなかった． 
 

２．研究の目的 
 白血病の地固め療法である造血幹細胞移植
時の抗がん薬による前処置で使用される抗が
ん薬併用療法の治療成績向上を目指して，エ
トポシド／シクロホスファミド併用療法をモ

デルに以下の検討を行った． 
（１）シクロホスファミドとエトポシドの投
与順序が殺細胞効果に及ぼす影響を白血病由
来細胞を用いて検証し，エビデンスに基づく
投与方法確立の一助とする． 
（２）両薬物併用時の殺細胞効果に及ぼす薬
物トランスポーターの影響を明らかにする． 
（３）本レジメンによる重篤な副作用である
血管障害の原因の一つと考えられる「血管内
皮細胞に与える障害の程度」に，これら薬物
の曝露順序が与える影響を明らかにし，安全
性を支持するエビデンスを得る． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養法 
K-562および K-562/P-gp細胞は非働化した

FBS を 10%，ペニシリンを 100 IU，ストレプ
トマイシンを 100 µg/mL含む RPMI-1640を培
養液とした．細胞は CO2 インキュベーターを
用いて 37℃-5% CO2-95% air 条件下で培養し．
播種後 3-5 日目に継代した．HUVEC 細胞は培
養 液 と し て EBM-2 Bullet Kit (LONZA 
CC-3162) を用い， CO2 インキュベーター 
(37℃，5％CO2) で培養した．培養液の交換を
1-2日おきに行い，播種 4-5日後に継代した． 
（２）細胞生存率の測定 
 WST-8 assay法を用いた．細胞懸濁液（2.0
×104 cells/well）を，96 well 平底マイク
ロプレートに 50 µL/well ずつ播種した．培
養液 48 µL を well に添加した後、終濃度に
合わせて調製した薬液を 2 µL/wellずつ添加
した．一定時間後，Cell counting Kit-8 
(WST-8) 溶液を 10 µL 添加し，3 時間発色さ
せた．反応後，マイクロプレートリーダーに
て 450 nm における吸光度を測定し，生成し
た WST-8 formazan を定量した．細胞生存率
は薬物未処理群 (control) の吸光度に対す
る薬物処理群の吸光度の比 (% of control) 
で示した． 
（３）細胞周期解析 
細胞を 1×106  cells/mLに調製し 24 well

プレートに 980 µL ずつ加えた．薬物処理群
に終濃度に合わせて調製した薬液を 20 µL, 
コントロール群に培養液を 20 µL 加え 24 時
間 CO2 インキュベーターで培養した．回収し
た細胞懸濁液を 1,000×g，3 分間，4℃で遠
心分離して上清を除去した後，氷冷した PBS 
(EDTA-free) で 1回洗浄し，再び遠心分離し
て上清を除去した．氷冷した PBS (EDTA-free) 
100 µLに懸濁した後，氷冷した EtOHを 900 µL
添加してよく攪拌し，-20℃で保存した．保
存していたサンプルを 1,200×g，3分間，4℃
で遠心分離して上清を除去した後、氷冷した
PBS (EDTA-free) で 1回洗浄し、再び遠心分
離して上清を除去した．染色用バッファーを 
1 サンプルあたり 300 µL 添加して 37℃で 20
分間反応させた．反応後，目開き 46 µm のメ
ッシュを通してフローサイトメーターで細
胞周期を解析した． 
 



４．研究成果 
（１）エトポシドとシクロホスファミド投与
順序が殺細胞効果に与える影響 
 ヒト慢性骨髄性白血病由来K562細胞を，エ
トポシドと4-HPC（シクロホスファミドの活性
体）にその順序を変えて曝露したところ，
4-HPC曝露を先に，その後にエトポシドを曝露
した群で殺細胞効果が増強された（図１）．
その逆の曝露順序では殺細胞効果に変化は認
められなかった． 

 

4-HPC曝露がエトポシドの殺細胞効果を増強
する要因について検討した結果，4-HPCによる
細胞周期の変動が影響していることが明らか
となった．すなわち，4-HPC曝露後の細胞周期
を解析したところ，G1期の細胞が減少し，S
期の細胞が増加した（図２）．一方，エトポ
シド曝露の場合にはそのような細胞周期の変
動は認められなかった． 

 
両薬物の殺細胞効果と細胞周期の関係を検討
したところ，エトポシドは細胞周期依存的な
殺細胞効果を示し，その効果はS期に最も高く，
G2/M期，G1期へとサイクルが進むにつれて減
弱したが，4-HPCの殺細胞効果は細胞周期に依
存しなかった（図３）．したがって，4-HPC
によりS期の細胞の割合が増大し，それらがエ
トポシドに対する感受性が高いことから殺細
胞効果が増強されたものと考えられた． 
 

 

図1 VP-16と4-HPCの曝露順序が殺細胞効果に与
える影響（4-HPC → VP-16） 
K-562細胞に 2.5, 5.0および 0.1 µg/mLの 4-HPCを

事前に 24時間曝露後，0.5-100 µg/mLの VP-16を 24
時間曝露した群と 4-HPC を事前曝露していない群の
生存曲線（n=3, ±SD） 

図 2 4-HPC 曝露後の細胞周期変化 
K-562細胞を5.0 µg/mLの4-HPCで24時間曝露し，
フローサイトメーターで細胞周期を解析した． 

図３ 各細胞周期における VP-16と 4-HPCの殺細胞
効果 
細胞生存率は WST-8 assay法で評価した（n=3, ±SD） 

図 4 DOX の事前曝露順序が VP-16 の殺細胞効果
に与える影響 
0.05 µg/mLの DOXを 24時間曝露後に 0.5-100 µg/mL
の VP-16を 24時間曝露した群と DOXを事前曝露して
いない群の生存曲線（n=3, ±SD） 



 同様な検討をエトポシドとドキソルビシン
（DOX）の組み合わせで行なった．その結果，
ドキソルビシンを先に，その後エトポシドに
曝露すると，4-HPCの場合とは異なりエトポシ
ドの殺細胞効果は減弱した（図４）．細胞周
期の変化を解析したところ，ドキソルビシン
曝露によりS期の細胞を減少しG2/M期の細胞
を増加した． 
 
（２）薬物排出タンパク質であるP糖タンパク
質（P-gp）発現が殺細胞効果に与える影響 
 P-gpを安定に発現する細胞において，VP-16
の取り込み量の減少に伴いVP-16による殺細
胞効果に対する感受性は低下したものの（図
５），P-gpを発現していない細胞と同様に
4-HPC前処理はVP-16の殺細胞効果を増強させ
ることが明らかとなった． 
 

 

また，4-HPCを24 時間曝露した後ではS期の細
胞が増加したことから（図６）、4-HPC前処理
によるVP-16の殺細胞効果の増強は，4-HPC前
処理によって細胞周期がS期に停止し、VP-16
に対する感受性が上昇することが要因である
ことが示された． 
 
（３）正常血管内皮細胞を用いた検討 
 安全性も考慮した薬物使用の最適化を目的
として，ヒト血管内皮細胞由来の細胞（HUVEC）
を用いて，前述と同じ方法でVP-16と4-HPCの
曝露順序が殺細胞効果に与える影響を検討し
た．その結果，先に低濃度の4-HPCに曝露させ
てもVP-16の殺細胞効果の増強は認められず，
細胞周期の変化もほとんど認められなかった。 
 これらの結果より，VP-16の殺細胞効果の増
強には薬物曝露による細胞周期のS期への同
調が必要であると考えられる． 
 
以上の結果より，抗がん薬の曝露順序（投

与順序）が治療効果や副作用発現に影響をあ
たえる可能性が示唆され，本研究の成果は造 
血幹細胞移植時の抗がん薬治療のレジメン
を科学的に検証するための一助となるもの
と考えられる． 
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図 5  VP-16 の殺細胞効果に及ぼす P-gp 発現の影

響 
VP-16 を 25 µg/mL で 24 時間曝露した．P-gp 阻害剤
のキニジンは 20 µg/mL で 30 分プレインキュベーシ

ョンした 
細胞生存率は WST-8 assay法で評価した（n=3, +SD） 

図 6 4-HPC が P-gp発現 K562細胞の細胞周期に及
ぼす影響 

5.0 µg/mLの 4-HPCを 24時間曝露し，細胞周期をフ
ローサイトメーターで解析した 
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