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研究成果の概要（和文）：シスプラチンの時間薬物療法は抗腫瘍効果を増大させることが既報で確認されているが、薬
物動態学的側面及び薬力学的側面からもその原因因子が明らかとなっていない。本研究では、その原因因子を解明する
ことを目的に研究を行った。その結果、シスプラチンの抗腫瘍効果は、薬力学的因子であるシスプラチン耐性に関与す
るSSRP1と二量体を形成するSPT16によって投薬時刻の違いによる抗腫瘍効果が変動することが確認された。本検討によ
り、シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投薬時刻の影響は、薬力学的因子が関与していることを確認し、スプラチンの
至適投薬タイミングの指標因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Previous reports suggested that chronomodulated chemotherapy using cisplatin 
improve anticancer effects, but the responsible factors remain unclear in pharmacokinetics and 
pharmacodynamics study. The purpose of this study is to identify the responsible factors of dosing 
time-dependent effects of cisplatin. SPT16, which dimerizes with SSRP1 involved in cisplatin resistance, 
influences dosing time-dependent effects of cisplatin in pharmacodynamics study. On the other hand, the 
pharmacokinetics study showed no significant difference. This study suggested that pharmacodynamics 
factors influence dosing time-dependent effects of cisplatin, and identified the responsible factor to 
determine the property dosing time of cisplatin.

研究分野：時間薬理
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１．研究開始当初の背景 
約 24 時間周期の転写因子の発現量を指標
にした指摘投薬がタイミングの設定により、
がん時間薬物療法というより効果的な薬物
療法が提示されている。時間薬物療法とは、
約24時間を周期とする日周リズムを考慮し、
ある特定の時間帯に薬を投薬することで薬
効を最大・副作用を最小にする薬物療法であ
る。投薬時刻を設定することで既存の薬のポ
テンシャルを引き出すことが可能であるた
め、時間薬物療法は新薬の開発期間を必要と
せず、臨床に応用しやすい薬物療法である。
日周リズムは、睡眠、体温、行動リズムなど
約 24 時間を周期とする生理機能であり、視
交叉上核に存在する時計遺伝子によって制
御されている。時計遺伝子は、転写促進因子
と転写抑制因子からなる遺伝子群であり、フ
ィードバックループ機構によって日周リズ
ムを制御している。この時計遺伝子は、がん
細胞にも存在し、抗がん剤に対する感受性に
日内変動を与えている。現在までに、抗がん
剤の薬力学や薬物動態に関わる遺伝子が時
計遺伝子に制御されており、がん時間薬物療
法が有効であることが明らかになっている。 
 
シスプラチンは抗がん剤のプラチナ製剤
の代表的な薬剤として様々な研究が行われ
ている。これまでに、時間薬物療法の観点か
らも研究が行われており、シスプラチンの時
間薬物療法の有用性が確認されている。しか
し、シスプラチンの時間薬物療法に関する抗
腫瘍効果および副作用の影響のメカニズム
に対し、薬物動態学的側面から検討が行わ
れてきたが、投薬時刻の設定によるプラチ
ナ製剤の血中濃度に差が無いと報告されて
いる。一方、ラジカルスカベンジャーのグ
ルタチオンやメタロチオネインが、プラチ
ナ製剤の感受性に影響を与える因子として
発見されているが、抗腫瘍効果や副作用に
対する投薬時刻の影響について重要な因子
として同定されていない。 
 
プラチナ系抗がん剤の薬物動態学的研究
について、申請者は、一般的に使用されて
いる原子吸光法ではなく、より高感度の
ICP-MS を用いた研究を行っている。プラチ
ナ系抗がん剤は、DNA に結合することで DNA
複製を阻害し、アポトーシスを誘導する。
原子吸光法では、DNA に結合しているプラ
チナ量を測定することはできないが、
ICP-MS では高感度であるため可能である。
そこで、本研究では既存の腫瘍組織全体プ
ラチナ量を測定するのではなく、DNA 中の
プラチナ量を測定する。 
 
一方、薬力学的側面では分子生物学の発
展によりプラチナ製剤の感受性に影響を与
える因子として、DNA 修復（ヌクレオチド
除去修復）に関与する因子の structure 
specific recognition protein 1  (SSRP1) 

に注目が集まっている。シスプラチンが
DNA に結合すると、DNA の構造が歪むと考え
られており、この歪みを SSRP1 が認識しア
ポトーシスへと誘導することが確認されて
いる。また同様に、プラチナ製剤の感受性に
影響を与える因子として DNA-PK や RPA2 も挙
げられている。これら SSRP1 をはじめ、本研
究で注目する因子は、投薬時刻の設定による
プラチナ製剤の抗腫瘍効果および副作用に
関する因子として重要な働きを担うと考え
られる。 
 
そこで、本研究では、シスプラチンの抗腫
瘍効果に及ぼす投薬時刻の影響について薬
物動態学的側面及び薬力学的側面から検討
を行う。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シスプラチンの抗腫瘍効果に
及ぼす投薬時刻の影響について下記の3点に
ついて検討を行う。 
I. シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投
薬時刻の影響 

II. 薬物動態学的側面からの検討 
III. 薬力学的側面から検討 
 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍組織中シスプラチン薬力学因子の
日周リズムの検討  
明暗周期条件下（明期 7:00-19:00）で 1 週
間以上飼育した腫瘍移植マウスを作製して、
腫瘍組織を 9:00, 13:00, 17:00, 21:00, 1:00, 
5:00に採取した。採取した腫瘍組織からmRNA
を抽出して、SSRP1、DNA-PK、RPA2、SPT16 発
現量を qRT-PCR 法を用い測定した。なお内部
標準には-actin を用いた。 
 
(2) 腫瘍核内タンパク質中SPT16タンパク質
発現量 
腫瘍移植マウスから腫瘍組織を9:00, 13:00, 
17:00, 21:00, 1:00, 5:00 に採取した。採取
した腫瘍組織から核内タンパク質を抽出し
て、SPT16 タンパク質発現量を Western blot
法を用い測定した。なお、内部標準には
Na,K-ATPase を用いた。 
 
(3) 細胞増殖に対する SPT16 機能の影響 
 培養細胞に SPT16 siRNA をトランスフェク
ションした後、シスプラチンを暴露させた。 
その後、細胞増殖を MTT assay を用い、SPT16
によるシスプラチン感受性の影響を測定し
た。 
 
(4) シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投
薬時刻の影響 
 腫瘍移植マウスを作製し、SPT16 タンパク
質発現量が高い時刻と低い時刻のいずれか
にシスプラチンを投薬した。抗腫瘍効果につ



いて、腫瘍径を経日的に測定した。 
 
(5) シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす薬
物動態学的検討 
 腫瘍移植マウスを作製し、抗腫瘍効果が高
い時刻と低い時刻のいずれかにシスプラチ
ンを投薬した。投薬後経時的に血液及び腫瘍
を採取した。採取した血液から血清を採取し、
ICP-MS を用いて血清中プラチナ量を測定し
た。また、腫瘍から DNA を抽出し、腫瘍 DNA
中プラチナ量を ICP-MS を用いて測定した。 
 
(6) SPT16 発現量に及ぼす時計遺伝子の影響 
 培養細胞に、時計遺伝子 (Clock, Bmal1, 
Dbp, Ror) および時計遺伝子と同様に日周
リズムが存在し標的遺伝子の発現量に日周
リズムを発信させることが知られている
c-mycの si RNA をトランスフェクションした
後、mRNA を抽出する。各種因子をノックダウ
ンさせた細胞中 SPT16 発現量を qRT-PCR を用
い、測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍組織中シスプラチン薬力学因子の
日周リズムの検討 
当初、シスプラチンの感受性に影響を与え
る薬力学的因子のターゲットとしてSSRP1と
DNA-PK、RPA2 に着目し、腫瘍組織中 mRNA 発
現量をqRT-PCR法を用い測定した。その結果、
SSRP1 と DNA-PK、RPA2 いずれも日周リズムが
存在しなかった。SSRP1 は SPT16 と二量体を
形成することで、シスプラチンによる DNA の
歪みを認識しアポトーシスに導くことが確
認されている。SSRP1 mRNA 発現量に日周リズ
ムが確認されなかったことから、SPT16 mRNA
発現量を測定した結果、日周リズムがあるこ
とが確認された。 
 
(2) 腫瘍核内タンパク質中SPT16タンパク質
発現量 
 SSRP1 と SPT16 の二量体は核内で、その機
能を発揮する。また、タンパク質レベルで
SPT16 は機能することから、腫瘍核内タンパ
ク質中のSPT16タンパク質発現量を測定した。
その結果、mRNA と同様に日周リズムが存在し、 
SPT16 は転写レベルで日周リズムが制御され
ていることが確認された。またこの結果から、
シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投薬時
刻の影響の検討に対して、投薬時刻を設定し
た。 
 
(3) 細胞増殖に対する SPT16 機能の影響 
 シスプラチンの抗腫瘍効果にSPT16が影響
するか検討するため、SPT16 をノックダウン
させた細胞にシスプラチンを暴露させ、その
増殖能（シスプラチンの感受性）を MTT assay
を用いて測定した。その結果、SPT16 ノック
ダウンにより、シスプラチンの細胞増殖率が
30-40%低下した。つまり、シスプラチンの抗
腫瘍効果がSPT16により制御される可能性が

確認された。この結果から、シスプラチンの
抗腫瘍効果に及ぼす投薬時刻の影響につい
て、SPT16 を介した薬力学的影響が考えられ
た。 
 
(4) シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投
薬時刻の影響 
 これまでの結果から、シスプラチンの抗腫
瘍効果に及ぼす投薬時刻の影響について、
SPT16 を介した薬力学的影響が関与している
ことが、示唆されたことから、SPT16 タンパ
ク質発現量が高い時間帯と低い時間帯のい
ずれかにシスプラチンを投薬し、経日的に腫
瘍径を測定した。その結果、シスプラチン投
薬群は、非投薬群と比較し腫瘍径が低下して
おり腫瘍効果が確認された。さらに、SPT16
発現量が高い時刻にシスプラチンを投薬す
る群と比較し、低い時刻に投薬ずる群は、約
50%腫瘍径が低下することが確認された。こ
の結果から、シスプラチンの抗腫瘍効果に及
ぼす投薬時刻の影響はSPT16を介した薬力学
的影響があることが示唆された。 
 
(5) シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす薬
物動態学的検討 
 シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投薬
時刻の影響について、SPT16 を介した薬力学
的影響が関与していることが確認されたが、
薬物動態学的影響がないか確認するため、血
中プラチナ量および腫瘍組織中プラチナ量
（薬物動態学的影響について）を測定した。
なお、プラチナ系抗がん剤の作用部位である
DNA 中プラチナ量を測定するため原子吸光法
ではなく、より感度の高い ICP-MS を用い測
定した。血中プラチナ量および腫瘍 DNA 中プ
ラチナ量について、投薬時刻の違いによる有
意な差は確認されなかった。以上の結果から、
シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投薬時
刻の影響は薬物動態学的影響ではなく薬力
学的影響であることが示唆された。 
 
(6) SPT16 発現量に及ぼす時計遺伝子の影響 
 シスプラチンの抗腫瘍効果に及ぼす投薬
時刻の影響はSPT16の日周リズムによるもの
であることが確認されたが、その制御因子を 
解明するため、時計遺伝子または時計遺伝子
と同様に日周リズムが存在し標的遺伝子の
発現量に日周リズムを発信させることが知
られているc-mycをノックダウンさせ、SPT16
発現量を測定した。その結果、Clock 及び
Bmal1, Dbp, Rorなど転写促進系の時計遺伝
子は SPT16 発現量に影響を与えなかったが、
c-myc は SPT16 発現量を制御することが確認
された。 
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