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序論 

 

複数の医薬品の併用において、一方あるいは両方の医薬品の薬理効果が増強あ

るいは減弱することがある。このような現象は、薬物相互作用と呼ばれ、治療の

失敗や重篤な有害事象の発生のリスクを高めるため、最適な薬物治療の実践にお

いては薬物相互作用を予測し、事前に回避することが望まれる。  

薬物相互作用は、その発現機構により、受容体への作用が変化する薬力学的相

互作用と薬物の血中濃度が増減する薬物動態学的相互作用に大別される 1 )。  

薬力学的相互作用は、互いの薬物血中濃度へは影響を与えないが、受容体への

作用が相加的もしくは相乗的に作用し、生体側の反応性が変化することで有害事

象が発現し、拮抗作用を示す場合は効果を減弱させる。これらは薬物の薬理作用

が同一もしくは類似していることが既知であれば予測が可能である。  

薬物動態学的相互作用は、薬物の血中濃度が増減することで有害事象の発現、

効果の減弱が起こる作用であり、薬物の吸収、分布、代謝および排泄の各過程で

起こり得る。吸収過程においては薬物同士の複合体形成や胃内 p H 上昇による薬

物の溶解性の低下などによって引き起こされる相互作用などがある 2 )  3 )。分布に

おいてはタンパク結合の置換、代謝過程においては主に肝臓や小腸に発現する代

謝酵素であるシトクロム P 4 5 0（C Y P）が関与する。代謝酵素が関わる相互作用

のうち、7 3 %は C YP によるとの報告もあり、その分子種は 1 A 2、2 C 9、2 C1 9、

2 D 6 および 3 A 4 など多岐に渡る 4 )。また、吸収、分布および排泄の各過程におい

てはトランスポーターを介した相互作用も重要である。薬物動態に関わるトラン

スポーター（薬物トランスポーター）は、主に小腸、肝臓および腎臓に発現して

いるため、それらの阻害剤となる薬物の併用により、基質となる薬物の血中濃度

が増大あるいは減少することがある。薬物によっては代謝酵素、薬物トランスポ

ーターの両方を阻害するものもあり、併用する薬物の組み合わせも限りがないこ

とから、薬物相互作用の正確な予測を網羅的に評価するのは難しいのが現状であ

る。  

トランスポーターは輸送駆動力により AT P b i n d i n g  c a s s e t t e  ( AB C )トランスポ

ーターおよび S o l u t e  c a r r i e r  ( S L C )トランスポーターに大別され、いずれの分類

も薬物トランスポーターを含む 5 )。AB C トランスポーターは AT P の加水分解エ

ネルギーを駆動力とし、主に細胞内の輸送基質を細胞外へ排出する。その代表的

な薬物トランスポーターとして P - g l y c o p r o t e i n  ( P - g p / A BC B1 )、b r e a s t  c a n c e r  

r e s i s t a n t  p r o t e i n  ( B CR P / A B CG 2 )が挙げられる 6 )。一方、S L C トランスポータ

ーはイオンや基質の電気化学的ポテンシャル差に依存した基質輸送を担っており、

薬 物 ト ラ ン ス ポ ー タ ー と し て は o rg a n i c  a n i o n  t r a n s p o r t i n g  p o l y p e p t i d e s  

( OAT P s / S L C Os )、S L C2 2 A ファミリーに属する o rg a n i c  a n i o n  t r a n s p o r t e r s  

( OATs )および o rg a n i c  c a t i o n  t r a n s p o r t e r s  ( OC Ts )が該当する 7 )  8 )。S L C トラン
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スポーターには m u l t i d r u g  a n d  t o x i n  e x t r u s i o n  ( M AT E 1 , 2 - K / S L C4 7 A1 , 2 )のよう

にプロトンを駆動力として細胞内から細胞外への薬物排出を担っているものもあ

る。  

現状、医薬品開発においては、医薬品候補化合物の薬物動態学的相互作用のリ

スクを低減するために、非臨床試験の段階から相互作用を受ける側もしくは相互

作用を与える側の両面から、ヒト組織や代謝酵素・トランスポーター発現系を用

いた i n  v i t ro 試験が実施されている。また、第 I 相試験では、ヒトを対象とした

血中濃度、代謝排泄経路および半減期を含む様々な薬物動態情報を収集・評価し、

相互作用リスクが一定閾値を超えた場合には、必要に応じて臨床評価やモデリン

グ＆シミュレーションを実施し、その結果から薬物相互作用の定量的予測が行わ

れている 9 )。 

一方、近年は創薬モダリティの多様化、発展に伴い、新規モダリティを活用し

た医薬品が数多く開発され、臨床応用されている 1 0 )。例えば、新型コロナワクチ

ン感染症に対する m RN A ワクチン、抗体医薬を活用した抗体薬物複合体  

( a n t i b o d y - d r u g  c o n j u g a t e :  A D C )、脊髄性筋萎縮症に対する治療薬である核酸医

薬品や遺伝子治療薬などがその例に挙げられる 1 1 )  1 2 )  1 3 )。これら新たな医薬品群

は、従来の低分子化合物を主体とする低分子医薬とは異なる作用機構や創薬標的

に基づき効果を発揮するため、新たな治療の選択肢として注目を集めている。し

かし、薬物動態の観点においては、モダリティに対応した体内動態を考慮する必

要があるが、これらの体内動態を制御する分子機構に不明な点が多く、従来の低

分子創薬で行われてきた薬物相互作用の系統的な検討はなされていない。  

AD C は、癌細胞を標的とする抗体医薬（ I g G モノクローナル抗体）に、リンカ

ーを介してペイロードと呼ばれる強力な殺細胞性化合物を結合させた抗悪性腫瘍

薬であり、標的癌細胞特異的に作用するドラッグデリバリーシステムを活用した

ターゲッティング医薬品である。A D C の概念は 1 9 0 0 年代初頭、P a u l  E h r l i c h に

よって考案され 1 4 )、近年の抗体医薬品の技術進歩と化学合成技術の融合によって

有効性が高い A D C の開発が可能となり、現在、様々な A D C が臨床応用されてい

る。2 0 0 0 年、再発急性骨髄性白血病を適応とした g e m t u z u m a b  o z o g a m i c i n が

A D C として初めて米国で承認されると、2 0 11 年には再発ホジキンリンパ腫に対

して b r e n t u x i m a b  v e d o t i n、2 0 1 3 年には H E R2 陽性進行再発乳癌に対して

t r a s t u z u m a b  e m t a n s i n e  ( T- DM 1 )が承認された 1 5 )。2 0 2 3 年現在、米国では 11 種

類（11 種類中 6 種類のペイロードは微小管重合阻害剤）、日本では 7 種類（7 種

類中 4 種類のペイロードは微小管重合阻害剤）の A D C が使用されている ( Ta b l e  

1 )。A D C の作用機序は、1 )  癌細胞の標的抗原を特異的に認識、2 )  エンドサイト

ーシスによる細胞内への内在化、3 )  早期エンドソームへの移行、4 )  リソソーム

への移行（一部は F c R n 受容体を介したリサイクリング機構によりリソソームへ

の移行を回避し、細胞外へ排出）、5 )  リソソーム酵素による分解、6 )  ペイロード
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の細胞質移行、7 )  殺細胞効果の発揮に大別される 1 6 )。  

リソソームは、タンパク質分解酵素を豊富に含む酸性環境（p H  4 . 5 – 5 . 0 付近）

の細胞内小器官であり、細胞内の不要物や細胞外異物の消化・分解に関与する 1 7 )。

リソソームへ移行した A D C は異物としてリソソームによる分解を受けるが、そ

の分解生成物の細胞内動態は A D C のリンカーの種類によって異なる。リソソー

ム酵素であるカテプシンや酸性（低 p H）に反応して切断されるリンカー（切断

型リンカー）を有する A D C はリソソーム内でペイロードを遊離する一方、リソ

ソーム内で安定なリンカー（非切断型リンカー）を有する A D C は、モノクロー

ナル抗体部分のみがリソソーム酵素によって分解され、リンカーとその結合部位

のアミノ酸を含むペイロードを遊離する 1 8 )。代表的な切断型リンカーとして

v a l i n e / c i t r u l l i n e リ ン カ ー が 挙 げ ら れ 、b r e n t u x i m a b  v e d o t i n、p o l a t u z u m a b  

v e d o t i n、e n f o r t u m a b  v e d o t i n および t i s o t u m a b  v e d o t i n に利用されている 1 9 )。

非切断型リンカーとしては t h i o e t h e r 型リンカーおよび m a l e i m i d o c a p r o y l リンカ

ーが T- DM 1 および b e l a n t a m a b  m a f o d o t i n にそれぞれ使用されている 1 9 )。切断

型リンカー型の A D C から遊離したペイロードはリソソーム膜を透過し、細胞質

へ移行したペイロードが殺細胞効果を発揮する。さらには、標的細胞において薬

効を発揮したペイロードは細胞膜を通過し、近傍細胞への殺細胞効果を発揮する

とされている（b y s t a n d e r  e f f e c t） 2 0 )。一方、非切断型リンカー型の A D C から遊

離した生成物は分子量の大きさおよび脂溶性の低さから生体膜を容易には通過で

きないため、そのリソソームから細胞質への移行に伴う分子機構については不明

な点が多い 2 1 )。  

非切断型リンカー型 A D C である T- DM 1 はリソソーム内で I g G である

t r a s t u z u m a b が分解されたのち、活性代謝物である l y s i n e - N ε - N - s u c c i n i m i d y l  4 -

( N - m a l e i m i d o m e t h y l )  c y c l o h e x a n e - 1 - c a r b o x y l a t e - DM 1  ( Ly s - S M C C - DM 1 )を遊

離する ( F i g u r e  1 )。Ly s - S M CC - DM 1 の分子サイズは大きく（分子量 :  1 , 1 0 4）、そ

の p H  5 . 0 における人工膜透過性は低い（膜透過係数  <  0 . 1  ×  1 0 - 6  c m / s）ため、

リソソーム膜を介したリソソーム内から細胞質への移行には何らかの分子機構の

関与が想定されていた。本背景のもと、T- DM 1 の薬効や耐性に関わる網羅的な

遺伝子探索が行われ、リソソーム膜トランスポーターをコードする S L C4 6 A 3 が

同定された 2 1 )。S L C 4 6 A 3 は葉酸トランスポーターである S L C 4 6 A 1 と相同性を

有し、ヒトにおいては小腸や肝臓に高発現することが示されていたが、そのトラ

ンスポーターとしての機能は不明であった 2 2 )。  

T- DM 1 の耐性機構として、H E R 2 発現量の低下、p 9 5  HE R2（切断型 H E R2）

の増加および T- DM 1 のリサイクル機構の亢進などによる T- D M 1 の標的細胞にお

ける異化作用の低下が知られているが、それらに加え、近年では T- DM 1 のリソ

ソームでの分解低下や S L C4 6 A 3 の発現低下の影響も報告されている 2 3 )  2 4 )。さ

らに、S L C4 6 A3 の m R N A 発現が T- DM 1 の効果予測バイオマーカーとなるとの
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報告もある 2 5 )。これらのことから、S L C4 6 A3 の機能低下は T- DM 1 の薬効に影

響を及ぼすことが示唆されている。  

最近、当研究室の研究において、S L C 4 6 A3 はプロトン依存的な有機アニオン

トランスポーターであることが同定され、Ly s - S M C C - DM 1 を良好な基質として

輸送することが示された 2 6 )。さらに、リソソーム指向性を有する代表的な薬物の

なかで、c l a r i t h r o m y c i n、e r y t h r o m y c i n および r i f a b u t i n は、S L C4 6 A3 を介した

Ly s - S M C C - DM 1 の輸送を阻害し、T- DM 1 の薬効を低下させることが明らかとな

った 2 6 )。  

以上の知見より、T- D M 1 を用いた治療において、S L C4 6 A3 輸送機能を阻害す

る医薬品の併用は T- DM 1 の薬効を減弱させる可能性を示唆している。この T-

DM 1 の薬効低下は抗癌剤治療の失敗に繋がり、患者不利益に直結する。T- DM 1

は 2 0 1 9 年、早期乳癌の術後薬物療法にも適応を拡大し、現在でも広く使用され

ている 2 7 )。E r y t h r o m y c i n および c l a r i t h r o m y c i n を含む m a c r o l i d e 系抗菌薬は臨

床における主要な抗菌薬であり、ざ瘡、副鼻腔炎および扁桃炎等の一般感染症に

対して繁用されている。しかし、T- DM 1 の薬理効果および S L C4 6 A3 の輸送機能

に及ぼす他の m a c r o l i d e 系抗菌薬、リソソーム指向性を持つ薬物、あるいはリソ

ソーム酵素に影響を与える薬物の影響は明らかになっていない。そこで本研究で

は、医薬品と A D C の相互作用の重要性を探るため、T- DM 1 の薬効へ影響を及ぼ

す各種薬物の影響を検討することを目的とした。  

第 1 章では、代表的なリソソーム指向性を持つ薬物である m a c r o l i d e・

k e t o l i d e 系抗菌薬に着目し、T- DM 1 の薬効に及ぼす影響について検討した。第 2

章では、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の S L C4 6 A3 輸送活性に与える影響を検討

した。第 3 章では、臨床で使用されるリソソーム指向性薬物が T- DM 1 の殺細胞

効果に及ぼす影響について検討した。  
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Ta b l e  1 .  A DC s  a p p r o v e d  i n  t h e  U . S .  a n d  J a p a n   

 
 

 
F i g u r e  1 .  S t r u c t u r e  o f  T- DM 1   

 

 

適応標的リンカー化合物商品名成分名

AMLCD33Hydrazone
（低pH依存型）

CalicheamicinMylotargGemtuzumab ozogamicin

CD30陽性
ホジキンリンパ腫等

CD30mc-Val-Cit-PABCMMAEAdcetrisBrentuximab vedotin

HER2陽性転移性乳癌HER2SMCC
（非切断型）

DM1KadcylaTrastuzumab emtansine

(T-DM1)

CD22陽性B細胞前駆体急
性リンパ芽球性白血病

CD22Hydrazone
（低pH依存型）

calicheamicinBesponsaInotuzumab ozogamicin

DLBCLCD79mc-Val-Cit-PABCMMAEPolivyPolatuzumab vedotin

尿路上皮癌Nectin-4mc-Val-Cit-PABCMMAEPadcevEnfortumab vedotin

転移性HER2陽性乳癌/

胃癌/肺癌
HER2mc-Gly-Gly-Phe-

Gly

DXdEnhertuTrastuzumab deruxtecan

(T-DXd)

トリプルネガティブ乳癌Trop-2Carbonate
（低pH依存型）

SN-38Trodelvy
(国内未承認)

Sacituzumab govitecan

MDSBCMAmc
（非切断型）

MMAFBlenrep
(国内未承認)

Belantamab mafodotin
（2022年 FDA 承認取下げ）

DLBCLCD19dPEG8-Val-AlaSG3199

Pyrrolobenzodiazepine

Zynlonta
(国内未承認)

Loncastuximab tesirine

子宮頸癌Tissue 

Factor

mc-Val-Cit-PABCMMAETIVDAK
(国内未承認)

Tisotumab vedotin

卵巣癌FRαDisulfdeDM4Elahere
(国内未承認)

Mirvetuximab

soravtansine
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第 1 章  T- DM 1 の薬効に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の影響 

 

M a c r o l i d e 系抗菌薬は、グラム陽性球菌、マイコプラズマおよびクラミジアに

感受性を有しており、主に呼吸器感染症に対して汎用されている 2 8 )。M a c r o l i de

系抗菌薬は 1 9 5 0 年代に e r y t h r o m y c i n が発見されて以降、その誘導体が数多く開

発されてきた。1 9 9 0 年代に c l a r i t h r o m y c i n、a z i t h r o m y c i n が上市され 2 9 )、2 0 0 0

年代に入ると、分子内に環状カルバメート基を有し、m a c r o l i d e 系抗菌薬よりも

広 い 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 有 す る k e t o l i d e 系 抗 菌 薬 が 開 発 さ れ 、 国 内 で は

t e l i t h r o m y c i n が発売された 3 0 )。しかし、 t e l i t h r o m y c i n は意識消失や肝炎の副作

用が問題となり、2 0 1 2 年、日本の市場から撤退した 3 1 )。現在、新規 k e t o l i d e 系

抗菌薬として s o l i t h r o m y c i n の臨床開発が進行中である。 2 0 1 8 年の W H O の調査

によると、m a c r o l i d e 系抗菌薬は世界中で使用されており、β - l a c t a m 系抗菌薬の

次に多い処方量となっている 3 2 )。また、m a c r o l i d e 系抗菌薬は、抗菌作用以外に

も、インターフェロン、インターロイキンの産生抑制作用、好中球機能および遊

走能抑制作用を有し、慢性副鼻腔炎 3 3 )、びまん性汎細気管支炎 3 4 )、気管支拡張

症 3 5 )および非結核性抗酸菌症 3 6 )に対して抗炎症作用や免疫調節作用を有してい

る。  

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の体内動態特性としては、一般的に大きな分布

容積を示し、細胞内移行性に優れていることが挙げられる 3 7 )。特にマクロファー

ジをはじめとする食細胞や炎症組織細胞に良好に移行し、多くはリソソームを含

む細胞内の酸性小胞に移行することが知られている。したがって、リケッチアや

ク ラ ミ ジ ア な ど の 細 胞 内 小 胞 を 介 し て 増 殖 す る 細 胞 内 寄 生 菌 に 対 し て

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は有効である 3 8 )。  

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は大環状ラクトンを基本骨格とし、その構造か

ら主に 1 4、1 5、1 6 員環に分類される（F i g u r e  2）。いずれも 3 位に L - c l a d i n o s e、

5 位に D - d e s o s a m i n e がグリコシド結合をした配糖体となっている（k e t o l i d e は 3

位がケトン体に置換）。1 4 員環として e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n および

r o x i t h r o m y c i n、1 5 員 環 と し て a z i t h r o m y c i n、1 6 員 環 と し て j o s a m y c i n、

k e t o l i d e 系として t e l i t h r o m y c i n が主な医薬品として開発され、現在、主に 1 4 員

環と 1 5 員環の m a c r o l i d e が臨床において使用されている。  

M a c r o l i d e 系抗菌薬は他の薬物との併用により薬物相互作用を引き起こすこと

がある。特に 1 4 員環の e r y t h r o m y c i n や c l a r i t h r o m y c i n は強い C YP 3 A4 阻害作

用を有し 3 9 )、C Y P 3 A4 の基質となる薬物の血中濃度を上昇させ、薬効を増強す

る。また、一部の薬物トランスポーターに対する阻害作用も有し、P - g p  4 0 )、

O AT P 1 B 1 および O AT P 1 B3 に対する阻害が知られている 4 1 )。一方、1 5 員環の

a z i t h r o m y c i n は、弱い P - g p 阻害作用を有するものの、1 4 員環で認められる C Y P

阻害作用や薬物トランスポーターに対する阻害作用はほとんどなく、相互作用の
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頻度は 1 4 員環と比較して少ないという特徴を有している 4 2 )  4 3 )  4 4 )  4 5 )  4 6 )。そこ

で第 1 章では細胞内移行に優れた m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が A D C の薬効に

及ぼす影響を検討した。  
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E r y t h r o m y c i n  

 

Cl a r i t h r o m y c i n  

 
Az i t h r o m y c i n  

 

S o l i t h r o m y c i n  

 

 

F i g u r e  2 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  m a c r o l i d e s  a n d  k e t o l i d e s  b a s e d  o n  t h e  

l a c t o n e  r i n g  s t r u c t u r e  ( u p p e r ) ,  a n d  c h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e  

r e p r e s e n t a t i v e s  ( l o w e r ) .  

Macrolide

Macrolide

14-membered

Erythromycin

Clarithromycin

Roxithromycin

Oleandomycin

Dirithromycin

15-membered
Azithromycin

Tulathromycin

Gamithromycin

16-membered
Josamycin

Spiramycin

Tylosin tartrateKetolide
Telithromycin

Solithromycin
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第 1 . 1 節  K P L - 4 細胞に対する T- DM 1 の殺細胞効果に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e

系抗菌薬の影響  

 

A D C の殺細胞効果に及ぼす m a c r o l i d e 系抗菌薬の影響を明らかにするために、

H E R2 陽性乳癌細胞である K P L - 4 細胞を用いてその細胞生存率を評価した。  

先だって、T- DM 1 の曝露濃度を設定するため、K P L - 4 細胞に対する T- DM 1 の

殺細胞効果について検討した結果、その L D 5 0 値は 5 . 1 4  n g / m L と算出された

( F i g u r e  3 )。続いて、臨床で使用されている m a c r o l i d e 系抗菌薬として 1 4 員環の

e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n および r o x i t h r o m y c i n、1 5 員環の a z i t h r o m y c i n、

1 6 員環の j o s a m y c i n、また、現在臨床開発中である新規 k e t o l i d e 系抗菌薬

s o l i t h r o m y c i n も含め、計 6 薬物を選択し、T- DM 1（0 . 0 0 5 ,  0 . 0 1  μ g / m L）存在あ

るいは非存在下における各種 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬（0 . 1 ‒ 3 0  μ M）曝露

時の細胞生存率を測定した ( F i g u r e  4 )。m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の単独曝露

は K P L - 4 細胞の生存率に有意な影響を与えなかった。また、0 . 0 1  μ g / m L の T-

DM 1 単独のコントロール条件では細胞生存率は 1 0 %まで低下した。しかし、T-

DM 1 存在下に e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n、 r o x i t h r o m y c i n、a z i t h r o m y c i n、

j o s a m y c i n および s o l i t h r o m y c i n をそれぞれ曝露した結果、濃度の増加に伴い細

胞生存率の上昇が認められ、3  μ M 曝露時における細胞生存率はそれぞれ  2 2  ±  

2 . 4 %、3 1  ±  3 . 2 %、2 6  ±  3 . 1 %、6 4  ±  2 . 8 %、1 8  ±  2 . 8 %および 2 4  ±  2 . 4 %まで上

昇した。特に T- DM 1 と a z i t h r o m y c i n 存在下においては a z i t h r o m y c i n の濃度依

存的に細胞生存率が顕著に上昇し、1 0  µ M では T- DM 1 非存在下と同等まで上昇

した。  

以上から、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は T- DM 1 の殺細胞効果を減弱させ、

特に a z i t h r o m y c i n でその影響が大きいことが示された。  
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F i g u r e  3 .  Ca l c u l a t i o n  o f  t h e  L D 5 0  v a l u e  o f  T - DM 1  i n  KP L - 4  c e l l s .  Ce l l s  we r e  

e x p o s e d  t o  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  T - DM 1  f o r  4  d a y s  ( n  =  9 ) .  S o l i d  l i n e  i s  

t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  p r o f i l e .  Da t a  r e p r e s e n t  t h e  m e a n  ±  S E M .  Ob t a i n e d  f r o m  

t h r e e  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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F i g u r e  4 .  M a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  c o u n t e r a c t  T- DM 1  c y t o t o x i c i t y  i n  

KP L - 4  c e l l s .  E f f e c t  o f  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  T- DM 1 .  K P L - 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  T- DM 1  ( 0  

μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 0 0 5  μ g / m L ,  y e l l o w;  0 . 0 1  μ g / m L ,  r e d )  f o r  9 6  h  w i t h  t e s t  

d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  

( n  =  4 – 6 )  o b t a i n e d  f r o m  t w o  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 1 . 2 節  H CC1 9 5 4 細胞に対する T- DM 1 の殺細胞効果に及ぼす a z i t h r o m y c i n の

影響 

 

K P L - 4 細胞を用いた検討において、 a z i t h r o m y c i n による顕著な T- DM 1 の薬効

減弱効果が認められた。この効果を他の細胞株で確認するため、H E R2 陽性乳癌

細胞である H C C 1 9 5 4 細胞を用いて同様の検討を行った ( F i g u r e  5 )。  

0 . 0 1、0 . 0 3  µ g / m L の T- DM 1 存在下における細胞生存率は、それぞれ 6 1 %、

4 0％であったが、a z i t h r o m y c i n の添加により濃度依存的に T- DM 1 の殺細胞効果

を減弱し、0 . 0 1  µ g / m L、0 . 0 3  µ g / m L の T- DM 1 存在下の細胞生存率は、3  µ M の

a z i t h r o m y c i n により、それぞれコントロールの  9 4  ±  1 . 9 %、8 1  ±  8 . 5 %  まで上昇

した。  

この結果より、K P L - 4 細胞で認められた a z i t h r o m y c i n による T- DM 1 の薬効減

弱効果が H C C1 9 5 4 細胞においても確認された。  

 

 
F i g u r e  5 .  Az i t h r o m y c i n  c o u n t e r a c t  T- D M 1  c y t o t o x i c i t y  i n  HC C1 9 5 4  c e l l s .  

E f f e c t  o f  a z i t h r o m y c i n  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  T-

DM 1 .  H CC 1 9 5 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  T- DM 1  ( 0  μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 0 1  μ g / m L ,  

y e l l o w;  0 . 0 3  μ g / m L ,  r e d )  f o r  9 6  h  w i t h  t e s t  d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  

c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 1 . 3 節  DM 1 の殺細胞効果に及ぼす a z i t h r o m y c i n の影響  

 

D M 1 は、分子量 7 3 8 . 3 の微小管重合阻害薬であり、T- DM 1 にペイロードとし

て搭載されている 4 7 )。前述のとおり、T- D M 1 は非切断型リンカーを利用してい

るため、リソソーム内においてはリンカーが D M 1 と結合した状態、すなわち

Ly s - S M C C - DM 1 として遊離される。しかし、T- DM 1 を投与した患者において、

一部は DM 1 として遊離され、血中に検出されることが知られている 4 8 )。そこで、

a z i t h r o m y c i n による T- DM 1 の薬効減弱効果が D M 1 の殺細胞効果に影響したも

のであるかどうかを検討するため、 a z i t h r o m y c i n 存在下における D M 1 の殺細胞

効果を評価した ( F i g u r e  6 )。  

HC C1 9 5 4 細胞に対する DM 1 の L D 5 0 値は 2 . 3 6  n M と算出されたため、D M 1 の

濃度を 0  n M、3  n M および 1 0  n M に設定した。3  n M、1 0  n M  D M 1 曝露時にお

ける 細胞 生 存率 は コン トロ ー ルと 比 較し 、そ れ ぞれ 5 0 %、4 0 %と なり 、

a z i t h r o m y c i n 共存下（0 . 1 ‒ 3 0  μ M）において細胞生存率の有意な変化は認められ

なかった。  

したがって、a z i t h r o m y c i n は DM 1 の殺細胞効果に影響を与えないことが示さ

れた。  

 

 
F i g u r e  6 .  T h e  e f f e c t  o f  DM 1  o n  H C C1 9 5 4  c e l l s .  ( A)  Ca l c u l a t i o n  o f  t h e  L D 5 0  

v a l u e  o f  DM 1  i n  H CC 1 9 5 4  c e l l s .  Ce l l s  we r e  e x p o s e d  t o  i n d i c a t e d  

c o n c e n t r a t i o n  o f  DM 1  f o r  2  d a y s  ( n  =  2 ) .  S o l i d  l i n e  i s  t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  

p r o f i l e .  D a t a  r e p r e s e n t  t h e  m e a n  ±  S E M .  

( B )  Az i t h r o m y c i n  d i d  n o t  c o u n t e r a c t  DM 1  c y t o t o x i c i t y  i n  HC C1 9 5 4  c e l l s .  

E f f e c t  o f  a z i t h r o m y c i n  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  DM 1 .  

HC C1 9 5 4  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  D M 1  ( 0  n M ,  b l a c k ;  3  n M ,  y e l l o w;  1 0  n M ,  

r e d )  f o r  2  d a y s  w i t h  t e s t  d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  

p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  t wo  b i o l o g i c a l l y  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 1 . 4 節  Tr a s t u z u m a b  d e r u x t e c a n の殺細胞効果に及ぼす a z i t h r o m y c i n の影響  

 

Tr a s t u z u m a b  d e r u x t e c a n  ( T- D Xd )  は H E R 2 陽性乳癌、胃癌および非小細胞肺

癌に適応を持つ切断型リンカー型の A D C である 4 9 )。T- D Xd の抗体部分は T- DM 1

と同じ t r a s t u z u m a b であるが、ペイロードはトポイソメラーゼ I 阻害作用を有す

る e x a t e c a n 誘導体である d e r u x t e c a n が用いられている 2 0 )。M a c r o l i d e・k e t o l i d e

抗菌薬が T- DM 1 以外の A D C の殺細胞効果も減弱させるのかを確認するために、

T- D Xd の殺細胞効果に対する a z i t h r o m y c i n の影響について検討した  ( F i g u r e  7 )。  

T- D Xd の K P L - 4 細胞に対する殺細胞効果は T- DM 1 による効果に比べて弱く、

高濃度存在下における生存率を最低値としたときの L D 5 0 値は 0 . 0 4 9  µ g / m L と算

出された。0 . 2、1 . 0  µ g / m L T- D Xd 存在下における細胞生存率は a z i t h r o m y c i n 濃

度依存的な添加による変動を認めなかった。  

 

 
F i g u r e  7 .  T h e  e f f e c t  o f  T- D Xd  o n  KP L - 4  c e l l s .  ( A)  Ca l c u l a t i o n  o f  t h e  L D 5 0  

v a l u e  o f  T- DX d  i n  KP L - 4  c e l l s .  C e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  i n d i c a t e d  

c o n c e n t r a t i o n  o f  T- D Xd  f o r  6  d a y s  ( n  =  2 ) .  S o l i d  l i n e  i s  t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  

p r o f i l e .  D a t a  r e p r e s e n t  t h e  m e a n  ±  S E M .  

( B )  Az i t h r o m y c i n  d i d  n o t  c o u n t e r a c t  T- DX d  c y t o t o x i c i t y  i n  K P L - 4  c e l l s .  

E f f e c t  o f  a z i t h r o m y c i n  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  T-

DX d .  KP L - 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  T- DX d  ( 0  μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 2  μ g / m L ,  

y e l l o w;  1 . 0  μ g / m L ,  r e d )  f o r  6  d a y s  w i t h  t e s t  d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  

c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 1 . 5 節  考察  

 

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は H E R 2 陽性乳癌細胞 K P L - 4 細胞における T-

DM 1 の殺細胞効果を用量依存的に減弱させた。この結果は当研究室でこれまで

に報告した e r y t h r o m y c i n および c l a r i t h r o m y c i n を用いた他の H E R 2 陽性乳癌細

胞である S K - B R - 3 細胞および H C C1 9 5 4 細胞に対する結果 2 6 )と一致する。また

本研究において、 a z i t h r o m y c i n が T- DM 1 の殺細胞効果を顕著に減弱することを

見出した。これらのことは、T- DM 1 の殺細胞効果の減弱に対する m a c r o l i d e 系抗

菌薬の影響が、m a c r o l i d e の環状構造に依存せず、1 4 員環、1 5 員環、1 6 員環お

よび k e t o l i d e 系に共通した作用であることを示している。  

一方、a z i t h r o m y c i n は T- DM 1 の薬効を減弱するものの、D M 1 の殺細胞効果に

影響を示さなかった。D M 1 は脂溶性が高く  ( l o g P =  5 . 0 )、細胞膜透過性が高いこ

とから、細胞外に添加した D M 1 は容易に細胞内に移行し、薬効標的部位である

微小管に結合することで殺細胞効果を発揮すると考えられる。したがって、 i n  

v i t ro 試験による本結果は、 a z i t h r o m y c i n が細胞質において D M 1 の微小管重合阻

害活性に干渉しないことを示しており、a z i t h r o m y c i n による T- DM 1 の薬効減弱

効果は DM 1 自体の薬効に対する効果でないことが示唆された。  

 T- D Xd を用いた検討において、 a z i t h r o m y c i n による T- D Xd の殺細胞効果の減

弱は認められなかった。T- D Xd と T- DM 1 は同じ I g G（ t r a s t u z u m a b）により標的

化されるため、細胞における内在化やリソソームへの移行過程は同様であると考

えられる。また、T- D Xd は T- DM 1 とは異なり切断型リンカーが用いられている

が、その薬効発現においては T- DM 1 と同様にリソソーム酵素による分解を受け

る。したがって、 a z i t h r o m y c i n は T- DX d と T- DM 1 の細胞内動態には影響を及ぼ

さず、リソソーム酵素に対する影響は小さいことが推察された。一方、T- DX d の

ペイロードである D Xd は、分子量 4 9 4 と小さく、膜透過性は高いことが知られ

ており、ペイロードの膜透過性に依存する b y s t a n d e r  e f f e c t を示すことが報告さ

れている 2 0 )。そのため、リソソーム膜を介した細胞質への D Xd の移行は単純拡

散によるものと考えられている。したがって、 a z i t h r o m y c i n の影響が T- D Xd と

T- DM 1 とで異なる要因は、薬効成分のリソソームから細胞質の移行過程にある

ことが示唆された。  

 以上の結果より、先行研究同様 2 6 )、リソソーム指向性を持つ m a c r o l i d e・

k e t o l i d e 系抗菌薬が S L C4 6 A3 トランスポーターを介した T- D M 1 の活性代謝物

Ly s - S M C C - DM 1 の輸送に影響を及ぼしている可能性が考えられた。また、

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬における S L C4 6 A 3 輸送機能に及ぼす影響は c l a s s  

e f f e c t ではなく d r u g  e f f e c t である可能性も併せて示している。そのため、T-

DM 1 の薬効に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e 抗菌薬の影響をより詳細に第 2 章で検

討することとした。   
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第 1 . 6 節  小括  

 

第 1 章では、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が T- DM 1 の薬効に与える影響を検

討した。その結果、 e r y t h r o m y c i n および c l a r i t h r o m y c i n のみならず、1 4 員環

r o x i t h r o m y c i n、1 5 員環 a z i t h r o m y c i n、1 6 員環 j o s a m y c i n および k e t o l i d e 系

s o l i t h r o m y c i n が T- D M 1 の殺細胞効果を減弱させることを見出した。特に K P L -

4 細胞に対する T- D M 1 の殺細胞効果は、a z i t h r o m y c i n  により顕著に減弱し、3  

µ M の濃度においてコントロールの 6 4 %まで細胞生存率を上昇させることを示し

た。この効果は K P L - 4 細胞および H C C1 9 5 4 細胞において同様であった。一方、

a z i t h r o m y c i n は D M 1 および T- D Xd の殺細胞効果に有意な影響を及ぼさなかっ

た。  
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第 2 章  S LC4 6A 3 輸送機能阻害の検討  

 

S L C 4 6 A3 は 4 6 1 個のアミノ酸からなる 1 2 回膜貫通型のリソソーム膜トランス

ポーターである。S L C4 6 A3 は小腸、肝臓をはじめ全身に分布しており、乳癌組

織にも発現している 5 0 )。S L C 4 6 A3 の生理的機能は不明であるが、これまでに肝

臓における銅ホメオスタシスへの関与、肝臓がんの予後および t y r o s i n e  k i n a s e 阻

害薬 s o r a f e n i b の薬効との関連が示唆されている 5 1 )  5 2 )。  

最近、当研究室において、S L C4 6 A3 の輸送機能を同定し、S L C4 6 A3 がリソソ

ーム内から細胞質へプロトン依存的にステロイド抱合体および胆汁酸を輸送する

有機アニオントランスポーターである可能性を提唱した 2 6 )。また、S L C4 6 A3 の

輸送機能を評価するため、その C 末端領域に含まれるリソソーム移行性シグナル

であるチロシンモチーフを欠如させ、S L C4 6 A3 をリソソーム膜から細胞膜へ移

行させた S L C 4 6 A3  d C を安定的に発現した M D CKI I 細胞  ( S L C4 6 A3  d C 細胞 )  を

樹立した。当該研究において、Ly s - S M C C - DM 1 の S L C4 6 A 3 を介した取り込み

クリアランスは p H  7 . 4 の条件下と比較し、p H  5 . 0 のリソソーム内環境条件下で

は 5 倍大きかったことから、リソソームでの Ly s - S M C C - DM 1 の輸送は S L C4 6 A3

を介していることが示唆されている。さらに、 e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n お

よび r i f a b u t i n は Ly s - S M C C - DM 1 の取り込みを阻害した一方で、典型的なリソ

ソーム阻害剤である c h l o r o q u i n e は Ly s - S M CC - DM 1 の取り込みを阻害しなかっ

たことを報告している。加えて、S L C4 6 A3 の輸送機能を簡便に測定できる蛍光

プローブの探索から、5 -c a r b o x y f l u o r e s c e i n  ( 5 - CF )  を同定し、S L C4 6 A3 による

5 - C F の輸送活性は p H  5 . 0 で最大となることを示した。また、その濃度依存的な

取り込みは飽和性を示し、5 - C F が S L C4 6 A3 の良好な基質であることを見出して

いる ( K m :  5 . 9 3  µ M )  5 3 )。  

このような背景から、第 2 章では、第 1 章で認められた m a c r o l i d e・k e t o l i d e

系抗菌薬による T- D M 1 の薬効減弱効果と S L C4 6 A3 の輸送機能との関係性を探る

ため、S L C4 6 A3 の輸送活性に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の効果を

Ly s - S M C C - DM 1 と 5 - C F を輸送基質として用いて評価した。  
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第 2 . 1 節  S L C4 6 A3 輸送活性に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の影響  

 

T- DM 1 の活性代謝物である Ly s - S M C C - DM 1 の輸送に関与するとされる

S L C4 6 A 3 の輸送活性に対する m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の阻害効果の有無を

確認するために S L C4 6 A3  d C 細胞における 5 - C F の細胞内への取り込みに対する

各 種 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系 抗 菌 薬 ( e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n、

r o x i t h r o m y c i n ,  a z i t h r o m y c i n、 j o s a m y c i n および s o l i t h r o m y c i n )の効果を評価し

た ( F i g u r e  8 A )。S L C 4 6 A 3 による 5 - C F の取り込みは、検討対象とした全ての

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬により顕著に阻害された。その I C 5 0 値は、

e r y t h r o m y c i n  ( 7 0 . 4  ±  1 . 4  μ M )、c l a r i t h r o m y c i n  ( 7 3 . 6  ±  1 . 3  μ M )、

r o x i t h r o m y c i n  ( 1 9 0  ±  4 . 7  μ M )、a z i t h r o m y c i n  ( 5 1 4  ±  1 . 3  μ M )、 j o s a m y c i n  ( 6 3 . 7  

±  1 . 3  μ M )  および s o l i t h r o m y c i n  ( 5 2 . 5  ±  1 . 2  μ M )  であった。特に a z i t h r o m y c i n

では高い I C 5 0 値を示し、S L C4 6 A 3 の阻害能が低いことが示された。続いて、

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の S L C4 6 A 3 機能阻害の影響を m a c r o l i d e 環の化学

構 造 に 基 づ き 包 括 的 に 検 討 す る た め に 、 上 記 以 外 の 環 状 構 造 の 異 な る

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬として、1 4 員環（o l e a n d o m y c i n、d i r i t h r o m y c i n）、

1 5 員 環 （g a m i t h r o m y c i n、 t u l a t h r o m y c i n）、1 6 員 環 （ s p i r a m y c i n、 t y l o s i n  

t a r t r a t e）および k e t o l i d e 系  （ t e l i t h r o m y c i n）について 5 - C F の取り込みに対す

る影響を評価した  ( F i g u r e  8 B )。各薬物 1 0 0  μ M 存在下において、 t e l i t h r o m y c i n

を除き、S L C 4 6 A3 を介した 5 - C F 輸送に対する有意な阻害は認められなかった。  

さらに、S L C 4 6 A3 を介した Ly s - S M C C - D M 1 の輸送に対する a z i t h r o m y c i n の

阻害効果を確認した結果、a z i t h r o m y c i n  1  m M の共存下において S L C4 6 A3 を介

した Ly s - S M CC - DM 1 の輸送は 3 6 %に低下した  ( F i g u r e  8 C)。  

 以上より、臨床で使用されている主要な m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は

S L C4 6 A 3 輸送活性を阻害することが明らかとなった。一方、その阻害効果は

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の環状構造には依存しないことが示された。  
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F i g u r e  8 .  T h e  e f f e c t  o f  m a c r o l i d e s  a n d  k e t o l i d e s  o n  S L C 4 6 A3  t r a n s p o r t  

a c t i v i t y.  ( A)  Do s e - d e p e n d e n t  i n h i b i t i o n  o f  S L C4 6 A3 - m e d i a t e d  5 - CF  u p t a k e  

b y  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e .  U p t a k e  o f  5 - CF  ( 2  µ M )  i n  S L C 4 6 A 3  d C / M o c k  

c e l l s  wa s  m e a s u r e d  a t  p H  5 . 0  f o r  5  m i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n d i c a t e d  

c o m p o u n d s  ( 1 – 2 0 0 0  µ M  f o r  a z i t h r o m y c i n ;  0 . 1 – 4 0 0  µ M  f o r  t h e  o t h e r  

c o m p o u n d s ) .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M  ( n  =  4 – 6 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  T h e  s o l i d  l i n e  r e p r e s e n t s  t h e  

c o m p u t e r - f i t t e d  p r o f i l e .  ( B )  S L C4 6 A 3 - m e d i a t e d  5 - C F  u p t a k e  wa s  e v a l u a t e d  

a t  p H  5 . 0  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  ( 1 0 0  μ M ) .  

Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  t w o  b i o l o g i c a l l y  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( * * :  P  <  0 . 0 1 ,  o n e - w a y  AN OVA f o l l o we d  b y  

Tu k e y ’s  m u l t i p l e  c o m p a r i s o n s  t e s t ) .  ( C )  S L C4 6 A3 - m e d i a t e d  Ly s - S M C C - D M -

1  ( 5  μ M )  u p t a k e  wa s  e v a l u a t e d  a t  p H  5 . 0  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  1  m M  

a z i t h r o m y c i n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  Re l a t i v e  u p t a k e  i s  s h o wn  a s  a  

p e r c e n t a g e  o f  u p t a k e  w i t h o u t  i n h i b i t o r s  ( c o n t r o l )  i n  S L C4 6 A3  d C  c e l l s  

s u b t r a c t e d  b y  t h a t  i n  m o c k  c e l l s .  
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第 2 . 2 節 C l a r i t h r o m y c i n による S L C4 6 A 3 の輸送阻害の速度論的解析  

 

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が S L C4 6 A3 輸送機能を阻害するメカニズムを

探索するため、S L C4 6 A3  d C 細胞を用いて S L C 4 6 A3 介在性 5 - C F 輸送に対する

c l a r i t h r o m y c i n（5 0  µ M、1 0 0  µ M）の阻害効果を速度論的に解析した  ( F i g u r e  9 ,  

Ta b l e  3 )。Cl a r i t h r o m y c i n 存在下において最大輸送速度（V m a x）は大きく変化し

なかったが、5 - C F との親和性を示す K m 値は濃度依存的に上昇した。以上の結果

から c l a r i t h r o m y c i n による S L C4 6 A3 輸送機能の阻害メカニズムは競合阻害であ

る可能性が示された。  

 
F i g u r e  9 .  M o d e  o f  i n h i b i t i o n  o f  c l a r i t h r o m y c i n  r e g a r d i n g  S L C4 6 A3  d C -

m e d i a t e d  5 - CF  u p t a k e .  Co n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  5 - C F  u p t a k e  ( 0 . 1 – 1 0 0  µ M )  

wa s  e v a l u a t e d  f o r  5  m i n  a t  p H  5 . 0  i n  t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  

c l a r i t h r o m y c i n .  T h e  s o l i d  l i n e  r e p r e s e n t s  t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  p r o f i l e .  ( A)  

M i c h a e l i s – M e n t e n .  ( B )  E a d i e – H o f s t e e  p l o t .  

 

Ta b l e  3 .  K i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  5 - CF  u p t a k e  m e d i a t e d  b y  S L C4 6 A3  

d C  i n  t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  c l a r i t h r o m y c i n  

 Co n t r o l  C l a r i t h r o m y c i n  

5 0  ( μ M )  1 0 0  ( μ M )  

V m a x   

( p m o l / m i n / m g  

p r o t e i n )  

1 8 3 . 8±1 6 . 1  1 8 2 . 1±1 6 . 2  1 9 6 . 5±2 0 . 0  

K m  ( μ M )  5 . 3 3±0 . 8 1   1 4 . 8±1 . 9 4   2 7 . 3±3 . 7 6  

K m  a n d  V m a x  w e r e  o b t a i n e d  b y  s i m p l e  l i n e a r  r e g r e s s i o n .  
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第 2 . 3 節 M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬のリソソーム集積性の評価とリソソーム

内濃度の推定 

  

第 2 . 1 節において S L C4 6 A3 の輸送機能を阻害する m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗

菌薬の I C 5 0 値は 5 0 – 5 0 0  μ M を示したにもかかわらず、第 1 . 1 節において

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は 3  μ M の濃度にて T- DM 1 の薬効を減弱させた。

この矛盾を解明すべく、第 2 . 3 節では m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬のリソソー

ム集積性の評価とリソソーム内濃度の推定を試みた。まず、リソソーム阻害剤  

( V- AT P a s e  i n h i b i t o r )  である b a f i l o m y c i n  A 1  ( Ba f  A)  存在下・非存在下におけ

る各 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 抗菌薬の細胞内蓄積量を F i g u r e  1 0 に示す。いずれの

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬も B a f  A 存在下において有意に細胞内濃度が低下

したことから、細胞内の m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の多くはリソソーム内に

蓄積していることが示された。B a f  A 非存在下での細胞内蓄積量から B a f A 存在

下での細胞内蓄積量を差し引いた各薬物の蓄積量  ( p m o l / m g  p r o t e i n )  は

e r y t h r o m y c i n  ( 2 7 . 6  ±  4 . 6 )、c l a r i t h r o m y c i n  ( 2 8 0  ±  2 0 )、 r o x i t h r o m y c i n  ( 9 0 . 8  

±  4 . 5 )、a z i t h r o m y c i n  ( 1 . 1 3  × 1 0 3  ±  1 . 1×1 0 2 )、 j o s a m y c i n  ( 2 7 . 5  ±  5 . 1 )  およ

び s o l i t h r o m y c i n  ( 3 4 8  ±  5 6 )  であった。リソソームへの集積性を評価するため

に、Ba f A 存在下での細胞内蓄積量に対する Ba f  A 非存在下での細胞内蓄積量の

比を算出したところ、 a z i t h r o m y c i n で顕著に高く、その値は 5 7 倍であった  

( F i g u r e  1 0 B )。  
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F i g u r e  1 0 .  Ac c u m u l a t i o n  o f  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  i n  l y s o s o m e s .  ( A)  

KP L - 4  c e l l s  we r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  i n d i c a t e d  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  ( 2  

µ M )  f o r  2 4  h  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  1 0 0  n M  b a f i l o m y c i n  A 1  ( B a f A ) .  

T h e  i n t r a c e l l u l a r  a m o u n t s  o f  m a c r o l i d e s  a n d  a  k e t o l i d e  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  

L C - M S / M S .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  ( * :  P  <  0 . 0 5 ,  * * :  P  <  0 . 0 1 ,  * * * :  

P  <  0 . 0 0 1 ,  * * * * :  P  <  0 . 0 0 0 1 ,  t wo - t a i l e d  u n p a i r e d  t  t e s t ) .  ( B )  T h e  

a c c u m u l a t i o n  r a t i o  wa s  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  e a c h  i n t r a c e l l u l a r  a m o u n t  o f  

m a c r o l i d e s  o r  a  k e t o l i d e  b y  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  B a f A . 

 

 続いて、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬のリソソーム内濃度の推定を試みた。

細胞体積は通常 1 , 0 0 0  µ m 3 / c e l l であり、リソソーム体積は細胞体積の約 0 . 5 – 5 %

と見積もられる 5 4 )  5 5 )。リソソーム内濃度の推定にあたり、リソソーム体積を過

少に見積もることはリソソーム内濃度を過大に評価することに繋がる恐れや、リ

ソソーム指向性を持つ i m i p r a m i n e 投与によりリソソーム体積は 4 倍大きくなる

との報告 5 6 )を考慮し、本研究においてはリソソーム体積を細胞体積の 5 %と仮定

して推算した（実験の部 データ解析参照）。その結果、リソソーム内濃度は

a z i t h r o m y c i n、 s o l i t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n で高く、1 . 1 9  ×  1 0 3 – 1 3 . 6  ×  1 0 3  

µ M の濃度域に達することが示された  ( Ta b l e  4 )。  
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Ta b l e  4 .  I C 5 0  v a l u e s ,  e s t i m a t e d  i n t r a l y s o s o m a l  c o n c e n t r a t i o n s ,  a n d  

p h y s i c o c h e m i c a l  a n d  p h a r m a c o k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  m a c r o l i d e s  a n d  a  

k e t o l i d e .  

 E r y  Cl a  Ro x  Az i  J o s  S o l  

I C 5 0 ( μ M )  7 0 . 4  7 3 . 6  1 9 0  5 1 4  6 3 . 7  5 2 . 5  

Ly s o s o m a l  Co n c .  

( μ M )  

4 1 0  

3 . 4 9  ×  

1 0 3  

1 . 1 9  ×  

1 0 3  

1 3 . 6  ×  

1 0 3  

4 2 0  

4 . 6 5  ×  

1 0 3  

Ly s o s o m a l  

Co n c . / I C 5 0  

5 . 8  4 7 . 4  6 . 3  2 6 . 5  6 . 6  8 8 . 6  

S i n g l e  d o s e ( m g )  

5 0 0  2 5 0  1 5 0  5 0 0  

1 , 0 0

0  

8 0 0  

C m a x ( μ M )  2 . 5 1  1 . 0 2  8 . 1 2  0 . 5 3  2 . 9 0  1 . 5 6  

P B R( % )  7 3  4 2 – 5 0  7 3 – 9 6  7 – 5 0  1 5  7 8 – 8 4  

C m a x  ×  f u ( μ M )  

0 . 6 8  

0 . 5 1 –

0 . 5 9  

0 . 3 2 – 2 . 1 9  0 . 2 7 – 0 . 4 9  2 . 4 7  0 . 2 5 – 0 . 3 4  

Vd ( L )  4 0  1 2 6  1 3  3 , 0 8 3  N A  3 6 3  

L o g D 5 . 0  − 0 . 8

7  

0 . 0 3  0 . 0 6  − 1 . 5 1  2 . 4 9  2 . 6 9  

Re f e r e n c e  5 7 - 5 9 )  6 0 - 6 2 )  6 2 - 6 4 )  6 2 ,  6 5 ) ,  6 6 )  6 7 )  6 8 )  

T h e  v a l u e s  o f  l o g D  p r e d i c t e d  b y  Ad v a n c e d  Ch e m i s t r y  D e v e l o p m e n t  ( A CD/ L a b s )  

s o f t wa r e  we r e  o b t a i n e d  f r o m  C AS  s c i f i n d e r - n .  T h e  i n t r a l y s o s o m a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

e a c h  c o m p o u n d  wa s  e s t i m a t e d  b a s e d  o n  t h e  d a t a  i n  f i g u r e  1 0  b y  a s s u m i n g  t h a t  t h e  

l y s o s o m a l  v o l u m e  i s  5 %  o f  t h e  t o t a l  c e l l  v o l u m e .  C m a x ;  m a x i m a l  s e r u m  o r  p l a s m a  

c o n c e n t r a t i o n ,  f u ;  f r a c t i o n  u n b o u n d ,  P B R;  p r o t e i n  b i n d i n g  r a t e ,  Vd ;  v o l u m e  o f  

d i s t r i b u t i o n ,  E r y ;  e r y t h r o m y c i n ,  C l a ;  c l a r i t h r o m y c i n ,  R o x ;  r o x i t h r o m y c i n ,  Az i ;  

a z i t h r o m y c i n ,  J o s ;  j o s a m y c i n ,  S o l ;  s o l i t h r o m y c i n ,  N A;  d a t a  n o t  a v a i l a b l e .  
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第 2 . 4 節 リソソームにおける T- DM 1 分解に及ぼす m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌

薬の影響 

 

リソソームに集積した m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬がリソソーム内における

T- DM 1 の分解を抑制し、その殺細胞効果を減弱する可能性を考慮し、各種

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬がリソソーム機能に及ぼす影響を免疫染色にて評

価した ( F i g u r e  11 )。ヒト I g G 抗体を用いて T- DM 1 曝露後に細胞内に残存する

t r a s t u z u m a b を免疫蛍光染色した。ポジティブコントロールとして典型的なリソ

ソーム阻害剤である c h l o r o q u i n e を使用した。その結果、 c h l o r o q u i n e 共存下に

おいて、細胞小器官と細胞膜にヒト I g G 抗体による蛍光染色が認められたことか

ら、リソソーム機能の阻害により T- DM 1 の取り込みおよび細胞内異化作用が低

下していることが示唆された。 a z i t h r o m y c i n および s o l i t h r o m y c i n 添加時では

c h l o r o q u i n e と類似して細胞内に蛍光染色が確認された。一方、e r y t h r o m y c i n、

c l a r i t h r o m y c i n、 r o x i t h r o m y c i n および j o s a m y c i n の共存下においてはコントロ

ールと同様に細胞内の染色が確認されなかった。以上の結果より、a z i t h r o m y c i n

および s o l i t h r o m y c i n は T- DM 1 の分解を阻害し、T- DM 1 の殺細胞効果を減弱す

る可能性が示された。  

 
F i g u r e  11 .  I m m u n o f l u o r e s c e n c e  s t a i n i n g  o f  T- DM 1 .  K P L - 4  c e l l s  we r e  p u l s e d  

w i t h  1 . 5  μ g / m L T- D M 1  f o r  1 5  m i n  a t  3 7 ° C  a n d  c h a s e d  f o r  1  d a y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  c h l o r o q u i n e  ( 1 0  μ M ) ,  m a c r o l i d e s  ( 3 0  μ M ) ,  a n d  

s o l i t h r o m y c i n  ( 3 0  μ M ) .  T- DM 1  ( g r e e n )  a n d  n u c l e i  ( b l u e )  w e r e  o b s e r v e d  b y  

c o n f o c a l  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y.  T h e  r e s u l t s  we r e  r e p l i c a t e d  i n  t wo  

b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  S c a l e  b a r,  1 0  μ m  
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第 2 . 5 節 考察 

 

T- DM 1 の薬効減弱は m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬のリソソームへの集積と

S L C4 6 A3 阻害によるものである可能性が示された。M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌

薬は弱塩基性の薬物であるため、酸性環境のリソソーム内へ良好に移行した後、

イオン形に解離し、イオントラッピングされることでリソソーム内に蓄積する 6 9 )  

7 0 )。S L C4 6 A 3 は T- D M 1 の活性代謝物 Ly s - S M C C - DM 1 をリソソーム内から細胞

質へ輸送するとされるトランスポーターであるため、S L C4 6 A3 に対する阻害効

果は T- DM 1 の薬効発現を阻害すると考えられる。当研究室における先行研究に

おいて、e r y t h r o m y c i n および c l a r i t h r o m y c i n が S L C4 6 A 3 を介した 5 - C F の取り

込みを阻害することが示されているが、本研究においても同様に r o x i t h r o m y c i n、

a z i t h r o m y c i n、 j o s a m y c i n および s o l i t h r o m y c i n が S L C 4 6 A3 を介した 5 - C F の取

り込みを阻害することが示された。M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬における

S L C4 6 A3 阻害の I C 5 0 値は 5 0  μ M 以上であり、一般的なトランスポーターに対す

る阻害の強度としては中程度であったが、その高いリソソーム移行性により、リ

ソソーム内濃度が I C 5 0 値を大きく上回り、結果として T- DM 1 の効果を減弱させ

たと考えられる。  

Az i t h r o m y c i n は、他の m a c r o l i d e 系抗菌薬と比較して、弱い S L C4 6 A3 阻害活

性を示したが、T- DM 1 の殺細胞活性を減弱する効果は最も大きかった。その理

由として、a z i t h r o m y c i n はその構造内に２つの解離性アミンを有するジカチオン

であり、酸性環境下での分配係数 l o g D 5 . 0 は負の値を示すため、他の m a c r o l i d e・

k e t o l i d e 系抗菌薬よりもイオントラッピング効果が大きく、優れたリソソーム移

行性を示すことが推察された。このことは、細胞内への集積性が B a f A により顕

著に低下したことから支持される。また、リソソーム内の薬物濃度を評価した研

究としては、多形核白血球細胞を用いた研究において、 a z i t h r o m y c i n のリソソー

ム内濃度は細胞質の 3 8 倍高くなるとの報告 7 1 )や、典型的なリソソーム指向性薬

物 c h l o r o q u i n e のリソソーム内濃度は 2 0  m M を超えるとの報告 7 2 )もある。この

ことからも、今回、推察したリソソーム内濃度は妥当であると考えられる。  

Az i t h r o m y c i n の T- DM 1 効果減弱の機序には、リソソームへの集積を伴う

S L C4 6 A3 の輸送阻害だけでなく、リソソームの機能低下も関与する可能性が考

えられる。今回実施した免疫蛍光染色の結果から、a z i t h r o m y c i n 共存下において

T- DM 1 の分解が抑制されることが示された。しかし、その分子機構の解明には

至っていない。これまでに B a f A による V- AT P a s e の阻害はリソソームでの T-

DM 1 の分解および Ly s - S M CC - DM 1 の生成を抑制し、T- DM 1 に対する耐性を惹

起するとの報告 7 3 )や、a z i t h r o m y c i n の曝露がリソソーム酵素活性を低下させる

との報告 7 4 )がある。したがって、T- DM 1 の薬理効果に対する a z i t h r o m y c i n の影

響は、S L C 4 6 A3 輸送機能の阻害効果のみではなく、リソソーム機能に影響を与
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える複合的なメカニズムと推察される。  

T- DM 1 の効果減弱における S L C 4 6 A3 機能阻害とリソソーム機能阻害のそれぞ

れの寄与率については不明である。しかし、これまでの研究において、

S L C4 6 A3 に対して阻害効果を有さない低濃度の c h l o r o q u i n e は T- DM 1 の効果を

減弱しないことが示されている。a z i t h r o m y c i n によるリソソーム機能阻害効果は

c h l o r o q u i n e よりも小さいと考えられるため、 a z i t h r o m y c i n による T- DM 1 の減

弱効果において、低濃度域においては S L C4 6 A3 阻害の影響が大きく、高濃度域

になるとリソソーム機能変化による影響の寄与が相対的に大きくなると推察され

る。しかし、リソソーム機能の変化が S L C4 6 A3 の輸送機能にも影響を及ぼす可

能性も考慮しなければならないため、それぞれの寄与を分離評価することは困難

であると推察される。  

本研究で用いた m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の濃度（2 – 3  μ M）は臨床用量で

の非タンパク結合 型薬物の最高血中濃度よりも高いが、臨床においても

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬と T- DM 1 との薬物相互作用は十分起こり得ると考

えられる。一般に、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は良好な組織移行性を有し、

特に c l a r i t h r o m y c i n、a z i t h r o m y c i n および s o l i t h r o m y c i n は他の m a c r o l i d e 系抗

菌薬と比較しても大きい分布容積を示す。さらに、 a z i t h r o m y c i n 徐放性製剤 2  g

を投与した際の乳腺組織濃度は、平均 4 . 8 1  μ M になるとの報告もある 7 5 )。した

がって、a z i t h r o m y c i n は乳癌組織にも同様に移行する可能性が考えらえる。

E r y t h r o m y c i n と r o x i t h r o m y c i n の分布容積は c l a r i t h r o m y c i n、a z i t h r o m y c i n よ

り小さく、推定されたリソソーム内濃度の低さと一致している。このことは

a z i t h r o m y c i n のイオントラッピングによるリソソームでの高濃度推定を支持して

いる。  
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第 2 . 6 節  小括  

  

第 2 章では m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が T- DM 1 の殺細胞効果を減弱させる

機序の一つとして、S L C4 6 A3 の輸送機能の阻害が関わる可能性を探るため、

S L C4 6 A3 介在性の 5 - C F の取り込みに対する各種 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬

の影響を検討した。その結果、臨床で汎用される各種 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗

菌 薬 （ e r y t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n、 r o x i t h r o m y c i n ,  a z i t h r o m y c i n、

j o s a m y c i n および s o l i t h r o m y c i n）は S L C 4 6 A 3 の輸送活性を阻害し、その I C 5 0

値は 5 0 – 5 0 0  µ M の範囲であった。しかし、第 1 章で最も強力に T- DM 1 の薬効を

減弱した a z i t h r o m y c i n の I C 5 0 値は最も大きく、S L C4 6 A3 の輸送機能に対する阻

害程度は弱いことが示された。  

続いて、各 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬のリソソーム内濃度を B a f  A を用い

て推定を試みた。その結果、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は顕著にリソソーム

へ集積し、a z i t h r o m y c i n は 1 3 . 6  ×  1 0 3  µ M と高濃度に蓄積されることが推察され

た。  

また、T- D M 1 を曝露した細胞についてヒト I g G 抗体を用いた免疫蛍光染色の

検討より、a z i t h r o m y c i n および s o l i t h r o m y c i n はリソソーム機能を阻害し、リソ

ソーム内での T- DM 1 分解を抑制している可能性が示唆された。  

以上より、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬による T- DM 1 の薬効減弱には、良好

なリソソーム移行性を伴う S L C4 6 A 3 の輸送阻害とリソソーム機能阻害が関与す

ることが示唆された。  
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第 3 章 リソソーム指向性薬物が T- D M 1 の殺細胞効果に与える影響  

 

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は高いリソソーム指向性を示し、S L C4 6 A3 の輸

送機能を含むリソソーム機能へ影響を及ぼすことから、T- DM 1 の薬効を減弱さ

せることが示唆された。リソソーム指向性が高い化合物の特徴として、細胞膜を

比較的良好に通過するが、酸性環境であるリソソーム内ではイオン化し、イオン

トラッピングによってリソソーム膜を通過しにくい弱塩基性両親媒性であること

が挙げられる 7 6 )。典型的なリソソーム指向性薬物かつリソソーム機能阻害剤とし

ては c h l o r o q u i n e が知られている 7 0 )。これまでの先行研究において c h l o r o q u i n e

は S L C4 6 A3 輸送を阻害せず、T- DM 1 の薬効へも低濃度域においては顕著な影響

はないことが示されている 2 6 )。しかし、T- DM 1 の薬効に対する他のリソソーム

指向性薬物の影響は検討されていない。そこで、第 3 章では臨床的視点から、リ

ソソーム指向性の高い薬物あるいはリソソーム機能に影響を及ぼし得る医薬品を

選択し、T- DM 1 の殺細胞効果に及ぼす影響について検討した。  
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第 3 . 1 節  T- DM 1 の殺細胞効果に及ぼす a m i o d a r o n e の影響   

 

Am i o d a r o n e は分布容積が 1 0 0  L / k g 以上と非常に大きく、血中よりも組織分布

が 1 0 0 倍以上にもなることが知られている 7 7 )。Am i o d a r o n e はリソソーム内のホ

スホリパーゼ A 2 を阻害し、ホスホリピドーシスを引き起こすことが報告されて

いる 7 8 )。また、a m i o d a r o n e は心機能が低下した患者の不整脈治療に選択される

7 9 )。乳癌治療においては心毒性のある a n t h r a c y c l i n e 系薬剤および t r a s t u z u m a b

（T- DM 1 含む）が使用される 8 0 )。したがって、これら医薬品によって心毒性を

起こした際に不整脈を併発した場合、 a m i o d a r o n e と T- DM 1 が併用される可能性

がある。そこで、 a m i o d a r o n e と T- DM 1 の関連について検討した。Am i o d a r o n e

は 1 0  µ M 以上では細胞毒性を強く示した。T- DM 1 存在下における a m i o d a r o n e  3  

µ M 曝露時の細胞生存率はコントロールの 4 2 . 8  ±  6 . 6 %となったが、 a m i o d a r o n e

非曝露時の細胞生存率 3 5 . 8  ±  6 . 9 %に対して有意な変化は認められなかった  

( F i g u r e  1 2 )。  

 

 
F i g u r e  1 2 .  E f f e c t  o f  a m i o d a r o n e  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  

o f  T- DM 1 .  A m i o d a r o n e  d o e s  n o t  c o u n t e r a c t  T- DM 1  c y t o t o x i c i t y  i n  H CC1 9 5 4  

c e l l s .  H C C1 9 5 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  T- DM 1  ( 0  μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 0 3  μ g / m L ,  

r e d )  f o r  9 6  h  w i t h  t e s t  d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  

p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  t w o  b i o l o g i c a l l y  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 3 . 2 節 T- DM 1 の殺細胞効果に及ぼす t am oxi f en の影響 

 

Tamo xi f en は分布容積が 6 0  L / k g と大きく、組織中濃度は血清中濃度の約 6 0

倍になることが報告されている 8 1 )。Tam oxi f en はリソソーム指向性が高い薬物

の一つであり、リソソーム機能に影響を及ぼすことが報告されている 7 8 )  8 2 )  8 3 )。

また、ホルモン受容体陽性乳癌に対して使用される医薬品であり、ホルモン受容

体陽性かつ H E R 2 受容体陽性乳癌患者においては T- DM 1 と併用されることも想

定される 8 4 )  8 5 )。そこで、 t am o xi fen と T- DM 1 の関連について検討した。T-

DM 1 非存在下において t amo xi f en は 1 0  µ M 以上の濃度で細胞毒性を示した。T-

DM 1 存在下に t amo xi fen を曝露させた条件において、その細胞生存率に有意な

変化は認められなかった ( F i g u r e  1 3 )。  

 
F i g u r e  1 3 .  Ta m o x i f e n  d o e s  n o t  c o u n t e r a c t  T- DM 1  c y t o t o x i c i t y  

i n  H C C1 9 5 4  c e l l s .  E f f e c t  o f  t a m o x i f e n  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  T- DM 1 .  H C C1 9 5 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  

T- DM 1  ( 0  μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 0 3  μ g / m L ,  r e d )  f o r  9 6  h  w i t h  t e s t  

d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  

m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  t w o  b i o l o g i c a l l y  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
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第 3 . 3 節 T- DM 1 の殺細胞効果および S L C4 6 A3 に及ぼす p r o t o n  p u m p  i n h i b i t o r s  

( P P I s )  の影響 

 

P P I s は胃潰瘍や十二指腸潰瘍をはじめとする消化管出血やその予防に対して頻

繁に処方される 8 6 )。P P I s は胃壁細胞において H + / K +  AT P a s e を阻害し、胃酸の分

泌を強力に抑制する。阻害の分子機構として、胃酸により活性化された P P I s が

H + / K +  AT P a s e 上のシステインと結合し、ジスルフィド結合を形成することで

H + / K +  AT P a s e 機能を不可逆的に失活させる 8 7 )。  

液胞型 AT P a s e である V- AT P a s e はリソソーム膜に存在し、H +を細胞質からリ

ソソーム内へ取り込み、リソソーム内の酸性化に寄与している。P P I s は V-

AT P a s e も阻害することが報告されている 8 8 )  8 9 )。さらに、P P I s はリソソーム酵

素であるカテプシン B やレグマインの阻害作用も有する 9 0 )。そこで、P P I s と T-

DM 1 の相互作用の可能性について検討した。T- DM 1 非存在下において、P P I s 単

独曝露により細胞生存率の上昇を認めた。T- DM 1 存在下においても同様の傾向

が認められたが、その影響は T- DM 1 非存在下での生存率を上回るものではなか

った。そのため、P P I s は T- DM 1 の殺細胞効果には影響を与えないと推測された  

( F i g u r e  1 4 )。一方、S L C4 6 A3 を介した 5 - C F の取り込みは o m e p r a z o l e、

l a n s o p r a z o l e 共存下において、それぞれコントロールの 2 1 . 7 %、7 . 0 %に低下し

た。一方、v o n o p r a z a n は 5 - C F の取り込みを有意に阻害しなかった  ( F i g u r e  1 5 )。  

 
F i g u r e  1 4 .  P P I s  d o  n o t  c o u n t e r a c t  T- D M 1  c y t o t o x i c i t y  i n  HC C1 9 5 4  c e l l s .  

E f f e c t  o f  P P I s  o n  c e l l  v i a b i l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  T- DM 1 .  

HC C1 9 5 4  c e l l s  we r e  e x p o s e d  t o  T- DM 1  ( 0  μ g / m L ,  b l a c k ;  0 . 0 1  μ g / m L ,  

y e l l o w;  0 . 0 3  μ g / m L ,  r e d )  f o r  9 6  h  w i t h  t e s t  d r u g s  a t  t h e  i n d i c a t e d  

c o n c e n t r a t i o n .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  S E M  ( n  =  4 )  o b t a i n e d  f r o m  

t wo  b i o l o g i c a l l y  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
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F i g u r e  1 5 .  T h e  e f f e c t  o f  P P I s  o n  S L C4 6 A3  t r a n s p o r t  a c t i v i t y.  S L C 4 6 A3 -

m e d i a t e d  5 - CF  u p t a k e  wa s  e v a l u a t e d  a t  p H  5 . 0  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  

o f  e a c h  P P I s  ( 2 0 0  μ M ) .  Da t a  a r e  p r e s e n t e d  a s  t h e  m e a n  ±  S E M  ( n  =  4 )  

( * * * * :  P  <  0 . 0 0 0 1  o n e - wa y  AN OVA f o l l o w e d  b y  Du n n e t t ’s  m u l t i p l e  

c o m p a r i s o n s  t e s t ) .  Re l a t i v e  u p t a k e  i s  s h o w n  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  u p t a k e  

w i t h o u t  i n h i b i t o r s  ( c o n t r o l )  i n  S L C4 6 A 3  d C  c e l l s  s u b t r a c t e d  b y  t h a t  i n  

m o c k  c e l l s .  
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第 3 . 4 節 考察 

 

Am i o d a r o n e および t am oxi f en は代表的なリソソーム指向性薬物であるが、T-

DM 1 の殺細胞効果に影響を及ぼさないことが示された。このことは、リソソー

ム指向性という特徴のみでは、T- DM 1 の薬効発現には影響せず、S L C4 6 A3 輸送

機能やリソソーム機能を十分に阻害する必要がある ことを示している。

Am i o d a r o n e は C l o g P 7 . 5 7、p K a  8 . 4 7 であり、脂溶性が高く、弱塩基性を示す。

また、ホスホリパーゼ A 2 を強力に阻害する  ( I C 5 0  8 . 3  µ M )  ことが知られている

7 8 )。したがって、1 0  µ M 以上の濃度においては、リン脂質との相互作用により細

胞毒性を強く示したと考えられる。Tam o xi fen は C l o g P 5 . 9 3、p K a  8 . 7 6 であり、

ホスホリパーゼ A 2 阻害作用  ( I C 5 0  7 . 7  µ M )  も強く 7 8 )、 a m i o d a r o n e と類似の性

質を有しており、T- DM 1 に対する影響も同様に認められなかった。これら薬物

が T- DM 1 の活性代謝物 Ly s - S M C C - DM 1 の遊離に関与するリソソーム内タンパ

ク質分解酵素に与える影響は不明であるが、少なくとも低濃度域においては

S L C4 6 A3 機能やリソソーム内タンパク質分解酵素に影響を与えていないことが

示唆された。  

P P I s は塩基性であり、各薬物の特徴（o m e p r a z o l e  p K a  8 . 7 8、 l a n s o p r a z o l e  

p K a  9 . 5 6 および v o n o p r a z a n  p K a  9 . 0 6）から血液中で多くはイオン形として存在

し、リソソーム指向性薬物と比較すると脂溶性が低い（ o m e p r a z o l e  l o g P 2 . 3 6、

l a n s o p r a z o l e  l o g P 2 . 5 8 および v o n o p r a z a n  l o g P 2 . 3 6）ことが挙げられる。した

がって、P P I s は高濃度においては S L C 4 6 A3 の輸送機能を阻害したものの、検討

した低濃度域において T- DM 1 の薬効に影響を及ぼさなかったことは、P P I s のリ

ソソーム指向性が低いためと考えられる。  
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総括 

 

本研究では、A D C、特に T- DM 1 の薬効に及ぼす医薬品の影響について検討し

た。第 1 章では、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が T- DM 1 の薬効を減弱させ、

a z i t h r o m y c i n でその影響が最も強いことを示した。この影響は H E R2 陽性乳癌細

胞である K P L - 4 細胞および H C C1 9 5 4 細胞で共通していた。また、 a z i t h r o m y c i n

は D M 1 お よ び T- DX d の 薬 効 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 以 上 よ り 、

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が S L C4 6 A 3 を介した T- DM 1 の活性代謝物 Ly s -

S M C C - DM 1 の輸送に影響を及ぼしている可能性が考えられた。第 2 章では、

m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬が T- DM 1 の薬効を減弱させる機序について検討し

た。M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬は S L C 4 6 A3 の基質である 5 - C F の輸送を阻害

し、a z i t h r o m y c i n は S L C4 6 A3 を介した Ly s - S M CC - DM 1 の取り込みを阻害した。

また、m a c r o l i d e・k e t o l i d e 抗菌薬による S L C4 6 A3 輸送阻害は m a c r o l i d e の環状

構造には依存していなかった。続いて、本章で示した m a c r o l i d e 系抗菌薬の I C 5 0

値は第 1 章で検討した濃度域より高値であったため、m a c r o l i d e 系抗菌薬のリソ

ソーム移行性について検討した。その結果、m a c r o l i d e 系抗菌薬は S L C4 6 A3 を

阻害し得る良好なリソソーム移行性を示し、特に a z i t h r o m y c i n はリソソームへ

の移行が顕著であった。さらに免疫染色の結果、 a z i t h r o m y c i n はリソソーム内に

おける T- DM 1 の分解を抑制している可能性が示された。以上より、m a c r o l i d e・

k e t o l i d e 系抗菌薬による T- DM 1 の殺細胞効果の減弱は、S L C4 6 A 3 の阻害とリソ

ソーム機能の障害が T- DM 1 の薬効に関与する Ly s - S M C C - DM 1 の細胞質移行と

生成低下に寄与している可能性を示した。第 3 章では、臨床で使用されるリソソ

ーム指向性薬物、リソソーム機能に影響を及ぼし得る薬物と T- DM 1 の殺細胞効

果に与える影響について検討した。A m i o d a r o n e、 t a m o x i f e n および P P I s はいず

れも T- DM 1 の薬効には影響を与えなかった。以上より、リソソーム指向性とい

う特徴のみでは T- D M 1 の薬効には影響を与えないことが示された。  

これらの結果は、m a c r o l i d e 系抗菌薬と T- DM 1 の併用について警鐘を促すもの

である。M a c r o l i d e 系抗菌薬は抗菌作用以外にも抗炎症作用を持つという特徴か

ら長期投与され 9 1 )  9 2 )、癌患者ではリソソームの酸性化に寄与する V- AT P a s e の

活性化によりリソソーム p H がより低いことが報告されている 9 3 )。さらに、チャ

ールソン併存疾患指数で示された乳癌患者 5 – 1 6 %は慢性肺疾患を有していると報

告されている 9 4 )  9 5 )  9 6 )  9 7 )  9 8 )。加えて、a z i t h r o m y c i n は米国で毎年 4 , 0 0 0 万人以

上処方されているとのデータもある 9 9 )  1 0 0 )。2 0 1 8 年、世界で 2 0 0 万人が乳癌と

診断されている 1 0 1 )。以上の背景を踏まえると、T- DM 1 と m a c r o l i d e 系抗菌薬は

臨床において併用されていることを懸念する必要がある。しかし、両医薬品が実

臨床においてどの程度併用されているかは不明であり、実際の併用による治療成

績への影響は報告されていない。今後、リアルワールドデータを活用するなど臨
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床研究において、両医薬品の併用による治療成績の解析の実施が望まれる。  

 以上のように、本研究において m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬と T- DM 1 の併

用が T- DM 1 の薬効を減弱する可能性を示した。今後はさらに異なる A D C や i n  

v i v o での検証が必要と考えるが、本研究で得られた知見は、薬物 - A DC 相互作用

という新たな概念を確立するとともに、相互作用に関わる機構の分子基盤を与え

るものであり、今後の最適な A D C 治療の実践に資するものである。  
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実験の部  

実験材料 

1 .  使用薬物  

A m i o d a r o n e  H y d r o c h l o r i d e  東京化成工業  

An s a m i t o c i n  P - 3  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

Az i t h r o m y c i n  d i h y d r a t e  東京化成工業  

B a f i l o m y c i n  A1  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

5 - Ca r b o x y f l u o r e s c e i n  h y d r a t e  

 ( 5 - C F )  
東京化成工業  

Ch l o r o q u i n e  d i p h o s p h a t e  東京化成工業  

Cl a r i t h r o m y c i n  東京化成工業  

Di r i t h r o m y c i n  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

D M 1  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

E N HE RT U ®  

( t r a s t u z u m a b  d e r u x t e c a n )  
第一三共株式会社  

E r y t h r o m y c i n  富士フイルム和光純薬  

G a m i t h r o m y c i n  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

K A D CY L A ®  

( t r a s t u z u m a b  e m t a n s i n e )  
中外製薬  

L a n s o p r a z o l e  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

Ly s - S M C C - DM 1  t r i f l u o r o a c e t a t e  I n v i v o c h e m  

O l e a n d o m y c i n  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

O m e p r a z o l e  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

R o x i t h r o m y c i n  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

S o l i t h r o m y c i n  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

S p i r a m y c i n  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

Ta m o x i f e n  C i t r a t e  Wa k o  

Te l i t h r o m y c i n  Bi o a u s t r a l i s  

Tu l a t h r o m y c i n  Ca y m a n  Ch e m i c a l  C o m p a n y  

Ty l o s i n  t a r t r a t e  BL D P h a r m a t e c h  L t d .  

Vo n o p r a z a n  C h e m s c e n e l l s  

2 .  細胞培養  

D - M E M  ( h i g h  g l u c o s e )  w i t h  L -

g l u t a m i n e  a n d  p h e n o l  r e d  
富士フイルム和光純薬  

F e t a l  b o v i n e  s e r u m  Co r n i n g  

P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  s o l u t i o n  富士フイルム和光純薬  

RP M I - 1 6 4 0  w i t h  L - g l u t a m i n e  a n d  

p h e n o l  r e d  
富士フイルム和光純薬  

3 .  免疫染色  

Al b u m i n ,  b o v i n e  s e r u m ,  f a t t y  a c i d  

f r e e ,  p H  7 . 0  
ナカライテスク  

Go a t  An t i - M o u s e  I g G  H& L ( Al e x a  

F l u o r ®  4 8 8 )  a n t i b o d y  
Ab c a m  

M o n o c l o n a l  A NT I - F L AG ®  M 2  

a n t i b o d y  

S i g m a - Al d r i c h  

4 % - P a r a f o r m a l d e h y d e  p h o s p h a t e  

b u f f e r  s o l u t i o n  
ナカライテスク  

4 .  取り込み実験  
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P i e r c e  B CA  p r o t e i n  a s s a y  k i t  T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c  

5 .  細胞生存率アッセイ  

Ce l l  Co u n t i n g  k i t - 8  同仁化学研究所  

6 .  T- DM 1 染色  

Al e x a  F l u o r ®  4 8 8  a f f i n i p u r e  Go a t  

An t i - Hu m a n  I g G  ( H + L )  
J a c k s o n  i m m u n o r e s e a r c h  L a b s  

7 .  L C - M S / M S  

Ac e t o n i t r i l e  - P l u s -  L C/ M S 用  関東化学  

F o r m i c  a c i d  ナカライテスク  

その他の試薬はすべて市販特級品を使用した。  

 

8 .  実験細胞  

HC C1 9 5 4  J CR B 細胞バンク  

KP L - 4  川崎医科大学  

M DC KI I  E C AC C  

KP L - 4、M D CKI I 細胞は Du l b e c c o ’s  m o d i f i e d  E a g l e ’s  m e d i u m  ( DM E M )で培

養した。H C C1 9 5 4 細胞は RP M I - 1 6 4 0  m e d i u m で培養した。すべての培地は 1 0 %  

f e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S )、1 0 0  u n i t s /  m L p e n i c i l l i n  G および 1 0 0  μ g /  m L 

s t r e p t o m y c i n を添加した。細胞は 37℃、5% CO 2 条件下で培養した  

 

9 .  使用機器  

ミクロ化学天秤  B C A6 4 I  S a r t o r i u s  

p H メーター  H M -2 5 R  東亜ディーケーケー  

マイクロ  

プレートリーダー  

Va r i o s k a n t m  

F l a s h 2 . 4  F P - 6 5 0 0  
T h e r m o  F i s h e r  

S c i e n t i f i c  

恒温漕  サーモボックス  T h e r m o n i c s  

C O 2 インキュベーター  F O RM A DI R E CT  H E AT  T h e r m o  F i s h e r  

S c i e n t i f i c  

インキュベーター  E Y E L A S L I - 2 2 0  東京理化機械  

恒温振とう機  Bi o s h a k e r  B R - 2 3 F P  TAI T E C  

卓上型アスピレーター  S A P - 1 0 2  三商  

蛍光顕微鏡  Bi o z e r o  BZ - 7 1 0  KE YE N CE  

共焦点  

レーザー走査型顕微鏡  
F V 1 0 0 0 - D  I X 8 1  Ol y m p u s  

UP L C - M S システム  

AC Q UI T Y U P L C®  H -

Cl a s s  - Xe v o  T QD  

s y s t e m  

Wa t e r s  

UP L C カラム  
I n e r t s u s t a i n  C1 8   

( 2 . 1  ×  1 0 0  m m ,  5  μ m )  
GL S c i e n c e  

1 0 .  緩衝液の組成  

Ha n k ′ s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  ( H BS S )  

K C L  5 . 3 3 0  m M  

N a Cl  1 3 6 . 9 0 0  m M  
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N a HC O 3  4 . 1 7 0  m M  

K H 2 P O 4  0 . 4 4 1  m M  

N a 2 H P O 4  0 . 3 3 8  m M  

C a Cl 2  1 . 2 6 0  m M  

M g C l 2 · 6 H 2 O  0 . 4 9 3  m M  

M g S O 4 · 7 H 2 O  0 . 4 0 7  m M  

D -Gl u c o s e  5 . 5 6 0  m M  

Ci t r a t e  ( p H  4 . 0 – 4 . 5 )  o r  H E P E S  ( p H  

7 . 4 )  o r   

M E S  ( p H  5 . 0 – 6 . 5 )  

1 0 . 0 0 0  m M  

実験方法 

1 1 .  細胞生存率アッセイ  

 K P L - 4 細胞もしくは H C C1 9 5 4 細胞を 3 , 0 0 0  c e l l / we l l で 9 6  w e l l プレートに播

種した。翌日、試験薬存在下に T- DM 1、T- D Xd、D M 1 をそれぞれ 4 日間、6 日

間、2 日間曝露し、細胞生存率を c e l l  c o u n t i n g  k i t - 8 を用い、4 5 0  n m の吸光度を

マイクロプレートリーダーで測定した。P P I の細胞生存率アッセイでは、予備検

討において P P I の細胞毒性が強く影響したため、P P I を R P M I ( F B S - )で希釈し、

連日 4 時間のみの曝露とし、残りの時間を R P M I ( F B S + )で希釈した T- DM 1 を曝

露した。  

 

1 2 .  取り込み実験  

M DC KI I 細胞 ( m o c k / S L C4 6 A3  d C )を 2 . 0×1 0 4  c e l l s / we l l で播種し、2 日間培

養した。1 0  m M  M E S  ( p H  5 . 0 )を含む H B S S  1 5 0  µ L にて 3 7℃、3 – 5  m i n  プレイ

ンキュベートした。2  µ M  5 - C F を含む試験化合物  1 0 0  µ L を 5  m i n 作用させた。

その後、氷冷した 1 0  m M  H E P E S ( p H  7 . 4 )を含む H BS S にて反応を停止させ、さ

らに 2 回洗浄した。細胞溶解液 ( 0 . 1 %  Tr i t o n X - 1 0 0 を含む 0 . 3 N  Na O H 水溶液 )  

2 0 0  µ L を添加し細胞をよく溶解し、 3 7℃、1 5  m i n インキュベートした。マイク

ロプレートリーダーにて蛍光強度 ( E x / E m  =  4 9 2  n m / 5 1 8  n m )を測定した。B C A

法にてタンパク量を定量し、取り込み量は細胞のタンパク量で補正した。  

 

1 3 .  リソソーム集積性の検討  

KP L - 4 細胞を 2 4  we l l プレートに 1 . 5  ×  1 0 5  c e l l s / we l l で播種した。O p t i - M E M

で 1 回洗浄後、Ba f A 1 0 0  n M もしくは 0 . 1 %  DM S O を含む Op t i - M E M  5 0 0  µ L で

3 0  m i n プレインキュベートした。その後、Ba f A 1 0 0  n M 存在下もしくは非存在

下において各 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬 ( 2  µ M )を添加し、1 日間インキュベ

ートした。氷冷した P BS にて 2 回洗浄し、5 0 %  a c e t o n i t r i l e で抽出（室温  3 0  m i n）

後、L C - M S / M S にて定量した。  

B C A 法にてタンパク量を定量し、取り込み量は細胞のタンパク量で補正した。  
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1 4 .  免疫染色  

 KP L - 4 細胞  ( 1 . 0  ×  1 0 5  c e l l s / d i s h )  を 3 5  m m  g l a s s - b o t t o m  d i s h に播種した。

次の日、T- DM 1  ( 1 . 5  µ g /  m L )  で 1 5 分間作用させ、P BS で 2 回洗浄した。その

後、c h l o r o q u i n e  ( 1 0  μ M )、各 m a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬 ( 3 0  μ M )  存在下、1

日間培養した。細胞は免疫染色と同様の過程でブロッキングまで行った。その後、

抗ヒト I g G 抗体  ( A l e x a  F l u o r ®  4 8 8 )  ( 1 : 1 , 0 0 0 )  で 1 時間  ( 3 7 ℃ )  作用させた。

P B S - T で細胞を 2 回洗浄後、核を H o e c h s t 3 3 3 4 2  ( 1 0  μ M )  で染色し、共焦点レー

ザー走査型顕微鏡 F V 1 0 0 0 で画像を取得た。  

 

1 5 .  L C - M S / M S  

M a c r o l i d e・k e t o l i d e 系抗菌薬の細胞内取り込み量における L C - M S / M S の実験

条件は次の通り実施した。L C - M S / M S システムは A C QUI T Y U P L C H - Cl a s s  

s y s t e m / X e v o  T Q D t r i p l e  q u a d r u p o l e  t a n d e m  m a s s  s p e c t r o m e t e r  ( Wa t e r s ,  

M i l f o r d ,  M A ,  U S A)を用い、分析用カラムは i n e r t s u s t a i n  C 1 8  ( 2 . 1  ×  1 0 0  m m ,  5  

μ m )  c o l u m n  ( GL S c i e n c e  Co . ,  L t d . ,  To k y o ,  J a p a n )を使用した。移動相は 0 . 1 %  

f o r m i c  a c i d ( A )、a c e t o n i t r i l e  ( B )を用いた。内標準物質は a n s a m i t o c i n  P - 3 を使

用した。流速 0 . 2  m L / m i n、グラジエントは移動相 A 液 : B 液  =  9 5 : 5 ( 0 – 0 . 5  m i n )

→5 : 9 5 ( 0 . 5 – 1 . 5  m i n )  →5 : 9 5 ( 1 . 5 – 5 . 4  m i n )  →9 5 : 5 ( 5 . 4 – 5 . 5  m i n )→9 5 : 5  ( 5 . 5 – 8  

m i n )とした。  

イオン化はエレクトロスプレーイオン化法のポジティブモードを選択し、

a z i t h r o m y c i n、c l a r i t h r o m y c i n、e r y t h r o m y c i n、 j o s a m y c i n、 r o x i t h r o m y c i n、

s o l i t h r o m y c i n、a n s a m i t o c i n  P - 3 はそれぞれ m / z  7 4 9 . 6  →  11 6、  m / z  7 4 8 . 4  →  

1 5 8 . 1、m / z  7 3 4 . 4  →  1 5 8 . 1、m / z  8 2 8 . 6  →  1 0 9 . 1、m / z  8 3 7 . 6  →  1 5 8 . 2、  m / z  

8 4 5 . 5  →  11 6 . 1、m / z  6 3 5 . 2  →  5 4 7 . 2 を検出した。  

Ly s - S M C C - DM 1 の細胞内取り込み量の測定は、上記と同し装置およびカラム

を用い、グラジエントは移動相 A 液 : B 液  =  9 5 : 5 ( 0 – 0 . 5  m i n )→5 : 9 5 ( 0 . 5 – 3  m i n )  

→5 : 9 5 ( 3 – 6 . 5  m i n )  →9 5 : 5 ( 6 . 5 – 6 . 6  m i n )→9 5 : 5  ( 6 . 6 – 8  m i n )とした。m / z は

11 0 3 . 2→4 8 5 . 2 を検出した。  
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1 6 .  解析  

すべての回帰分析は G r a p h p a d  P r i s m  v 9 . 4 . 1 .  ( G r a p h p a d  S o f t wa r e ,  I n c . ,  S D ,  

US A)  を使用した。 I C 5 0 は下記の式に従って求めた。  

 

uptake (% of control) =
uptake

top
− uptake

min

1 + (
IC50

𝐼
)

𝐻𝑖𝑙𝑙𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
+ uptake

min
 

u p t a k e t o p :  最大取り込み率、u p t a k e m i n :  最小取り込み率、 𝐼:  阻害剤濃度  

 

 

リソソーム内濃度の推定に当たっては次の式により推算した。  

Lysosomal concentration of test drug (µM)

=  
Test drug without bafA (pmol) − test drug with bafA (pmol)

LV (µm3) × 4 × 105
× 109 

LV:  t h e  v o l u m e  o f  l y s o s o m e s  p e r  c e l l .  

 

 

S L C4 6 A3  d C 細胞を用いた取り込み実験においては m o c k 細胞における取り込

み量を減ずることにより算出した。  

濃度依存性試験のデータはミカエリス・メンテン式によって導いた。  

𝑣 =
𝑉𝑚𝑎𝑥 × 𝑆

𝐾𝑚 + 𝑆
 

𝑣:  取り込み速度、𝑆:  基質濃度  

 

1 7 .  統計処理  

データは平均値  ±  標準誤差（m e a n  ±  S E M）で表記した 。統計解析は

G r a p h p a d  P r i s m  v 9 . 4 . 1 を用いた。2 群間の比較は t -検定（S t u d e n t ’s  t - t e s t）に

より行った。また、多群間の比較には、分散分析（AN OVA）の後に T u k e y の多

重比較もしくは Du n n e t t の多重比較を用いた。P <  0 . 0 5 を有意水準とした。  
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