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略語集 
 

ABC-DLBCL: Activated B-cell like diffuse large B-cell lymphoma、活性化 B 細胞型びまん性大

細胞様 B 細胞性リンパ腫 

Apaf-1: Apoptic protease activating factor 1 

ATCC: American Type Culture Collection 

ATM: Ataxia-telangiectasia mutated、血管拡張性失調症変異 

BIR: Baculovirus IAP repeat、バキュロウイルス IAP 反復配列 

B-NHL: B-cell Non-Hodgkin lymphoma、B 細胞性非ホジキンリンパ腫 

CLL: Chronic lymphocytic leukemia、慢性リンパ性白血病 

CPC: Chromosomal passenger complex 染色体パッセンジャー複合体 

CR: Complete regression、（腫瘍の）完全退縮 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DLBCL: Diffuse large B-cell lymphoma、びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫 

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (German Resource 

Center for Biological Material) 

EGFR; Epidermal growth factor receptor 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase 

FADD: Fas-associated protein with death domain 

FBS: Fetal bovine serum 

18F-FLT-PET: 3'-Deoxy-3'-[18F] fluorothymidine positron emission tomography  

GCB-DLBCL: Germinal center B-cell like diffuse large B-cell lymphoma、胚中心型びまん性大

細胞様 B 細胞リンパ腫 

GI50: 50% growth inhibitory concentration  

HER2: human EGFR-related 2、ヒト上皮成長因子受容体２ 

HTS: High Throughput Screening   

iv: Intravenously、静脈内に 
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IAP: Inhibitor of apoptosis protein、細胞死抵抗性タンパク質 

IC50: 50% inhibitory concentration  

JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources 

MDR1: Multidrug resistance protein 1、 

NSCLC: Non-small cell lung carcinoma、非小細胞肺がん 

PARP: Poly ADP-ribose polymerase、ポリ ADP リボースポリメラーゼ 

PBS: Phosphate-buffered saline、生理的リン酸緩衝液 

ROI: Region of Interest 

R-CHOP: Rituximab, Cyclophosphamide, Hydroxydaunorubicin, Oncovin, Prednisone 

sc: Subcutaneously、皮下に 

SD: Standard deviation、標準偏差 

SE: Standard error、標準誤差 

siRNA : Small interfering RNA 

SPF: Specific pathogen-free 

STAT: Signal transducer and activator of transcription  

SUVmax: Maximum standard uptake value 

TNBC: Triple negative breast cancer  
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緒言 
 

がんは我が国における死因別死亡率第一位の疾患である。近年、慢性骨髄性白血病に対

する BCR-ABL 阻害剤イマチニブ（グリーベック®）やヒト上皮成長因子受容体２（HER2）

陽性乳がんにおけるトラスツズマブ（ハーセプチン®）等の分子標的薬の登場により、特

定のがん腫で劇的に治療効果が改善されるようになった。一方、臨床研究において、分子

標的薬単独、あるいは既存の薬物との併用療法の試みはされているものの、満足な治療効

果を得ることができないがん種が依然多く存在している。よって、新規メカニズムの薬剤

の開発及びより効果的な併用療法の確立が臨床上の大きな課題である。 

がんはアポトーシス制御の異常が一つの誘因である。アポトーシスシグナルは外因性経

路と、内因性経路がある。外因性経路では、Fas などのデスリガンドが TNF レセプターファ

ミリーに属するデスレセプターに結合すると、アダプター分子 Fas-associated protein with 

death domain（FADD）とカスパーゼ 8 がリクルートされる。カスパーゼ 8 は、下流のカス

パーゼ 3、7 を活性化し、アポトーシスを誘導する。内因性経路では、抗がん剤や DNA 損

傷により p53 が活性化されると、ミトコンドリアからシトクロム c が放出される。放出さ

れたシトクロム C は、apoptic protease activating factor 1（Apaf-1）と結合し、さらにカスパー

ゼ 9 がリクルートされ、アポトソームと呼ばれる巨大な複合体を形成し、カスパーゼ 9 が

活性化される。カスパーゼ 9 は、カスパーゼ 8 と同様にカスパーゼ 3、7 を活性化し、アポ

トーシスが誘導する 1)。 

アポトーシスを制御するたんぱく質は、Bcl-2 ファミリーと Inhibitor of apoptosis protein

（IAP）ファミリーに大別される。Bcl-2 ファミリーは、Bcl-2、Bcl-xL などアポトーシスを

抑制する因子と Bax、Bad、Bid などアポトーシスを促進する因子に大別される。前者は、

ミトコンドリア外壁に存在し、シトクロム c のミトコンドリアからの放出を抑制し 2)、後

者は細胞質に存在するが、デスシグナルに従ってミトコンドリアへ移動し、シトクロム c

の放出を促進する 3, 4)。IAP ファミリーは、共通モチーフとして Baculovirus IAP repeat（BIR）

ドメインを有し、BIR ドメインを介し、カスパーゼ 3、7 及びプロカスパーゼ 9 に結合し、
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その結合を阻害する。今までに Bruce/Apollon、NIAP、cIAP1、cIAP2、XIAP、ML-IAP/Livin、

ILP-2/Ts-IAP、及びサバイビンが報告されている 5)。 

 

Figure 1 Two major apoptotic pathways 1) 

 

サバイビンは、分化した正常ヒト組織では発現を認めず、がん細胞において過剰発現し

ていることが知られており 6)、アポトーシスの実行因子であるカスパーゼと相互作用し、

活性化を阻害すること、また、細胞分裂期に紡錘糸や微小管と結合することから、アポトー

シスの抑制因子及び細胞周期進行の調節因子として機能している 7)。また、サバイビンは、

乳がん 8)、非ホジキンリンパ腫 6, 9, 10)、肝臓がん 11)など様々ながん種において高発現が認

められ、サバイビンの高発現と予後不良が相関していることが報告されている。サバイビ

ンの siRNA やリボザイムを用いたサバイビンの機能的阻害によって、乳がんや非ホジキン

リンパ腫などがん細胞のアポトーシス誘導が認められることから 12-15)、サバイビンはがん

細胞の生存に重要な役割を果たしており、がん治療薬の有望な標的の一つとして考えられ

ている。 
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YM155 は、サバイビン遺伝子プロモーターを用いたレポーターアッセイ系の High 

Throughput Screening（HTS）のヒット化合物の最適化により、創製された縮環イミダゾリ

ウム骨格を有するサバイビン発現抑制剤である（Figure 2）。YM155 は他の IAP ファミリー

タンパク質の発現には作用せず、サバイビン特異的に発現を抑制し、細胞増殖の抑制とア

ポトーシスを誘導する 16)。また、119 個のがん細胞を用いたセルパネルスクリーニングに

おいて、広い抗腫瘍スペクトラムを示し、平均 GI50 値が 15 nmol/L と非常に強い細胞増殖

抑制活性を示す。その中でも、悪性リンパ腫、ホルモン抵抗性前立腺がん、非小細胞肺が

ん（Non-small cell lung carcinoma: NSCLC）、乳がんに特に高感受性を示し、これらがん種

の複数の皮下担がんモデルにおいて、YM155 の皮下持続投与は腫瘍退縮作用を示す 17)。

さらに、臨床試験において、悪性リンパ腫、前立腺がん、NSCLC 及び悪性黒色腫において、

忍容性と有効症例が確認されている 18-23)。 

サバイビンは既存の抗がん剤に対する抵抗性に関しても、重要な役割を担っていること

が報告されている。サバイビンの機能抑制により、シスプラチン 24)、エトポシド 25)、パ

クリタキセル 26)などの抗がん剤や放射線療法 27)の感受性が増強されることから、抗がん

剤や放射線療法の耐性に関するサバイビンの関与が示唆されている。そこで本研究は、が

ん併用薬物療法の標的としてのサバイビンの機能を検証する目的で、YM155 と抗がん剤と

の併用作用及びそのメカニズムを明らかにし、サバイビンを標的とした、新しいがん併用

療法の可能性を検討した。また、YM155 が高感受性を示し、生存におけるサバイビンの依

存度が高いと想定されるがん種の内、既存抗がん剤で満足な治療効果を得ることができず、

抗がん剤に対する耐性克服が臨床上大きな課題であるトリプルネガティブ乳がん（Triple 

negative breast cancer: TNBC）及びびまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫（Diffuse large B-cell 

lymphoma: DLBCL）に着目し、研究を実施した。 

 
Figure 2 Structure of YM155 
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第１章 トリプルネガティブ乳がんに対する YM155 と微小管標的薬との併用効果 

 

第1節 はじめに 
 

乳がんはアメリカにおける女性第二位の死亡原因である 28)。その中で15%の患者はエス

トロゲン受容体、プロゲステロン受容体及びHER2の発現が認められないTNBCであり、他

のサブタイプと比較して腫瘍増殖速度が速く、転移の発現頻度が高く、死亡率が高いこと

が報告されている 29-31)。TNBCの薬剤治療は薬剤標的の発現が認められないことから、分

子標的薬の使用ができず、化学療法に頼らざるを得ない。その中でもタキサン系薬剤やビ

ンカアルカノイド系薬剤などの微小管を標的とする薬剤はTNBCの治療に最も使用される

薬剤タイプの一つである 32, 33)。TNBCは化学療法に対する感受性が高いにも拘らず予後が

悪いことが報告されている 31)。特にネオアジュバント療法において腫瘍が残存する場合、

特に予後が悪い 30)。以上のことからTNBCの新しい治療オプションの開発及び既存治療の

薬効増強は臨床上アンメットニーズが高いと考えられる。 

サバイビンは乳がんにおいて高発現が認められ 34, 35)、リボザイムやドミナントネガティ

ブ変異体を用いた機能阻害により、乳がん細胞において細胞増殖阻害及び細胞死が誘導さ

れること、また、複数のがん種においてサバイビン siRNA やドミナントネガティブ体がタ

キサン系薬剤の薬効を増強することが報告されている 12-14)。これまでに、YM155 が TNBC

を含む乳がんに対して高感受性であり、TNBC 細胞においてサバイビンの発現抑制を伴う

細胞増殖抑制作用及びアポトーシス誘導作用を示すこと、及び TNBC 自然転移モデルにお

ける YM155 の延命効果を報告している 36)。さらに、YM155 はヒトメラノーマモデル及び

NSCLC モデルにおいてドセタキセルの薬効を増強することから 17, 37)、本章では TNBC に

おいても YM155 によるサバイビン抑制が微小管標的薬の薬効を強めると仮説を立て、

YM155 と微小管標的薬の併用作用とそのメカニズムについて検討した。 
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第 2 節 実験方法 

 

2.1. 試験物質 
 

YM155は、アステラス製薬において合成した。パクリタキセルは LC Laboratories（Woburn, 

MA, USA）、ドセタキセル、ビノレルビン、及びドキソルビシンは Sigma-Aldrich（St. Louis, 

MO, USA）より購入した。In vitro試験においては、各被検物質をDimethyl sulfoxide （DMSO）

に溶解した。In vivo 実験においては、タキソテール注（Sanofi Aventis, Bridgewater, NJ, USA）

を用いた。 

 

2.2. 細胞株 
 

ヒト TNBC 細胞株 MRK-nu-1（JCRB0628）は、Japanese Collection of Research Bioresources 

（JCRB）細胞バンクより入手した。MDA-MB-453（HTB-131）は American Type Culture 

Collection（ATCC）より入手した。培地には 10%の非働化した Fetal bovine serum（FBS）

（GIBCO BRL）を添加した RPMI－1640（GIBCO BRL）を用いた。細胞は 37℃、5% CO2

の条件下で培養した。 

 

2.3. 抗体 
 

抗サバイビン抗体（AF886）は R&D Systems（Minneapolis, MN, USA）より、抗 cleaved poly 

ADP-ribose polymerase（PARP）抗体（#9541）及び抗リン酸化ヒストン H3 (S10)抗体（#9701）

は Cell Signaling Technology（Danvers, MA, USA）より、抗アクチン抗体（A2066）は

Sigma-Aldrich より購入した。 

 

2.4. 生細胞数の測定 
 

各細胞を 96-well plate（AGC TECHNO GLASS, Tokyo）に 1 × 104 cells/well で播種した。

翌日、ドセタキセル（3、10、30、100、300 nmol/L）、パクリタキセル（1、10、100 nmol/L）、
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ビノレルビン（10、100、1000 nmol/L）、ドキソルビシン（0.1、1、10 μmol/L）を 24 また

は 48 時間処理後に、YM155（10 nmol/L）を添加し、8 時間併用処理した。CellTiter Glo®

（Promega, Madison, WI, USA）を用い、細胞内 ATP 量を指標に生細胞を測定した。操作は

添付のプロトコールに従い、マルチラベルプレートリーダー（EnVision®; Perkin-Elmer, 

Waltham, MA, USA）で測定した。1 回の試験は triplicate で行い、DMSO コントロールを 100%

として細胞生存率を算出した。 

 

2.5. カスパーゼ 3/7 活性の測定 
 

Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems（Promega）を用い、2.4.と同様の薬剤処理後の、カスパー

ゼ 3 及び 7 の活性を測定した。操作は添付のプロトコールに従い、Envision®（Perkin-Elmer）

で測定した。また、同時に CellTiter Glo®にて生存細胞数を測定し、細胞数にて補正をした。

1 回の試験は triplicate で行い、薬剤処理後の DMSO コントロールに対する相対的カスパー

ゼ 3 及び 7 活性を算出した。 

 

2.6. ウエスタンブロット法によるタンパク質発現量の解析 
 

MRK-nu-1 細胞を 10 cm dish（AGC TECHNO GLASS）に 1×105 cells/mL で 10 mL 播種し

た。翌日、ドセタキセル（10 nmol/L）、パクリタキセル（10 nmol/L）、ビノレルビン

（100 nmol/L）、ドキソルビシン（1 μmol/L）を添加し、24 時間後に細胞を回収した。また、

上記と同様の薬剤処理をした後 24 時間後に YM155（10 nmol/L）を添加し、8 時間併用処

理後に細胞を回収した。回収した細胞は、ホスファターゼ阻害剤及びプロテアーゼ阻害剤

を添加した RIPA Buffer（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で溶解し、細胞抽出

液を得た。細胞抽出液にトリス-グリシン SDS サンプルバッファーを加えて煮沸後、ポリ

アクリルアミドゲル（Wako Pure Chemical Industries, Osaka）を用いて電気泳動した。電気

泳動後、ゲル上のタンパク質をイモビロン-P メンブレン（Millipore, Billerica, MA, USA）に

転写した。メンブレンを Blocking-One（Nacalai Tesque, Kyoto）でブロッキングし、2.3 の
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抗体を用い、ウエスタンブロット解析を行った。タンパク検出には ECL-plus（GE Healthcare, 

Fairfield, CT, USA）による化学発光法を用いた。 

2.7. 細胞周期解析 
 

細胞周期解析はフローサイトメトリー（Guava PCA microcytometer, Guava Technologies, 

Hayward, CA, USA）で行った。MRK-nu-1 細胞を 12-well plate（AGC TECHNO GLASS）に

1 × 105 cells/well/1 mL で播種した。翌日、ドセタキセル（10 nmol/L）、パクリタキセル

（10 nmol/L）、ビノレルビン（100 nmol/L）、ドキソルビシン（1 μmol/L）を添加し、24 時

間後に YM155（10 nmol/L）を添加し、8 時間併用処理した。細胞を、遠心処理によって沈

殿として回収し、氷冷した 70%エタノールを添加し、4℃ 一晩インキュベーションし、固

定した。エタノール固定した細胞は、Guava® Cell Cycle Reagent（Guava technologies）を加

え、30 分間室温でインキュベーションし、5000 細胞のカウントに基づく細胞周期分布を評

価した。 

 

2.8. MRK-nu-1 皮下移植マウスモデルに対する抗腫瘍作用 
 

全ての動物実験は、アステラス製薬研究所にて定める動物倫理ガイドラインに基づき実

施した。5 週齢の雌性ヌードマウス（CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlCrlj）は、Charles River Japan よ

り購入した。動物は試験期間を通じて Specific pathogen-free（SPF）条件下において標準的

な試料と飲水を与えて飼育した。MRK-nu-1 細胞を等量のマトリゲルと混合したがん細胞

懸濁液、3 × 106 cells/100 μL/mouse をマウス背側部に皮下移植した。腫瘍体積の平均が

100-200 mm3 に達した後、腫瘍体積を指標に群内群間のばらつきが小さくなるように群分

けした。YM155 は単体（陽イオン部分）重量に換算して表示し、投与直前に薬液を生理食

塩液で溶解し、投与量×各群の平均体重÷1 日あたりの放出量より算出した濃度の溶液を、

浸透圧ポンプ（Alzet® model 1007D Micro-Osmotic Pump、DURECT）に充填し、背部皮下に

埋植して 7 日間皮下持続投与した。ドセタキセルは投与直前に生理食塩液で希釈し、

2.0 mg/mL の溶液を調製し、10 mL/kg で尾静脈内投与した。対照群には、生理食塩液を各
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薬剤のスケジュールと同様にそれぞれ投与した。腫瘍体積（0.5×長径×短径 2）及び体重を

週 2 回測定した。腫瘍退縮率を以下の式で算出した。 

腫瘍退縮率（%）＝100×［1－（各被験物質群の最終日における平均腫瘍体積）÷（各被

験物質群の投与開始時における平均腫瘍体積）］ 

触診限界未満の腫瘍体積を完全退縮（CR）とした。 

 

2.9. 併用効果の判定 
 

Bliss additivism 法 38, 39) を用いて 2 つの薬剤の併用効果について判定した。薬剤 A また

は B 各単剤による細胞増殖阻害（％）をそれぞれ EA、EB とした際に、薬剤 A と B の併用

作用が相加効果である場合の計算値、Bliss index （Ebliss）を以下の式にて算出した。 

Ebliss＝EA＋EB－（EA×EB）÷100 

実際に薬剤 A と B の併用処理した際に得られた細胞増殖阻害 EA+B（％）と比較し、以

下の判定基準に従い、2 つの薬剤の併用効果を判定した。 

EA+B ＞ Ebliss：相乗作用、 EA+B＝Ebliss：相加作用、EA+B ＜ Ebliss：拮抗作用 

例えば、薬剤 A または、B による細胞増殖阻害（％）がそれぞれ 30%、40%の場合、Bliss 

index（Ebliss）＝30＋40－（30×40）÷100＝58%となる。薬剤 A と B の併用処理による細

胞増殖阻害 EA+B（％）が仮に 70%である場合、EA+B ＞ Ebliss であるので、相乗作用と判定

する。 

 

2.10. YM155 の定量  
 

MRK-nu-1細胞を6 × 105 cells/mLの播種密度で、6-wellプレート（AGC TECHNO GLASS）

に播種した。翌日 100 nmol/L のドセタキセルを 3 時間前処理し、その後 30 nmol/L の YM155

を添加した。4 時間後、細胞を回収し、Phosphate-buffered saline（PBS）で洗浄後 0.1％ギ酸

にて YM155 を抽出し、Prominence 2000 HPLC（Shimadzu Corporation, Kyoto）と API-3000TM 

MS/MS system（AB SCIEX, Foster City, CA, USA）を連結した LC/MS/MS 系にて YM155 を

定量した。 
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2.11. 統計解析 
 

全ての統計解析は SAS ソフトウェア（SAS institute Inc.）を用いて評価した。In vitro 実

験においては、ドセタキセル（300 nmol/L）単剤処理とドセタキセル（300 nmol/L）と各用

量の YM155 との併用処理後の細胞数との比較（Williams’ test）を行った。危険率 2.5%未満

を有意差有りと判定した。In vivo 実験においては、観察最終日の腫瘍体積（0.5×長径×短径

2）及び体重の実測値について、各単剤投与群と併用群との比較（Student’s t-test）を行った。

併用投与群が両単剤投与群と比較して共に危険率 5%未満である時に、併用投与により作

用増強効果があると判定した。 

 

第 3 節 結果 

 

3.1. ヒト TNBC 細胞株に対する YM155 とドセタキセルとの in vitro 併用作用 
 

YM155 とドセタキセルの併用効果について、細胞増殖抑制及びカスパーゼ 3/7 活性を指

標に評価した。ドセタキセルを処理後 24 時間または 48 時間後に YM155 と 8 時間併用処

理し、細胞増殖抑制とカスパーゼ 3/7 活性を評価した。MRK-nu-1 細胞及び MDA-MB-453

細胞において、YM155 は用量依存的にドセタキセルの最大薬効を増強した（Figure 3A）。

また、bliss additivism 法にて算出された Bliss index と比較して強い増殖抑制作用が複数の

濃度域で認められた（Figure 3B）。さらに、YM155 とドセタキセル併用処理により、各単

剤により誘導されるカスパーゼ 3/7 活性よりも強いカスパーゼ 3/7 活性誘導作用が認めら

れた（Figure 3C）。 
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Figure 3 In vitro combined effect of YM155 and docetaxel in human TNBC cells 

MRK-nu-1 cells and MDA-MB-453 cells were treated with docetaxel for 24 h and 48 h, 
respectively, followed by YM155 for 8 h. (A) Cell viability was determined using a CellTiter-Glo® 
Luminescent Cell Viability Assay. The luminescent value of treated cells was normalized to that of 
DMSO control and is shown as % inhibition of DMSO control. Each point represents the mean ± 
SE from three independent assays. *p<0.025, **p<0.005 versus docetaxel alone (Williams’ 
multiple comparison test). (B) Average observed excess inhibition (%) relative to that predicted by 
the Bliss additivism model from three independent assays. (C) Caspase 3/7 activity was determined 
using a Caspase-Glo3/7® luminescent assay. The luminescent value was normalized to that of cell 
viability and is shown as fold of the DMSO control. Each point represents the mean ± SE from 
three independent assays.  
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3.2. ヒト TNBC 細胞株に対する YM155 と微小管標的薬との in vitro 併用作用 
 

YM155 とドセタキセル併用で認められた in vitro の併用作用が他の微小管標的薬でも同

様の作用が認められるか確認する目的で、YM155 とパクリタキセルまたはビノレルビンと

の併用作用を検討した。その結果、YM155 とドセタキセルとの併用時と同様に YM155 処

理により、パクリタキセル及びビノレルビンによる増殖抑制作用及びカスパーゼ 3/7 活性

化の増強作用が認められた。一方、ドキソルビシン単剤処理により細胞増殖を完全に抑制

し、YM155 による増強作用は認められなかった（Figure 4）。

 
Figure 4 In vitro combined effect of YM155 and paclitaxel, vinorelbine or doxorubicin in 

MRK-nu-1 cells 

MRK-nu-1 cells were treated with paclitaxel, vinorelbine or doxorubicin at the indicated 
concentrations for 24 h, then with YM155 (10 nmol/L) for 8 h. (A) Cell viability was determined 
using a CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. The luminescent value of treated cells 
was normalized to that of DMSO control and is shown as % inhibition of DMSO control. Each 
point represents the mean ± SD of a representative assay. (B) The values are the observed excess 
inhibition (%) relative to that predicted by the Bliss additivism model from a representative assay. 
(C) Caspase 3/7 activity was determined using a Caspase-Glo3/7® luminescent assay. The 
luminescent value was normalized to that of cell viability and is shown as fold of the DMSO 
control. Bars represent means ± SD of a representative assay. 
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3.3. YM155 のヒト TNBC 細胞への取り込みに対するドセタキセルの影響 
 

YM155 と微小管標的薬との併用メカニズムについて、薬物―薬物相互作用の可能性を検

討する目的で、ドセタキセル併用による YM155 の細胞内への取り込みによる影響を検討

した。YM155 とドセタキセルとの併用処理後と YM155 単独処理後の MRK-nu-1 細胞内の

YM155 濃度に差は認められなかった（Table 1）。 

 

Table 1 Effect of docetaxel on the uptake of YM155 into MRK-nu-1 cells  

Treatment  Docetaxel (-) Docetaxel (+) P-value 

YM155 concentration 
(nmol/g protein) 30.1 ± 1.15 35.3 ± 1.94 0.0856 

MRK-nu-1 cells were treated in triplicate wells with (+) or without (-) docetaxel at 100 nmol/L for 
3 h followed by YM155 at 30 nmol/L for 4 h. Cells were harvested, and YM155 drug concentration 
was measured. Values were expressed as means ± SE (n=3). The p-value was calculated by 
Student’s t-test. 

 

3.4．YM155 と微小管標的薬との併用作用のメカニズム解析 
 

前項で認められた YM155 と微小管標的薬との併用作用のメカニズムを解析する目的で、

MRK-nu-1 細胞におけるサバイビンタンパク質の発現、リン酸化ヒストン H3 及び細胞周期

の分布について検討した。ドセタキセル、パクリタキセル及びビノレルビン 24 時間処理に

より G2/M アレストが誘導され、サバイビンタンパク質及びリン酸化ヒストン H3 の発現

上昇が認められた。一方、ドキソルビシンにより G2/M アレストは認められず、サバイビ

ンタンパク質の上昇は認められなかった（Figures 5A、B）。また、微小管標的薬前処理に

より G2/M アレストが誘導された後に、YM155 を 8 時間併用処理することにより、各単剤

処理による G2/M アレスト、サバイビンタンパク質及びリン酸化ヒストン H3 の発現上昇

の抑制が認められ、各単剤よりも強い PARP の開裂及び sub-G1 分画の誘導が認められた

（Figures 5C、D）。 
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Figure 5 In vitro effects of YM155 and microtubule-targeting agents on the expression of 

survivin, phosphorylated histone H3, and cleaved PARP, and on cell cycle distribution  

MRK-nu-1 cells were treated with docetaxel (10 nmol/L), paclitaxel (10 nmol/L), vinorelbine (100 
nmol/L), and doxorubicin (1 μmol/L) for 24 h. (A) Whole cell lysates were subjected to Western 
blotting using anti-survivin and anti-β-actin antibodies. (B) MRK-nu-1 cells were harvested and 
cell cycle distribution was determined by flow cytometry. MRK-nu-1 cells were treated with 
docetaxel (10 nmol/L), paclitaxel (10 nmol/L), and vinorelbine (100 nmol/L) for 24 h and then with 
or without YM155 (10 nmol/L) for 8 h. (C) Whole cell lysates were subjected to Western blotting 
using anti-survivin, anti-phospho histone H3 (ser 10), anti-cleaved PARP, and anti-β-actin 
antibodies. (D) Cells were harvested and cell cycle distribution was determined by flow cytometry. 
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3.5. ヒト TNBC 皮下移植担がんモデルにおける YM155 とドセタキセルとの併用投与の抗

腫瘍作用 
 

MRK-nu-1 皮下担がんマウスモデルに対する YM155 とドセタキセルとの併用投与の in 

vivo 抗腫瘍作用を検討した。コントロール群において、腫瘍の増大が認められるのに対し、

YM155 及びドセタキセル単独投与群においては、それぞれ 9%及び 26%の腫瘍の退縮効果

が認められた。一方 YM155 とドセタキセルの併用投与群は、全例（5 例中 5 例）腫瘍の完

全退縮が認められた（Figure 6、Table 2）。 

 

 

Figure 6 In vivo combined effect of YM155 and docetaxel against established MRK-nu-1 

xenograft tumors 

Values are expressed as means ± SE (n=5). Mice received a continuous s.c. infusion of YM155 at 
2 mg/kg/day for 7 days starting on day 0. Docetaxel was administered via an i.v. bolus injection at 
20 mg/kg on day 0. Tumor volume and body weight on day 22 were compared between each single 
compound group and the combined group using Student's t-test. ***p<0.001 versus YM155 group, 
###p<0.001 versus the docetaxel group, N.S.: not significantly different from the YM155 or 
docetaxel group by Student’s t-test. 
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Table 2 Summary of antitumor activity of YM155 in combination with docetaxel in 

MRK-nu-1 xenograft model 

Treatment Group 
Antitumor Activity 

 (% reg) 

Number of CR 

(CR/total mice) 

Vehicle Control − 0/5 

YM155 9% 0/5 

Docetaxel 26% 0/5 

YM155 + Docetaxel 100% 5/5 

Percent tumor regression (% reg) was calculated using the following formula: 100 × [1 - (mean 
tumor volume of each group on day 22) / (mean tumor volume of each group on day 0)]. The 
number of complete regressions (CRs) in all groups was checked during the experimental period. 
CRs were defined as instances in which the tumor regressed to a size below the limit of palpation. 

 
4 節 考察 
 

本章において、ヒト TNBC モデルにおける、YM155 と微小管標的薬との併用作用につ

いて検討を行った。その結果、YM155 はドセタキセル、パクリタキセル、ビノレルビンと

の併用処理により、各単剤と比較して強い細胞増殖抑制作用とカスパーゼ 3/7 活性化作用

が認められた。Bliis additivism 法で算出される Bliss index と比較して YM155 とドセタキセ

ル併用による細胞増殖抑制が強かったこと（Figures 3B、4B）、さらに、各単剤によって誘

導されるカスパーゼ 3/7 活性の和よりも併用時に誘導されるカスパーゼ 3/7 活性の方が大

きいことから（Figures 3C、4C）、YM155 はヒト TNBC 細胞株において微小管標的薬の作

用を相乗的に増強することが示唆された。 

YM155 と微小管標的薬との併用メカニズムについて薬物―薬物相互作用と細胞内相互

作用の 2 つのメカニズムが想定された。YM155 は腫瘍内に取り込まれやすく、そのレベル

は血漿中と比較して約 20 倍多く 16)、YM155 の取り込みと排泄には OCT1、OCT2 及び

multidrug resistance protein 1（MDR1）が関与していることが報告されている 40-42)。 MDR1

はタキサン系薬剤を排出し、その耐性化に関与することが知られていることから 43)、
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YM155 の細胞内濃度がドセタキセルとの併用時に増加しているのではないかと仮説を立

て検討を行ったが、YM155 単独処理と比較して、YM155 とドセタキセルとの併用処理後

の、MRK-nu-1 細胞内の YM155 の濃度は変わらなかった（Table 1）。また、MDR1 高発現

MCF-7 細胞においても同様の結果が得られたことから（data not shown）、薬物―薬物相互

作用の可能性は少ないと考えられた。  

サバイビンの発現は細胞周期依存的に制御されており、M 期において最も発現が高い 44)。

MRK-nu-1 細胞において、微小管標的薬は G2/M アレストを誘導し、サバイビンの発現を

上昇させた（Figure 5A）。一方、ドキソルビシンは G2/M アレストとサバイビンの発現上昇

を誘導せず、YM155 との併用によって作用が増強されなかったことから（Figures 4、5A）、

G2/M 期アレストによって誘導されるサバイビンが微小管標的薬に対する抵抗性に関与し

ていることが推察された。サバイビンは細胞の生存と細胞分裂に関与している 7)。サバイ

ビンはがん化した細胞のアポトーシスを抑制し、サバイビンの機能阻害により細胞死が誘

導される 45-47)。また、サバイビンは chromosomal passenger complex（CPC）の一員としてオー

ロラ B キナーゼ、INCENP 及び Borealin/Dasra と相互作用し、微小管の動態や安定化に関

与しており 48)、サバイビン siRNA により、神経芽細胞腫の細胞株で分裂期細胞死を誘導

することが報告されている 49)。MRK-nu-1 細胞において、YM155 と微小管標的薬との併用

時に微小管標的薬単剤処理と比較してG2/M期の分画がより早く sub-G1分画に移行してい

た（Figure 5D）。以上の結果から、YM155 によるサバイビンの発現抑制は、細胞分裂期の

アポトーシスに対する感受性を増加させ、かつ細胞分裂をより強く阻害し、その結果、微

小管標的薬の作用を強めることが示唆された。 

さらに、ヒト TNBC 皮下担がんモデルにおいて、YM155 とドセタキセルとの併用投与

により体重の減少を指標とした副作用を増悪化させることなく、全例が完全腫瘍退縮した

（Figure 6）。ヒト非小細胞性肺がん Calu-6 皮下担がんモデルにおいて、同用量の YM155

とドセタキセルとの併用投与による腫瘍退縮作用は、腫瘍内のサバイビンの抑制とアポ

トーシスの増強を伴っていたことから 37)、本試験における腫瘍内のサバイビンの抑制が腫

瘍退縮に関与していることが推察される。また、YM155 単独投与により、ヒト TNBC の
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自然転移モデルにおいて、転移を抑制し、延命作用を示したことから 36)、YM155 は、TNBC

に対して有効であること、さらに、YM155 と微小管標的薬との併用投与により、さらに強

い抗腫瘍効果を引き起こされることが示唆された。 

 
第 5 節 小括 

 

1. YM155 は、ヒト TNBC 細胞株において、微小管標的薬（ドセタキセル、パクリタキセ

ル、ビノレルビン）による細胞増殖抑制作用及びカスパーゼ 3/7 活性化作用を相乗的

に増強した。 

2. YM155 のヒト TNBC 細胞株 MRK-nu-1 細胞への取り込みは、ドセタキセルにより影響

を受けなかった。 

3. YM155 は MRK-nu-1 細胞において、ドセタキセル、パクリタキセル、及びビノレルビ

ン単独処理に誘導されるサバイビンの発現上昇を抑制し、より強いアポトーシス誘導

作用を示した。 

4. MRK-nu-1 の皮下移植モデルにおいて、YM155 の 7 日間皮下持続投与とドセタキセル

併用投与は、体重減少を引き起こすことなく強い腫瘍退縮作用を示し、全例完全退縮

を誘導した。 

 

以上のことから、TNBC において、サバイビンが微小管標的薬の抵抗性に関与している

こと、さらに、TNBC の治療における、YM155 と各種微小管標的薬との併用療法の有用性

が示唆された 
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第 2 章 びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫における YM155 と STAT3 経路阻害との併用

作用 

 

第1節 はじめに 

 

びまん性大細胞型B細胞性リンパ腫（DLBCL）は、非ホジキンリンパ腫患者の約30-40％

を占め、最も割合が多いタイプのリンパ腫である 50)。リツキシマブ（抗CD20モノクロー

ナル抗体）はDLBCLを含むCD20 陽性のB細胞性非ホジキンリンパ腫の標準療法として使

用されており51)、複数の化学療法剤との併用レジメンであるRituximab, Cyclophosphamide, 

Hydroxydaunorubicin, Oncovin, Prednisone（R-CHOP）はCD20陽性非ホジキンリンパ腫にお

ける一次療法として用いられている 52-54)。しかし、30%程度の患者は最終的に再発し、ま

た、自家血移植後の大量化学療法を許容できない患者も多く55)、リツキシマブの感受性を

上げる、もしくはリツキシマブを含むレジメンに対する耐性克服は臨床上において大きな

課題である。 

サバイビンは、DLBCL患者で高発現が認められ、その発現は、化学療法に対する抵抗性

及び予後の悪さと相関している 6, 9, 10)。さらに、オリゴヌクレオチドによる機能阻害によ

り、DLBCL細胞株の増殖が抑制されることが報告されており 15)、サバイビンがDLBCLに

おける創薬標的の可能性が示唆されている。DLBCLはYM155に対して最も感受性が強いが

ん種であり 17)、臨床試験において、一部のDLBCL患者で薬効が認められている 56, 57)。 

Signal transducer and activator of transcription 3（STAT3）は、細胞増殖、分化および生存な

どの過程を制御するSTATファミリーの一員である 58, 59)。また、STAT3の恒常的な活性化は

複数の固形及び血液がんで認められ、予後の悪さと相関している 60, 61)。DLBCLにおいて、

Activated B-cell like diffuse large B-cell lymphoma（ABC-DLBCL）サブタイプで高発現が認め

られ、STAT3に対するshRNAやSTAT3阻害剤がin vitroとin vivoにおいて抗腫瘍作用が認めら

れ、STAT3がDLBCLの治療標的として有望である可能性が示唆されている 62, 63)。本章では、

サバイビンとSTAT3経路の同時阻害がより強い薬効を示すことを仮説とし、ヒトDLBCL細

胞におけるYM155とSTAT3阻害剤の併用効果について検討を行った。 
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第 2 節 実験方法 

 

2.1. 試験物質 
 

YM155 は、アステラス製薬において合成した。リツキシマブ注は、Chugai Pharmaceutical

より、AG490、STA-21はそれぞれWako Pure Chemical Industries及び Santa Cruz Biotechnology

より購入した。 

 

2.2. 細胞株 
 

ヒトびまん性大細胞型B細胞性リンパ腫由来 SU-DHL-8細胞（CRL-2961）はATCCより、

WSU-DLCL2 細胞と SU-DHL-4 細胞は DSMZ より入手した。培地には 5%の非働化した FBS 

（GIBCO BRL）を添加した RPMI-1640（GIBCO BRL）を用いた。細胞はこれらの培地を

用いて 37℃、5% CO2の条件下で培養した。 

 

2.3. 抗体 
 

抗サバイビン抗体（AF886）は R&D Systems より、抗 cleaved PARP 抗体（#9541）、抗リ

ン酸化 AKT (S473)抗体（#4058）、抗 AKT 抗体（#9272）及び抗リン酸化 STAT3 (Y705)抗

体（#9131）は Cell Signaling Technologyより、抗 STAT3 抗体（#51-9002043）は Becton Dickinson

（Franklin Lakes, NJ, USA）より、抗 c-Myc 抗体（sc-40）は Santa Cruz Biotechnology（Dallas, 

TX, USA）より、抗アクチン抗体（A2066）は Sigma-Aldrich より購入した。 

 

2.4. 生細胞数の測定 
 

各細胞は 96-well plate（AGC TECHNO GLASS）に 5 × 103 cells/well で播種した。翌日、

AG490（1、3、10、30 μmol/L）、STA-21（2、6、20 μmol/L）を添加し、96 時間処理した。

または、AG490（3、10 μmol/L）、STA-21（2、6 μmol/L）、または、リツキシマブ（2 μg/mL）

を 16 時間処理後、YM155（1 nmol/L）を添加し、さらに 96 時間併用処理した。CellTiter Glo®
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（Promega）を用い、薬剤処理した培養細胞中の生細胞を測定した。操作は添付のプロト

コールに従い、Envision®（PerkinElmer）で測定した。1 回の試験は triplicate で行い、DMSO

コントロールの細胞数を 100%として算出した。 

 

2.5. ウエスタンブロット法によるタンパク質発現量の解析 
 

各細胞を 10 cm dish（AGC TECHNO GLASS）に 5×104 cells/mL で 10 または 20 mL 播種

した。翌日、1）AG490（1、3、10、30 μmol/L）、STA-21（2、6、20 μmol/L）を添加し、

48 時間処理した。2）リツキシマブ（2、20 μg/mL）を添加し、48 時間処理した。3）リツ

キシマブ（2 μg/mL）を 16 時間処理後、YM155（1 nmol/L）を添加し、さらに 48 時間併用

処理した。薬剤処理後回収した細胞は、ホスファターゼ阻害剤及びプロテアーゼ阻害剤を

添加した RIPA Buffer（Thermo Fisher Scientific）により溶解し、細胞抽出液を得た。細胞抽

出液にトリス-グリシン SDS サンプルバッファーを加えて煮沸後、ポリアクリルアミドゲ

ル（Wako Pure Chemical Industries）を用いて電気泳動した。電気泳動後、ゲル上のタンパ

ク質をイモビロン-P メンブレン（Millipore）に転写した。メンブレンを Blocking-One 

（Nacalai Tesque）でブロッキングし、2.3 の抗体を用い、ウエスタンブロット解析を行っ

た。タンパク検出には ECL-plus（GE Healthcare）による化学発光法を用いた。 

 

2.6. 細胞周期解析 
 

各細胞を 6 well plate（AGC TECHNO GLASS）に播種した。翌日、AG490（3、10 μmol/L）、

STA-21（2、6 μmol/L）、または、リツキシマブ（2 μg/mL）を 16 時間処理後、YM155（1 nmol/L）

を添加し、さらに 96 時間併用処理した。サンプル回収以降の操作は、第 1 章 2.7.と同様の

方法で実施した。 
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2.7. 統計解析  
 

細胞増殖アッセイにおいて、コントロール群と AG490 または STA-21 処理群との比較

（Williams’ test）を、SAS ソフトウェア（SAS institute）を用いて行った。危険率 2.5%未満

を有意差有りと判定した。また、併用処理群と各単剤処理群の sub-G1 分画との比較

（Student’s t-test）を、GraphPad prism 5 ソフトウェア（GraphPad software）を用いて評価し

た。併用処理群が両単剤処理群と比較して共に危険率 5%未満である時に、併用処理によ

り作用増強効果があると判定した。 

 

第 3 節 実験結果 

 

3.1. ヒト DLBCL 細胞に対する STAT3 経路阻害剤の作用 
 

ヒト DLBCL 細胞における STAT3 経路の細胞生存への寄与を検証する目的で、STAT3 阻

害剤の、細胞増殖に対する作用を検討した。STAT3 経路阻害剤として JAK2 阻害剤である

AG490 及び STAT3 の 2 量体形成阻害剤 STA-21 を使用した。SU-DHL-8、WSU-DLCL2 及

びSU-DHL-4細胞において、AG490及びSTA-21は有意な細胞増殖抑制作用を示した（Figure 

7A）。ウエスタンブロット解析の結果から、WSU-DLCL2, SU-DHL-4 細胞において、AG490

または STA-21 処理により、リン酸化 STAT3 及び c-Myc の減少を伴った PARP の開裂が認

められた（Figure 7B）。 
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Figure 7 In vitro efficacy of AG490 and STA-21 against DLBCL cells. 

SU-DHL-8, WSU-DLCL2 and SU-DHL-4 cells were treated with AG490 or STA-21 at indicated 
concentrations. (A) After treatment for 96 h, cell viability was evaluated using a CellTiter–Glo 
assay kit. The luminescent signals were normalized to that of control and expressed as a % of 
control. The data represent the mean ± SE from three independent experiments. *p<0.025, 
**p<0.005 versus control (Williams’ test). (B) After treatment for 48 h. Whole cell lysates were 
subjected to western blotting using antibodies against cleaved PARP, phosho-STAT3, STAT3, 
c-Myc, and β-actin. 
  

WSU-DLCL2

1 3 10 30
0

50

100

150

AG490 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**
**

SU-DHL4

1 3 10 30
0

50

100

150

AG490 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**

**

SU-DHL4

0.6 2 6 20
0

50

100

150

STA-21 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**

**

SU-DHL-8

1 3 10 30
0

50

100

150

AG490 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**
**

*

SU-DHL-8

0.6 2 6 20
0

50

100

150

STA-21 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**

**

WSU-DLCL2

0.6 2 6 20
0

50

100

150

STA-21 (µmol/L)

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
gr

ow
th

 (%
)

**

Cont. 10 30 6 20

AG490 STA-21

(μmol/L) Cont. 10 30 6 20

AG490 STA-21

(μmol/L)

c-PARP

c-Myc

WSU-DLCL2 SU-DHL-4

Actin

c-PARP

c-Myc

Actin

p-STAT3

STAT3

p-STAT3

STAT3

A 

B 



28 
 

3.2. ヒト DLBCL 細胞株に対する YM155 と STAT3 阻害剤との併用作用 
 

次に、YM155 と STAT3 阻害剤との併用処理によるアポトーシス誘導作用を検討した。

SU-DHL-8、WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞において、AG490 または SAT-21 を 16 時間

前処理した後、YM155 を添加し、96 時間後に sub-G1 分画を指標にアポトーシス誘導を検

討した。SU-DHL-8 細胞において、DMSO control で 8.2%の sub-G1 分画が認められたのに

対し、AG490（3、10 μmol/L）及び STA-21（2、6 μmol/L）単独処理によりそれぞれ 7.4、

63.8、5.6、20.3%の sub-G1 分画の誘導が認められた。YM155（1 nomol/L）単独処理により

10.3%の sub-G1 分画の誘導が認められた。YM155（1 nomol/L）と AG490（3、10 μmol/L）

及び STA-21（2、6 μmol/L）との併用処理により、それぞれ 30.0%、85.7%、20.4%、33.5%

の sub-G1 分画の誘導が認められ、各薬剤単剤処理と比較して、併用処理によって、有意に

強い sub-G1 分画の誘導作用が認められた。WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞においても同

様の傾向が認められた。YM155（1 nomol/L）単独、AG490（10 μmol/L）単独及び併用処理

後の sub-G1 分画の割合は、WSU-DLCL2 細胞において、それぞれ 10.2%、9.2%、24.1%で、

SU-DHL-4 細胞において、それぞれ 12.5%、5.8%、23.4%であった。STA-21 処理において

も同様の結果が認められた。YM155（1 nomol/L）単独、STA-21（2 μmol/L）単独及び併用

処理後の sub-G1 分画の割合は、WSU-DLCL2 細胞において、それぞれ 10.2%、15.2%、23.6%

で、SU-DHL-4 細胞において、それぞれ 12.5%、4.1%、29.5%であった（Figure 8）。 
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Figure 8 YM155 sensitizes DLBCL cells to AG490 and STA-21 in DLBCL cells 

SU-DHL-8, WSU-DLCL2 and SU-DHL-4 cells were treated with AG490 or STA-21 at indicated 
concentrations for 16 h, then with YM155 (1 nmol/L) for 96 h. Cells were harvested and sub-G1 
populations were determined by flow cytometry. Each bar represents the mean ± SE of the sub-G1 
population from three separate experiments. **p<0.01, ***p<0.001 versus YM155, ##p<0.01, 
###p<0.001 versus AG490 or STA-21 (Student’s t- test). 
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3.3. ヒト DLBCL 細胞株におけるリツキシマブの STAT3 経路抑制作用 
 

リツキシマブは STAT3, p38 MAPK 及び AKT 経路を阻害することが報告されている。次

にヒト DLBCL 細胞株におけるリツキシマブ処理により制御される下流経路を検討した。

ウエスタンブロット解析の結果より WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 両細胞において、リツキ

シマブ処理により、リン酸化 STAT3 の抑制が認められた。一方、リン酸化 p38 MAPK 及び

リン酸化 AKT は抑制が認められず、むしろ WSU-DLCL2 細胞においてリン酸化 AKT の増

加が認められた（Figure 9）。 

 

Figure 9 Rituximab inhibits phospho-STAT3 in DLBCL cells. 

WSU-DLCL2 and SU-DHL-4 cells were treated with rituximab at 2 or 20 μg/mL for 48 h. Whole 
cell lysates were subjected to western blotting using antibodies against phospho-STAT3 (Tyr705), 
STAT3, phospho-AKT (Ser473), AKT, p38 MAPK, phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), and 
β-actin.  
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3.4. ヒト DLBCL 細胞株に対する YM155 とリツキシマブとの併用作用 
 

前項で認められた YM155 と STAT3 阻害剤との併用作用と同様に、STAT3 阻害作用を有

するリツキシマブとYM155の併用効果が認められるかを確認した。YM155はWSU-DLCL2

細胞及び SU-DHL-4 細胞に対してそれぞれ IC50値 2.0, 0.76 nmol/Lの活性で細胞増殖抑制作

用を示した。リツキシマブは WSU-DLCL2 細胞に対して増殖抑制作用を示さなかったが、

SU-DHL-4 細胞に対して、コントロールと比較して 55%まで細胞増殖を抑制した。YM155

（1 nmol/L）とリツキシマブ（2 μg/mL）との併用処理により、各単剤処理よりも強い増殖

抑制作用が認められた。YM155 単独、リツキシマブ単独及び併用処理により WSU-DLCL2

細胞において、それぞれコントロールの、91%、96%、37%まで、SU-DHL-4 細胞において、

それぞれコントロールの、36%、45%、14%まで細胞増殖を抑制した（Figure 10A）。また、

YM155 とリツキシマブとの併用処理により、各単剤と比較して強い PARP の開裂（Figure 

10B）及び sub-G1 分画誘導作用が認められた。YM155 単独、リツキシマブ単独及び併用処

理後の sub-G1 分画の割合は、WSU-DLCL2 細胞においてそれぞれ 4.5%, 4.6%, 30.4%で、

SU-DHL-4 細胞において、それぞれ 14.6%, 15.1%, 38.2%であった（Figure 10C）。 
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Figure 10 YM155 sensitizes DLBCL cells to rituximab. 

WSU-DLCL2 and SU-DHL-4 cells were treated with rituximab (2 μg/mL) for 16 h, then with 
YM155 (1 nmol/L). (A) After treatment with YM155 for 96 h, cell viability was evaluated using a 
CellTiter–Glo assay kit. The luminescent signals were normalized to that of control and expressed 
as a % of control. The data represent the mean ± SE from three independent experiments. (B) After 
treatment with YM155 for 24 h, whole cell lysates were subjected to western blotting using 
antibodies against cleaved PARP and β-actin. (C) After treatment with YM155 for 96 h, cells were 
harvested and sub-G1 populations were determined by flow cytometry. Each bar represents the 
mean ± SE of the sub-G1 population from three separate experiments. **p<0.01, ***p<0.001 
versus YM155 and ###p<0.001 versus rituximab (Student’s t- test). 
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第 4 節 考察 
 

STAT3 経路は DLBCL において、特に ABC-DLBCL サブタイプの生存に対して重要な役

割を担っていることが報告されている 62, 63)。作用機序が異なる AG490 及び STA-21 の両薬

剤を用い、ヒト DLBCL 細胞に対する STAT3 経路の寄与を検討したところ、ABC-DLBCL

に分類されるヒト DLBCL 細胞株 SU-DHL-8 細胞 64)に対し、両薬剤は増殖抑制作用を示し

た。驚くべきことに、STAT3 経路の増殖に対する寄与度がないと報告されている Germinal 

center B-cell like diffuse large B-cell lymphoma（GCB-DLBCL）細胞株である、WSU-DLCL2

細胞と SU-DHL-4 細胞 65, 66)においても、増殖抑制作用とアポトーシス誘導作用が示された。

本作用がリン酸化 STAT3 及び STAT3 の下流因子である c-Myc の発現抑制を伴っているこ

と、また、SU-DHL-8 細胞と同程度の活性で細胞抑制作用が認められることから、STAT3

経路は ABC-DLBCL だけでなく、一部の GCB-DLBCL においても生存に重要な役割を担っ

ていることが示唆された。 

サバイビンの発現は DLBCL において高発現しており、抗がん剤に対する耐性と予後の

悪さとの関連が報告されている 9, 10)。これまでに、ヒト DLBCL モデルにおいて、YM155

は細胞増殖抑制作用と in vivo モデルにおいて腫瘍退縮作用を示すことを報告している 67)。

以上の知見から、サバイビンも DLBCL の生存において重要な役割を担っており、STAT3

経路と同時に阻害することにより、さらなる抗腫瘍作用を示すことが推察された。本試験

において、WSU-DLCL2細胞、SU-DHL-4細胞及びSU-DHL-8細胞において、YM155とAG490

または STA-21 との併用処理により、各単剤と比較して、より強いアポトーシス誘導作用

が認められた。また、この作用は ABC-DLBCL 及び GCB-DLBCL 両サブタイプの細胞株に

おいて認められたことから、サバイビンと STAT3 経路の同時阻害が DLBCL の治療に有用

なアプローチであることが示唆された。 

いくつかの STAT3 阻害剤は臨床開発中であり、上市したものはない 68)。STAT3 阻害作

用を有することが報告されているリツキシマブと YM155 との併用作用を検討したところ、

リツキシマブは DLBCL 細胞において STAT3 阻害作用を示し、STAT3 阻害剤と同様に

YM155 との併用処理により抗腫瘍作用が増強された。これまでに、DLBCL を含む B cell 
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Non-Hodgkin lymphoma（B-NHL）モデルにおいて、YM155 とリツキシマブとの併用投与が、

体重減少を示すことなく、抗腫瘍作用を増強し、腫瘍の完全退縮と生存期間の延長するこ

とを報告している 69)。さらに、YM155 とリツキシマブとの併用投与は、再発した DLBCL

患者を対象とした臨床試験の中間解析において 56%（9/16 例）の奏効率が認められている 

70)。以上のことから、YM155 と STAT3 阻害作用を有するリツキシマブとの併用療法は、

DLBCL の治療に有効である可能性が示唆された。 

 

第 5 節 小括 
 

1 STAT3 阻害剤は、ABC-DLBCL 細胞株 SU-DHL-8 細胞だけでなく、GCB-DLBCL 細

胞株 WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導した。 

2 YM155 と STAT3 阻害剤との併用処理は、ABC-DLBCL 細胞株 SU-DHL-8 細胞だけ

でなく、GCB-DLBCL 細胞株 WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞において、各単剤

と比較して強いアポトーシス誘導作用を示した。 

3 リツキシマブは、GCB-DLBCL 細胞株 WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞において

STAT3 阻害作用を示した。 

4 YM155 とリツキシマブとの併用処理は、WSU-DLCL2 及び SU-DHL-4 細胞におい

て各単剤と比較して、強い細胞増殖抑制作用とアポトーシス誘導作用を示した。 

 

以上のことから、DLBCL の治療において、サバイビン発現抑制と STAT3 経路阻害の併

用は有効なアプローチであること、さらに、YM155 とリツキシマブとの併用療法は DLBCL

の治療に有効であることが示唆された。 
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第 3 章 びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ腫における YM155、ベンダムスチン及びリツキ

シマブ 3 剤併用療法の有用性 

 

第1節 はじめに 
 

ベンダムスチンはプリンアナログ様骨格にアルキル基が結合したハイブリッドな抗がん

薬であり、シクロフォスファミドやメルファランなどの既存のアルキル化剤とは異なる以

下のプロファイルを有する。１）既存のアルキル化剤の DNA 障害修復機構の影響を受け

ず、交叉耐性を示さない。2）分裂期チェックポイントを抑制し、分裂期崩壊を誘導する 71)。

ドイツでは 1996 年に低悪性度 NHL（瀘胞性リンパ腫，小細胞リンパ腫）、マントル細胞

リンパ腫、Chronic lymphocytic leukemia（CLL）、多発性骨髄腫、米国では 2008 年に CLL、

リツキシマブ耐性低悪性度 NHL、さらに日本においても、2010 年に再発または難治性の

低悪性度 B-NHL 及びマントル細胞リンパ腫に対する適応が承認されている 72)。 

また、CLL において、ベンダムスチンとリツキシマブとの併用は前臨床において増強作

用が認められ 73)、さらに臨床においても、低悪性度 NHL において、R-CHOP と比較して

優れた薬効と忍容性を示し 74)、一次療法として使用されている。さらに、再発・難治性

DLBCL を対象とした臨床試験においても有効な成績が報告されている（奏効率：62.7%、

完全 37.3%、部分寛解 25.4%）75)。 

前章の検討から、サバイビンと STAT3 経路の同時抑制が DLBCL の治療に有効であるこ

と、さらに、YM155 がリツキシマブによる STAT3 経路抑制を介して、リツキシマブの作

用を増強することを示した。また、再発 DLBCL を対象とした臨床試験の中間解析におい

て、YM155 とリツキシマブとの併用療法は奏効率 56.3%、完全寛解 12.5%、部分寛解 43.8％

と良好な作用を示し、YM155 とリツキシマブとの併用療法の臨床有用性が示唆されている

70)。 

本章では、非小細胞肺がんモデルにおいて、YM155 が DNA 修復を遅延させ、放射線療

法とプラチナ系薬剤の作用を増強すること 76, 77)、また、YM155 は微小管標的薬（分裂阻害

剤）の薬効を増強する（第 1 章）ことから、YM155 がベンダムスチンの薬効を増強すると

仮説を立て、DLBCL における YM155 とベンダムスチンとの併用療法の抗腫瘍作用につい
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て検討した。さらに、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用療法の抗腫瘍作

用について検討を行った。 

 

第 2 節 実験方法 

 

2.1. 試験物質 
 

YM155 は、アステラス製薬において合成した。ベンダムスチン塩酸塩は Sigma-Aldrich

より購入した。それぞれ In vitro 試験においては、YM155 及びベンダムスチンは、それぞ

れ DMSO 及び PBS で 10 mmol/L になるようにストック溶液を調製した。ベンダムスチン

注（Levact®）は Mundi pharma（Limburg, Germany）から購入し、ベンダムスチンとして使

用した。 

 

2.2. 細胞株 
 

ヒト DLBCL 由来 DB 細胞（CRL-2289）及び SU-DHL-8 細胞（CRL-2961）は ATCC より、

WSU-DLCL2 細胞（ACC575）は DSMZ より入手した。細胞は 10%の非働化した FBS を添

加した RPMI-1640 培地（Sigma-Aldrich）を用いた。細胞は 37℃、5% CO2 の条件下で培養

した。 

 

2.3. 抗体 
 

抗サバイビン抗体（AF886）は R&D Systems より、抗 cleaved PARP 抗体（#9541）、抗

γ-histone H2AX 抗体（#2577）、抗リン酸化 Ataxia-telangiectasia mutated（ATM）（S1981）抗

体（#5883）、抗リン酸化 p53（S15）抗体（# 9286）、抗リン酸化 chk2 (T68)抗体（# 2661）

は Cell Signaling Technology より、抗アクチン抗体（A2066）は Sigma-Aldrich より購入した。 

 
2.4. 生細胞数の測定 
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各細胞は 96-well 白プレート（PerkinElmer）に 5 × 103 cells/well で播種した。翌日、YM155

及びベンダムスチンを単剤または、併用処理し、24 時間後に CellTiter Fluor®（Promega）

を用い、生細胞数を測定した。操作は添付のプロトコールに従い、Infinite® 200 PRO (Tecan)

で測定した。1 回の試験は triplicate で行い、生細胞数を、DMSO コントロールを 100%と

して算出した。 

 

2.5. ウエスタンブロット法によるタンパク質発現量の解析 
 

DB 細胞を 6 well プレート（AGC TECHNO GLASS）に 5×105 cells/mL で 3 mL 播種し、

一晩培養した。YM155（10 nmol/L）及びベンダムスチン（250 μmol/L）を単剤または、併

用処理し、16 時間後細胞を回収した。回収した細胞は、ホスファターゼ阻害剤及びプロテ

アーゼ阻害剤を添加した RIPA Buffer（Thermo Fisher Scientific）により溶解し、細胞抽出液

を得た。細胞抽出液にトリス-グリシン SDS サンプルバッファーを加えて煮沸後、ポリア

クリルアミドゲル（Wako Pure Chemical Industries）を用いて電気泳動した。電気泳動後、

ゲル上のタンパク質をイモビロン-P メンブレン（Millipore）に転写した。メンブレンを

Blocking-One （Nacalai Tesque）でブロッキングし、2.3.の抗体を用いて Western blot 解析を

行った。タンパク検出には ECL-prime（GE Healthcare）による化学発光法を用いた。 

 

2.6. 細胞周期解析 
 

DB 細胞を 6 well プレート（AGC TECHNO GLASS）に 5×105 cells/mL で 3 mL 播種し、

一晩培養した。YM155（10 nmol/L）及びベンダムスチン（250 μmol/L）を単剤または、併

用処理し、48 時間後細胞を回収した。その後の操作は、第 1 章 2.7 と同様の方法で実施し

た。 
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2.7. ヒト DLBCL 皮下移植マウスモデルに対する抗腫瘍作用 
 

全ての動物実験はアステラス製薬研究所にて定める動物倫理ガイドラインに基づき実施

した。4 週齢の雄性ヌードマウス（CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlCrlj）は Charles River Japan より購

入した。動物は試験期間を通じて SPF 条件下において標準的な試料と飲水を与えて飼育し

た。DB 細胞を等量のマトリゲルと混合し、がん細胞懸濁液とし、3 × 106 cells/100 μL/mouse

をマウス背側部に皮下移植した。腫瘍が形成された後、腫瘍体積を指標に群内群間のばら

つきが小さくなるように群分けし、YM155 あるいはベンダムスチン投与を開始した（Day 

0）。YM155 は単体（陽イオン部分）重量に換算して表示し、投与直前に薬液を生理食塩液

で溶解し、投与量×各群の平均体重 ÷ 1 日あたりの放出量より算出した濃度の溶液を、浸

透圧ポンプ（Alzet® model 1007D Micro-Osmotic Pump、DURECT）に充填し、背部皮下に埋

植して 7 日間皮下持続投与した。ベンダムスチン及びリツキシマブは生理食塩液でそれぞ

れ 3 及び 5 mg/mL に用時調製し、10 mL/kg で尾静脈内投与した。対照群には、生理食塩

液を各薬剤のスケジュールと同様にそれぞれ投与した。腫瘍体積（0.5×長径×短径 2）及び

体重を週 2 回測定した。各被験物質群の腫瘍増殖抑制率及び腫瘍退縮率を以下の式で算出

した。 

腫瘍増殖抑制率（%）＝100×［1－（各被験物質投与群の投与開始から最終日までの腫瘍

体積の増加の平均）÷（溶媒対照群の投与開始から最終日までの腫瘍体積増加の平均）］ 

腫瘍退縮率（%）＝100×［1－（各被験物質群の最終日における平均腫瘍体積）÷（各被

験物質群の投与開始時における平均腫瘍体積）］ 

触診限界未満の腫瘍体積を完全退縮とした。 

 

2.8. ヒト DLBCL 全身播種マウスモデルに対する延命作用 
 

5 週令の雄性スキッドマウス（CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj）は、Charles River Japan より購

入した。SU-DHL-8 細胞を、1 × 106 cells/0.1 mL/mouse で、尾静脈より移植した。14 日後、

体重を指標に 1 群 10 匹で、5 群に群分けし、以下の薬剤投与を実施した。1．未治療群、

2. YM155（1 mg/kg/day Day 0 及び Day 19 から 7 日間皮下持続投与）、3. ベンダムスチン（25 
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mg/kg day Day 0, 1, 19 及び 20 に尾静脈内投与）とリツキシマブ（50 mg/kg/day Day 0, 2, 19

及び 22 に尾静脈内投与）との併用投与群、4. YM155 とリツキシマブとの併用投与群、5. 

YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用投与群。薬剤の投与開始後、88 日まで

観察し、動物死亡までの期間を評価した。また、定める瀕死基準（20%以上の体重減少が

みられた動物、回復の見込みのない衰弱状態（活動量低下、体温低下等）の動物）に相当

する場合は、安楽死させ、瀕死の状態までの期間を評価した。 

 

2.9. 3'-Deoxy-3'-[18F] fluorothymidine positron emission tomography (18F-FLT-PET) 
 

5 週令の雄性スキッドマウス（CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj）は Charles River Japan より購入

した。SU-DHL-8 細胞を、1 × 106 cells/0.1 mL/mouse で、尾静脈より移植した。細胞移植 14

日後に、体重を指標に、1 群 5 匹で 2 群に群分けし、以下の薬剤投与を実施した。1．未治

療群、2. YM155（1 mg/kg/day Day 0）、ベンダムスチン（25 mg/kg day Day 0, 1 に尾静脈内

投与）及びリツキシマブ（50 mg/kg/day Day 0, 2 に尾静脈内投与）3 剤併用投与群。18F-FLT

はアステラス製薬にて既報に従って合成した 69)。 18F-FLT トレーサー（合成終了時の

Specific Activity: 45.1 MBq/nmol (1.22 Ci/μmol)以上）を約 9.8-11.8 MBq /body で、前日より

絶食したマウスの尾静脈より投与した。2.0%-2.5%イソフルラン麻酔を施したマウスを

imaging chamber (m2m Imaging Corp)に保定し 18F-FLT 投与 1 時間後から、麻酔下で Inveon 

docked PET/CT システム（Siemens）にて 5 分間の static scan を実施し、続いて CT にて形

態画像を取得した（500 μA, 80 kV）。再構成画像の冠状断において、マウスのリンパ節内の

腫瘍の境界に Region of Interest（ROI）を設定し、ROI 内の放射活性は Maximum standard 

uptake value（SUVmax）にて示した。 

 

2.10. 併用効果の判定 
 

第 1 章 2.9.と同様の方法で実施した 
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2.11. 統計解析 
 

抗腫瘍試験においては、統計処理は観察最終日の腫瘍体積（長径×短径 2 × 0.5）及び体

重の実測値について、各単剤投与群と併用群の比較（Student’s t-test）を、SAS ソフトウェ

ア（SAS institute）を用いて行った。併用投与群が両単剤投与群と比較して共に危険率 5%

未満である時に、併用投与により作用増強効果があると判定した。PET 試験における ROI

の比較については、無処置群と 3 剤併用群の比較（Student’s t-test）を、Graphpad prism5 を

用いて評価した。また生存試験については、2 群間の生存期間の差の検定（Log-rank test）

を Graphpad prism5 を用いて行った。危険率 5%未満を有意差有りと判定した。 

 
第 3 節 結果 

 

3.1. ヒト DLBCL 細胞株に対する YM155 とベンダムスチンとの in vitro 併用作用 
 

YM155 とベンダムスチンとの併用効果について、細胞増殖抑制及び sub-G1 分画の誘導

を指標に評価した。YM155 とベンダムスチンを同時に処理し、24 または 48 時間後にそれ

ぞれ細胞増殖及び sub-G1 分画の誘導を検討した。DB, SU-DHL-8 及び WSU-DLCL2 細胞に

おいて、YM155 とベンダムスチンとの併用処理により、各単剤と比較してより強い細胞増

殖抑制作用が認められ、その程度は bliss additivism 法にて想定される相加効果よりも強

かった（Figure 11A）。また、YM155 とベンダムスチン併用処理により各単剤と比較して強

い sub-G1 誘導作用が認められた（Figure 11B）。 
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Figure 11 Effect of combined treatment with YM155 and bendamustine on cell proliferation 

and apoptosis induction in DLBCL cell lines. 

DB, SU-DHL-8, and WSU-DLCL2 cells were treated with YM155 in combination with 
bendamustine (BEN) at indicated concentrations. (A) After treatment for 24 h, cell viability was 
determined using a CellTiter-Fluor® Cell Viability Assay. The fluorescent value of treated cells was 
normalized to that of DMSO control and is shown as % inhibition of vehicle control. Each point 
represents the mean ± SEM from three independent assays. The mean of bliss index (representing 
the theoretical expectation if the combined effects of YM155 with bendamustine was exactly 
additive) from three independent assay is also shown as dashed line. (B) After treatment for 48 h, 
cells were harvested and sub-G1 populations were determined by flow cytometry. Each bar 
represents the mean ± SEM of the sub-G1 population from three separate experiments. 
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3.2. ヒトDLBCL皮下移植担がんモデルに対するYM155とベンダムスチンとの併用投与の

抗腫瘍作用 

 

ヒト DLBCL 細胞 DB の皮下担がんマウスモデルに対する YM155 とベンダムスチンとの

併用投与の in vivo 抗腫瘍作用を検討した。コントロール群において、腫瘍の増大が認めら

れるのに対し、YM155 及びベンダムスチン単独投与群においては、それぞれ 97%の腫瘍増

殖抑制作用及び、24%の腫瘍退縮作用が認められた。一方、YM155 とベンダムスチンとの

併用投与群は、各単剤投与群と比較して有意に強い 99%の腫瘍退縮作用が認められ、8 例

中 6 例で腫瘍の完全退縮が認められた（Figure 12）。 

 

 

Figure 12 Antitumor activity of YM155 in combination with bendamustine against DB 

xenografts.  

Tumor volume (A) and body weight (B) are expressed as the mean ± SEM (n=8). Mice received a 
continuous s.c. infusion of YM155 at 1 mg/kg/day for 7 days starting on Day 0. Bendamustine was 
administered via i.v. bolus injection at 50 mg/kg on Day 0. Tumor volume and body weight on Day 
21 were compared between each single compound group and the combination group using 
Student's t-test. *p<0.05 versus bendamustine group, #p<0.05 versus YM155 group, N.S.: not 
significantly different. 
  

A B
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3.3. YM155 とベンダムスチンとの併用のメカニズム解析 
 

多発性骨髄腫細胞において、ベンダムスチンはDNA障害作用を呈し、その結果、

Ataxia-telangiectasia mutated（ATM）経路の活性化によるG2/Mアレストが誘導されることが

報告されている 78)。前項で認められたYM155とベンダムスチンとの併用メカニズムを解明

するために、YM155とベンダムスチン併用時のATM経路の状態及び細胞周期について検討

した。DB細胞において、ベンダムスチン処理によりγ-H2AXの誘導が認められ、DNA障害

が起こっていることが確認された。さらにATM及びその下流因子であるp53及びchk2のリン

酸化の誘導が認められた。また、cdc2のリン酸化によるG2/Mアレストとサバイビンの発現

の上昇が認められた。YM155を併用すると、ベンダムスチンによるサバイビンの発現上昇

とATM経路の活性化が抑制され、単剤処理と比較してより強いDNA障害とsub-G1分画の誘

導が認められた（Figure 13）。 

 
Figure 13 Mechanisms of action for combination of YM155 with bendamustine in DLBCL cell 

line. 

DB cells were treated with YM155 at 10 nmol/L, bendamustine (BEN) at 250 μmol/L, or both 
compounds (YM155 + BEN). (A) After treatment for 16 h, whole cell lysates were subjected to 
Western blotting using antibodies against indicated proteins. (B) After treatment for 48 h, cells were 
harvested, and cell cycle distribution was determined via flow cytometry. 
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3.4. ヒト DLBCL 全身播種モデルにおける YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤

併用投与の延命作用 
 

前項の結果及び過去の報告から、DLBCL に対して、YM155 とベンダムスチン、及び

YM155 とリツキシマブの各々2 剤併用の有用性が示されている。次に、YM155、ベンダム

スチン及びリツキシマブ 3 剤を併用することにより、さらなる薬効の増強が認められるか

検討した。YM155 単独、ベンダムスチンとリツキシマブとの併用投与及び YM155 とリツ

キシマブとの併用投与は、無処置と比較して有意に全生存期間を延長させた。無処置群の

生存期間の中央値 45.5 日に対して、YM155 単独投与群、ベンダムスチンとリツキシマブ

との併用投与群及び YM155 とリツキシマブとの併用投与群の生存期間の中央値はそれぞ

れ、68、57.5 及び 78 日であった。さらに、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3

剤併用投与は、ベンダムスチンとリツキシマブとの併用投与及び YM155 とリツキシマブ

との併用投与と比較して、有意に全生存期間を延長させた。3 剤併用投与群の生存期間の

中央値は 86 日であった（Figure 14）。 

 
Figure 14 Life-prolonging effect of combined treatment with YM155, bendamustine, and 

bendamustine (Y+B+R) in a SU-DHL-8 disseminated xenograft model.  

Animals (n=10/group) were monitored daily for survival. Statistical differences were determined by 
using the log-rank test. **p<0.05 versus YM155-rituximab (Y+R) combination group. ###p<0.001 
versus YM155 alone (Y) or bendamustine-rituximab (B+R) combination group. NT: no treatment. 
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3.5 ヒト DLBCL 全身播種モデルにおける 18F-FLT-PET による腫瘍シグナルの検出 
 

PET は非侵襲的に腫瘍のシグナルを検出するツールをして臨床現場においても利用され

ている。本試験では 18F-FLT-PET を用い、前項で使用した SU-DHL-8 全身播種モデルのお

ける腫瘍シグナルの検出と YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブの 3 剤併用による影

響を検討した。SU-DHL-8 細胞の移植 30 日後に、18F-FLT-PET 試験を実施したところ、無

処置群では顎下リンパ節、腋窩リンパ節及び鼠径部リンパ節において、18F-FLT シグナルが

検出された。一方、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブの 3 剤併用投与群において、

これらリンパ節のシグナルの減少が認められた（Figure 15）。 

 

Figure 15 18F-FLT PET imaging in a SU-DHL-8 disseminated xenograft model.  

(A) Coronal maximal intensity projection (MIP) 18F-FLT PET images of all mice carrying 
SU-DHL-8 disseminated xenografts on d 16 after initiation of triple (3-)combination treatment 
(Y+R+B). (B) SUVmax values of regions of interest (ROI) were manually drawn on submandibular, 
axillary, and inguinal lymph nodes in control and 3-combination treatment mice. Each bar 
represents mean + SEM (n=5). *p<0.05, ***p<0.001 versus non-treatment group (Student’s t-test). 
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第 4 節 考察 
 

 本章では、DLBCL に対する YM155 とベンダムスチンの 2 剤併用療法及び YM155、ベン

ダムスチン及びリツキシマブの 3 剤併用療法の抗腫瘍効果について検討した。その結果

YM155 とベンダムスチンとの併用処理により、各単剤と比較して強い細胞増殖抑制作用が

認められた。Bliis additivism 法で算出される細胞増殖抑制活性と比較して、YM155 とベン

ダムスチンとの併用処理による細胞増殖抑制の方が強く、相乗的な作用であることが示唆

された。また、YM155 とベンダムスチンとの併用処理により、各単剤処理よりも強いアポ

トーシス誘導が認められた。さらに、ヒト DLBCL 皮下担がんモデルにおいて、YM155 と

ベンダムスチンとの併用投与は、ベンダムスチン単剤による体重減少を指標とした副作用

を増悪化することなく、各単剤投与と比較し、より強い腫瘍退縮作用を示し、8 例中 6 例

完全退縮を誘導した。以上の結果から、YM155 とベンダムスチンとの併用療法は、DLBCL

の治療において有用であることが示唆された。 

ベンダムスチンは、複数の作用機序を有することが報告されている。第一の作用機序は、

DNA と架橋を形成し、DNA 障害を引き起こし、ATM 経路を活性化する 71, 78)。ATM 経路

は、DNA2 本鎖切断の修復の中心的な役割を担っており、ゲノムの安定化と細胞の生存に

関与している。ATM は chk2 や p53 などをリン酸化し、細胞周期の停止、DNA 修復、アポ

トーシスの誘導を制御する 79)。第二の作用機序は、分裂期チェックポイントを阻害し、

G2/M アレストを誘導する 71, 78)。サバイビンの発現は、細胞周期依存的に制御されており、

分裂期においてピークに達する 44)。本試験において、ベンダムスチンは DLBCL 細胞にお

いて、DNA 障害を引き起こし、ATM 経路の活性化及び cdc2 のリン酸化が誘導され、サバ

イビンの発現の上昇を伴い、G2/M アレストを引き起こした。さらに、YM155 によるサバ

イビンの抑制は、ベンダムスチンによって誘導される ATM 経路の活性化を抑制し、その

結果、より強い DNA 障害とアポトーシスを誘導した。サバイビンは放射線に対する抵抗

因子としても知られている 80)。大腸がん細胞において、放射線照射により chk2 を介して

サバイビンの発現が上昇すること 81)、さらに、サバイビンは DNA2 本鎖切断の修復複合

体と結合し、DNA 障害の修復を制御していることが示唆されている 82)。さらに、siRNA
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によるサバイビンの発現抑制は、放射線によるDNA2本鎖切断の修復を抑制し、その結果、

より強い DNA 障害とアポトーシスを誘導する 82, 83)。YM155 は NSCLC において、DNA

障害修復を抑制し、放射線とプラチナ製剤の薬効を増強させることが報告されている 76, 77)。

また、NSCLC 17, 37)、メラノーマ 17, 37)、さらに、第 1 章で明らかにしたように、TNBC に

おいて、YM155 によるサバイビン抑制が、G2/M 期におけるサバイビンによる細胞死抵抗

性を抑制することにより、ドセタキセルの薬効を増強する。以上の結果から、YM155 によ

るサバイビン抑制は、DNA 障害修復と G2/M 期におけるサバイビンによる細胞死抵抗性を

抑制することにより、ベンダムスチンの薬効を増強することが示唆された。 

第 2 章において、YM155 がリツキシマブによる STAT3 阻害を介して、リツキシマブの

作用を増強させることを明らかにした。よって、YM155 が各々異なるメカニズムでベンダ

ムスチン及びリツキシマブの作用を増強することが示唆され、3 剤を併用することにより、

更に薬効が増強されることが期待された。本試験において、SU-DHL-8 全身播種モデルに

おけるYM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ3剤併用投与による延命作用を検討した。

臨床の病態と同様に、リンパ節を中心に腫瘍細胞が全身に播種していることが、

18F-FLT-PET で確認されたこと、さらに、SU-DHL-8 細胞は CHOP などの化学療法に抵抗性

を示す ABC-DLBCL に分類される 64)ことから、本モデルは、難治性 DLBCL の臨床病態を

多く反映するモデルであると考えられる。本モデルにおいて、YM155、ベンダムスチン及

びリツキシマブ 3 剤併用投与は、リンパ節における 18F-FLT シグナルを減少させ、ベンダ

ムスチンとリツキシマブとの併用投与及び YM155 とリツキシマブとの併用投与と比較し

て、有意に全生存期間を延長させた。さらに、前臨床と臨床における PK データを基に考

察すると、本試験で使用した YM155 の用量は、臨床で到達可能な用量であると想定され

る 16, 84)ことから、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用療法は、再発・難治

性 DLBCL を対象とした臨床試験において有効性が示されている 2 剤併用療法（YM155 と

リツキシマブ、またはベンダムスチンとリツキシマブ）と比較して、さらに優れた臨床効

果を示すことが期待される。また、臨床においてベンダムスチンとリツキシマブとの併用

は、再発・難治性 DLBCL に対して有用な併用療法の一つであるが、多くの場合、重篤な
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血液毒性のためにベンダムスチンの用量を減量せざるを得ない 75)。一方、YM155 は難治

性 DLBCL を対象とした臨床試験において、血液毒性がほとんど見られていない 57)。よっ

て、ベンダムスチンとリツキシマブとの併用に YM155 をさらに併用させることは有益で

あるかもしれない。今後、再発・難治性 DLBCL 患者に対する YM155、ベンダムスチン及

びリツキシマブ 3 剤併用療法の忍容性と薬効が臨床試験において検証されることが期待さ

れる。 

 

小括 
 

1. YM155 は、ヒト DLBCL 細胞においてベンダムスチンによる細胞増殖抑制作用及アポ

トーシス誘導作用を相乗的に増強した。 

2. ヒト DLBCL 皮下移植モデルにおいて、YM155 の 7 日間皮下持続投与とベンダムスチ

ン併用投与は、体重減少を増悪化させることなく強い腫瘍退縮作用を示し、8 例中 6

例で完全退縮を誘導した。 

3. YM155 によるサバイビンの抑制はベンダムスチンによる DNA 障害に対する細胞応答

である ATM 経路の活性化及び G2/M 期におけるサバイビンによる細胞死抵抗性を抑制

することにより、単剤処理と比較してより強い DNA 障害とアポトーシスを誘導した。

YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用投与は、ヒト DLBCL 全身播種モ

デルにおいて、YM155 とリツキシマブ、あるいはベンダムスチンとリツキシマブの両

併用投与と比較して、全生存期間を有意に延長させた。 

4. 18F-FLT-PET により、ヒト DLBCL 全身播種モデルにおけるリンパ節での腫瘍由来のシ

グナルが検出された。また、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用投与

はこれら腫瘍由来のシグナルを有意に減少させた。 

 

以上の結果から、YM155、ベンダムスチン及びリツキシマブ 3 剤併用療法が優れた

DLBCL の治療法となる可能性が示唆された。 
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総括 
 

本研究は、サバイビンのがん併用薬物療法の標的としての機能を検証することを目的に、

YM155 に高感受性を示し、サバイビンが生存に寄与していることが示唆されている、乳が

ん、非ホジキンリンパ腫の内、既存抗がん剤では満足な治療効果が得られていない、TNBC

と DLBCL に着目し、YM155 と既存抗がん剤との併用の薬効評価とそのメカニズム解析を

実施した。その結果、サバイビンの機能に基づいた以下の 3 つの併用メカニズムで、YM155

が既存抗がん剤の薬効を増強することを明らかにした。 

第一のメカニズムは、分裂期におけるサバイビンによる細胞死抵抗性の解除である。

TNBC において、YM155 は微小管標的薬（ドセタキセル、パクリタキセル、ビノレルビン）

による G2/M アレストを伴うサバイビンの発現上昇を阻害し、細胞分裂期における細胞死

抵抗性を解除し、より強い抗腫瘍作用を示すことが示唆された（Figure 16）。本研究におい

て、p53 野生型ヒト TNBC 細胞株 MRK-nu-1 細胞において 85)、ドキソルビシンは G2/M ア

レスト及びサバイビン発現上昇を示さず、YM155 との併用による作用増強は認められな

かった（Figure 4）。一方、p53 が変異している MDA-MB-231 細胞株においては、ドキソル

ビシンが G2/M アレストを誘導することが報告されており 86)、予備検討の結果、

MDA-MB231 細胞において、YM155 は微小管標的薬と同様に、ドキソルビシンによるカス

パーゼ 3/7 の活性化を増強することが示された（data not shown）。よって、サバイビン抑制

による抗がん剤の作用増強作用は、p53 変異ステータスによって、微小管標的薬以外の抗

がん剤との併用にも適応できることが示唆された。また、手術不能又は再発乳がんに対す

る新しい治療薬として承認されたエリブリンは、ドセタキセル等と同様に微小管を標的と

する薬剤であることから 87)、YM155 が、エリブリンの作用を増強することが期待される。 
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Figure 16 YM155 と微小管標的薬との併用作用のメカニズム 

 

第二のメカニズムは、サバイビンの発現を制御する生存パスウェイとサバイビンとの同

時阻害である。DLBCL 細胞において、STAT3 経路とサバイビンを同時に阻害することに

より、より強い抗腫瘍作用を示すことが示唆された（Figure 17）。サバイビンと STAT3 経

路との関連はいくつかの報告がある。STAT3 を NIH-3T3 細胞に高発現させると、サバイビ

ンの発現が上昇すること 88)、さらに、原発性滲出液リンパ腫において、STAT3 経路を阻害

することにより、サバイビンの発現が抑制されることが報告されている 89)。予備検討にお

いて、AG490 処理によりサバイビンの発現の抑制が認められており、DLBCL 細胞におい

てもサバイビンと STAT3 経路の関連が示唆されている (data not shown)。また、サバイビ

ンの発現は STAT3 以外に、受容体チロシンキナーゼの下流で機能する PI3K/Akt 及び

Extracellular signal-regulated Kinase（ERK）シグナルによって制御されており 90, 91)、NSCLC

細胞株にサバイビンを過剰発現すると、EGFR 阻害剤ゲフェチニブの効果が顕著に低下す

ること 92)、さらに、NSCLC細胞株において、EGFR阻害剤エルロチニブの耐性に PTEN/AKT

を介したサバイビンの発現上昇が関与しており、サバイビン siRNA 及び YM155 がエルロ

チニブの耐性を解除することが報告されている 93)。以上の知見から、受容体チロシンキ

ナーゼ標的薬の薬効及び耐性にサバイビンが関与しており、サバイビン標的薬と受容体チ

ロシンキナーゼ標的薬との併用が有用である事が期待される。 
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Figure 17 YM155 と STAT3 阻害剤との併用作用のメカニズム 

 

第三のメカニズムは、サバイビンによる DNA 修復制御の阻害である。DLBCL 細胞にお

いて、YM155 によるサバイビンの抑制は、ベンダムスチンによる DNA 障害に対する細胞

応答であるATM経路の活性化及びG2/M期におけるサバイビンによる細胞死抵抗性を抑制

することにより、単剤処理と比較して、より強い DNA 障害とアポトーシスを誘導した

（Figure 18）。頭頚部がんにおいて、放射線療法に対して抵抗性を示す患者において、サバ

イビンの発現が高いこと、さらに、サバイビンの機能抑制により、放射線療法に対する感

受性が増強すること 94)、NSCLC 細胞株において、YM155 が放射線療法及びプラチナ製剤

の薬効を増強することから 76, 77)、サバイビンと DNA 修復との関連が示唆されてきた。近

年、サバイビンが大腸がん細胞及び膠芽腫細胞において、放射線照射により、サバイビン

が核内に移行し、DNA 修復タンパク質と複合体を形成することが報告され 82, 95)、サバイ

ビンと DNA 修復に関する分子的機構が明らかにされつつある。本研究において、YM155

によるサバイビン発現抑制は、ATM 経路を阻害し、DNA 修復を抑制することにより、よ

り強い DNA 障害を引き起こし、ベンダムスチンの作用を増強することを明らかにした。

これらの結果は、サバイビンの DNA 修復に対する寄与を示唆するものであり、YM155 と

DNA 障害作用を有する他の薬剤との併用によって作用が増強されることが期待される。 
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Figure 18 YM155 とベンダムスチンとの併用作用のメカニズム 

 

以上、本研究によりサバイビンは、がん細胞の生存や既存抗がん剤の抵抗性に重要な役

割を果たしており、サバイビン発現抑制は、様々なメカニズムの既存抗がん剤の効果を幅

広く高めることができる有用なアプローチであることが示唆された。また、既存抗がん剤

では満足な治療効果が得られていない TNBC と DLBCL において、サバイビン抑制作用を

有する YM155 を含む、新しいがん薬物併用療法の可能性を示した。今後、サバイビン抑

制作用を有するYM155や新規薬剤を含むがん薬物併用療法の臨床有効性の検証が期待され

る。 
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