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GS2 Ion source gas 2 

HPLC High performance liquid chromatography 
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IS Internal standard 

IS Voltage Ion spray voltage 
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LDH Lactate dehydrogenase 

MDR-1 Multidrug resistance protein 

MRM Multiple reaction monitoring 

NCCN National Comprehensive Cancer Network 
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PTX  Paclitaxel 

R1 Radical 1 

R2 Coefficient of determination 

RCLB Red cell lysis buffer 

RE  Relative error 

RFLP Restriction fragment length polymorphism 
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TEM Temperature 

VIF Variance inflation factor 
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序論 

日本におけるがんの罹患者数は1980年代以降増加しており、2017年の死因別では年

間死亡数が38万6千人を超え、循環器系疾患の35万1千人を上回り、疾患別死因の第一

位を占めている。婦人科がん(子宮癌、子宮頚癌、卵巣癌等)でもその年齢調整罹患率は

近年増加し、2014年の全国合計値では子宮頚部、子宮体部、卵巣を合計すると女性に

おいては乳房、大腸、胃に続き4位となっている。また、同様に2017年の死亡数でも大

腸、胃に続いて第3位となっている。40歳代では乳癌、子宮癌、卵巣癌の罹患が多くを

占めるため働く世代や子育て世代が対象となり、その治療が重要となってくる1)。 

パクリタキセル(PTX)は、1966年に米国National Cancer Instituteの抗腫瘍活性スク

リーニングによりイチイ科のTaxus brevifoliaの樹皮抽出物に抗腫瘍活性が見いだされ、

1969年にPTXが単離、同定、1971年にその構造式が決定された2,3)。PTXの抗腫瘍作用

は、PTXが微小管を形成するチュブリンのβサブユニットに結合することに基づく。チ

ュブリンはαおよびβのサブユニットからなり、これらが円筒状に並ぶことで中空のタン

パク線維を構成している。PTXは、ビンカアルカロイドの結合部位とは異なる円筒状の

微小管の内側に結合し、微小管の重合を促進・安定化する。微小管の過形成により微小

管は細胞分裂の適切および必要な時期に解離することができなくなり、細胞を分裂期

（M期）に停止させて細胞障害を発揮する4–7)。 

PTXの臨床試験は1984年から開始されたが、過敏反応が問題視され、それを抑制す

るために24時間点滴が行われるようになった。1992年に米国およびカナダにおいて卵

巣癌に承認され、その後順次世界各国で承認された8–12)。適切な前処置により過敏症対

策がなされると、24時間点滴と比較し投与法が簡便な短時間点滴での開発が進められた

12–15)。日本では3時間点滴静注において1997年に卵巣癌が承認され、1999年には非小細

胞肺癌および乳癌、2001年5月に胃癌、2005年5月に子宮体癌、2007年12月には乳癌に
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おいて1時間点滴静注が承認された。その後公知申請により子宮頸癌や食道癌等も承認

された。卵巣癌の併用療法でもPTXとシスプラチン(CDDP)を用いるTP療法における

PTXの3時間点滴と24時間点滴の比較が行われた結果、3時間点滴で骨髄抑制が少なか

ったため16)3時間点滴が一般的となった。さらに、PTXもCDDPも神経毒性を有するた

め神経毒性の少ないカルボプラチン(CBDCA)と併用するTC療法が検討された17,18)。そ

れらの結果CBDCAとCDDPの抗腫瘍効果が同等でありCBDCAは水分負荷を必要とし

ない、末梢神経障害はCBDCAが軽微である、血小板減少はCBDCAのAUCにより管理

できるなどの点からTC療法がNational Comprehensive Cancer Network(NCCN)ガイ

ドライン19–21)、卵巣がん治療ガイドライン等22–24)においても標準的レジメンとして記載

され使用されている。現在、PTXは本邦では卵巣癌、非小細胞肺癌、乳癌、胃癌、子宮

体癌、頭頸部癌、食道癌、血管肉腫、子宮頸癌、膵癌、胚細胞腫瘍に承認され25)、多く

のがん患者に使用されている。  

PTXの重大な副作用としては、ショック、アナフィラキシー様症状、骨髄抑制、末梢

神経障害、麻痺、間質性肺炎、肺線維症、急性呼吸窮迫症候群、心筋梗塞、うっ血性心

不全、心伝導障害、肺塞栓、血栓性静脈炎などがある。用量規制因子は骨髄抑制、末梢

神経障害、粘膜炎26)とされている。PTXの第Ⅰ相試験においては白血球減少や末梢神経

障害はPTXの用量規制因子と規定された9,14,27)。骨髄抑制はPTXの用量規制因子であり、

PTXの添付文書においても骨髄抑制のある患者や感染症を合併している患者は投与禁

忌となっている。特に発熱性好中球減少症には注意が必要で発熱性好中球減少症(FN)

診療ガイドラインでは、重篤な感染症に発展し死に至ることもあるため、緊急事態とし

て対応することが求められている28)。PTXは婦人科がんにおいてCBDCAとの併用(TC

療法)で進行・再発治療の1次治療に59%の奏効率が報告されている18)。しかしながら、

PTX単剤(210 ㎎/㎡)の卵巣癌に対する国内第Ⅱ相試験において、3週間に1回投与法に

おけるGradeⅢ以上の副作用の割合は白血球減少77.8%、好中球減少88.7%、ヘモグロ
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ビン減少33.3%、血小板減少1.6%であった29)。発熱性好中球減少症を発症すれば、休薬

期間の延長や過剰な減量により却ってRelative Dose Intensity が低下するために治療

強度が弱くなり効果が落ちる30)可能性がある。 

PTXは静脈内投与後速やかに血中から2〜3相性の消失を示し、AUCやCmaxは投与量

に比例しない非線形を示す31)。この非線形性は溶解剤として含まれるクレモホールEL

が原因であることが示唆されている32,33)。PTXは肝臓で代謝され、胆汁中に排泄される

31,34)。代謝物に細胞障害性はみられず34)、未変化体の腎臓からの排泄は10%以下35)とさ

れている。PTXの代謝はおもにCYP2C8により6αOH-PTXに変換され、一部は

CYP3A4/5により3’pOH-PTXに代謝される36–40)。また、ABCB1により未変化体のまま

胆汁中へ排泄される。フェノバルビタールの投与により3’pOH-PTXが増加し36)、フル

コナゾールの投与によってPTXのクリアランスが低下する36)ことからCYP3A4も重要

な代謝酵素と考えられている。また、全身からの消失には飽和41)も観察され、PTXの体

内動態の著しいばらつきはCYPの活性の違いや薬物相互作用によるもの36–38,42)と考え

られている。PTXの代謝経路をFig. 1-1 に示す。 
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Fig. 1-1  PTX の代謝経路 

 

また、CYP3A4だけでなくCYP3A5も3’p位の水酸化を触媒するが、その遺伝子多型

であるCYP3A5*3でコードされるタンパクは酵素として働かないとされている43)。日本

人の解析においてはCYP3A5*3/*3の頻度は39.5%、55.9%という報告44,45)があることか

ら、CYP3Aにより代謝される薬物の体内動態のばらつきの原因を解明するうえで、

CYP3A5の遺伝子型は重要な意味を持つ可能性がある。実際、タクロリムスにおいては

高い血漿中トラフ濃度推移で腎機能障害等の発現リスクがCYP3A5*3/3患者で有意に

高く46)、CYP3A5の遺伝子多型に注意してモニタリングすることが必要と言われている

47)。 

PTXによる好中球減少は血漿中濃度が0.05 μM以上の期間に依存する31,48,49)ことから

PTXはCYP2C8、CYP3A4/5における遺伝子多型による薬物動態の差から臨床的効果や

CYP2C8 CYP3A4/5 

PTX 

3’pOH-PTX6αOH-PTX
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副作用に違いがあると考えられる。しかし、PTXのクリアランスとCYP2C8、CYP3A4、

CYP3A5、ABCB1の遺伝子変異に関連性がないとする報告50–52)と、反対にABCB1 

2677G>T/AおよびCYP3A5 *3遺伝子多型と血漿中PTXのPKパラメータならびに重篤

な好中球数、白血球数の減少が相関するという報告53)がある。CYP3A4の遺伝子多型で

はPTXの代謝物の薬物動態に影響を与え3’pOH-PTXのAUCが低下し、6αOH-PTXの

AUCの上昇が認められているが、副作用との関連は見出されていない54)。また、末梢

神経障害53)の耐性機序にはABCB1が関わり、そのABCB1遺伝子の3435C>T変異患者で

は3’pOH-PTXのAUCが高いとの報告52)もあるため、ABCB1遺伝子多型が副作用発現に

深く関連する可能性がある。 

近年、抗がん薬投与は入院治療から外来治療に移行55,56)しており、TC療法において

もその限りではない。PTXの有害事象は投与後24時間の血漿中濃度に関連し、AUCと

白血球減少との間に有意な相関関係が認められている52)が、外来治療では治療終了後帰

宅するため24時間後に採血し、血漿中PTX濃度を測定することが困難である。しかし、

TC療法では3時間のPTX投与後に1時間のCBDCAの投与となるためPTX投与終了1時

間後に採血することは外来治療においても可能である。 

本研究では婦人科がん患者を対象として、外来がん化学療法実施時に好中球減少に関

与する薬物動態学的因子および患者背景因子を探索することで好中球減少を予測する

ことを目的として、PTXおよび代謝物の血漿中濃度を測定し、代謝および排泄に関与す

るタンパクの遺伝子多型を検出した上で、患者背景情報と組み合わせて好中球減少発現

における関連性を検討した。第一章ではPTXおよび代謝物の血漿中濃度の固相抽出によ

る同時測定法を開発した。第二章では開発した薬物血漿中濃度測定法を用いて代謝酵素

および排泄タンパク質の遺伝子多型と体内動態との関連性を検討した。第三章では、外

来がん化学療法で入手可能な薬物動態パラメータを用いた重回帰式を用いて好中球減

少の予測式を作成した。  
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第1章 パクリタキセルおよび代謝物の血漿中濃度測定法の構築 

第1節 緒言 

PTX および 6αOH-PTX の血漿中濃度測定は、HPLC-UV 法 57,58)、Liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)法 59–62) などが報告されて

いる。LC-MS/MS を用いる方法が精度や真度の上で有利であるが、血液検体の前処理

に酢酸エチルなどの有機溶媒を用いた液-液抽出を行っているものがほとんどである。

固相抽出による前処理法は有機溶媒を用いる液-液抽出に比べて、目的成分をカラムに

吸着させた後、少量の揮発性の高い溶媒で溶出させるため濃縮が容易であり、作業者の

有機溶媒への曝露量が少なく危険性が低い。また、液-液抽出に比べ夾雑物をカラムで

除去できるためマトリックス効果を受ける可能性が低い。PTX および 6αOH-PTX を固

相抽出で LC-MS/MS を用いて分離を行った報告はない。本章では固相抽出法を用いた

LC-MS/MS によるヒト血漿中高感度 PTX および 6αOH-PTX 測定法を開発し、米国医

薬食品局(FDA)のガイドライン 63)および厚生労働省「医薬品開発における生体試料中薬

物濃度分析法のバリデーションに関するガイドライン」64)を参考にバリデーションを試

みた。 
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第2節 方法 

1-2-1 使用した試薬、器具 

 PTX の測定には以下の試薬、器具を使用した。 

  Paclitaxel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)  

  6α-hydroxy paclitaxel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 

    Docetaxel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 

  Methanol (LC/MS 用) (Wako, Osaka)  

    Acetonitrile (LC/MS 用) (Wako, Osaka) 

    L-コンセーラ IEX ®「ニッスイ」（Nissui, Pharmaceutical, Tokyo） 

    Phosphoric acid (高速液体クロマトグラフ用) (Wako, Osaka) 

    Formic acid (99%) (LC/MS 用) (Wako, Osaka) 

    Ammonium acetate (特級) (Wako, Osaka) 

    Oasis® HLB 1 cc (30 mg) Extraction Cartridges (Waters, Milford, MA) 

Paclitaxel、6α-hydroxy paclitaxel および docetaxel は、acetonitrile に溶解して

stock solution を調製し、必要に応じて acetonitrile で希釈して使用した。すべて

の他の試薬と溶媒は、市販されている試薬特級品を用いた。 

 

PTX の測定には以下の機器を使用した。 

  LC 装置  Prominence 20A (Shimadzu, Kyoto) 

      Pump: LC-20AD 

            Auto Sampler: SIL-20AC 

            Column oven: CTO-20A 

   MS 装置  API 3200 QTRAP (AB Sciex, Framingham, MA) 
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1-2-2 PTX および 6αOH-PTX の LC 条件と MS/MS 条件 

PTXおよび6αOH-PTXの血漿中総濃度測定に用いたLC条件とMS条件をTable 1-1、

Table 1-2 に示した。 

 

Table 1-1  LC 条件 

Column Mightysil RP18MS 

(2.0×150 mm, 5 µm) (Kanto Chemical, 

Tokyo) 

Column temperature 40℃ 

Mobile phase CH3CN: 2 mM Ammonium acetate 

（pH 6.67） 

= 65:35 

Flow rate 0.2 mL/min 

Injection volume 10 µL 

Internal standard (IS) Docetaxel (DTX) 
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Table 1-2  MS 条件 

Scan Type Multiple reaction 

monitoring (MRM) 

Polarity Positive 

Ion Source Turbo Spray 

DP 76 

EP 5.5 

CEP 40 

CE 27 

CXP 8 

TEM 225 

IS Voltage 5500 

CUR 20 

CAD 3 

GS1 70 

GS2 60 
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各薬物の化学構造とフラグメントイオンを Fig 1-2 に示した。 

A）PTX とその代謝物 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound R1 R2 

PTX H H 

6αOH-PTX H OH 

 

Compound Precursor Ion (m/z) Fragment Ion (m/z) 

PTX 854.1 509.3 

6αOH-PTX 870.3 525.0 
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B）DTX 

 

DTX 

 

 

 

 

 

 

Compound Precursor Ion (m/z) Fragment Ion (m/z) 

DTX 808.1 527.3 

 

Fig. 1-2  各薬物の化学構造とフラグメントイオン 
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1-2-3 薬物濃度測定方法 

 薬物濃度測定時の血漿サンプル前処理方法を Fig. 1-3 に示した。血漿を 2％リン酸水

溶液で希釈後 Oasis® HLB cartridge 1cc/30 mg を用いて固相抽出を行った。抽出液を

遠心エバポレータで蒸発乾固処理した後、移動相で再溶解し測定サンプルとした。 

 

Whole blood 

Centrifuge 3000×g for 10 min at room temperature 

Plasma sample 250 µL 

DTX 62.5 µL 

Add 2% Phosphoric acid solution 937.5 µL 

Oasis® HLB 

Wash 2% Formic acid 1 mL 

100% MeOH elution 1 mL 

 Centrifugal Evaporate at 40℃ 

Residue 

Reconstitute in HPLC eluent 200 µL 

Centrifuge 10000×g for 5 min at 4℃ 

Inject 10 µL of supernatant 

 

Fig. 1-3  薬物濃度測定における血漿サンプル前処理方法 
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1-2-4 LC-MS/MS 測定法の評価 

 LC-MS/MS 測定法の評価は、厚生労働省「医薬品開発における生体試料中薬物濃度

分析法のバリデーションに関するガイドライン」64)および FDA “Guidance for Industry、 

Bioanalytical Method Validation”63)を参考に実施した。検量線の作製に際して、各濃

度につき 3 ロットの標準液を作製し、濃度ごとに 1 ロットについて 5 回のインジェク

ションを 3 回行った。ロット毎の平均値を算出し、さらに 3 ロット総合の平均値を算出

して、検量線にプロットした。低濃度のデータの重みが小さくなるため「1/(濃度)」で

重み付けした最小二乗法を用いた。精度および真度の評価に際しても、各濃度につき 3

ロットの標準液を調製し、濃度ごとに 1 ロットについて 5 回のインジェクションを 3

回行い、ロット毎の平均値および 3 ロット総合の平均値を用いて算出した。 
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第 3 節 結果 

1-3-1 血漿中総薬物濃度測定 

1-3-1-1 標品のクロマトグラム  

第 2 節で述べた方法により PTX、6αOH-PTX、および IS の標準液を LC-MS/MS を

用いて測定した。結果を Fig. 1-4 に示した。 

 

 

Fig. 1-4  標準液クロマトグラム 

A: 混合物, B: PTX 20 ng/mL, C: 6αOH-PTX 20 ng/mL, D: DTX 100 ng/mL 

 

全ての薬物が 5 分以内に溶出した。また、各クロマトグラムに夾雑ピークは見られな

かった。 
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1-3-1-2 LC-MS/MS 測定による血漿中総薬物濃度の検量線の作製 

血漿中薬物濃度の検量線作製用標準液は、DTX を IS として PTX および、6αOH-PTX

の濃度を 0.5 ng/mL、1 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL、1000 ng/mL として精度管理

用ヒト血清（L-コンセーラ®）に溶解しものを用いた。LC-MS/MS を用いて作製した検

量線を Fig. 1-5 に示した。 

 

Fig. 1-5  LC-MS/MS 測定による薬物濃度検量線 

 

本測定法によって、PTX および 6αOH-PTX の検量線は 0.5 - 1000 ng/mL の範囲で良

好な直線性を示した。検量線の決定係数は PTX で R2= 1、6αOH-PTX で R2= 1 であっ

た。 

 

1-3-1-3 薬物の精度および真度 

PTX および 6αOH-PTX 測定時の精度および真度を LC-MS/MS を用いて評価した。

精度は変動係数（CV）で、真度は相対誤差（RE）で表した。結果を Table 1-3 、Table 

1-4 に示した。 
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Table 1-3  PTX 測定時の精度および真度 

Conc. (ng/mL) 
PTX 

Mean CV (%) Mean RE (%) 

0.5 

10.59 

9.68 

8.1 

-1.4 2.10 -8.7 

7.88 -3.7 

1 

5.7 

7.00 

3.3 

1.8 11.59 -0.5 

3.23 2.6 

10 

0.83 

3.79 

6.0 

7.5 3.93 5.3 

2.08 11.2 

100 

1.69 

3.74 

3.8 

5.0 2.70 2.3 

2.44 8.9 

1000 

0.80 

4.16 

1.4 

5.0 1.48 3.6 

0.64 10.0 

PTX の精度は、0.5、1、10、100、および 1000 ng/mL の 5 濃度において 9.68%以下

であり、真度も 7.5%以下であった。 
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Table 1-4  6αOH-PTX 測定時の精度および真度 

Conc. (ng/mL) 
6αOH-PTX 

Mean CV (%) Mean RE (%) 

0.5 

1.72 

7.76 

16.6 

13.9 8.44 18.2 

4.18 6.8 

1 

11.27 

8.94 

12.6 

10.8 4.48 4.0 

6.18 15.8 

10 

3.11 

4.69 

6.1 

1.8 1.66 -3.0 

3.41 2.4 

100 

2.42 

4.32 

3.8 

1.6 3.58 -2.9 

2.92 3.9 

1000 

6.11 

6.17 

5.4 

5.4 6.40 3.1 

7.49 7.8 

 

6αOH-PTX の各濃度の精度は 8.94%以下であった。また、真度も 13.9%以下であっ

た。以上の結果から、本研究による測定法による、PTX およびその代謝物である

6αOH-PTX の血漿中濃度測定が可能となった。 
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第 4 節 考察 

本研究は 5 濃度の検量線用標準試料を使用した検量線であるため厚生労働省「医薬品

開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションに関するガイドライン（平成

25 年 7 月 11 日）」における「少なくとも 6 濃度の検量線用標準試料が上記基準を満た

すものとする」という基準には満たなかったが、当研究室における固相抽出法を用いた

LC-MS/MS 法による PTX および 6αOH-PTX の血漿中濃度測定法が厚生労働省「医薬

品開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションに関するガイドライン」お

よび FDA の“Guidance for Industry、Bioanalytical Method Validation“ 以降の研究

には 500 ng/mL 等の標準試料を加えることにより基準を満たせるものと考えられる。

以上のことからこれまでの液-液抽出法を用いた測定法 61,62)ではなく有機溶媒への曝露

量が少ないため作業者への危険性が低く、かつマトリックス効果を受ける可能性が低い

固相抽出法を用いた LC-MS/MS 法による PTX および 6αOH-PTX の血漿中濃度測定法

を確立できた。 
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第 2 章 遺伝子多型と薬物体内動態との関連 

第 1 節 緒言 

PTXはヒトにおいて主に肝でCYP2C8やCYP3A4で代謝を受ける。CYP2C8はPTX

の主な代謝酵素であり、CYP2C8 活性は、PTX の曝露に大きな影響を与えることが報

告されている 40)。すなわち、CYP2C8 遺伝子に変異が生じることにより、6αOH-PTX

の生成が減少し、PTX の曝露量が大きくなる。しかし、このような報告がある一方、

CYP2C8 遺伝子の変異は PTX の薬物動態に影響を与えないという報告もされており

50,52)、一貫した報告は得られていない。また、日本人において CYP2C8 遺伝子変異の

頻度は非常に低い 65,66)とされているためCYP2C8の遺伝子多型だけではPTXの体内動

態のばらつきは説明できない。PTX の主な代謝経路は CYP2C8 であるが、副次的に

CYP3A4 や CYP3A5 において 3’p-OH-PTX に代謝される。CYP3A4 の遺伝子多型につ

いては PTX を投与した際の末梢神経障害と相関するとの報告がある 67,68)がこれらの報

告では PTX の薬物動態パラメータは検討されていない。また、CYP3A4 の遺伝子多型

と血漿中 3’p-OH-PTX 濃度の関係について評価している報告もほとんどない。そこで本

研究は CYP3A4 と共に 3’p 位の水酸化を触媒する CYP3A5 の遺伝子多型に着目した。

CYP3A5 については日本人の約 56~61％が CYP3A5 機能を欠損しているとの報告 45,69)

があるため、PTX の体内動態に影響を及ぼし、副作用発現の予測因子となることが考

えられる。本研究では PTX および 6αOH-PTX の測定が可能なため、PTX および

6αOH-PTX の血漿中濃度に及ぼす代謝酵素の遺伝子多型の影響について検討した。ま

た、末梢神経障害 53)の耐性機序として関わる ABCB1 の 3435C>T 変異患者では

3’p-OH-PTX の AUC が高いとの報告 52)もある。また、ABCB1 は PTX の薬物排出ト

ランスポーターであり、PTX の排出にも ABCB1 遺伝子の変異が関与する可能性があ

る。ABCB1 の遺伝子多型には、1236C>T、2677G>T/A、3435C>T が存在するため、

本章ではこれらの遺伝子多型についても解析を行った。 



20 

第 2 節 方法 

2-2-1 使用した試薬、器具 

 DNA の抽出には以下の試薬、器具を使用した。 

 スマイテスト EX-R&D(核酸抽出キット、Medical & Biological Laboratories, 

Nagoya) 

 RCLB(Red Cell Lysis Buffer、Medical & Biological Laboratories, Nagoya) 

 イソプロパノール(2-プロパノール)特級試薬 

 70%エタノール 

 超純水 

 

 PCR には以下の試薬および機器を使用した。 

RNase-free water (Takara, Tokyo) 

10×PCR Gold buffer contains no MgCl2 (Applied Biosystems, Waltham, MA) 

Gene Amp dNTP mix (Applied Biosystems, Waltham, MA) 

MgCl2 solution (Applied Biosystems, Waltham, MA) 

Ampli Taq Gold (Applied Biosystems, Waltham, MA) 

 

 RFLP 法には以下の試薬を使用した。 

RNase-free water (Takara, Tokyo) 

10×SuRE/ Cut Buffer H (Takara, Tokyo) 

DdeⅠ (Takara, Tokyo) 

10×M buffer (Takara, Tokyo) 

NdeⅡ (Takara, Tokyo) 

 0.1% BSA (Takara, Tokyo) 
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  XbalⅠ (Takara, Tokyo) 

  10×T buffer (Takara, Tokyo) 

  AfaⅠ (Takara, Tokyo) 

  10×NdeⅡ buffer (ニッポンジーン,Tokyo) 

  NdeⅡ (ニッポンジーン,Tokyo) 

 

 電気泳動には以下の試薬、機器を使用した。 

MetaPhor™ アガロース (ロンザジャパン株式会社,Tokyo) 

 滅菌蒸留水 

 Tris-Borate-EDTA buffer 10× powder pH8.3 (Takara, Tokyo) 

 20 bp DNA Ladder (Takara, Tokyo) 

  6×Loading Buffer (Takara, Tokyo) 

  10×Loading Buffer (Takara, Tokyo) 

 Ethidium bromide (Takara, Tokyo) 

E-graph AE-9000 (ATTO, Tokyo) 
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2-2-2 対象患者 

2013 年 4 月から 2014 年 6 月まで豊橋市民病院婦人科において卵巣癌、子宮体癌、

子宮頸癌でTC療法を実施する患者のうち厚生労働省の臨床研究に関する倫理指針に従

い同意を文書で得られた患者について PTX 投与終了後 1 時間(CBDCA 投与終了時すな

わち PTX 投与開始 4 時間後)に点滴ルートの反対側の腕より 5 mL 採血を行った。採血

後ただちに PTX 血漿中濃度測定用にマイクロチューブへ 1 mL ずつ、2 本へ分注し、

3000 × g 室温で 10 分間遠心した。遠心後上清をスクリューキャップ付きプラチューブ

へ分注し-80℃度で保存し、残りは直ちに静岡県立大学に搬送後 DNA 抽出を行った。

DNA は全血 2 mL からスマイテスト EX-R&D を用いて抽出した。 

なお、本研究は豊橋市民病院の倫理審査委員会において承認を得て実施した(承認番

号 No.127；2013.4.24)。 

 

2-2-3 CYP3A5 遺伝子多型解析 

 PCR 反応液は RNase-free water 27.6 µL、10×PCR buffer 5 µL、 dNTPs 5 µL、 

MgCl2 3 µL、各 Primer 2 µL、および Taq polymerase 0.4 µL、 DNA 抽出物 5 µL を

混合し全量を 50 µL とした。制限酵素、Primer および PCR 条件を Table 2-1 、Table 

2-2 に示した。 

 

Table 2-1  CYP3A5 の PCR に用いた制限酵素および Primer 

Allele 
Restriction 

enzyme 
Primer Sequence 

*3 DdeⅠ 
Forward 5’-CTT TAA AGA GCT CTT TTG TCT CTC A-3'

Reverse 5’- CCA GGA AGC CAG ACT TTG AT -3’ 
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Table 2-2  CYP3A5 の PCR 条件 

Allele 

Conditions 

Initial 

denaturation 
Denaturation Annealing Extension 

Final 

extension

*3 
94℃ for 1 

min 

94℃ for 30 s

(36 cycles) 

 56℃ for 

30 s 

(36 cycles)

72℃ for  

30 s 

(36 cycles) 

72℃ for 

5 min 

 

 

CYP3A5 の RFLP 反応液の組成を Table 2-3 に示した。 

Table 2-3  CYP3A5 の RFLP 用反応液 

 

 

 

 

 

 

全量を 25 µL として 37℃で over nightインキュベートした 70)。その後 loading buffer 

10 µL を加え 3％アガロースゲルで 100 V、40 分間電気泳動を行った。Ethidium 

bromide で DNA を染色し、紫外線照射器でゲルを観察した。 

 

 

 

 

CYP3A5*3 

Sample 8.0 μL 

10×NE Buffer   2.5 μL 

RNase-free water 13.5 μL 

Hae Ⅲ 1.0 μL 
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2-2-4 ABCB1 遺伝子多型解析 

PCR 反応液は 2-2-3 と同様の方法で調製した。制限酵素、Primer および PCR 条件を Table 2-4 、Table 2-5 に示した。 

 

Table 2-4  ABCB1 の PCR に用いた制限酵素および Primer 

Allele Restriction enzyme Primer Sequence 

C1236T HaeIII 
Forward 5’-TTT TTC TCA CGG TCC TGG TAG-3′ 

Reverse 5′-CAT CCC CTC TGT GGG GTC ATA-3′ 

G2677A XbaⅠ 
Forward 5’-TAC CCA TCA TTG CAA TAG CAG-3’ 

Reverse 5’-TTT AGT TTG ACT CAC CTT CCC-3’ 

G2677T AfaⅠ 
Forward 5’-TAC CCA TCA TTG CAA TAG CAG-3’ 

Reverse 5’-TTT AGT TTG ACT CAC CTT TCT AG-3' 

C3435T NdeⅡ 
Forward 5’-TTG ATG GCA AAG AAA TAA AGC-3’ 

Reverse 5’-CTT ACA TTA GGC AGT GAC TCG-3’ 
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Table 2-5  ABCB1 の PCR 条件 

Allele 

Conditions 

Initial denaturation Denaturation Annealing Extension Final extension 

C1236T 94℃ for 2 min 
94℃ for 30 s 

(35 cycles) 

60℃ for 30 s 

(35 cycles) 

72℃ for 30 s 

(35 cycles) 
72℃ for 7 min 

G2677A 

94℃ for 5 min 
94℃ for 1 min 

(43 cycles) 

55℃ for 1 min

(43 cycles) 

72℃ for 2 min 

(43 cycles) 
72℃ for 5 min G2677T 

C3435T 
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ABCB1 の RFLP 反応液の組成を Table 2-6 に示した。 

Table 2-6  ABCB1 の RFLP 反応液 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

全量を 25 µL として 37℃で over night インキュベートし 71,72)、その後 loading buffer 10 µL を加え 3％アガロースゲルで 100 V、

40 分間電気泳動を行った。Ethidium bromide で DNA を染色し、紫外線照射器でゲルを観察した。 

 

 

C1236T G2677A G2677T C3435T 

Sample 8.0 μL Sample 8.0 μL Sample 8.0 μL Sample 8.0 μL 

10×M Buffer 2.5 μL 10×T Buffer 2.5 μL 10×M Buffer 2.5 μL 10×NdeⅡ Buffer 2.5 μL 

  0.1% BSA 2.0 μL 0.1%BSA 2.0 μL   

RNase-free 

water 
13.5 μL

RNase-free 

water 
10.5 μL 

RNase-free 

water 
10.5 μL RNase-free water 10.5 μL 

Hae Ⅲ 1.0 μL AfaⅠ 2.0 μL XbalⅠ 2.0 μL NdeⅡ 2.0 μL 
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2-2-5 血漿中総 PTX および 6αOH-PTX 濃度測定 

 第 1 章で確立した LC-MS/MS 法にて、血漿中総 PTX および 6αOH-PTX 濃度を測定

した。 

 

2-2-6 統計解析 

遺伝子多型の分布は、Hardy–Weinberg 平衡に従っているかを確認した。遺伝子多型

と薬物動態パラメータとの多群比較は、Scheffé 法を用いた。これらの統計解析には

IBM の SPSS Ver. 22 を用いて P<0.05 を有意とした。 
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第 3 節 結果 

2-3-1 対象患者の CYP3A5 および ABCB-1 の Genotype 分布 

原発がん種、がん化学療法歴および患者背景は第 3 章 Table 3-1 、Table 3-2 および Table 

3-3 に示した。卵巣癌と子宮体癌で 80%、初回治療は 70%だった。 

CYP3A5 および ABCB-1 の Genotype 分布は Table 2-7 に示した。CYP3A5*3、

ABCB1 1236 C>T、 2677G>T/A および 3435C>T の genotype 分布は、Hardy–

Weinberg 平衡に従っていた。 
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Table 2-7  CYP3A5 および ABCB1 の遺伝子型とアレル頻度 

Polymorphism Genotype Frequency (%) Genotype Frequency (%) Genotype Frequency (%) p q 

CYP3A5 *1/*1 
1 

(3.3%) 
*1/*3 

16 

(53.3%) 
*3/*3 

13 

(43.3%) 
0.300 0.700

ABCB1 

 1236 

C>T 

C/C 
9 

(30.0%) 
C/T 

14 

(46.7%) 
T/T 

7 

(23.3%) 
0.533 0.467

ABCB1 

 2677 

G>T/A 

G/G 
13 

(43.3%) 

G/T 

G/A 

8 

(26.7%) 

T/T 

A/A 

T/A 

9 

(30.0%) 
0.567 0.433

ABCB1 

 3435 

C>T 

C/C 
12 

(40.0%) 
C/T 

15 

(50.0%) 
T/T 

3 

(10.0%) 
0.650 0.350
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CYP3A5*3/*3 については対象患者 30 名のうちの 43%であり、従来の報告 44,45)と同

様の傾向を示した。また、ABCB1 の C1236T 変異および C3435T の変異についてもこ

れまでの報告と同様な傾向となったが、G2677T/A については G/G の割合が高かった

73,74)。 

 

2-3-2  遺伝子多型と血漿中濃度 

遺伝子多型と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度および 6αOH-PTX /PTX 濃度比の関

係を Fig 2-1 、Fig 2-2 、Fig. 2-3 および Fig. 2-4 に示した。各遺伝子多型は wild /wild、

wild/mutant、mutant/mutant の 3 群に分けて評価した。CYP3A5 および ABCB1 遺

伝子多型と血漿中 PTX 濃度、血漿中 6αOH-PTX 濃度および 6αOH-PTX /PTX 濃度比

について相関はみられなかった。CYP3A5*1/*1 は 1 例のみであったため統計解析は行

わなかった。CYP3A5*1/*3 と*3/*3 を有する患者の血漿中 PTX および 6αOH-PTX 濃

度はそれぞれ同様な数値を示した。ABCB1 C1236T については T/T 変異において血漿

中 PTX および 6αOH-PTX 濃度は低い傾向にあったが、6αOH-PTX /PTX 濃度比は

wild/wild、wild/mutant および mutant/mutant の 3 群で同じ傾向にあった。G2677T/A

および C3435T 変異ではそれぞれ T/T(T/A)、T/T について血漿中 PTX、6αOH-PTX 濃

度が高い傾向にあったが、6αOH-PTX /PTX 濃度比は同様の傾向を示した。 
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Fig. 2-1  CYP3A5 遺伝子多型と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度および 6αOH-PTX 

/PTX 濃度比の関係（平均値 ± 標準偏差） 
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Fig. 2-2  ABCB1 1236 遺伝子多型と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度および

6αOH-PTX /PTX 濃度比の関係（平均値 ± 標準偏差） 
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Fig. 2-3  ABCB1 2677 遺伝子多型と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度および

6αOH-PTX /PTX 濃度比の関係（平均値 ± 標準偏差） 
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Fig. 2-4  ABCB1 3435 遺伝子多型と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度および

6αOH-PTX /PTX 濃度比の関係（平均値 ± 標準偏差） 
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第 4 節 考察 

CYP3A5 遺伝子多型の薬物動態への影響はタクロリムス、ミダゾラム、ジルチアゼ

ム等で知られており、CYP3A5 *1/*1 を有する患者では、タクロリムスのクリアランス

が増大し、より投与量を増やす必要性が指摘されている 75–77)。今回、CYP3A5 遺伝子

多型については*1/*3 と*3/*3 の PTX 投与終了 1 時間後の血漿中 PTX および 6αOH-PTX

濃度、6αOH-PTX /PTX 濃度比がそれぞれ同程度であった。CYP3A5 遺伝子多型ではヘ

テロ変異であっても*1 アレルの存在により CYP3A5 の活性が保たれるとされる報告が

ある 78)。PTX で CYP3A5 遺伝子多型と有害事象との発現を卵巣がん患者で検討した臨

床研究では、CYP3A5*3 変異を有することが TC 療法時の骨髄抑制を引き起こすとの報

告がある 79)。一方で、卵巣癌患者で CYP3A5*3 遺伝子多型は、有害事象の発現に影響

を与えないという報告もある 51)。このように、PTX の体内動態に関する CYP3A5 の遺

伝子多型の影響には一致した見解が得られていない。今回の結果から、CYP3A5 遺伝

子多型がPTXおよび6αOH-PTXの体内動態に与える影響はほとんどないと考えられた。

また、*1/*1 の 1 症例は PTX の投与量は 175 mg/m2でほぼ平均投与量(166.7 mg/m2)で

あったが 153.1 cm、35.50 kg、BMI 15.15 とかなりの低体重 80,81)による影響があるも

のと推察された。ABCB1 の遺伝子多型については末梢神経障害への影響や腫瘍細胞の

耐性化などについて報告 53,82,83)があるが、好中球減少を指標とした本研究では ABCB1

の遺伝子多型は血漿中 PTX 濃度等には影響を与えないと考えられた。 
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第 3 章 婦人科癌患者におけるパクリタキセルの体内動態との関連 

第 1 節 緒言 

がん化学療法は抗がん薬の進歩や支持療法の発達および診療報酬上の外来化学療法

加算の新設などにより入院治療から外来治療として実施されるようになり、婦人科癌に

対する TC 療法も外来治療として実施されている。しかし、外来治療は入院治療以上に

副作用を予測し対応することが重要で、特に発熱性好中球減少症は死に至る危険性もあ

り注意が必要である。PTX は好中球減少と血漿中濃度が 0.05 μM を超えた時間に相関

関係が報告されているが 31,48,49)、外来で投与された場合、24 時間後、48 時間後などの

頻回の採血ができず好中球減少を予測できない。 

また、PTX は CYP で代謝を受け、ABCB1 において胆汁中に排泄されるがそれらの

遺伝子多型と PTX のクリアランスや有害事象との関連は明確となっていない。そこで

外来でPTXの投与を終えてから帰宅するまでの間での採血においてPTXおよびその代

謝物の血漿中濃度を測定し、あわせて代謝酵素や排泄トランスポーターの遺伝子多型を

評価することから有害事象の予測因子を探索した。 
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第 2 節 方法 

3-2-1  対象患者 

第 2 章に記載の方法で採取した試料の一部を第 1 章で確立した測定法を用いて PTX

および 6αOH-PTX の血漿中濃度を測定した。また、臨床検査値は電子カルテより調査

を行った。血漿中濃度測定法および遺伝子多型検出法については第 1 章および第 2 章を

参照。調査については第 2 章に示した通り豊橋市民病院倫理審査委員会の承認のうえ文

書で同意の得られた患者について実施した。 

3-2-2 統計解析 

2 変量の相関は Pearson の相関係数を求めた。重回帰分析では好中球減少率、好中球

最低値をそれぞれ従属変数とし、年齢、身長、体重、PTX 投与量、CYP3A5 遺伝子多

型、ABCB1 1236 C>T 遺伝子多型、ABCB1 2677 G>T/A 遺伝子多型、ABCB1 3435C>T

遺伝子多型、 CBDCA 投与量、血清アルブミン値、血清クレアチニン値、血清総ビリ

ルビン値、LDH、血漿中 PTX 濃度、血漿中 6αOH-PTX 濃度、血漿中 6αOH-PTX /PTX

濃度比を独立変数としてステップワイズ法を用い、-F 値確率は 0.1 以下を投入し、0.20

以上を除去した。また、好中球減少率は投与直前の好中球数からそのコースにおける最

低値の差を投与直前値で除した百分率とした。なお、これらの統計解析には IBM の

SPSS Ver22 を用いて p<0.05 を有意とした。 
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第 3 節 結果 

3-3-1 患者背景 

原発がん種、がん化学療法歴および患者背景を Table 3-1 、Table 3-2 、Table 3-3 に

示した。 

Table 3-1  原発がん種 

Primary tumor ｎ (%) 

Uterine body cancer 11(36.7) 

Ovarian cancer 12(40.0) 

Uterine body cancer / Ovarian cancer 1(3.3) 

Cervical cancer 5(16.7) 

Uterine sarcoma 1(3.3) 

 

Table 3-2  がん化学療法歴 

Chemotherapy 

history 
n 

Mean cycle 

(range) 

History of other 

chemotherapies 

Prior 

radiation 

First six cycles 

of TC therapy 
21 3.14 (2 - 6) 1 2 

Second six 

cycles of TC 

therapy 

4 1.50 ( 1- 2) 2 2 

Third or more 

six cycles of 

TC therapy 

5 - 4 2 
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Table 3-3  患者背景 

Characteristic Mean SD Range 

Age(year) 61.5 11.93 31-81 

Height(cm) 151.9 6.07 139.8-167.5 

Weight(kg) 51.6 10.54 35.5-75.0 

Body surface area(m2) 1.46 0.15 1.22-1.74 

No. of course done 5 4.61 2-22 

Paclitaxel dose(/m2) 166.7 16.0 130-180 

Carboplatin dose (AUC) 4.6 0.61 3-5 

White blood cells(/µL) 5578 2053 2260-13,350 

Neutrophils(/µL) 3512 1520 1381-8998 

Total Bilirubin(mg/dL) 0.51 0.12 0.40-0.90 

Albumin(g/dL) 3.91 0.37 3.10-4.050 

Serum creatinine(mg/dL) 0.63 0.12 0.42-0.90 

BMI 22.3 4.05 15.1-32.1 

Blood sampling time after the start of PTX 

infusion(h) 
4.30 0.35 3.57-5.05 

Neutrophil count before chemotherapy(/µL) 3512 1520 1381-8998 

Neutrophil nadir count after 

chemotherapy(/µL) 
1107 536 322-2498 
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血漿中 PTX 濃度、血漿中 6αOH-PTX 濃度および 6αOH-PTX /PTX 濃度比の関係を

Fig 3-1 に示した。血漿中 6αOH-PTX 濃度と 6αOH-PTX /PTX 濃度比はかなり強い正

の相関があり(R=0.8000)血漿中 PTX 濃度と 6αOH-PTX 濃度には正の相関があった

(R=0.6680)。血漿中 PTX 濃度と 6αOH-PTX /PTX 濃度比には相関がなかった

(R=0.1046)。 

 

Fig. 3-1  血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX 濃度、6αOH-PTX /PTX 濃度比の関係 
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好中球減少率と身長、Day 0 (PTX 投与日)における好中球数および 6αOH-PTX /PTX

濃度比の関係を Fig. 3-2 に示した。好中球減少率は身長と負の相関があり(R=0.5154)

身長が低いほど好中球減少率が高かった。Day 0 における好中球数は好中球減少率と正

の相関を示し(R=0.4378)、Day0 における好中球数が大きいほど減少率が大きかった。

6αOH-PTX /PTX 濃度比とは弱い正の相関(R=0.3404)を示し、6αOH-PTX /PTX 濃度比

が大きいほど減少率が低かった。 

 

 

Fig. 3-2  好中球減少率と身長、Day0 における好中球数、6αOH-PTX /PTX 濃度比の関

係 
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投与後最低好中球数と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX /PTX 濃度比、身長の関係を Fig. 

3-3 に示した。血漿中 PTX 濃度とは弱い負の相関(R=0.3320)、6αOH-PTX /PTX 濃度

比とは弱い正の相関(R=0.2920)、身長とは弱い正の相関(R=0.2732)を示した。 

 

 

Fig. 3-3  最低好中球数と血漿中 PTX 濃度、6αOH-PTX /PTX 濃度比、身長の関係 
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重回帰分析の結果を Table 3-4 、Table 3-5 に示した。 

Table 3-4  重回帰解析によって求められた好中球減少率に影響する因子 

Dependent 

variable 

Factor Unstandardized coefficients Standardized t P VIF 

B (95% CI) SE coefficients β    

Neutrophil 

reduction rate 

Constant 2.975 

(1.280 to 4.669) 
0.824  3.609 0.001  

 Patient’s  

height 

− 0.018 

(−0.029 to −0.007) 
0.005 -0.487 -3.372 0.002 1.038 

 Neutrophil  

count at Day 0 

6.888 × 10−5 

(0.000–0.000) 
0.000 0.466 3.060 0.0005 1.152 

 PTX 

 concentration 

0.099 

(− 0.002 to 0.201) 
0.049 0.307 2.016 0.054 1.150 

Neutrophil reduction rate = 2.975 − 0.018 × [患者身長] + 6.888 × 105 × [投与直前の好中球数] + 0.099 × [血漿中 PTX 濃度]. 

B: partial regression coefficient Β: standardized partial regression coefficient; 

VIF: variance inflation factor SE, standard error CI: confidence interval 
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Table 3-5  重回帰解析によって求められた好中球最低値に影響する因子 

Neutrophil nadir 

count 

Constant − 2533.909 

(−7084.729 to 2016.910)
2213.940  -1.145 0.263  

 PTX  

concentration 

− 315.385 

(− 580.558 to − 50.213) 
129.005 -0.407 -2.445 0.022 1.031 

 Patient’s height 25.859 

(− 4.573 to 56.291) 
14.805 0.293 1.747 0.092 1.044 

 6αOH-PTX /PTX 

ratio 

1267.722 

(− 225.257 to 2760.702)
726.323 0.291 1.745 0.093 1.030 

Neutrophil nadir count = − 2533–315.4 × [血漿中 PTX 濃度] + 25.86 × [患者身長] + 1268 ×[血漿中 6αOH-PTX /PTX 濃度比] 

B: partial regression coefficient Β: standardized partial regression coefficient; 

VIF: variance inflation factor SE, standard error CI: confidence interval CI, confidence interval 
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第 4 節 考察 

日本人は CYP2C8 の遺伝子多型の頻度は低い 65,66)と言われているが、本研究におい

ても PTX 投与終了 1 時間後の血漿中 PTX 濃度および 6αOH-PTX 濃度は相関関係にあ

り、PTX の代謝について CYP2C8 遺伝子多型の影響はなかった。CPY3A5*3、ABCB1 

1236C>T、2677G>T/A、3435C>T についても PTX 投与 1 時間後のクリアランスに影

響しないと考えられた。 

重回帰分析の結果から好中球減少率は身長、Day 0 好中球数、血漿中 PTX 濃度によ

り 47.7%が予測できること、また最低好中球数は血漿中 PTX 濃度、身長、6αOH-PTX 

/PTX 濃度比で 30.0%が予測できることが示された。また、どちらの独立変数にも身長

が含まれていたことから、婦人科がんに PTX を投与する場合には身長に注意して投与

量を決定する必要があると考えられた。抗がん薬の投与量を決定する際には体表面積を

用いることが多く、身長が重要な要素の 1 つとなっている。本邦では DuBois 式 84)や藤

本式などさまざまな式 85)が提案されており、がん薬物療法時の腎障害診療ガイドラン

86)では体表面積の推算式の代表として DuBois 式が挙げられている。それらの式では身

長および体重をもとに体表面積を算出している。投与量を計算するうえでは体重も重要

な要因となっているが、身長については造血能力の指標となることも報告 87)されてい

るため、低身長では造血能力が低く好中球減少が起きやすい可能性がある。身長につい

ては今後の研究が必要と考えられる。今回 CYP3A5 や ABCB1 の遺伝子多型で PTX の

好中球減少の個人差の説明はつかなかったが、PTX とその主たる代謝物の 6αOH-PTX

の血漿中濃度をモニタリングすることにより好中球数の減少を予測することができた。 
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総括  

パクリタキセル(PTX)は婦人科がんの治療においてキードラッグとされ、カルボプラ

チン(CBDCA)と併用する TC 療法は術後(前)補助化学療法や進行・再発例に用いられて

いる。PTX は主に CYP2C8 により代謝され、6αOH-PTX に変換される。PTX の一部

は CYP3A4/5 により代謝されるとともに、ABCB1 により未変化体のまま胆汁中へ排泄

される。しかし、CYP2C8 には日本人で薬物動態に影響する遺伝子多型がほとんど観

察されていない。PTX は静脈内投与後速やかに血中から 2〜3 相性の消失を示し、AUC

や Cmax は投与量に比例しない非線形を示す。PTX の用量規制因子は骨髄抑制(白血球

減少、好中球減少)、末梢神経障害、粘膜障害とされる。好中球減少は発熱性好中球減

少症を引き起こす危険性や、次サイクル以降の dose intensity を低下させ期待される治

療効果が得られないなどの問題があるため、好中球数の管理が重要である。PTX によ

る好中球減少症の発現は投与後 24 時間の血漿中濃度に関連することが報告されている

ものの、近年盛んになりつつある外来がん化学療法では投与 24 時間後に採血し、血漿

中濃度を測定することは困難である。本研究では婦人科がん患者を対象として、外来が

ん化学療法実施時に好中球減少症に関与する薬物動態学的因子および患者背景因子を

探索することで好中球減少を予測することを目的として、PTX 投与終了 1 時間後の採

血で PTX および代謝物の血漿中濃度を測定し、代謝および排泄に関与するタンパクの

遺伝子多型を検出した上で、患者背景情報と組み合わせて好中球減少症発現における関

連性を検討した。 

第 1章では高速液体クロマトグラフタンデム型質量分析装置(LS-MS/MS)を用いて血

漿中 PTX 濃度および血漿中 6αOH-PTX 濃度の測定法の確立を試みた。固相抽出法を用

いて抽出過程を簡便化し、DTX を内部標準として米国医薬食品局(FDA)のガイドライ

ンおよび厚生労働省「医薬品開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデーション

に関するガイドライン」を参考にバリデーションを試みた。PTX および 6αOH-PTX の
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検量線は 0.5-1000 ng/mL の範囲で良好な直線性を示した (R2=1)。PTX および

6αOH-PTX 測定時の精度は、0.5-1000 ng/mL の範囲でそれぞれ 9.68%以下および

8.94%以下であった。また、PTX および 6αOH-PTX 測定時の真度は、0.5-1000 ng/mL

の範囲でそれぞれ 7.50%以下および 13.9%以下であった。 

第 2 章では CYP3A5 および ABCB1 遺伝子多型を検出した。CYP3A5 は日本人の約

56～61%が機能を欠損しているとされる 45,69)。また、PTX の耐性化に関連するトラン

スポーターABCB1 の遺伝子多型を調査した。遺伝子多型の測定には RFLP 法を用い

CYP3A5 は*3、ABCB1 は 1236C>T、2677G>T/A、3435C>T について解析した。酵素

代謝活性を示さないCYP3A5*3/*3遺伝子変異頻度は従来の報告 44,45)と同様の43%であ

った。また、ABCB1 の遺伝子変異頻度についても今までの報告と同様であり、

CYP3A5*3 と同様 Hardy-Weinberg 平衡に従っていた。 

第 3 章では TC 療法を実施している婦人科がん患者 30 名を対象に外来でも採血可能

な PTX 投与終了 1 時間後(CBDCA 投与終了直後)に採血し、PTX および 6αOH-PTX の

血漿中濃度を測定した。また、CYP2C8 活性の指標として血漿中 6αOH-PTX /PTX 濃

度比を用いた。血漿中 6αOH-PTX 濃度と 6αOH-PTX /PTX 濃度比はかなり強い正の相

関があり(R=0.8000)、血漿中 PTX 濃度と 6αOH-PTX 濃度にも正の相関があった

(R=0.6680)。一方、血漿中 PTX 濃度と 6αOH-PTX /PTX 濃度比には相関がなかった

(R=0.1046)。このことから CYP2C8 の遺伝子多型の影響はなく、CYP の代謝活性も飽

和状態にないことが推察された。PTX 投与直前の好中球数からそのコースにおける最

低値の差を投与直前値で除した好中球減少率は、患者の身長と負の相関があり

(R=0.5154)、身長が低いほど好中球減少率が高かった。PTX 投与直前における好中球

数は、好中球減少率と正の相関を示し(R=0.4378)、6αOH-PTX /PTX 濃度比とは弱い正

の相関(R=0.3404)を示した。一方、CYP3A5*3、ABCB1 1236C>T、2677G>T/A およ

び 3435C>T の遺伝子多型は、血漿中 PTX、6αOH-PTX 濃度および 6αOH-PTX /PTX
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濃度比に影響しなかった。CYP3A5 や ABCB1 の遺伝子多型のほか診療録から身長、体

重、年齢、投与直前の白血球数・好中球数、AST、ALT、総ビリルビン、血清クレアチ

ニンなどを調査し、ステップワイズ法を用いて好中球減少率および最低好中球数を求め

る重回帰分析を行った。その結果、好中球減少率は身長、PTX 投与直前の好中球数、

血漿中PTX濃度により47.7%が予測できること、また最低好中球数は血漿中PTX濃度、

身長、6αOH-PTX /PTX 濃度比で 30.0%が予測できることが示された。 

以上より、本研究によって外来診療で婦人科系がん化学療法を施行する際に血漿中

PTX 濃度および 6αOH-PTX /PTX 濃度比が好中球数の予測因子として有用であること

が明らかになった。この結果は婦人科系がん治療における薬物血中濃度モニタリングの

有用性を示すとともに、有害事象対策においても有益な知見を提供すると考えられる。 
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