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肺腺癌細胞におけるCremophor EL による etoposide（VP-16）の

殺細胞効果増強についての検討

須金紀雄1・辻野一郎1・山崎哲男1・高橋典明1・

赤柴恒人1・澤田海彦1・堀江孝至1

要旨━━目的．cyclosporin Aの溶媒として用いられている Cremophor ELの etoposide（VP-16）の抗腫瘍効果増強に

ついてヒト肺癌細胞株を用いて検討した．方法．細胞生存率の測定には，ヒト肺腺癌細胞株（PC-14），ヒト類上皮癌細

胞株（KB），ヒト肺小細胞癌細胞株（H69）に対して growth inhibition assayを行った．さらに，PC-14に対しては in

vitro clonogenic assayも行った．各細胞系における抗腫瘍剤の細胞内蓄積量の差を［3H］VP-16を用いて比較検討した．

MDR1（multidrug resistance）遺伝子の発現に関するmRNAの測定には，定量的 PCR法を用いた．結果．PC-14におい

て，in vitro clonogenic assayで Cremophor ELの濃度が 250 µg�mlの条件下では VP-16単剤に対して 100倍以上の殺

細胞効果増強が認められた．VP-16の細胞内蓄積量は PC-14, A549（ヒト肺腺癌細胞株）において有意な増加が認められ

た．また，MDR遺伝子のmRNAの増幅は PC-14, A549において認められなかった．結論．Cremophor ELは肺腺癌細胞

における VP-16の殺細胞効果を増強し，これは VP-16の細胞内蓄積量の増加が原因と考えられた．そしてこの現象は，

MDR遺伝子の発現に関連したものではないと考えられた．（肺癌．2003;43:307-313）
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Effect of Cremophor EL on Cell-killing by Etoposide

in Human Lung Adenocarcinoma Cells
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ABSTRACT ━━ Objective. Cremophor EL（polyoxythylene caster oil）, used as a solvent for cyclosporin A, was in-

vestigated to determine whether it enhances the effects of cell-killing by etoposide（VP-16）in human lung carcinoma

cells in vitro. Methods. Survival fractions were measured by in vitro growth inhibition assay in PC-14（human adenocar-

cinoma）, KB（human epidermoid carcinoma）, H69（human small cell lung carcinoma）cells. The results were also con-

firmed by in vitro clonogenic assay in PC-14 cells. The intracellular accumulations of［3H］VP-16 were counted with a liq-

uid scintillation counter in PC-14, KB, H69 and A549（human adenocarcinoma）cells. The expression of MDR1 gene

mRNA was measured by real-time quantitative PCR assay. Results. In PC-14 cells, 250 µg�ml of Cremophor EL en-

hanced the VP-16 sensitivity by over 102 times in clonogenic assay without obvious cell damage by itself. The intracellu-

lar accumulation of VP-16 was enhanced by Cremophor EL in both PC-14 and A549 cells, but not in KB or H69. Although

Cremophor EL has been known to reverse the multidrug resistance（MDR）phenotype, we did not detect the MDR gene

in PC-14 and A549 cells. Conclusion. Cremophor EL enhances the effect of cell-killing by VP-16 in human lung adeno-

carcinoma cells via enhancement of VP-16 influx, that is not related with the MDR reversal.（JJLC. 2003;43:307-313）
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はじめに

臨床において，ある種の薬剤により抗腫瘍剤の作用を

増強し，生存期間の延長が得られれば，抗腫瘍剤の副作

用の軽減につながり，抗腫瘍剤に対する薬剤耐性の解除

とともに，悪性腫瘍の治療上有意義なことであると考え

られる．

抗癌剤の薬剤耐性では多剤耐性が有名であり，多剤耐

性には classical multidrug resistance（classical MDR），

atypical multidrug resistance（atypical MDR），MDR-

associated protein（MRP）などの機序が考えられている．

なかでも classical MDRに関しては細胞膜上に P糖蛋白

（P-glycoprotein，P-gp）と呼ばれる糖蛋白が過剰に発現す

ることにより，抗腫瘍剤に対して排出ポンプとして作用

することで，細胞内薬剤濃度を低下させるという機序が

明確にされている．1-4 この classical MDRには，それを

解除する薬剤が存在し，その代表的なものとしては，

verapamil（VER）などのカルシウム拮抗剤，cyclosporin

A（CyA）などが知られている．5-12 これらの薬剤は，P-

gpの排出ポンプ作用による細胞外への薬剤排泄を阻害

することで，耐性を解除するとされている．また，CyA

の溶媒であり非イオン性界面活性剤の一つである Cre-

mophor ELも，抗腫瘍剤に対する多剤耐性を解除するこ

とが知られている．13

さらに，etoposide（VP-16）の溶媒である非イオン性界

面活性剤の Tween 80が，肺腺癌細胞に対して，あるい

は，cisplatin耐性肺腺癌細胞に対して，他の癌細胞（類上

皮癌細胞，肺小細胞癌細胞）より VP-16の感受性を増強

したということが知られている．14 そこで，我々は，Cre-

mophor ELが in vitroにおいて VP-16の抗腫瘍効果を増

強しうるかどうかをヒト肺癌細胞株を用いて検討し，さ

らに，その機序およびMDRとの関連についても検討を

行ったので報告する．

実験材料

1．細胞

ヒト肺腺癌細胞株（PC-14），ヒト類上皮癌細胞株（KB），

ヒト肺小細胞癌細胞株（H69）は国立がんセンター西條長

宏博士，また，ヒト骨髄性白血病細胞株（K562），adria-

mycin耐性ヒト骨髄性白血病細胞株（K562�ADM）は東大

医科学研究所の鶴尾隆博士より寄与されたものを用い

た．

ヒト肺腺癌細胞株（A549）は American Type Culture

Collection（Rockville，MD）より購入した．それぞれの細

胞は 10％ fetal calf serum加，100 µg�ml kanamycin添加

RPMI 1640 medium中で 5％ CO2，37℃の条件下で培養

して対数増殖期の細胞を実験に用いた．

2．薬剤

VP-16は，日本化薬より提供されたものを使用した．

非イオン性界面活性剤で VP-16の溶媒である Tween

80の影響をなくすため，VP-16の原末を dimethylsulfox-

ide（DMSO）に溶解し 1 mg�mlとし，遮光状態に保ちな

がら 2ヶ月以内に使用した．

Cremophor ELは，Sigma Chemicalより購入したもの

を蒸留水で希釈し 1 mg�mlとし，遮光状態に保ちながら

2ヶ月以内に使用した．［3H］VP-16（475 mCi�mmol）は

Morevek Biochemical（Brea，CA）より購入して使用した．

実験方法

1．Cremophor EL の VP-16 による細胞増殖抑制効果に

対する影響

VP-16による細胞増殖抑制効果と，それに対する Cre-

mophor ELの影響を見るため pilot studyとして，PC-14，

KB，H69それぞれの細胞株について growth inhibition

assayを行った．

1×105 個の細胞を 24穴細胞培養 dish（Falcon No.

3504）中で 10％ fetal calf serum加，100 µg�ml kanamy-

cin添加 RPMI 1640 mediumと VP-16（濃度 0.1，0.5，1.0，

5.0 µg�ml），Cremophor EL（濃度 100，250 µg�ml）とと

もに 3日間，5％ CO2，37℃の条件下で培養した後，細胞

数を Coulter Counterで測定した．

増殖抑制効果を growth mediumのみで培養した細胞

数に対する比率の百分率で示した．

2．PC-14 におけるCremophor EL による VP-16 の殺

細胞効果の増強について

実験 1で PC-14についてのみ，Cremophor ELによる

有意な細胞増殖抑制効果を認めたため，PC-14における

Cremophor ELによる VP-16の殺細胞効果の増強を確定

するために in vitro clonogenic assayを用いた．

5×102 個の PC-14を 20％ fetal calf serum添 加 1.7％

methyl cellulose培地中で，それぞれ VP-16（濃度 0.1，0.5，

1.0，5.0 µg�ml），Cremophor EL（濃度 0，100，250 µg�ml）

とともに 35 mm petri dish（Falcon No. 3001）で培養し

た．5％ CO2，37℃の条件下で 7日間培養後，倒立顕微鏡
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下で 10個以上の細胞によって形成されたコロニーをカ

ウントすることにより survival fractionを算定し殺細胞

効果を判定した．

3．Cremophor EL 単独の殺細胞効果

2と同様に in vitro clonogenic assayを用いて，PC-14

における Cremophor EL（0，50，100，250，500 µg�ml）

の濃度の違いによる殺細胞効果について検討した．

4．細胞内 VP-16 蓄積量の測定およびそれに対する

Cremophor EL の影響

細胞内 VP-16蓄積量の測定には［3H］VP-16を用いた．

PC-14，A549，KB，H69を Falcon No. 2054チューブ内で

［3H］VP-16 2 µMを含むCremophor EL存在下でのgrowth

medium中で 3時間，37℃で培養した．

Cremophor ELの濃度は 0，100，250，500 µg�mlを用

いた．

培養後，それぞれ 0.5 mlずつを氷冷した 10 mlの 5％

fetal calf serum添加 RPMI1640で 1回洗浄し，その後，同

様に氷冷した 10 mlの PBSで 2回洗浄して遠沈しペ

レットとした細胞を Protosolで 1晩溶解し，さらに，10

mlの Econofluorを加え放射活性を液体シンチレーター

で測定した．

この結果についての統計学的検索は，t検定を用いて

有意差の検討を行った．

5．VP-16 の細胞外への efflux の測定とそれに対する

Cremophor EL の影響

PC-14を growth medium中で 2 µMの［3H］VP-16とと

もに 37℃，2時間培養した後，0，100，250，500 µg�ml

の Cremophor ELとそれぞれ，0，5，15，30分間 37℃で

incubationして，3と同様に細胞内［3H］VP-16濃度を測

定した．

6．Real-time PCRによるMDR1（P-gp をコードする遺

伝子）発現の定量

K562�S（ヒト骨髄性白血病細胞株），K562�ADM（adria-

mycin耐性ヒト骨髄性白血病細胞株）のMDR1の発現を

見るため Real-time PCRを用い PC-14，A549と比較し

た．蛍光色素をラベルした TaqMan probeは Primer-

Express software（PE Biosystems）により作成された．

各 primerは下記のものを用いた．

MDR1 の primer は forward; 5’-CCATCCTGTTTGAC-

TGCAGCAT-3’, reverse; 5’-GTCACAGAGGAAGAGATT-

GTGAGG-3’, TaqMan probe; 5’-CTGGAACATTGCCTAT-

GGAGACAACAGCC-3’を用いた．15

Real-time PCRの測定には，TaqMan PCR core reagant

kitを用いABI PRISM7700 Sequence Detection Systemを

用いて Pongers-Willemsらの方法16 を用いて行った．

結 果

1．Cremophor EL の VP-16 による細胞増殖抑制効果に

対する影響

PC-14では，VP-16の細胞増殖抑制効果に Cremophor

ELによる用量依存性の増強を認め（Figure 1），対照とし

て用いた KB，H69では，Cremophor ELによる細胞増殖

抑制効果の増強は認められなかった（Figure 2，3）．

2．PC-14 におけるCremophor EL による VP-16 の殺

細胞効果の増強について

PC-14を用いた in vitro clonogenic assayでは，Figure

4の よ う に Cremophor EL 250 µg�ml，VP-16 1.0 µg�ml

の条件下で，survival fractionは limit of detection（sur-

vival fraction 2.2×10-3 以下は算定出来ない）を下回ると

考えられた．したがって，VP-16 1.0 µg�mlの存在下では，

survival fractionが controlで 2.5×10-1，Cremophor EL

100 µg�ml，250 µg�ml併用の場合，それぞれ 4.9×10-2，

2.2×10-3 以下と減少していた．

3．Cremophor EL 単独の殺細胞効果

Cremophor EL（50，100，250，500 µg�ml）の濃度の違

いによる殺細胞効果については，Cremophor EL 250 µg�
ml，500 µg�mlにおいて survival fractionはそれぞれ 7.0

×10-1，3.0×10-1 であった（Figure 5）．Cremophor EL

250 µg�mlにおける survival fractionは 7.0×10-1 という

ことより，実験 2での Cremophor EL 250 µg�ml併用に

よる survival fractionの減少には，殺細胞効果として

Figure 1. Effect of Cremophor EL on cell growth of PC-14
cells exposed to VP-16. Growth inhibition assay without Cre-
mophor EL（□）, with Cremophor EL 100 µg�ml（●）, 250 µg�
ml（▲）in PC-14 cells.
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Cremophor ELが大きく影響していた結果とは考えにく

い．

4．細胞内 VP-16 蓄積量の測定およびそれに対する

Cremophor EL の影響

PC-14，KB，H69を用いた［3H］VP-16の細胞内蓄積量

の測定では，PC-14において Cremophor ELの用量依存

性に［3H］VP-16の細胞内蓄積量の段階的な増加が認めら

れた．Cremophor ELの濃度 100，250，500 µg�mlでそれ

Figure 2. Effect of Cremophor EL on cell growth of KB
cells exposed to VP-16. Growth inhibition assay without Cre-
mophor EL（□）, with Cremophor EL 100 µg�ml（●）, 250 µg�
ml（▲）in KB cells.

Figure 3. Effect of Cremophor EL on cell growth of H69
cells exposed to VP-16. Growth inhibition assay without Cre-
mophor EL（□）, with Cremophor EL 100 µg�ml（●）, 250 µg�
ml（▲）in H69 cells.

Figure 4. Effect of Cremophor EL on cell killing by VP-16 in
PC-14 cells in vitro clonogenic assay. In vitro clonogenic as-
say without Cremophor EL（□）, with Cremophor EL 100 µg�
ml（●）, 250 µg�ml（▲）in PC-14 cells. Limit of Detection was
2.2×10-3 （ ）. ＊Under the limit of detection.

Figure 5. Cell-killing effect of Cremophor EL in PC-14 cells.
In vitro clonogenic assay without Cremophor EL, with Cremo-
phor EL 100 µg�ml, 250 µg�ml in PC-14 cells.
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ぞれ t検定において有意差を認めた（Figure 6）．

一方，KB，H69では，［3H］VP-16の細胞内蓄積量の有

意な増加は認められなかった（Figure 7，8）．

同様の現象が他のヒト肺腺癌細胞においても認められ

るかどうかを A549を用いて検討した．結果は，PC-14

と同様に Cremophor ELの濃度 250，500 µg�mlで［3H］

VP-16の細胞内蓄積量の有意な増加を認めた（Figure 9）．

Figure 6. The effect of Cremophor EL on the accumulation
of VP-16 in PC-14 cells. ＊Significantly different from the accu-
mulation of VP-16 in Cremophor EL 0 µg�ml in PC-14 cells, P
＜0.05.

Figure 7. The effect of Cremophor EL on the accumulation
of VP-16 in KB cells.

Figure 8. The effect of Cremophor EL on the accumulation
of VP-16 in H69 cells.

Figure 9. The effect of Cremophor EL on the accumulation
of VP-16 in A549 cells. ＊Significantly different from the accu-
mulation of VP-16 in Cremophor EL 0 µg�ml in A549 cells, P＜
0.05.

Figure 10. The effect of Cremophor EL on the efflux of VP-
16 in PC-14 cells. PC-14 cells were incubated without Cremo-
phor EL（□）, with Cremophor EL 100 µg�ml（●）, 250 µg�ml
（▲）, 500 µg�ml（■）in PC-14 cells.
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Table 1.　Cycle thresholds to detect 
MDR1 mRNA by real-time PCR

MDR1

36.1± 3.2K562

17.1± 0.2 ＊K562/ADM

38.4± 2.3PC-14

28.4± 1.6A549

38.2± 1.5KB

35.0± 0.5H69

＊ Significantly different from the cycles 

of K562 cells, P＜ 0.05.

5．VP-16 の細胞外への efflux の測定とそれに対する

Cremophor EL の影響

PC-14における［3H］VP-16の細胞内蓄積量は，時間と

ともに減少している．しかし，その減少の仕方に，Cre-

mophor ELの濃度，0，100，250，500 µg�mlによる有意

な差は認められなかった（Figure 10）．

6．Real-time PCRによるMDR1（P-gp をコードする遺

伝子）発現の定量

K562に 比 較 し て K562�ADMに つ い て はMDRの

mRNAの増幅が認められており，PC-14，A549において

は，KB，H69と同様にMDRの発現は認められなかった

（Table 1）．

考 察

現在，肺癌の死亡率は上昇の一途をたどっている．と

くに肺腺癌は化学療法を用いても生存率の延長はほとん

ど得られず，その原因として肺腺癌細胞が抗癌剤に対し

て自然耐性であることが知られている．この治療効果を

改善するためには，新規抗癌剤の開発とともに，現在用

いうる抗癌剤の作用を増強することも一つの手段である

と考えられる．

今回我々は，臨床的に CyAなどの脂溶性薬剤の溶解補

助剤として用いられている Cremophor ELを用いて，ヒ

ト肺腺癌細胞株の VP-16感受性が著明に増強されること

を見出した．ヒト肺腺癌細胞株（PC-14）について in vi-

tro clonogenic assayを用いた結果，VP-16単剤接触（1.0

µg�ml持続接触）での survival fractionが 2.5×10-1 で

あったのに対して，Cremophor EL 250 µg�mlを併用する

ことにより 2.2×10-3 以下と著明な減少を認め，殺細胞

効果の増強と考えられた．また，Cremophor EL単剤の殺

細胞効果については，Cremophor EL 250 µg�mlの存在下

では survival fractionは 7.0×10-1 程度であった．

以上のことから，VP-16 1.0 µg�mlと Cremophor EL

250 µg�ml併用によって認められた殺細胞効果増強は，

VP-16 の殺細胞効果を Cremophor ELが増強したと考

えられた．

ヒト類上皮癌細胞株（KB），ヒト肺小細胞癌細胞株（H

69）においては growth inhibition assayにおいて Cremo-

phor ELは VP-16の増殖抑制効果に影響を与えなかっ

た．

さらに，［3H］VP-16を用いて腫瘍細胞内への VP-16

蓄積に対する Cremophor ELの影響に関しては，PC-14

および別のヒト肺腺癌細胞株である A549においては，

Cremophor ELを添加することによって濃度依存性に細

胞内［3H］VP-16蓄積量は増加した．これに対して KB，

H69では Cremophor ELによる細胞内 VP-16蓄積量の増

加は認められなかった．

これらの事実から，Cremophor ELにおける VP-16の

殺細胞効果増強は，VP-16の細胞内蓄積量の増加による

ものであり，肺腺癌細胞株である PC-14，A549では認め

られたが，腺癌以外の細胞株である KB，H69では認めら

れない現象であることが確認された．しかしながら，こ

のことが肺腺癌，類上皮癌，小細胞癌のそれぞれの他の

細胞株でも再現性が認められるかどうか，あるいは，肺

腺癌全体に対して VP-16の殺細胞効果が増強されるかど

うかは，さらなる検討が必要であると考えられる．

Cremophor ELは現在までに daunorubicin耐性エー

リッヒ腹水癌細胞の耐性を解除した薬剤として知られて

いる．13 この耐性細胞はいわゆる多剤耐性遺伝子を発現

した細胞であり，細胞 膜 表 面 上 に 発 現 し た P-

glycoprotein（P-gp）によって細胞内の薬剤が細胞外へ排

泄されることにより耐性を獲得すると考えられている．

しかしYamazakiらはclassical multidrug resistance（MDR）

geneを発現した adriamycin耐性 K562細胞株における

VP-16耐性が薬剤の細胞外への排出によるのではなく，

VP-16の細胞内流入が減少しているためであると報告し

た．17 さらに持丸らは Cremophor ELが adriamycin耐性

K562細胞の VP-16耐性を，減少した細胞内 VP-16蓄積量

を増加させることによって克服すると報告している．18

MDRを発現している多剤耐性細胞の VP-16耐性は P-gp

の cDNAを transfectした細胞で認められることから，

MDRに関連したものであることは間違いないが，P-gp

自体による薬剤排泄ではなく，MDRに関連した何らかの

原因で細胞内流入が減少して起こる現象である可能性が

高いと考えられる．Cremophor ELはこの減少した薬剤

流入を改善して耐性を解除していると考えられた．

一方，ヒト肺腺癌細胞株 PC-14，A549においては定量

的 PCR法において，KB，H69と同様にMDRの発現は認

められなかった．また VP-16の細胞外排泄に対しても

Cremophor ELは影響を示さなかった．このことから，本

実験系における Cremophor ELの VP-16の細胞内蓄積量

増加による殺細胞効果の増強は，多剤耐性 K562細胞に
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おける耐性克服作用と類似しているが，MDRと関連した

ものではないと考えられた．

Tsujinoらは，以前，脂溶性薬剤の溶解補助剤として用

いられている non-ionic detergent Tween 80についてヒ

ト肺腺癌細胞株の VP-16感受性を増強することを報告し

た．14 Tween 80の場合も VP-16の細胞内蓄積量を増強

して殺細胞効果を増強していたが，KB，H69細胞の VP-

16感受性には影響を及ぼさなかった．Cremophor ELも

Tween 80も脂溶性薬剤の溶解補助剤として臨床的に用

いられている薬剤であり，細胞膜の fluidityやイオン

チャンネルに影響を与える可能性がある．

以上の結果からヒト肺腺癌細胞（PC-14，A549）におい

ては，多剤耐性細胞で認められるような細胞膜における

VP-16の流入の低下が存在しており，Cremophor ELは

非イオン性界面活性剤 Tween 80と同様にこの低下した

VP-16の細胞内流入を増加させることによって，VP-16

感受性を増強したと考えられた．

Cremophor ELはすでに臨床の場で，CyA，taxolなどの

溶媒として使用されており，臨床的安全性が確立されて

いる薬剤である．しかし，今回使用した薬剤濃度につい

ては，安全性は未確認であり，今後さらなる検討を続け

ることによってより明確な機序の解析と今後の臨床応用

が期待される．
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