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緒論 

 

	
 肝癌は世界のがん発症の第五位であり, 死亡率は第三位を占め死者は年間

695,000人に上る(1)．肝細胞癌 (Hepatocellular Carcinoma, HCC) は肝癌の約

70-85%を占め(2), B型および C型肝炎ウイルスへの慢性的感染やアルコール性

肝障害の結果による肝硬変から主として起こる(3, 4)．HCCの罹患率はアジアば

かりでなく, ヨーロッパやアメリカ合衆国においても増加し続けている．HCC

治療における最近の進歩は HCC患者の予後を有意に改善しているが, 全生存率

の改善には未だ不十分である．その理由は, 肝切除や経皮的ラジオ波焼灼術など

の根治療法後でさえ HCCが頻繁に再発するためである(5)．HCCの高頻度の再

発は肝内転移と多中心性の発癌によるものである． 

	
 現在, 化学療法剤に用いられている薬物を化学予防剤として用いることは副

作用の面からやはり不十分である．HCC患者の予後改善にインターフェロン(6, 

7)やソラフェニブ(8, 9)が供給されている．しかし, これらの治療薬の肝硬変患者

への長期投与においてしばしば重篤な副作用が生じている(10, 11)．有効な化学

予防剤を開発するために選択可能な１つの方法は, 化学予防剤としての活性を

持ち長期投与における安全性が保証された, 臨床に応用できる化合物を発見す

ることである． 

	
 Vitamin K2の一種であるmenaquinone-4 (MK-4) が複数のHCC細胞種に対して

増殖制御できることが, in vitroや in vivoの研究において明らかにされている

(12-17)．MK-4は骨粗鬆症治療薬として広く用いられており, その長期投与の安

全性が確認されている(18-21)．もし, MK-4が原発性発癌や癌増殖を抑制するこ

とで HCCの再発を抑制できるなら, MK-4は理想的な化学予防剤となる．このよ

うな背景から臨床試験が行われ, 小規模の臨床試験では, MK-4が肝硬変患者に

おける de novo発癌を抑制し(22), 外科的切除あるいは焼灼術後のHCC再発を抑

制した(23)．しかしながら, 最近の大規模なプラセボ対照無作為化二重盲検試験

において, HCCの再発累積値に対してMK-4はいかなる抑制効果も示し得なかっ

た(24)． 
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 一方で, HCC組織におけるビタミン Kレベルが周りの正常肝組織に比して低

く, 特に menaquinone類が著しく低下していることが報告されている(25)．また, 

他の報告は, diethylnitrosamineで惹起した肝臓小結節HCC細胞のMK-4の取込み

速度が正常肝細胞の速度に比べて有意に低いことを示している(26)．

Des-γ-carboxy prothrombin (DCP) はカルボキシ化が不完全な異常 prothrombinで

あり,よく知られた HCC腫瘍マーカーとして, 血管浸潤, 転移, 再発の指標に用

いられている(27-28)．最近の研究では, DCPが HCCの自家製 (autologous) 成長

因子であり(29), 癌の進展に重要な役割を果たしていることが明らかとなった．

DCP産生は HCCの癌血管新生に寄与しており(30), これは癌の浸潤や転移に必

須のものであり, 少なくとも HCCの悲観的な予後に関与している．すなわち, 

DCP産生を抑制することはHCC治療における新薬開発の１つの標的であると考

えられる(31)．HCCにおける細胞骨格の変化は, ビタミン Kの取込みを阻害し

て DCPを生成する決定的な機構を担っていることが報告されている(32)．他の

報告では, HCC組織中で vitamin K欠乏が起こるためにDCP産生を招くとしてい

る(25, 33, 34)． 

	
 Vitamin Kは prothrombinなどの vitamin K依存性タンパク質の glutamic acid残

基 (Glu) を γ-carboxyglutamic acid残基 (Gla) に変換させる γ-glutamyl 

carboxylase (GGCX) の補因子として知られている(35-37)．GGCXの活性発現は

vitamin Kの二電子還元体である vitamin K hydroquinone (KH2) に依存しており, 

KH2は vitamin K epoxide reductase complex subunit 1-like 1 (VKORC1L1) によって

生成される(38)．すなわち, KH2の availabilityがカルボキシ化反応の速度を制御

している(39)．以上を包括的に考えると HCC組織では i) MK-4の利用性低下あ

るいは ii) MK-4の欠乏が起こっていると考えられる． 

	
 我々はMK-4の二電子還元体 (活性体) である menahydroquinone-4 (MKH) を

効率的にHCC細胞に送達することで, i) MK-4の利用性低下あるいは ii) MK-4の

欠乏を克服でき, その結果 HCCの増殖と転移を制御できると仮説を立て本研究

を企図した． 

	
 本研究室では, 先にMKHの ester type prodrug化によって, MK-4からMKHへ



 3 

の還元的活性化過程を回避して効率的にMKHを正常肝臓に送達することを可

能にし, クマリン系抗凝血剤でvitamin K cycleが強く阻害された出血毒性状態を

効率的に克服できることを明らかにしている(40, 41)． 

	
 本研究では, まず, 第一章においてMKHの ester type prodrugによる DCP陽性

および陰性 HCC細胞内へのMKHの送達性を評価し, MK-4に比較して HCC細

胞内のMKHレベルを高くできることを明らかにした．すなわち, HCC細胞にお

いても正常肝臓と同様にMKHを効率よく送達できることを明らかにした．第二

章では, MKH ester type prodrugのHCC細胞株に対する増殖抑制効果を in vitroで

評価し, MK-4に比較して優れた増殖抑制効果を有することを明らかにした．ま

た, 第三章でその機構検討から増殖抑制効果がMKHに由来することが強く示唆

された．第四章では, DCP陽性 HCC細胞株を脾−肝転移モデルマウスに移植し in 

vivoにおけるMKH ester type prodrugの効果を評価し, 有意に肝臓における腫瘍

の発生と増殖ならびに血漿中 DCPレベルを抑制することを明らかにした．第五

章では, prodrugの promoietyがカチオン性, 中性, アニオン性の 3種類のMKHエ

ステル誘導体を用いて, HCC細胞内へのMKHの送達性と増殖抑制効果の比較検

討から, HCC細胞に対する高い取込みとMKHへの再変換性 (加水分解) に優れ

た誘導体が, 効率的なMKHの送達性ならびに増殖抑制効果を示すことを明らか

にした． 

	
 本研究は, 世界で初めてHCC細胞内へのMKHの効率的な送達を可能にし, そ

の結果優れた増殖抑制効果を発揮させることを可能にしたものであり, 本研究

の仮説を強く支持するものであった． 
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本論 
 

第一章	
 Menahydroquinone-4 1,4 -bis-N,N-dimethylglycinate HCl (MKH-DMG) に

よる des-γ-carboxyl prothrombin (DCP) 陽性および陰性肝細胞癌 (HCC) 細胞へ

の menahydroquinone-4 (MKH) の送達性 

 

Figure 1-1. Chemical structures of menaquinone-4 (MK-4), menahydroquinone-4 (MKH) and MKH 

1,4-bis-N,N-dimethylglycinate hydrochloride (MKH-DMG). 

 

	
 正常肝臓における vitamin K依存性タンパク質の生成では, MK-4 (Fig. 1-1) は

MKHに二電子還元され, MKH (Fig. 1-1) がGGCX の補因子として機能すること

で vitamin K依存性タンパク質の前駆体中に存在する複数の Glu残基を全て Gla

残基に変換する, この時 Gla残基の生成に対して化学量論的にMKHが MK-4 

epoxide (MKO) (Fig. 1-2) に代謝される．MKOが vitamin K epoxide reductase 

complex subunit 1 (VKORC1) によってMK-4に還元されることで vitamin K cycle

が完成し, MK-4は効率よく機能している (Fig. 1-2)． 

	
 HCC細胞においてMKHの送達性を評価するためには, MKHを測定する系が

必要である．しかし, MKH自身はMK-4へと極めて酸化され易いためにMKHを

直接測定することは不可能である．DCP陽性 HCC細胞にMK-4を投与すると

DCP濃度が低下することから, vitamin K cycleが機能していることが明らかであ
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る．すなわち, DCP陽性 HCC細胞内においても GGCXの補因子として機能した

MKHは Glu生成に伴って化学量論的にMKOに代謝されると考えられ, 細胞中

のMKO量は少なくとも細胞内に送達されたMKH量とみなすことができる．本

研究では, MKHのエステル誘導体 menahydroquinone-4 

1,4-bis-N,N-dimethylglycinate HCl (MKH-DMG) (Fig. 1-1) 投与後の HCC細胞中の

MKH-DMG, MKO, MK-4濃度の変化からMKH送達性を評価した．  
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Figure 1-2. Schematic illustration of vitamin K cycle and concept for MKH delivery system. 

 

 

第一節	
 LC/MS-MSによる細胞内MKH-DMG, MK-4, MKOの測定 

	
 HCC細胞内でのMKH-DMG, MK-4, MKOの動態を明らかにするためには, 高

感度の定量法が必要である．MK-4およびMKOの高感度な分離定量では, HPLC

での分離後 post columnで各化学種をMKHに還元したのちに蛍光検出する方法

が用いられている．Post column還元法には, Znカラムによる還元や電気化学セ

ルによる還元方法が用いられている．MK-4の還元は比較的容易であるが, MKO

の還元には強い還元力が必要であるため, いずれの方法でもカラムの速い劣化

や電気化学反応セルの速い劣化が欠点となっている．本研究では, LC/MS-MSに

おいて APCI法によるMS-MS-multiple reaction monitoring (MRM) モードにより

MKH-DMG, MK-4, MKOの高感度かつ高選択的定量法を確立して用いた．MRM

の transition ionをTable 1-1に示し, 典型的クロマトグラムをFigure 1-3に示した．

以下に示す細胞内の薬物濃度は細胞タンパク量当りの薬物量 (nmol/mg of 

protein) で示した．  
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Table 1-1. Transition ion for MKH-DMG, MK-4,  

MKO and γ-Tocotrienol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Compound ionized form 

[M+H]+ 

fragment 

MK-4 

MKO 

MKH-DMG 

γ-Tocotrienol 

445 

461 

617 

411 

187 

161 

481 

151 



 8 

Figure 1-3. Typical LC/MS-MS chromatograms of MK-4, MKO and MKH-DMG in HCC cells. 

γ-Tocotrienol is used as an internal standard (IS).  
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第二節	
 HCC細胞内へのMKH送達性に及ぼすMKH-DMG処理時間の影響 

 

	
 DCP陽性HCC株 (PLC/PRF/5, Hep3B) およびDCP陰性HCC株 (SK-Hep-1) に

対して, Figure 2-1に後述する増殖抑制効果の IC50に近似した 25 μMの

MKH-DMGまたはMK-4を曝露させ, その細胞中のMK-4, MKO濃度の経時変化

を Figure 1-4に示した．MKH-DMG投与後, 3種の細胞中のMKH-DMG濃度は速

やかに上昇し, 投与後 24時間までに培地中のMKH-DMGとの平衡に達した 

(data not shown)．細胞内MKOとMK-4濃度は, 観察した 72時間後まで経時的に

上昇し (Fig. 1-4A, C, E), MKOとMK-4の和はMK-4投与 (Fig. 1-4B, D, F) に比

べて高くなった．ここで, Hep3Bに着目すると (Fig. 1-4C, D), MKH-DMG投与後

ではMK-4に比べMKOが高く推移しており, GGCXが飽和していないために

MKOの生成が効率的となり, かつMKOからMK-4の還元過程が飽和であるた

めと考えられた．加えて第四節で示すように, PLC/PRF/5細胞を用いたMKO投

与における検討から, MKH-DMG投与における高い細胞内MK-4濃度 (Fig. 1-4A) 

は, HCC細胞内でMKH-DMGが加水分解して生成したMKHの内, GGCXの補因

子として使われなかったMKHが抽出過程でMK-4に酸化されたものであること

が強く示唆された．したがって, MKH-DMG投与後の HCC細胞中のMK-4と

MKOの和を, 細胞内に送達されたMKHとみなすことができ, またMK-4投与で

はMKHからMKOへの変換に飽和は観察されないことから, 細胞中のMKO量

を送達されたMKH量とみなし, MKHの濃度時間曲線下面積 (AUC) を用いて

HCC細胞内への送達性の強度を比較した．投与後 72時間までの細胞内MKH濃

度時間曲線下面積を台形公式によって求め, Table 1-2に示した．MK-4投与に比

較してのMKH-DMG投与はMKHの AUC0-72hが約 3.5‒15倍大きくMKHの送達

性が 3.5‒15倍高いことが明らかとなった． 
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Figure 1-4. MKH delivery via MKH-DMG into HCC cell lines. Intracellular MK-4 and MKO 

concentration-time profiles following 25 µM MKH-DMG treatment of PLC/PRF/5 (A), Hep3B 

(C), and SK-Hep-1 (E) cells. Intracellular MK-4 and MKO concentration-time profiles following 

25 µM MK-4 treatment of PLC/PRF/5 (B), Hep3B (D), and SK-Hep-1 (F) cell lines. Symbols: ■, 

MK-4; ▲, MKO; ●, MK-4+MKO after MKH-DMG treatment. ☐, MK-4; △, MKO; ○, 

MK-4+MKO after MK-4 treatment. Error bars indicate mean ± SD (n = 3). 
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Table 1-2. Area under the intracellular concentration versus time curve (AUC) after treatment with 

MK-4 or MKH-DMG in HCC cell lines. 

Doses are 25 μM (at near IC50 value). 

PLC/PRF/5 and Hep3B, DCP-positive cells; SK-Hep-1, DCP-negative cells. 
aMKH value after MKH-DMG administration: sum of MKO and MK-4 

MKH value after MK-4 administration: MKO 

 

  

HCC cell 

line 
Test drug 

AUC0-72h for MKO 

(nmol·h·mg protein−1) 

AUC0-72h for MK-4 

(nmol·h·mg protein−1) 

AUC0-72h for MKHa 

(nmol·h·mg protein−1) 

PLC/PRF/5 
MK-4 

MKH-DMG 

22.2 ± 3.72 

193 ± 25.1 

47.7 ± 7.25 

143 ± 13.6 

22.2 ± 3.72 

336 ± 37.2 

Hep3B 
MK-4 

MKH-DMG 

113 ± 4.87 

371 ± 31.0 

74.5 ± 17.0 

25.9 ± 5.04 

113 ± 4.87 

397 ± 34.2 

SK-Hep-1 
MK-4 

MKH-DMG 

38.4 ± 4.44 

136 ± 14.3 

122 ± 19.5 

193 ± 21.5 

38.4 ± 4.44 

329 ± 35.4 
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第三節	
 細胞内MKH送達性に及ぼすMKH-DMGの用量変化 
 

	
  MKH-DMG または MK-4 の投与量を変化させ, 投与 24 時間後の PLC/PRF/5

細胞内のMK-4, MKO濃度を Figure 1-5に示した．MKH-DMGおよびMK-4投与

いずれにおいても細胞内 MK-4 と MKO 濃度は用量依存的に高くなった．

MKH-DMG投与の細胞内MK-4とMKO濃度はどちらも, MK-4添加群と比較し

て全ての投与量において高くなった．このことは MKH の送達性は MKH-DMG

投与量に依存して高くなることが明らかである．また, AUC値も投与量に依存し

て高くなることが予測される． 

 

Figure 1-5. Intracellular MKO and MK-4 concentration-dose curves following MKH-DMG or MK-4 

treatment. Cells were exposed to various concentrations of MK-4 or MKH-DMG for 24 h. Symbols; 

▲, △ and ! are intracellular MK-4, MKO and the sum of these after MKH-DMG treatment, 

respectively; ▼, ▽ and ◇ are intracellular MK-4, MKO and sum of these after MK-4 treatment, 

respectively.   
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第四節	
 MKO処理によるMKO取込みとMK-4生成評価による HCC細胞中の

vitamin K cycle構成還元酵素の能力評価 

 

	
 MKO濃度を変化させて PLC/PRF/5細胞に投与し, 24時間後の細胞内MKOと

MK-4濃度をそれぞれ Figure 1-6Aと 1-6Bに示した．MKO投与量に比例して細

胞中MKO濃度は高くなり, MK-4投与における細胞中MK-4濃度に比較すると

非常に高くなり極めて膜透過性が高いことが示された (Fig. 1-6A)．一方で, MKO

投与後の細胞中MK-4濃度は, 飽和性を示しMichaelis-Menten式に従った (Fig. 

1-6B)．細胞内MK-4の割合は, 細胞内MKO濃度が高くなると小さくなり細胞内

MKO濃度範囲において 3%~0.3%であった．このことは, 細胞内MKO濃度が高

い場合にはMK-4への還元の割合が小さく, VKORC1によるMKOからMK-4へ

の還元過程が飽和していることが明らかとなった．すなわち, Figure 1-4Bで示し

たMKH-DMG投与における細胞内の高いMK-4濃度は, MKOからの還元による

ものではなく, MKH-DMGが HCC細胞中で加水分解されて生成したMKHの中

で GGCXの補因子として使われなかったMKHであり, 定量のための抽出過程

でMK-4に酸化されたものであることが強く示唆された． 
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Figure 1-6. Intracellular MKO (A) and MK-4 (B) concentration-dose curve following MKO 

treatment for 24 h. Symbols; ◇ and ! are intracellular MKO and MK-4 after treatment with various 

concentrations of MKO, respectively. Error bars indicate mean ± SD of three experiments.  
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小括 

 

	
 本章において次に示すことが明らかになった． 

1) 3種の HCC細胞株において, HCC細胞中のMKH-DMGは投与後 24時間まで

に培地中のMKH-DMGと平衡に達し, MKH-DMGは細胞内においてMKHに再

変換 (加水分解) され, HCC細胞中に効率よくMKHを送達できる prodrugとし

て機能することが明らかになった． 

2) HCC細胞内へのMKH送達性は, MKH-DMGはMK-4投与に比較してMKHの

AUC0-72hが約 3.5‒15倍であることが明らかになった． 

3) MKH-DMGは用いた投与液濃度~100 μMの範囲では, MKH-DMG用量依存的

に細胞内のMKH送達量を高くすることが明らかとなった． 

4) DCP陽性 HCC株 PLC/PRF/5細胞では, MKOの取込みは極めて優れており, 

MKOをMK-4還元する過程を担う酵素は, 細胞内MKO濃度が数十 nmol/mg 

protein濃度で飽和しており, 高濃度ではMK-4の供給は極めて低いことが明らか

になった．また, MK-4をMKHに還元する VKORC1L1も同様な酵素パラメータ

を有することが示されており, MK-4からMKHへの還元過程も酵素キャパシテ

ィが小さいことが考えられる． 
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第二章	
 MKH-DMGの DCP陽性 HCC細胞株に対する抗腫瘍効果 

 

	
 第一章において 3種の HCC細胞を用いて, MKH-DMGはMK-4に比較して

HCC細胞に効率よくMKHを送達できることが明らかになった．本章では

PLC/PRF/5, Hep3Bおよび SK-Hep-1株に対するMKH-DMGの増殖抑制効果を

MK-4との比較により評価した． 

 

	
 HCC細胞の培養液にMKH-DMGあるいはMK-4を添加し, 経時的に生細胞数

を測定した．生細胞数は Cell-Titer Glo Luminescent Cell Viability Assay試薬を用

いて ATPに対応した発光強度の測定で行った．PLC/PRF/5, Hep3Bおよび

SK-Hep-1に対するMKH-DMGとMK-4の効果をFigure 2-1に示した．MKH-DMG

投与では, 用量依存的かつ時間依存的な増殖抑制効果を示した (Fig. 2-1A, C, E)．

MK-4投与では, 有意な増殖抑制効果は72時間後に観察された (Fig. 2-1B, D, F)．

MKH-DMGはMK-4に比較して増殖抑制効果が低濃度で素早く発現することが

明らかになった． 

	
 PLC/PRF/5, Hep3B, SK-Hep-1株に対する薬物濃度-反応曲線から求めた IC50値

をそれぞれ Table 2-1に示した．MKH-DMG投与 72時間後の IC50はMK-4投与

の約 1/18‒1/4であった．MKH-DMGはMK-4の約 4‒18倍の強い増殖抑制効果を

示すことが明らかとなった．MKH-DMG投与による細胞内MKH送達性がMK-4

投与の約 3.5‒15倍高いことからMKH-DMGによる HCC細胞の増殖抑制は細胞

中MKHによることが強く示唆された． 

	
 得られたMKH-DMG投与における IC50値は 3種のHCCで 14‒37 μMの範囲で

あり, MK-4が骨粗鬆症に用いられる用量 45 mg/day (15 mg/回) における最大血

中レベルは 1 μMであると報告されている．また, ラットを用いた分布実験では, 

経口投与後のMK-4の肝臓への分布は少なくとも血漿の 10倍であることが示さ

れている．したがって, 今回のMKH-DMGの HCCに対する増殖抑制効果の IC50

値はこれら報告された肝臓中レベルと同等であり, MKH-DMGが長期投与にお

いても安全性な抗腫瘍薬として機能することが期待される．  
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Figure 2-1. Inhibitory effects of MKH-DMG and MK-4 on DCP-positive and DCP-negative 

HCC cell proliferation. MKH-DMG treatment of PLC/PRF/5 (A), Hep3B (C), and SK-Hep-1 (E) 

cell lines. MK-4 treatment of PLC/PRF/5 (B), Hep3B (D), and SK-Hep-1 (F) cells. PLC/PRF/5 

and Hep3B cells are DCP-positive, and SK-Hep-1 cells are DCP-negative. Symbols: ○, 0 µM; ■, 

20 µM; △, 40 µM; ▼, 60 µM after MKH-DMG treatment. ○, 0 µM; △, 40 µM; ▼, 60 µM; ●, 

100 µM after MK-4 treatment. Error bars indicate mean ± SD (n = 3). 
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Table 2-1. Growth inhibition IC50 values of MK-4 and MKH-DMG against HCC cell lines after treatment 

with MK-4 or MKH-DMG.  

 
PLC/PRF/5 and Hep3B, DCP-positive cells; SK-Hep-1, DCP-negative cells. 
aIC50 values are presented as mean and 95% confidence interval (in parentheses). 

  

Time 

(h) 

IC50 value (μM)a 

PLC/PRF/5   Hep3B  SK-Hep-1 

MK-4 MKH- 

DMG 

 MK-4 MKH- 

DMG 

 MK-4 MKH- 

DMG 

48 - 

 

52 

(48–56) 

 1203 

(587–2465) 

39 

(35–43) 

 141 

(128–156) 

59 

(56–63) 

72 295 

(187–465) 

24 

(22–27) 

 667 

(225–1974) 

37 

(36–38) 

 111 

(101–122) 

31 

(30–33) 

96 98 

(88–109) 

14 

(12–16) 

 140 

(101–194) 

26 

(24–27) 

 84 

(76–92) 

31 

(29–33) 
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小括 

	
  

	
 本章において DCP陽性 HCC細胞株に対してMKH-DMGとMK-4は時間依存

的, 用量依存的に増殖抑制効果を示すことが明らかになった．MKH-DMGは

MK-4に比較して速く低濃度で増殖抑制効果を示すことが明らかになった．

MKH-DMGの増殖抑制の IC50はMK-4の約 1/18‒1/4であり, 増殖抑制効果が約

4‒18倍であることが明らかになった．前章においてMKH-DMGはMK-4に比較

してHCC細胞内へのMKHの送達性が約 3.5‒15倍高いことが明らかになってお

り, これらの結果を合わせて考えるとMKH-DMGは細胞内へのMKHを効率よ

く送達することで, 増殖抑制効果を発揮していることが強く示唆された． 

	
 本研究においてMKH-DMGはMK-4と同等の用量において約 10倍の増殖抑

制効果が発揮できることが細胞レベルで明らかになった．MKH-DMGは長期投

与における安全性が確立されているMK-4の臨床用量と等しい用量において高

いMKH送達性と高い効果が期待できることが明らかになった． 
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第三章	
 MKH-DMGの DCP陽性 HCC細胞株に対する増殖抑制作用機構 

 

	
 第二章までに, DCP陽性HCC細胞においてMK-4投与と比較して, MKH-DMG

が効率的なMKH送達と優れた増殖抑制効果を発揮することが明らかとなった．

本章ではMKH-DMGによる DCP陽性 HCC細胞の増殖抑制機構を検討した． 

	
 肝細胞癌の増殖抑制において, MK-4がG1/S期の細胞周期停止を誘導すること

が in vivoや in vitroで多く報告されている(13-15, 17, 42, 43)．MK-4は Cyclin D1

や cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) および cyclin-dependent kinase阻害タンパク

(p21, p27等) などの増殖関連タンパクの発現レベルを変化させる(13, 15, 42, 43)．

MK-4によるアポトーシスは Hep3B株においてのみ報告されている(44)．MK-4

が NF-κB活性抑制によって Cyclin D1プロモーター活性を抑制することも報告

されている(15)．MK-4のNF-κBの抑制は, IκB kinase活性の阻害を介しておこる．

また, MK-4は TNF-αや IL-1や tumor-promoter 12-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(TPA) など炎症性サイトカインによる NF-κBの活性化も抑制する．HCCを含む

多くの悪性腫瘍における NF-κBの異常発現は, 腫瘍の発生や進展にリンクして

おり, NF-κBはがん治療の標的となっている(45)．NF-κBも Cyclin D1も細胞遊

走を制御することが知られており(46, 47), MK-4による NF-κBと Cyclin D1の阻

害は, HCC細胞の浸潤を抑制することになる．Transcription factor steroid and 

xenobiotic receptor (SXR) はMK-4のリガンド(48)であり肝臓に多く発現し, 

NF-κBが制御する遺伝子発現を逆に制御することが報告されている(49)．Vitamin 

K欠乏はラット肝臓における急性炎症反応に関与する遺伝子の発現レベルを亢

進し, 一方でVKの負荷投与はLPS誘発炎症反応を抑制することを示しVKと炎

症をリンクさせている(50)．他に, MK-4は protein kinase A (PKA) 活性を促進す

ることによって Rho活性を阻害し, 細胞増殖と転移を抑制することが示されて

いる． 

	
 また, 緒言で述べた様に最近の研究では, DCPは HCCの自家 (autologous) 成

長因子であり(29), 癌の進展に重要な役割を果たしている．DCP産生は HCCの

癌血管新生に寄与しており(30), これは癌の浸潤や転移に必須のものであり, 少
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なくとも HCCの悲観的な予後に関与している．すなわち, DCP産生を抑制する

ことは HCC治療における新薬開発の 1つの標的であると考えられる(31)． 

	
 このような, 背景から本研究では cell cycleおよびそれに関連するタンパク質

生成に及ぼすMKH-DMGの影響を検討し, さらに DCPの産生に及ぼす

MKH-DMGの影響を検討した． 
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第一節	
 DCP陽性 HCC細胞の細胞周期に及ぼすMKH-DMGの影響 

 

	
 細胞周期に及ぼす MKH-DMG の影響を明らかにする目的で, PLC/PRF/5, 

Hep3B, SK-Hep-1細胞を用い, MKH-DMG投与後, 経時的に細胞周期に関連して

いるCyclin D1, Cyclin D3, CDK4およびNF-κBタンパクの発現をウエスタンブロ

ット法で検出した．また, PLC/PRF/5細胞を用いて各細胞周期に分布する細胞数

をフローサイトメトリー解析した．Figure 3-1-1は 3種の HCC細胞に 60 μMの 

MKH-DMGまたはMK-4を投与後の CDK4, Cyclin D1, Cyclin D3および NF-κB

タンパク発現を示している．CDK4, Cyclin D1, Cyclin D3はMK-4とMKH-DMG

投与によって経時的に減少した．MK-4に比較してMKH-DMGは投与後 48時間

または 72時間後において CDK4, Cyclin D1, および Cyclin D3の全てを強く抑制

した．Cyclin Dは CDK4と複合体を形成することで, G1期から S期へ細胞周期が

進行するため, Cyclin Dと CDK4の両方の発現抑制は G1期から S期への移行抑

制を強く支持している．NF-κB に関しては, PLC/PRF/5 と SK-Hep-1 に対する

MK-4投与で経時的な減少が認められなかったが, MKH-DMG投与ではMK-4投

与よりも強い抑制が観察された． 

	
 Figure 3-1-2は 60 μMの MKH-DMGまたはMK-4を PLC/PRF/5細胞に投与し, 

12時間と 48時間後のフローサイトグラムである．MK-4投与においてはコント

ロール (0 μM) に比較して G1期, S期の割合は変化が無く, MKH-DMG投与 48

時間において, G1期にある細胞の割合が大きく増加しS期にある細胞の割合が減

少した．この結果から, MKH-DMG 投与において明らかな G1期停止 (G1 arrest) 

が示されている．MKH-DMG投与 48時間における Cyclin Dと CDK4の強い発

現抑制と G1期停止 (G1 arrest) の結果は, MKH-DMGによる増殖抑制に G1 arrest

が関与していることは明らかである．MK-4投与において弱いながらも Cyclin D

と CDK4の発現抑制が遅い時間において観察され, G1 arrestが増殖抑制に関与し

ていると考えられ, 報告されている結果と矛盾しない．また, G1 arrestにおいて

MKH-DMG は MK-4 よりも速やかで強い効果を発揮したことは, 増殖抑制効果

で観られた時間依存性および用量依存性と矛盾しない結果である．すなわち, 
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MKH-DMG 投与による HCC 細胞内への MKH の速やかで効率的な送達は, G1 

arrestによる細胞増殖抑制を発揮することが明らかである． 

	
 Cyclin D1 は HCC 細胞の浸潤に大きく関与することが明らかになっており, 

Figure 3-1-1から明らかな様に, MKH-DMG投与によってCyclin D1発現が強く抑

制されたことから, MKH-DMG投与による HCCの悪性化も抑制できる可能性が

示唆された． 

 

  



 24 

Figure 3-1-1. Effects of MKH prodrug on expression of cell-cycle regulatory proteins and NF-κB in 

PLC/PRF/5, Hep3B, SK-Hep-1 cells. Cells were seeded in a six-well plate (1.5 × 105 cells per well). 

HCC cells were treated with 60 μM MK-4 or MKH-DMG for up to 96 h. Western blot analysis was 

performed using specific antibodies against CDK4, cyclin D1, cyclin D3, NF-κB and GAPDH.  
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NF-"B

1 1.4 2.0 2.3 1.7 1 0.92 1.9 1.1 0.12
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Figure 3-1-2. Flow cytograms of MKH-DMG-treated cell. PLC/PRF/5 cells were seeded in six-well 

plate (1.5 × 105 cells per well). Cells were treated with 60 μM MK-4 or MKH-DMG for 12 and 48 h. 

The DNA content (propidium iodide) and cell cycle were analyzed by flow cytometry. Indicated 

percentage values represent DNA content in G1- and S-phase per number of whole DNA.   
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第二節	
 DCP陽性 HCC細胞におけるMKH-DMGによるアポトーシス誘導 

 

	
 前節のフローサイトメトリー解析によりMKH-DMG投与後の PLC/PRF/5細胞

で SubG1期の増加が観察されたことからMKH-DMG投与におけるアポトーシス

誘導が示唆された．また, Hep3B細胞においてMK-4によるアポトーシスが報告

されている． 

	
 本節では, PLC/PRF/5株におけるMKH-DMGのアポトーシス誘導をカスパー

ゼ 3/7活性で評価し, Hep3B株において DNAの断裂化を検証した．MKH-DMG

添加群とMK-4添加群のいずれも用量依存的なカスパーゼ 3/7活性を示し, 

MKH-DMGの方がMK-4に比べて低濃度 (40 μM) で顕著な効果が現れた (Fig. 

3-2-1)．Hep3Bにおける DNAの断片化を Figure 3-2-2に示した．MKH-DMGに

よってカスパーゼは優位に高くなり, DNAの断片化が観察され, MKH-DMGに

よるアポトーシス誘導が観察された．MKH-DMGによる HCC細胞増殖抑制には

アポトーシス誘導が関与していることが明らかになった． 

Figure 3-2-1. Effects of MKH prodrug on cell apoptosis of PLC/PRF/5 cells. Cells were treated with 

various concentrations of MK-4 or MKH-DMG for 72 h. Caspase 3 and 7 were measured by 

CaspaseGlo 3/7 Assay. Values on the left are ratios of caspase activity (Caspase Glo 3/7 Assay) and 

viable cells (Cell Titer-Glo assay), as determined by coupled analysis. Error bars indicate mean ± SD 

(n=3). 
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Figure 3-2-2. Induction of DNA fragmentation in Hep3B cells with MKH-DMG. A, The cells were 

treated with 100 μM MKH-DMG for 48 h. B, The cells were treated with 100 μM MKH-DMG for 

72 h. Lane; 1, marker; 2, control; 3, MKH-DMG. 

 

  

A B 1 2 3 1 2 3 
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第三節	
 DCP陽性 HCC細胞に対するMKH-DMGの DCP産生抑制効果 

 

	
 DCPはHCCの autologousな成長因子であり, 浸潤や転移に関わっている．DCP

の生成抑制はがん治療において１つの戦略と考えられている．本節では, DCP陽

性 HCC細胞株 (PLC/PRF/5, HepG2) による DCP生成に及ぼすMKH-DMGと

MK-4の効果を検討した．DCP (mAU/mL) は培地中濃度をピコルミ PIVKA-IIキ

ットを用いて測定した．HCC細胞による DCP生成は 10 μMのMKH-DMGまた

はMK-4投与によって DCP生成は強く抑制された (Table 3-3-1)． 

	
 一方, 第一章の Figure 1-3-1から明らかな様にMKH-DMG投与後の細胞中の

MKO濃度は 10 μM投与以上においても用量依存的に高くなり, vitamin K依存性

タンパク質中の Glu残基が Glaに変換される反応が更に進行していることが示

された．このことは, GGCXは十分に存在しており, DCP陽性 HCCによる DCP

産生が GGCX活性の低下によるものではなく, HCC細胞へのMKH送達性の低

さに起因することが明らかとなった． 

	
 DCPは 10 μMで完全に抑制されたが, MKH-DMGの増加に伴ってMKOが更

に増加したことから, vitamin K依存性タンパク質中のGlu残基がGlaに変換され

る反応が更に進行していることが示された．DCP以外の protein Sなど vitamin K

依存性タンパクが肝臓中に存在することが知られており, これらのタンパクの

HCC増殖に対する効果はこれからの課題である． 

 

Table 3-3-1. DCP concentration in HCC cell lines after administration of MKH-DMG  

or MK-4. 

  HCC cell Control 10 μM of MK-4 10 μM of MKH-DMG 

PLC/PRF/5 (mAU/mL) 

HepG2 (mAU/mL) 

43 ± 3.6 

2298 ± 116 

1.3 ± 0.6 

2.3 ± 0.6 

2.0 ± 0.0 

2.7 ± 0.6 
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小括 

	
  

	
 本章において次のことが明らかとなった． 

1) MKH-DMGは HCC細胞において細胞周期に関与する CDK4と Cyclin Dタン

パクの発現を強く速やかに抑制し, G1 arrestを誘発することで HCCの増殖抑制

することが明らかになった． 

2) MKH-DMGはCyclin D1発現を強く抑制したことから, MKH-DMG投与によっ

て HCCの悪性化を抑制できる可能性が示唆された． 

3) MKH-DMGは用量依存的なアポトーシス誘導作用を持つことが明らかとなっ

た． 

4) DCP陽性 HCCによる DCPを産生が GGCX活性の低下によるものではなく, 

HCC細胞へのMKH送達性の低さに起因することが明らかとなった． 

5) Vitamin K依存性タンパク中の Glu残基が Glaに変換される反応が大きく起こ

ることから, DCP以外の肝臓中に存在する protein Sなど vitamin K依存性タンパ

クの HCC増殖抑制への関与が考えられ, これからの課題となった． 
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第四章	
 DCP陽性HCC細胞株の脾-肝転移モデルマウスを用いたMKH-DMGの

経口投与における抗腫瘍効果 (in vivo評価) 

 

	
 これまでに DCP陽性 HCC (PLC/PRF/5, Hep3B) , DCP陰性 HCC (SK-Hep-1) 細

胞に対して, MKH-DMGがMKHを効率よく送達することで細胞増殖を抑制する

ことを in vitroで明らかにした．本章では, HCCの再発・転移の予防効果評価を

想定し, in vivoでのMKH-DMGの効果を明らかにする目的で, Fidlerにより考案

された, 脾臓に癌細胞を移植し肝臓において癌の転移増殖を起こさせるマウス

評価系 (脾-肝転移モデルマウス) を用いて評価を行なった．本研究では, 癌細胞

投与前 6日から後 50日までMKH-DMGを飲水から経口投与し, HCC細胞の脾臓

投与後 50日後の肝臓における HCCの成長に及ぼす効果を検討した．効果評価

に先立ってマウス経口投与におけるMKH-DMGの prodrugとしての機能を検討

した． 

 

第一節	
 MKH-DMG強制経口投与後のマウス体内動態 

 

	
 MKH-DMGは, 静脈内投与においてMKHの水溶性 prodrugとして機能するこ

とは明らかにされているが, 経口投与においての機能は明らかにされていない．

MKH-DMGの in vivo評価に先立ってMKH-DMGが経口投与に適したMKHの

prodrugであることを担保する必要がある．本節では, まず, 正常マウスを用い

てMKH-DMGの強制経口投与におけるマウス体内動態を検討し, 経口投与が効

果評価に適することを明らかにした．投与液はMKH-DMGを精製水に溶解し, 

雄性 ICRマウスにMKH-DMG 38.6 mg/kg (MK-4等量 25 mg/kg)を強制経口投与し

た．投与後, 経時的な血漿中および肝臓中のMKH-DMGとMK-4濃度を

LC/MS-MSで測定した．血漿中と肝臓中濃度の経時変化をそれぞれ Figure 4-1-1A

と 4-1-1Bに示した．動態パラメーターを Table 4-1-1に示した．MKH-DMGの血

漿中MKH-DMGとMK-4はどちらも投与 1時間で Cmaxに達し, MKH-DMGは経

口投与後エステル型として吸収された後に体内で加水分解されMKHに再変換
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されることが明らかである．HCC治療の標的臓器である肝臓中のMKH-DMG濃

度は 1時間で Cmaxに達し, MK-4は 2時間で Cmaxに達した．MKH-DMGは経口投

与後肝臓にエステル型で送達され肝臓中においてMKHに再変換される結果

MK-4が高くなったと考えられる．従って, 標的臓器のMKH濃度を高くできる

ことが明らかになった． 
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Figure 4-1. Plasma and liver concentration profile of MK-4 and MKH-DMG after oral 

administration of MKH-DMG in mice. Dose was 38.6 mg/kg body weight. A, Plasma concentration 

after MKH-DMG administration. Symbols; △ and ▲ are concentrations of MKH-DMG and MK-4 

in plasma after MKH-DMG administration, respectively. B, Liver concentration after MKH-DMG 

administration. Symbols; △ and ▲ are concentrations of MKH-DMG and MK-4 in liver tissue after 

MKH-DMG administration, respectively. Each point represents mean ± SD of three mice.  
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Table 4-1. Parmacokinetic parameters of MKH-DMG and MK-4 in plasma and liver  

after p.o. administration of MKH-DMG in mice. 

Parameters a Plasma Liver 

Dose of MKH-DMG 

(mg/kg of mouse weight) 
             38.6  

For intrinsic MKH-DMG   

C max 

(nmol·mL-1 or nmol·g of tissue-1) 

0.868 ± 0.236 

 

0.711 ± 0.537 

 

t max (h)      1      1 

AUC 0-24 h 

(nmol·mL-1·h or nmol·g of 

tissue-1·h) 

 1.61 ± 0.579  2.55 ± 1.41 

MRT (h)  1.13 ± 0.0332  3.24 ± 0.323 

For MK-4     

C max 

(nmol·mL-1 or nmol·g of tissue-1)  
 1.13 ± 0.224  3.25 ± 1.31 

t max (h)      1      3 

AUC 0-24 h  

(nmol·mL-1·h or nmol·g of 

tissue-1·h) 

 3.33 ± 1.57  24.7 ± 11.0 

MRT (h)  3.96 ± 0.217   4.66 ± 0.0235 

Values are means ± SD of three ICR mice. 
aCmax, maximum concentration; tmax, time for Cmax; AUC0-24 h, area under 

concentration-time curve up to 24 hours; MRT, mean residence time. 
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第二節	
 MKH-DMG飲水投与による肝転移 (増殖) 抑制効果 

 

	
 Balb/c nu/nu雄性マウスをVehicle投与群, MKH-DMG投与群, Sham群に群分け

した．Vehicleと Sham群は精製水を飲料水とし, MKH-DMG群はMKH-DMGを

精製水で溶解して飲水で投与した．PLC/PRF/5細胞投与前 6日から試験終了時

まで, それぞれの投与液を飲水で投与した．VehicleとMKH-DMG群は, 

PLC/PRF/5細胞のPBS懸濁液をマウス脾臓にFidlerの方法に従って投与し, Sham

群は PBS液のみを脾臓に投与した．PLC/PRF/5細胞投与 50日に麻酔下, 採血し, 

肝臓を摘出した．Sham, VehicleおよびMKH-DMG群の典型的なマウス肝臓外観

を Figure 4-2-1に示した．マウス肝臓の重量を Figure 4-2-2Aに示した．マウス肝

臓表面積に対する癌化部位の面積の割合を写真画像から ImageJソフトウェアで

算出した (Fig. 4-2-2B)．血漿中 DCP濃度を Figure 4-2-2Cに示した．各データの

数値を Table 4-2-1に示した．エンドポイント (HCC細胞投与後 50日) において, 

Sham群に比較して Vehicle群の肝重量, 癌化面積率，DCP濃度全てにおいて有

意に高くなり Vehicle群は肝臓において癌が増殖していることが明らかである．

Vehicle群に対してMKH-DMG投与群は肝重量, 癌化面積率，DCP濃度全ての値

を有意に低下させた (Fig. 4-2-2A, B, C)．この結果, MKH-DMGの経口飲水投与

は, 肝臓における HCC細胞の増殖を抑制することが明らかとなった． 

	
 本実験は, HCC細胞投与の 6日前からMKH-DMG投与を開始していることか

ら, HCC細胞が肝臓に転移することを防いだ結果によって肝臓の HCC増殖が低

下した可能性は否定できない．MKH-DMG投与は DCP生成を強く抑制しており, 

DCPによる HCCの増殖亢進は少なくとも阻害できていることが予想される．ま

た, MKH-DMGは HCC細胞中の Cyclin D1を有意に抑制することが明らかにな

っており, これらは HCCの転移抑制効果を支持している． 
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Figure 4-2-1. MKH prodrug-mediated suppression of HCC cell metastasis and growth were assessed 

in male Balb/c nu/nu mice. Nude mice were given sterile water (vehicle group, n=15), 40 μM 

MKH-DMG in water (MKH-DMG group, n=15). Macroscopic appearance of mouse liver.  
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Figure 4-2-2. HCC growth inhibitory effects of MKH-DMG in a splenic–liver metastasis mouse 

model. (A) Macroscopic appearance of mouse liver. (B) Total liver weight. (C) Percentage of cancer 

surface area/total liver surface area. (D) DCP levels in plasma. Central horizontal line, mean; error 

bar, SD. Vehicle group, n = 15; MKH-DMG group, n = 15. Doses are 0.2 μmol/head/day for 50 

days. 

 

Table 4-2-1. Effects of MKH prodrug on liver incidence and growth after splenic injection of HCC 

cells 

Indicated values are means ± SD at endpoint. 

DCP: des-γ-carboxy prothrombin 

*P < 0.05 vs. vehicle group. 

**P < 0.01 vs. vehicle group. 

  

Treatment group 
Body weight 

(g) 

Liver weight 

(g) 

Cancer area ratio 

(%) 

DCP in plasma 

(mAU/mL) 

Vehicle (n=15) 23.5 ± 2.14 3.16 ± 1.89 44.9 ± 31.0 127 ± 183 

MKH-DMG (n=15) 24.6 ± 1.66 1.83 ± 0.89* 16.4 ± 22.3* 6.1 ± 9.4** 

Sham (n=9) 25.5 ± 1.73 1.49 ± 0.23*     - 1.0 ± 0.9** 

A B C 
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小括 

 

	
 本章において次に示すことが明らかとなった． 

1) MKH-DMGは正常マウスへの経口投与において, MKH-DMG自身が吸収され

たのち加水分解を受けてMKHを送達していることが明らかとなり, MKHの

prodrugとして機能することが明らかとなった． 

2) PLC/PRF/5細胞を移植した脾-肝転移モデルマウスにおいて, Vehicle群に対し

てMKH-DMG投与群は肝重量, 癌化面積率，DCP濃度全ての値を有意に低下さ

せた結果, MKH-DMGの経口飲水投与は, 肝臓における HCC細胞の増殖を抑制

することが明らかとなった．また, 本実験は, HCC細胞投与の 6日前から

MKH-DMG投与を開始していることから, HCC細胞が肝臓に転移することを防

いだ結果によって肝臓の HCC増殖が低下した可能性は否定できない．

MKH-DMG投与は DCP生成を強く抑制しており, DCPによる HCCの増殖亢進

は阻害されていることが予想される．また, MKH-DMGは HCC細胞中の Cyclin 

D1を強く抑制することが in vitroで明らかになっており, HCCの転移抑制が発揮

された可能性が否定できない． 
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第五章	
 DCP陽性 HCC細胞株へのMKH送達性および増殖抑制効果に及ぼす 

 MKH ester type prodrugの promoietyの影響 

Figure 5-1-1. The two processes for MKH delivery into the HCC cells with MKH ester type 

prodrugs. 

 

Figure 5-1-2. Chemical structures of MKH ester type prodrugs and MK-4. 

 

	
 本章までに, MKH-DMGは HCC細胞にエステル体として取込まれ, HCC細胞

内で加水分解されて HCC細胞内にMKHを送達する ester type prodrugとして機

能することが明らかになった．すなわち, MKHの ester type prodrugによる HCC
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細胞へのMKH送達には, 1) prodrug自身の HCC細胞への取込み過程と 2) HCC

細胞内での加水分解過程がMKHの細胞内送達性の律速過程であることが考え

られる (Fig. 5-1-1)．本章では, MKH送達における各過程の寄与を明らかにし, 更

に優れたMKH送達性を有するMKHエステル誘導体の探索を行う目的でカチオ

ン性, アニオン性および中性の promoietyを有するMKHのエステル誘導体に関

して, その HCC細胞への取込み, HCC細胞内での加水分解性を検討した． 

さらに, これらのMKHエステル誘導体による HCC細胞へのMKH送達性と細

胞増殖抑制効果を比較検討した． 

 

第一節	
 HCC細胞へのMKH送達過程に及ぼすMKH ester type prodrugの

promoietyの影響 

 

	
 これまで癌組織は酸性の要素を呈することが知られていることから, カチオ

ン性の promoietyを有するMKH-DMGにはHCC細胞への高い親和性が期待でき

ると考え検討を重ねてきた．本節ではMKH ester type prodrugによるMKH送達

性の予想される律速過程を 1) prodrug自身の HCC細胞への取込み過程と, 2) 

HCC細胞内での加水分解によるMKHへの再変換過程の 2過程として想定し, 各

過程に及ぼす promoietyの影響を明らかにすることを目的とした．promoietyに

アニオン性残基を有するMKH 1,4-bis-hemisuccinate (MKH-SUC), イオン性残基

を持たない (中性) MKH 1,4-bis-acetate (MKH-ACT) およびカチオン性残基を有

するMKH-DMGの 3種類のMKHエステル誘導体 (Fig. 5-1-2) を用いて，

PLC/PRF/5細胞への取込み, PLC/PRF/5細胞組成による加水分解性を評価した． 

	
 PLC/PRF/5細胞の培養液に各薬物 (MK-4, MKH-ACT, MKH-DMG, MKH-SUC) 

50 μMを投与し, 3時間後の誘導体自身の細胞内取込み量をLC/MS-MSで測定し, 

タンパク質量当りの物質量 (nmol/mg of protein) で表した (Fig. 5-1-3)．エステル

体の細胞内取込みは promoietyの種類によって大きく異なりMKH-SUC > 

MKH-DMG >MKH-ACTの順に大きくなった．MKH-DMGはMKH-ACTの約 5

倍, MKH-SUCはMKH-ACTの約 10倍であり, 中性残基よりもイオン性残基を有
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する方が高く, イオン性残基ではアニオン性残基の方がカチオン性残基よりも

HCC細胞内取込みに適していることが明らかになった．理由としてアニオン性

が関与するトランスポーターの関与も考えられるが, 今後の検討が必要である． 

	
 次に HCC細胞内に取込まれた後の加水分解性を評価する目的で, PLC/PRF/5

細胞ホモジネートを用いて3種のMKHエステル誘導体の加水分解性を一次反応

速度論が成立する十分低い濃度において, 生成するMKH量を酸化体である

MK-4量で表した．誘導体添加量から生成MK-4量を差し引いた値の対数値を時

間に対してプロットし一次反応パラメータ k, t1/2を算出した (Table 5-1-1)．速度

定数 kはMKH-SUC > MKH-DMG > MKH-ACTの順に大きくなり, MKH-ACTに

比してMKH-DMG は約 1.5倍, MKH-SUCは約 14倍であった． 

	
 PLC/PRF/5細胞に薬物50 μM投与24時間後の細胞内MK-4, MKO濃度をFigure 

5-1-4に示した．エステル型の細胞内MKH送達量をMKOとMK-4の和 

(MKO+MK-4) で表すとMKH-SUC>MKH-DMG>MK-4>MKH-ACTの順に多くな

り, MKH-ACTに比較してMKH-DMGは 10倍MKH-SUCは 30倍の送達性を示

した．MKH-SUCによる PLC/PRF/5細胞内への優れたMKHの送達性は, 

MKH-SUC自身の高い細胞内への取込みと, 細胞内での速やかなMKHへの再変

換性に起因していることが明らかである． 
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Figure 5-1-3. Uptake of MK-4 and MKH-derivatives into PLC/PRF/5 after 3 h treatment of 50 μM 

MK-4 and MKH-derivatives. 

 

 

 

Table 5-1. Hydrolysis of MKH-derivatives in PLC/PRF/5  

cell homogenate 

 

 

 

 

 

 

 

 

MKH-derivatives k × 10-3 (h-1) Half-lives (h) 

MKH-ACT 8.70 115 

MKH-DMG 12.8 77.9 

MKH-SUC 118 8.45 



 42 

 
Figure 5-1-4. Intracellular concentrations of MK-4, MKO and the sum of these in PLC/PRF/5 cells 

treated with 50 μM MK-4 and MKH derivatives for 24 h. 
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第二節	
 HCC細胞に対するMKH ester type prodrugの増殖抑制効果に及ぼす

promoietyの影響 

 

	
 前節において, promoietyが異なるMKHエステル誘導体によるPLC/PRF/5細胞

内へのMKHの送達性が大きく異なることを明らかにした．本節では, MKH送

達の増殖抑制効果への影響を明らかにする目的で, PLC/PRF/5細胞に対する

MK-4, MKH-ACT, MKH-DMG, MKH-SUCの増殖抑制効果を投与 72時間後の細

胞生存率から評価した (Fig. 5-2-1)．さらに, MK-4, MKH-ACT, MKH-DMG, 

MKH-SUC 投与 24時間後の細胞周期関連タンパク質 CDK4と Cyclin D1の発現

をWestern blot法を用いて解析した (Fig. 5-2-2)． 

	
 Figure 5-2-1から明らかな様にMKH-DMGとMKH-SUCは, PLC/PRF/5細胞に

対し投与72時間後において用量依存的に増殖抑制効果を示し, IC50値はそれぞれ

32, 16 μMであった．一方, MK-4とMKH-ACT投与群では用いた投与量の濃度範

囲において増殖抑制効果は観察されなかった．また CDK4および Cyclin D1の発

現がMKH-SUCの 25 μM以上の投与において顕著に抑制され (Fig. 5-2-2), 

MKH-DMG投与では 50 μM以上で観察されたことから, MKH-SUCは

MKH-DMGよりも優れた増殖抑制効果を有することが明らかとなり, MKH-SUC

による増殖抑制効果はMKH-DMGと同様にMKHをHCC細胞内に送達すること

で増殖抑制効果を発揮したと考えられる．これらの結果は, MKH送達が増殖抑

制効果と対応しており, 速やかで効率的なMKHの送達が優れた増殖抑制効果的

を発揮させることが強く示唆された． 
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Figure 5-2-1. Growth inhibitory effect of MKH-derivatives against PLC/PRF/5 cells. The cells were 

treated with various concentrations of MK-4, MKH-ACT, MKH-DMG or MKH-SUC for 48 h (A) 

or for 72 h (B). 

 

 

 

 

 

 

CDK4 

Cyclin D1 

GAPDH 
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Figure 5-2-2. Effects of MKH-derivatives on expression of cell cycle regulatory proteins in 

PLC/PRF/5 cells. PLC/PRF/5 cells were treated with 50 μM MK-4 or MKH-DMG for 24 h. Western 

blot analysis was performed using specific antibodies against CDK4, Cyclin D1 and GAPDH.  
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小括 

 

	
 本章において, 次に示すことが明らかとなった． 

1) MKH ester type prodrugによる HCC細胞内へのMKHの送達は, 初期に仮説し

たとおりに prodrug自身の細胞内への取込みと, 細胞内でのMKHへの再変換性

に依存していることが明らかになった． 

2) MKH-DMGよりもMKH-SUCが優れたMKH送達性を有するMKHエステル

誘導体であることを in vitroの細胞レベルで明らかにし, 大きな期待が持てるこ

とが明らかになった．In vivoでの効果評価は, 投与形態における availabilityおよ

び増殖抑制効果の評価が必要であり, これからの課題である． 
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総括 

 

	
 肝細胞癌 (Hepatocellular carcinoma, HCC) は根治療法後の再発率が非常に高

いために長期予後が極めて悪いがんである．再発予防剤として長期投与に耐え

る安全性の高い menaquinone-4 (MK-4, vitamin K2) に, HCCの再発予防薬として

期待が寄せられ, 大規模臨床試験が行われたが失敗の結果となった．一方, HCC

組織では正常組織と比較して vitamin K2レベルが低いこと, HCC細胞ではMK-4

取込み速度が正常肝細胞に比較して低いことが報告されている．よって, HCC組

織におけるMK-4の availabilityの低さが効果発現を制限している可能性がある．

Des-γ-carboxy prothrombin (DCP, PIVKA-II) は HCCの腫瘍マーカーであるが, 

vitamin K依存性タンパク質プロトロンビンのカルボキシ化が不完全な異常プロ

トロンビンである．最近, DCPが増殖因子として癌の進展に重要な役割を果たし

ていることが明らかとなっており, DCP産生抑制が HCC治療における新薬開発

の標的として注目されている．このような背景から, HCC細胞中にMK-4の活性

体である menahydroquinone-4 (MKH) を HCC細胞に効率よく送達することで, 

MK-4の HCCの低い availabilityと DCP生成が同時に克服でき, 効率的な HCC

の増殖抑制が可能になると仮説を立てた．活性体MKHは極めて酸化され易い化

合物であるため, 直接治療に用いることは不可能である．私は, 本研究において

世界で初めて, MKHの prodrug化によって HCC細胞内への効率的にMKH送達

し, 優れた HCC増殖抑制効果を発揮させることを可能にした． 

 

	
 第一章では DCP陽性 HCC細胞 (PLC/PRF/5, Hep3B) および DCP陰性細胞 

(SK-Hep-1) へのMKH-DMG のMKH送達性を LC/MS-MS法を用いた細胞内薬

物定量によって評価した． MKH-DMGは 3種の HCC細胞においてMKH-DMG

として速やかに取込まれ 24時間までに培養培地MKH-DMG濃度と平衡に達し, 

細胞内においてMKHに再変換 (加水分解) されることで, MKHの prodrugとし

て機能することが明らかになった．細胞内へのMKH送達性については, 

MKH-DMGはMK-4投与に比較してMKHの AUC0-72hを約 3.5‒15倍高くでき, 効
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率的な送達が示された．MKH-DMGは用いた投与液濃度~100 μMの範囲では, 

MKH-DMG用量依存的に細胞内のMKH送達量を高くすることが明らかとなっ

た．DCP陽性 HCC株 PLC/PRF/5細胞では, MKOの取込みは極めて優れており, 

MKOをMK-4還元する過程を担う酵素は, 細胞内MKO濃度が数十 nmol/mg 

protein濃度で飽和しており, 高濃度ではMK-4の供給は極めて低いことが明らか

になった． 

	
  

	
 第二章では, MKH-DMGの DCP陽性 HCC細胞 (PLC/PRF/5, Hep3B) および

DCP陰性細胞 (SK-Hep-1) に対する増殖抑制効果を in vitroで評価し, MK-4に比

較して優れた増殖抑制効果を有することを明らかにした．MKH-DMGは DCP陽

性HCC細胞に対して 10 μMでDCP産生を強く抑制し, この濃度ではMKOが十

分に産生されることから, DCP陽性 HCC細胞においてMKHの送達性が低いこ

とによって DCPが産生されていることが明らかとなった．MKH-DMGはMK-4

と比較して, 効率的に増殖抑制効果を発揮し, IC50をおよそ 1/18‒1/4に低下させ

た．その効果は用量依存的, 時間依存的であり, MKHの高い送達性に起因するこ

とが強く示唆された． 

 

	
 第三章では, MKH-DMGの優れた増殖抑制効果が G1 arrestを介した apoptosis

誘導によるものであることを明らかにした．Western blotによる解析では DCP

陽性 HCC細胞 (PLC/PRF/5, Hep3B) および DCP陰性細胞 (SK-Hep-1) のいずれ

の細胞においても, MKH-DMG投与で細胞周期関連タンパク Cyclin D, CDK4, 

NF-κBを強く抑制した．フローサイトメトリーを用いた解析においても

PLC/PRF/5細胞に対して時間依存的なMKH-DMGの G1 arrest誘導を示した．ま

たカスパーゼ 3/7活性の評価により, MKH-DMGはMK-4と比較して低い投与濃

度でカスパーゼ 3/7活性を亢進し, 用量依存的な apoptosis誘導作用を持つことが

明らかとなった．MKH-DMGの増殖抑制効果に関する, より上流の作用機構に

おいては今後の詳細な検討が必要である． 
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 第四章では, MKH-DMGの正常マウスへの経口投与において, MKH-DMG自身

が吸収されたのち加水分解を受けてMKHを送達していることを明らかにし, 

MKHの prodrugとして機能することが明らかとなった．PLC/PRF/5細胞を移植

した脾‒肝転移モデルマウスにおいて, 移植後 50日のマウス肝湿重量および肝

癌化面積のいずれも, 40 μMのMKH-DMG投与液を自由飲水させたMKH-DMG

群で Vehicle群と比較し有意な抑制効果が観察されたことから, MKH-DMGの in 

vivoでの HCC抑制効果が明らかとなった．また, マウス血漿中の DCPレベルは

Vehicle群と比較し, MKH-DMG群でほぼ完全に抑制された．最近の研究で, DCP

は HCCの自家製 (autologous) 成長因子であり, 癌の進展に重要な役割を果たし

ていることが明らかとなっている．また DCP産生が HCCの癌血管新生に寄与

しており, DCPが HCCの予後を悪化させる因子として新薬開発の一つの標的と

考えられていることから, MKH-DMGが DCPを効率的に抑制できることは HCC

患者の予後改善に少なからず貢献すると期待できる． 

 

	
 第五章では, prodrugの promoietyがカチオン性, 中性, アニオン性の 3種類の

MKHエステル誘導体を用いて, HCC細胞内へのMKHの送達性と増殖抑制効果

の比較検討を行った．MKHの ester type prodrugとしてカチオン性のMKH-DMG, 

中性のMKH-ACT, アニオン性のMKH-SUC, およびMK-4の PLC/PRF/5への 24

時間後のMKH送達性はMKH-SUC > MKH-DMG >MKH-ACT≒MK-4の順に高く, 

MKHの効率的な送達は, 当初の仮説どおり, MKH prodrug自身の高い細胞取込

みと速やかな加水分解によるものであることが明らかとなった．MKH-DMGよ

りもMKH-SUCが優れたMKH送達性を有するMKHエステル誘導体であること

を in vitroの細胞レベルで明らかにし, 大きな期待が持てることが明らかになっ

た．In vivoでの効果評価は, 投与形態における availabilityおよび増殖抑制効果の

評価が必要であり, これからの課題である． 

 

	
 これまでに述べてきたMKH prodrugはMK-4と比べて非常に効率的にHCC細

胞中にMKH送達と増殖効果を示すことが明らかであり, 優れたMKH送達シス
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テムとして機能することが明らかとなった．したがって, 骨粗鬆症に用いられる

MK-4投与量に相当するMKH prodrugの投与量で格段に高い作用を発揮するこ

とが期待できる．MKH-DMGのMKH送達後の最終的体内動態はMK-4と同じ

運命を辿ることから高い安全性を示すと考えられる．得られた結果はMKH送達

性改善が優れたHCCに対する抑制効果発現につながるとする当初の仮説を支持

するものである．より詳細な効果評価と機構解明は今後の課題であるが, 我々は

MKH prodrugが優れたHCC化学予防剤開発の新たなアプローチであると確信し

ている． 
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実験の部 

 

試薬 

試薬は特記しない限りそのまま用いた． 

 

acetic acid 和光純薬工業 (株) 

acetic anhydride 和光純薬工業 (株) 

Agarose S 和光純薬工業 (株)  

Albumin, Bovine  和光純薬工業 (株) 

ammonium acetate 和光純薬工業 (株)  

Apoptosis Ladder Detection Kit  和光純薬工業 (株) 

BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce) Thermo Fisher Scientific Inc. 

Blocking One ナカライテスク (株) 

bromophenol blue (BPB)  和光純薬工業 (株)  

Caspase-Glo 3/7 Assay Promega Co. 

Cell Cycle Regulation Sample Kit Cell Signaling Technology 

Cell Titer-Glo Assay Promega Co. 

dimethyl sulfoxide (DMSO) 和光純薬工業 (株) 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium Sigma Chemical Co. 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Invitrogen Co. 

ethanol 和光純薬工業 (株) 

ethyl acetate 和光純薬工業 (株) 

Fetal Bovine Serum Invitrogen Co. 

Glycerin 岩城製薬 (株) 

HEPES (株) 同仁化学研究所 

hydrochloric acid 和光純薬工業 (株) 

n-hexane 和光純薬工業 (株) 

heparin sodium (ノボ•ヘパリン注	
 5千単位/5 mL) 持田製薬 (株) 

Immun-BlotTM PVDF Membrane for protein blotting Bio-Rad Laboratories, Inc. 

isoflurane (エスカイン吸入麻酔液)  マイラン製薬 (株) 

isopropyl ether (蒸留して用いた) 和光純薬工業 (株) 

LDH-Cytotoxic Testwako 和光純薬工業 (株) 

menaquinone-4 エーザイ (株) 
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menaquinone-4 epoxide エーザイ (株) 

2-mercaptoethanol 和光純薬工業 (株)  

methanol 和光純薬工業 (株) 

NP-40 (IGEPAL CA-630)  Sigma-Aldrich Co. 

penicillin streptomycin Invitrogen Co. 

Procision Plus ProteinTM All Blue Standards Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Propidium iodide, minimum 95% (HPLC) Sigma-Aldrich Co. 

pyridine Sigma-Aldrich Co. 

Ribonuclease A Sigma-Aldrich Co. 

SDS 和光純薬工業 (株) 

sodium chloride 和光純薬工業 (株) 

sodium dehydrogen phosphate dehydrate 和光純薬工業 (株)  

sodium deoxycholate 和光純薬工業 (株) 

sodium sulfate (anhydrous) 和光純薬工業 (株) 

succinic anhydride 和光純薬工業 (株) 

SuperSep ACE 5-20%, 13well 和光純薬工業 (株) 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 和光純薬工業 (株) 

10×Tris/Glycine/SDS Buffer Bio-Rad Laboratories, Inc. 

TypLETM Express Gibco (Life Technologies) 

Tween 20 関東化学 (株) 

 

細胞 

HepG2 理化学研究所 

Hep3B 第日本製薬 (株) 

PLC/PRF/5 ヒューマンサイエンス振興財団 

SK-Hep-1 第日本製薬 (株) 

 

抗体 

CDK4 Cell Signaling Technology 

Cyclin D1 Cell Signaling Technology 

Cyclin D3 Cell Signaling Technology 

GAPDH Cell Signaling Technology   
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細胞と細胞培養 

ヒト肝細胞癌 (HCC) 細胞は PLC/PRF/5, HepG2, Hep3B, SK-Hep-1の各細胞を用いた．以上

の HCC細胞は 37℃, 5%加湿大気圧下で継代培養することにより維持した．培地は非働化し

た 10% Fetal bovine serum (FBS) と 1% penicillin-streptomycin を含む Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) を用いた． 

 

動物実験 

実験動物は, プラスチックケージの中に, 室温 23 ± 2℃, 12時間の明暗サイクル (7:00AM点

灯) の動物室で飼育した．なお, 餌は CE-2 (クレア, 東京) を用い, 水は自由に摂取できるよ

うにした．実験動物の取り扱いは, 福岡大学動物実験委員会 (Experimental Animal Care and 

Use Committee) に準じた． 

 

第一章の実験  

MKH-DMG投与後の細胞中 MKH-DMG, MK-4および MKO濃度の測定 

MK-4と MKOは ethanolに溶解し, MKH-DMGは MilliQ水に溶解した．それぞれの薬物のス

トック溶液 (50 mM) は培養培地で適宜希釈し, ethanol の最終濃度は 0.2%以下であった．

6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellの密度で HCC細胞 (PLC/PRF/5, Hep3B, SK-Hep-1) を播種

し, 48時間培養した．培地を除き薬物添加培地に交換し, 一定時間薬物を曝露させた．薬物

添加培地を除き, 室温の PBSで 3回洗浄し, 細胞をスクレーパーで剥離し, 1 mLの PBS中に

回収し, ソニケートした．細胞ホモジネート液に 1 mLの methanolと 3 mLの n-hexane (cell 

sample: methanol: n-hexane containing internal standard of γ-tocotrienol = 1:1:3) を加え, 2分間

vortexした後, 4℃, 3000 rpmで 10分間遠心分離した．n-hexane層を回収し, 窒素ガスで濃縮

乾固した．残渣に methanolを加えて再溶解し, LC/MS-MS分析に供した．細胞ホモジネート

液のタンパク濃度は BCA protein assay kitを用いて測定した． 

 

LC/MS-MS分析 

LC/MS-MS装置は 4000QTRAP LC-MS/MS system (AB Sciex, Framingham, MA) と Prominence 

UFLC system (Shimazdu Corp., Kyoto, Japan)を用いた．試料注入量は 10 μLとし, 逆相クロマ

トグラフィにより分離した．カラムは CAPCELL PACK C18 MG-Ⅱ (3 μm, 2.0 mm × 100 mm, 

Shiseido, Tokyo, Japan) を用いた．移動相は 10 mM ammonium acetate, 0.1% acetic acid含有メ

タノール溶液を用いてアイソクラティック分析した．流速は 0.4 mL/min, UV波長は 240 nm, 

カラムオーブンは 40℃に設定した．イオン化法は Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

(APCI) 法を用い , ポジティブイオンモードで測定した．化合物の同定と定量は
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MS-MS-multiple reaction monitoring (MRM) モードを用いた．トランシジョンイオンは以下の

通りに設定した: MK-4 adduct [M+H]+ は m/z 445→187, MKO adduct [M+H]+ は m/z 461→

161, MKH-DMG adduct [M+H]+ は m/z 617→481, MK-4 adduct [M+H]+ は m/z 411→151．保

持時間は以下の通りであった: MK-4, 2.5 min; MKO, 1.9 min; MKH-DMG, 1.4 min; and 

γ-tocotrienol, 1.7 min． 

 

第二章の実験  

細胞増殖抑制効果試験 

生存細胞数は Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay試薬を用いて測定した．

PLC/PRF/5, Hep3B, SK-Hep-1の各細胞は不透明な 96-well plateに 5.0 × 103 cells/wellとなるよ

うにそれぞれ 100 μLの培地に懸濁させて播種し, 48時間培養した．培地を除き薬物添加培

地と交換し, 投与後 96時間までの生細胞数を試薬のプロトコールに従って測定した．IC50

値は GraphPad Prism (virsion 6.0) を用いて, log [drug] vs. normalized response-variable slope解

析によって算出した． 

 

第三章の実験  

ウエスタンブロッティングによる細胞周期関連タンパク質の解析 

HCC細胞を 6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellとなるように播種し, 48時間培養した．培地を

除き 60 μMのMK-4またはMKH-DMG添加培地に交換し, 24, 48, 72または 96時間培養した．

薬物添加培地を除き, プロテアーゼインヒビターカクテルを含む RIPA bufferを用いて細胞

を溶解し, その一部は BCAタンパク測定に供した．細胞ライセートは 12% SDS-PAGEゲル

上で電気泳動し, PVDF膜に転写した．膜は Blocking One bufferでインキュベートしたのち, 

以下の一次抗体を処理した: mouse anti-CDK4 (1:2000), mouse anti-cyclin D1 (1:2000), mouse 

anti-cyclin D3 (1:2000), rabbit anti-NF-κB (1:10000)．一次抗体処理後, 膜を TBST bufferでリン

スし, peroxidase-conjugated goat anti-mouse (or rabbit) IgG (γ-chain specific) (1:20000) で処理し

た．反応性の抗体タンパク質は ECL Advance Western Blotting Detection kitを用いて発光させ

た．すべての膜は常法に従ってストリッピングを行い mouse anti-GAPDH (40000) を処理し, 

GAPDH発現量を測定した． 

 

フローサイトメトリーによる細胞周期解析 

PLC/PRF/5細胞を 6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellとなるように播種し, 48時間培養した．

培地を除き 60 μMのMK-4またはMKH-DMG添加培地に交換し, 12または 48時間培養した．

細胞を回収後冷 PBSで洗浄したのち遠心し 4.0 × 105 cellのペレットとし, 1 mLの 70% 
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ethanolを加えて氷冷下 1時間かけて固定した．Ethanolを除き, 細胞を冷 PBSで 2度洗った

のち, 4 mgの RNAaseを含有した 1 mL の 5%BSA-PBS溶液に細胞を懸濁し 37℃で 50分間

インキュベートした．細胞懸濁液は 50 μLの propidium iodide (PI) の PBS溶液 (1 mg/mL) で

染色し, 20分間氷冷した．細胞懸濁液を再び 5%BSA-PBS溶液で 2度洗い, 750 μLの冷

5%BSA-PBS溶液に細胞を懸濁した．細胞サンプルは EPICS flow cytometry  

(Beckman-Coulter, Brea, CA) を用いてそれぞれの細胞周期の細胞割合を測定した． 

 

カスパーゼ 3/7活性測定 

カスパーゼ 3/7活性は Caspase Glo 3/7 assay (Promega) を用いて測定した．PLC/PRF/5細胞は

不透明な 96-well plateに 5.0 × 103 cells/wellとなるようにそれぞれ 100 μLの培地に懸濁させ

て播種し, 48時間培養した．培地を除き MK-4と MKH-DMGの薬物添加培地と交換し, 72

時間後のカスパーゼ 3/7活性を試薬のプロトコールに従って測定した． 

 

DNA断片化の検出 

Hep3B細胞を 6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellとなるように播種し, 48時間培養した．培地

を除き 60 μMの MK-4または MKH-DMG添加培地に交換し, 48または 72時間培養した．細

胞を回収後冷 PBSで洗浄, 遠心して上清を除いたペレットをサンプルとした．DNA断片化

の検出にはアポトーシスラダー検出キットワコーを用いた．方法はキットのプロトコールに従

い, キットに含まれる試薬に関しては下線を引いて区別した．細胞ペレットに enzyme 

reaction solution 180 μL, enzyme activator solution 20 μL, RNase solution 10 μL, protein digestion 

enzyme solution 10 μLを添加し, 懸濁した後, 50℃で 30分間インキュベートした．DNA 

extraction solutionを 300 μL添加し転倒混和後, イソプロパノール 500 μL添加し転倒混和, 15

分間静置した．10000 ×gで 10分間遠心, 上清を除き, 70%エタノールを 1 mL加えて混合し, 

10000 ×gで 5分間遠心, 上清を除き再度 70%エタノールを 1 mL加えて繰り返し, 残渣を TE 

bufferに溶解した．DNAサンプル 10 μLに loading buffer 2 μLを混合後 2%アガロースゲル

にアプライし, また ladder marker 10 μLをアプライして泳動バッファーとして TAE bufferを

用いて 100V, 40分間電気泳動した．DNAの蛍光染色は, TAE bufferで SYBR Green Ⅰを 10000

倍に希釈し, 暗所でゲルを 30-40分間浸漬したのち, UVで照射し撮像した． 

 

DCP測定 

PLC/PRF/5細胞を 6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellとなるように播種し, 48時間培養した．

培地を除き 60 μMの MK-4または MKH-DMG添加培地に交換し, 72時間培養した．薬物処

理後のPLC/PRF/5細胞の培地中のDCP濃度を electrochemiluminescense immunoassay (ECLIA) 
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(Picolumi PIVKA-Ⅱ, 三光純薬) を用いて測定した．ECLIAは DCPのマウスモノクローナル

抗体を固相にコーティングし, ルテニウム標識したラビットポリクローナル抗体を用いて

いる．脾肝転移モデルマウスの血漿中の DCPレベルも ECLIAで同様に測定した． 

 

第四章の実験  

MKH-DMGのマウス経口投与における血漿および肝臓中動態 

動物は雄性 ICRマウス (7週齢, 九動) を使用した．マウスはネット敷ケージで一晩絶食さ

せ, 水は自由摂取させた．MKH-DMGの経口投与における投与量は 38.6 mg/kg (MK-4等量

で 25 mg/kg) とした．投与容積はマウス体重 10 gあたり 0.1 mLとし, 経口ゾンデを用いて

強制経口投与した．投与後経時的に, イソフルラン麻酔下でヘパリン処理したツベルクリン

注射器で心臓採血し, 頸椎脱臼したのち, 肝臓を摘出した．肝臓は二倍量の生理食塩水を加

えて, 氷冷下 POLYTRONホモジナイザーを用いてホモジナイズし, -80℃で保存した．血漿

と肝臓サンプルは上述の細胞からの抽出法と同様にして行なった．血漿および肝臓中濃度

の薬物動態パラメータはモーメント解析から求めた．最高濃度 (Cmax) および Cmaxに達する

時間 (tmax) は観測データを採用した． 

 

MKH-DMGの脾肝転移モデルマウスを用いた in vivo効果評価 

雄性 Balb/c nu/nuマウス (5週齢, 日本 SLC) を用いた．39匹のマウスを以下の 3群に分け

た: 1) vehicle群, n=15; 2) MKH-DMG群, n=15; sham群, n=9．HCC細胞の移植は Fidlerの方法

を用い, イソフルラン麻酔下で, PLC/PRF/5細胞 (1.0 × 106 cells/0.05 mL of PBS) を vehicle群

と MKH-DMG群のヌードマウスの脾臓に注入した．sham群は HCC移植を行なわず, 手術

のみとした．MKH-DMGは飲水中に溶解し 40 μMとし, 自由に飲水させた．MKH-DMGの

投与量は飲水量から換算するとおよそ 0.2 μmol/head/dayであった．飲水経口投与はマウス

脾臓への HCC細胞移植の 6日前に開始した．飲水ボトルはアルミホイルで遮光し, 2日毎に

交換した．移植後 50日にマウスをイソフルランで麻酔し, ヘパリン処理したツベルクリン

注射器で心臓採血し, 頸椎脱臼した．血液を 3000 rpm, 10分間遠心し, 血漿を得た．肝臓を

採取, 湿重量を測定し, 肝臓の両面 (横隔膜側と腹部側) を色調補正デジタルカメラ撮影し

た．肝臓の癌化面積率を算出するために ImageJソフトウェアによる画像解析を行なった．

サンプル処理は決まった手順で行ない, 前癌性の小結節や組織における腫瘍性の変化から

癌化部位を決定した． 

 

統計処理 
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統計処理は JMP 8 (SAS Institute Inc., Cary, NC) ソフトウェアを用いて行なった．有意差は, 

一元配置の分散分析を用いた Tukey-Kramer’s testを用いて試験した．P <0.05の場合におい

て統計的に有意であるとみなした． 

 

第五章の実験  

Menahydroquinone-4 1,4-bis-hemisuccinate (MKH-SUC) の合成 

MK-4 2 g (4.55 mmol) を isopropyl eter (IPE) 40 mLに溶解させ, NaBH4をmethanolに溶解して

添加, 溶液の黄色が消失後, ただちにアルゴンガスを飽和させた精製水 100 mLを加え, 

NaClで飽和後, IPE 60 mLで抽出し, 更に水層に IPE 100 mLを加えて可溶画分を抽出, IPE層

を合わせて sodium sulfate (anhydrous) で脱水後, 溶媒を減圧留去した．残渣に

N,N-dimethyl-4-aminopyridine (8.97 mmol), succinic anhydride (18.0 mmol) を加え, IPE/dioxane 

(6/4, v/v) 100 mLに溶解して, 室温で 3時間撹拌後, 50-60 ºCに加熱しながら 2時間反応させ, 

更に室温で 10時間反応させた．反応液に精製水 100 mLを加え, IPE層を分離し, sodium 

sulfate (anhydrous) で乾燥後, 溶媒を減圧留去した．残渣を IPEに懸濁し, 遠心して得た沈殿

物に ethylacetate 100 mLと精製水100 mLを加え ethyl acetate可溶画分を抽出し, sodium sulfate 

(anhydrous) で脱水後, 溶媒を減圧留去した．残渣を IPEに懸濁し不溶物を ethyl acetateで再

結晶して, MKH-SUCを得た． 

 

Menahydroquinone-4 1,4-bis-acetate (MKH-ACT) の合成 

MK-4 1 g (2.25 mmol)を ethyl acetate 40~50 mLに溶解させ, NaBH4をmethanolに溶解して添加, 

溶液の黄色が 消失後, ただちにアルゴンガスを飽和させた蒸留水 200 mLを加え, NaClで飽

和後, ethyl acetateで抽出し, ethyl acetate層を sodium sulfate (anhydrous) で乾燥後, 溶媒を減

圧留去した．得られた MKHを少量の dry pyridineに溶解後, 無水酢酸を 1.6 mL (16.9 mmol) 

添加し室温で 24時間撹拌した．MKH-ACTの合成確認は TLCにより行なった (TLCプレー

ト; MERCK Silica gel 60 F254, 展開溶媒; n-hexane/ethyl acetate (9/1,v/v) , 検出; 10%H2SO4及

び加熱発色) ．反応液に ethyl acetateを少量加えて析出した沈殿を濾別し, pyridine臭が無く

なるまでろ液の溶媒を減圧留去した．残渣は, 順相 Flashクロマトグラフィーにより, 分離

精製した (カラム; FLASH40+M, 40 mm×150 mm (バイオタージ・ジャパン) , 溶離溶媒; 

n-hexane/ethyl acetate (95/5,v/v)．得られた画分を ethanolで再結晶し, MKH-ACTを得た． 

 

MKHエステル誘導体投与後の細胞中 MKHエステル誘導体および MKO, MK-4濃度の測定 

上述と同様に MK-4は ethanol, MKH-DMGは MilliQ水に溶解した．MKH-ACTは ethanolに

溶解し, MKH-SUCは DMSOに溶解させた．それぞれの薬物のストック溶液 (50 mM) は培
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養培地で適宜希釈し, ethanolおよび DMSOの最終濃度は 0.1%であった．6-well plateに 1.0 × 

105 cells/wellの密度で PLC/PRF/5細胞を播種し, コンフルエントまで培養させた．培地を除

き薬物添加培地に交換し, 一定時間薬物を曝露させた．薬物添加培地を除き, 冷 PBSで 3回

洗浄し, 細胞をスクレーパーで剥離させ, 1 mLの PBS中に回収し, ソニケートした．細胞ホ

モジネート液に 1 mL の methanol と 3 mL の n-hexane (cell sample: methanol: n-hexane 

containing internal standard of γ-tocotrienol = 1:1:3) を加え, 2分間 vortexした後, 4℃, 3000 rpm

で 10 分間遠心分離した．n-hexane 層を回収し, 窒素ガスで濃縮乾固した．残渣に methanol

を加えて再溶解し, LC/MS-MSおよび LC/UV分析に供した．UV波長は 240 nmに設定した．

細胞ホモジネート液のタンパク濃度は BCA protein assay kitを用いて測定した． 

 

HCC細胞ホモジネートを用いた MKHエステル誘導体の加水分解実験 

6-well plateに 1.0 × 105 cells/wellの密度で PLC/PRF/5細胞を播種し, コンフルエントまで培

養した．細胞を PBSで洗浄し, 細胞を剥離し PBS中に回収後, 氷冷下でソニケートした．

細胞ホモジネートに薬物ストック溶液をスパイクし, 反応液初濃度を 50 μMとした．褐色ミ

クロ試験管に分注し, 37℃でインキュベートし反応を開始させ, 経時的に抽出処理して, 

HPLCで薬物濃度を測定した．加水分解速度はエステルの消失と MK-4の生成をモニターし

て求めた． 

 

細胞増殖抑制効果試験 

生存細胞数 (率) は Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay試薬を用いて測定した．

PLC/PRF/5細胞を不透明な 96-well plateに 5.0 × 103 cells/wellとなるようにそれぞれ 100 μL

の培地に懸濁させて播種し, 48時間培養した．培地を除き~100 μMの MK-4, MKH-ACT, 

MKH-DMGまたは MKH-SUC添加培地と交換し, 24, 48または 72時間後の生細胞数を測定

した．IC50値は GraphPad Prism (virsion 6.0) を用いて, log [drug] vs. normalized 

response-variable slope解析によって算出した． 

 

ウエスタンブロッティングによる細胞周期関連タンパク質の解析 

PLC/PRF/5細胞を 6-well plateに 1.5 × 105 cells/wellとなるように播種し, 48時間培養した．

培地を除き 50 μMのMK-4, MKH-ACT, MKH-DMGならびに 25, 50 μMのMKH-SUC添加培

地に交換し, 24時間培養した．薬物添加培地を除き, 上述の細胞抽出を行ない, 以下の一次

抗体で処理した: mouse anti-CDK4 (1:2000), mouse anti-cyclin D1 (1:2000)．常法に従ってスト

リッピングを行ない, GAPDH (1:40000) を測定した． 
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