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１．緒言
１．１　はじめに
　RAS 遺伝子の突然変異は，さまざまな種類の悪
性腫瘍で広く認められる．造血器腫瘍においても
NRAS 変異を高率に認めることがすでに判明して
おり，急性白血病の約15%，骨髄異形成症候群の約
6%，骨髄増殖性疾患や多発性骨髄腫では，およそ
30% もの患者が保有している1）．これまで本研究室
では，ヒト造血器腫瘍細胞株に対する binimetinib
の増殖抑制効果を検討してきた．その結果，計10
株のヒト造血器腫瘍細胞株を感受性4株（HL-60，
TF-1，MDS-L，F36P）， 非 感 受 性4株（Jurkat，
MOLM13，U937，MOLT4），その他2株（THP-1，
K562）に分けることができた．binimetinib 感受性
の4株では，培養初日に薬剤を1回投与するだけで一
定の増殖抑制効果を認めたが，非感受性の4株では
全く効果を認めなかった．そこで本研究では，薬剤
の連日投与が binimetinib の増殖抑制効果に影響を
及ぼすかどうかを調べるために検討を行った．
１．２　binimetinib の作用点
　RAS 活性は GEF と GAP という2種類のシグナ
ルタンパクにより調節されている．GEF は GDP/
GTP 交換反応を促進し，RAS を活性化させる．

GAP は内在性 GTPase により，RAS-GTP から
RAS-GDP に戻る反応を促進し，RAS を不活性化
させる．RAS 遺伝子の突然変異によりアミノ酸置
換が生じると，GTPase の機能が低下し，RAS は
恒常的な活性化状態となって下流にシグナルを送
り続ける．これにより MAPK（RAS/RAF/MEK/
ERK）回路が活性化する2）．binimetimib は MEK
を阻害することで異常に活性化された MAPK 回路
を止める役割がある．

２．方法
２．１　細胞と培養条件
　検討には急性骨髄性白血病細胞株（HL-60，TF-1，
THP-1，MOLM13，U937，F36P），急性リンパ性
白血病細胞株（MOLT4，Jurkat），慢性骨髄性白
血病細胞株（K562）および骨髄異形成症候群細胞
株（MDS-L）を使用した．各細胞株を RPMI1640 
medium（ウシ胎児血清8% ペニシリン/ストレプト
マイシン）で37℃，CO2 5% の条件下で培養した．
２．２　MTT assay3）

　細胞の生存率を測定するために利用した．生細胞
が多いほど呈色を有し，アポトーシスを含めた細
胞死が起こるにつれて吸光度が低くなる．2.5×104 
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　われわれは以前，ヒト造血器腫瘍細胞株における binimetinib の増殖抑制効果を確認したが，
その際は培養初日の薬剤1回添加のみで検討していた．そこで今回，連日添加の効果を検討したと
ころ，F36P を除くすべての細胞株において増殖抑制効果の増強は認められなかった．したがっ
て，binimetinib の添加は基本的に初日の1回添加で十分であり，それで増殖抑制効果の乏しい細胞
には複数回の添加を行ってもほとんど効果はないと考えられる．ただし，将来臨床応用に向けて
binimetinib の適正な投与方法を確立するためには，高濃度での連日添加などさらなる検討が必要で
ある．
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/mL の濃度に調整した各細胞に binimetinib（0，
10，100，1000nM）を連日投与しながら1～4日間
培養し，96well マイクロプレートに100µL ずつ分
注した．MTT 標識溶液を20µL ずつ加え，6時間反
応後，可溶化溶液（0.04 M HCl/ イソプロピルアル
コール）を200µL ずつ分注した．その後，マイク
ロプレートリーダーで590nm における各サンプル
の吸光度を測定した．
２．３　AnnexinV/PI 染色4）

　初期および後期アポトーシスを測定するために利

用した．アポトーシス初期の細胞は AnnexinV の
み陽性，アポトーシス後期の細胞は AnnexinV/PI
陽性となる．2.5×104/mL の濃度に調整した F36P
に binimetinib 1000nM を連日投与しながら1～4
日間培養し，Annexin V Binding Buffer 50µL，
Annexin V-FITC 1µL，PI 1µL を加え，室温・遮
光で15分間反応させた．その後，フローサイトメー
ターで各サンプルの蛍光強度を測定した．
２．４　PI 染色5）

　細胞周期各相における細胞割合を測定するため

day1 day2 day3 day4

control 8.0×104 5.0×104 4.0×104 3.0×104

binimetinib
1000nM

10.0×104 20.0×104 30.0×104 40.0×104

表１　PI 染色時の F36P 濃度（個/10mL）

図１　各細胞株における MTT assay の結果
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に利用した．PI 色素は DNA 二重鎖への高い親
和性を有し，DNA 染色量は細胞中の DNA 含量
に比例する．F36P の濃度を表1のように調整し，
binimetinib 1000nM を連日投与しながら1～4日間
培養した．70% メタノールで室温30分間固定後，
RNase溶液（RNase：1%アルブミン含有PBS＝1：4）
を500µL 分注し，37℃30分間反応させた．PI 溶液
（PI 1mg/mL：1% アルブミン含有 PBS ＝1：19）
を500µL 分注し，室温・遮光で20分間反応後，フロー
サイトメーターで各サンプルの蛍光強度を測定した．

３．結果
　全ての細胞において，binimetinib の培養初日1回
投与と連日投与の増殖曲線に大きな変化は認められ

なかった．ただし，F36P では1000nM においての
み，明らかな増殖抑制効果を認めた（図1）．また，
F36P に対して binimetinib の連日投与を行うと，
薬剤投与回数に伴いアポトーシスの増加とセルサイ
クルの停止を認めた（図2，3）．

４．考察
　今回，binimetinib のヒト造血器腫瘍細胞株に対
する増殖抑制効果が薬剤投与方法によって違いが
あるかどうかを培養初日の薬剤1回投与と連日投与
で比較した．検討に使用した10株のうち，薬剤1回
投与で非感受性であった4株（Jurkat，MOLM13，
U937，MOLT4）においては連日投与による若干
の増殖抑制効果を，感受性であった4株（HL-60，

図２　F36P のアポトーシス結果 図３　F36P のセルサイクル結果
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TF-1，MDS-L，F36P）においては連日投与による
更なる効果を期待していたが，F36P を除く全ての
細胞において明らかな増殖抑制効果の増強は認めら
れなかった．したがって，binimetinib の投与は基
本的に初日のみの1回投与で十分であり，この投与
で増殖抑制効果の乏しい細胞には複数回の投与を
行ってもほとんど効果は望めないと考えられる．
唯一，連日投与で効果を認めた F36P においても
100nM 以下の低濃度域では増殖抑制効果の増強は
認められず，1000nM 以上という比較的高濃度での
連日投与が必須であることが示唆された．しかし，
binimetinib の安全血中濃度がおよそ1000nM であ
ることより6），これ以上の高濃度域で連日投与する
ことは実際には不可能であると考えられる．また今
回，binimetinib 1000nM 連日投与による F36P の
増殖抑制効果がどのメカニズムで起こるのかを確認
するために，フローサイトを用いて経時的なアポ
トーシス細胞の増減とセルサイクル解析を行った．

どちらも薬剤投与回数が増える毎に細胞増殖が抑制
されるという結果を支持するものであったが，アポ
トーシス細胞の増加は3回以上の連日投与から顕著
であった．一方，セルサイクルの停止は2回の連日
投与で効果が頭打ちとなり，その後，いくら薬剤投
与回数を増やしてもほとんど変化は認められなかっ
た．4回以上の binimetinib 連日投与でアポトーシ
ス細胞がどれほど増加するかは不明だが，セルサイ
クル同様，増殖抑制効果が頭打ちする可能性は否定
できない．今後は血中半減期を考慮した培養上清の
wash out なども行いながら，binimetinib の適正な
投与方法のための実験を継続する必要がある．

５． まとめ
　binimetinib 連日投与による増殖抑制効果の
増強は一部の細胞を除いて認められなかった．
binimetinib の効果的な投与方法については，今後
の詳細な検討が必要である．
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Abstract

　We previously confirmed the growth inhibitory effect of binimetinib in human hematopoietic tumor cell lines in 
vitro , but only a single addition of the drug on the first day of culture was investigated. In this study, we examined 
the effect of daily addition of binimetinib and found no increase in growth inhibition in all cell lines except F36P. This 
result suggests that a single addition of binimetinib on the first day is basically sufficient, and multiple additions to 
the cells showing resistance to the drug have little effect. Further in vitro  studies are needed for aiming at future 
clinical use.
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