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研究成果の概要（和文）：最も表現系に近く強い相関が期待される生体内低分子代謝物（メタボローム）情報を主とし
、上流に遡る逆方向の多層的オミックス解析を、手足症候群を対象に行った。培養細胞を用いたメタボローム解析で、
陰性対照に比して、手足症候群を起こしやすいソラフェニブ、スニチニブで同方向に有意にレベルが変化し、起こしに
くいイマチニブ、ゲフィチニブで変化が見られない脂質として、ジアシルグリセロールが認められた。従って、発症へ
のPKCの関与が示唆された。またヒト試料を用いた遺伝子多型解析は、対象とする8遺伝子11多型に関し、36症例の解析
が終了した。ヒト試料の解析については、継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：Metabolome, vast majority of endobiotic metabolites, is the most down-stream of 
omics layers and close to phenotype including drug adverse reactions. Purpose of this study is to reveal 
onset mechanisms of molecularly-targeted drug-related hand-foot syndrome, using mainly metabolomic 
analysis and upstream genomics. First, metabolomic analysis was performed with extracts from human A431 
cell line treated with sorafenib and sunitinib (likely to cause the syndrome) as well as imatinib and 
gefitinib (unlikely to cause the syndrome). Among the measured lipids, a diacylglycerol was significantly 
changed by sorafenib and sunitinib, but not by imatinib and gefinitib. Based on this result, protein 
kinase C was suggested to be involved in the onset of hand-foot syndrome. Since recruiting 
sorafenib-administered patients have been continuing, genomic and metabolomic analyses of patient samples 
have not been obtained the final results and would be publicized it near future.

研究分野： 医薬品安全性学

キーワード： 副作用　抗がん剤
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１．研究開始当初の背景 
 抗がん剤に特徴的な副作用として、「手足
症候群」が挙げられる。これは手足の平の部
分の感覚異常、発赤等を初期症状とし、進行
すると疼痛を伴う浮腫や過角化による皮膚
の肥厚、水疱、亀裂、潰瘍などが出現し歩行
困難となる他、休薬による治療中断を余儀な
くされる。特に疼痛は、「熱傷のような痛み」
と表現され、日常生活に重大な支障を来す重
篤副作用である。カペシタビンおよびドキソ
ルビシン等の細胞障害性抗がん剤の他、近年、
ソラフェニブ・スニチニブ等のマルチキナー
ゼ阻害作用を有する抗がん剤でも好発する
ことが知られている。これらの医薬品では、
投薬患者の約半数が発症し、重篤とされるグ
レード 3 以上も 1-2 割で発症する。一旦、グ
レード 3 以上が出現すると、2 ヶ月ほどの休
薬が必要となり、治療計画に重大な支障を来
す。保湿剤によるハンドケアなどのごく簡単
な対処療法は行われているものの、根本的な
治療方法はなく、休薬による回復を待つのが
有効な唯一の方法である。 
手足症候群の発生に関しては多くの報告

がある。特徴としては、a) 投薬初期から発症
すること、b) 発症に用量依存性や血中濃度依
存性があること（血中濃度-時間曲線下面積値
や最高血中濃度と相関）、c) 細胞障害型抗が
ん剤とマルチキナーゼ阻害剤で、病理学的な
特徴は共通する点が多いこと、が挙げられる。
発症機序に関しては、1) 細胞障害作用による
膜蛋白質発現変化による移植拒絶様反応、2)
血管新生阻害、3) 抗がん剤が手足部分に高濃
度に集積し皮膚毒性を示すため、等の諸説が
提唱され、さらに何らかの炎症反応の関与は
その症状から示唆されているものの、上記の
特徴すら十分説明できていない。また、その
発症予測は全く不可能である。 
オミックス解析は、従来、最も上流である

ゲノムまたは変動が大きいトランスクリプ
トーム（mRNA）研究が主流であったが、近
年ではより表現形質に近いメタボローム（生
体内代謝物）やプロテオーム(タンパク質)解
析も、その測定系の発展により可能となって
きた。我々は脂質に関し、リン脂質、トリグ
リセリド、コレステロールエステル、酸化脂
肪酸等を測定しうる LC-MS/MS 系を構築し
た。一方で表現形質と相関するバイオマーカ
ー探索に関しては、いまだ候補遺伝子の多型
解析が盛んに行われているが、その表現形質
の発現機序が未知の場合、相関を認める多型
を見出すことは難しい。網羅的遺伝子多型解
析では、予見無く解析できるものの、偶然に
相関が認められる多型が非常に多く認めら
れ、別患者群を用いた検証が必須であり、検
証の結果、相関する多型が全く残らないこと
もあり、時間と研究費が多く浪費されている。 
 
 
２．研究の目的 
最も表現系に近く強い相関が期待される

生体内低分子代謝物（メタボローム）情報を
主とし、上流に遡る逆方向の多層的オミック
ス解析を、手足症候群を対象に行う。具体的
には、ヒト培養細胞を用いた発症機序の解明
と、その発症機序に基づく発症個人差の機序
の検討、およびそのヒト試料での検証を行う
ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
1) 手足症候群を起こしやすい医薬品の調査 
 平成 20 年 4 月～平成 25 年 12 月までに医
薬品医療機器総合機構に報告された手足症
候群の数を、公開されている「医薬品副作用
データベース」を用いて集計した。 
 
2) ヒト培養細胞を用いた発症機序の解明 
2-1) 分子標的薬による処理（図 1） 
 細胞としては、ヒト上皮様細胞癌由来細胞
株 A431 を用いた。本細胞株を解凍後、
DMEM+10% FCS+ペニシリン/ストレプトマイシ
ンにて、37℃で 5% CO2存在下、培養した。 
 対象とする医薬品は、上記の調査結果、お
よび分子標的薬に絞るという基準にもとづ
き、手足症候群を起こしやすいソラフェニブ、
スニチニブと，起こしにくいイマチニブ、ゲ
フィチニブとした。添加濃度は、各医薬品が
臨床使用される際の最高血中濃度とし、添付
文書により調査を行った。即ち、7.7 M ソラ
フェニブ、0.13 M スニチニブ、3.6 M イ
マチニブ、0.5 M ゲフィチニブとした。な
お、ゲフィチニブの最高血中濃度は 1 M で
あるが、細胞毒性が認められたため、1/2 濃
度で処理を行った。細胞が 80% confluent の
状態で、DMSOに溶解した各医薬品またはDMSO
を 1/1000 量添加し、18 時間培養した。生理
食塩水で 2回洗浄後、メタノールを加え細胞
を溶解して回収した。回収後は、-90℃にて

保存した。 
図 1 分子標的薬による A431 細胞処理 
 
2-2) 脂質抽出とメタボローム測定（図 2） 
脂質の抽出は Bligh & Dyer 法にて行った。
即ち、107個の細胞にジルコニアビーズを加え、
遠心を 3サイクル行って破砕した。これにク
ロロホルムおよびリン酸バッファーを加え
撹拌後、さらに同溶液を加えて撹拌し、遠心
して有機層画分及び親水層画分を分取した。 
グリセロリン脂質・スフィンゴ脂質・中性
脂質等の脂溶性の高い代謝物を含む有機層
（下層）は、超高性能液体クロマトグラフ－
飛行時間型質量分析計（UPLC-TOFMS、超高性
能液体クロマトグラフは Waters 社 ACQUITY 



UPLC、飛行時間型質量分析計は Waters 社 LCT 
Premier XE）を用いて、脂質代謝物を網羅的
に相対定量した。 
酸化脂肪酸を含む親水層（上層）は、さら
に Oasis HLB Vac RC cartridge（Waters 社）
を用いて固相抽出を行い、ギ酸メチル画分を
分取し、サンプルとした。超高速液体クロマ
トグラフ－三連四重極リニアイオントラッ
プ型質量分析計（UPLC-MS/MS、高速液体クロ
マトグラフは Waters 社 ACQUITY UPLC、三連
四重極リニアイオントラップ型質量分析計
は AB SCIEX 社 QTRAP5500）を用いたネガティ
ブイオンモードでの多重反応モニタリング
法にて測定した。 

図 2脂質抽出とメタボローム測定の方法 
 
2-3) データ解析 
UPLC-TOFMS により得られたデータは、
2DICAL（三井情報株式会社）を用いてピーク
を抽出し、UPLC-TOFMS の保時時間、精密質量
及びマススペクトルのデータに基づき、代謝
物の同定を行った。相対定量には、内部標準
物質（IS）により補正を行った各ピークの
height 値を用い、One-way ANOVA および
Dunnet 解析を行い、p<0.05 を有意な差と判
定した。 
UPLC-MS/MS よ り 得 ら れ た デ ー タ は 、
MultiQuant ソフトウェア（AB SCIEX 社）を
用いて検出された代謝物ピークの面積値を
求めた後、IS により抽出操作の補正を行い、
補正後のピークにつき、UPLC-TOFMS により得
られたデータと同様に One-way ANOVA および
Dunnet 解析を行い、p<0.05 を有意な差と判
定した。 
 
3) 患者ゲノム DNA・血漿および臨床情報の収
集 
 国立がん研究センターにて、臨床的に進行
肝細胞がんと診断され、全身化学療法である
ソラフェニブの投与が予定された患者のう
ち、本人から本研究への参加について文書で
同意が得られた患者を対象とした。上腕部よ
り末梢血をソラフェニブ投与前 1回、治療開
始後最大 4回採取した。投与前採血の一部か
ら、ゲノム DNA を抽出した。またメタボロー
ム測定用に血漿を分離した。個人情報管理者
により連結可能匿名化された後、国立衛研に
提供され、ゲノムおよびメタボローム解析に

供した。また患者背景、併用薬、臨床検査値、
手足症候群の診断等、臨床情報を収集した。 
 
4) 遺伝子多型解析 
候補遺伝子として、ソラフェニブの代謝に

関 わ る シ ト ク ロ ム P450 酵 素 CYP3A4
（rs12721627）と CYP3A5（rs776746）、韓国
人で grade 2 以上の手足症候群発現と関連の
報告がある UGT1A9 （rs7574296, rs58597806）、
TNF （ rs1800629 ）、 VEGFA （ rs2010963 ，
rs3025000）、同じく腫瘍増悪との関連の報告
がある HIF1A（rs2301113）、並びに胆汁うっ
滞との関連報告がある ABCB11（rs2287622）、
標的の一つとされる FLT4/VEGFR3（rs307821, 
rs307826）の 8 遺伝子 11 多型を選定した。
多型解析は TaqMan 法にて行った。 
 

 
４．研究成果 
1) 手足症候群を起こしやすい医薬品の調査 
 薬機法（旧薬事法）に基づく重篤副作用報
告は、因果関係が検証されていない、重複報
告の可能性がある、投与数が不明なため頻度
を算出することはできない等の欠点を有す
るが、大まかな傾向を把握することに役立つ。
平成 20 年からの約 5 年半の手足症候群の総
報告件数及び年平均報告数を下記に示す。 
 
表 1 手足症候群の総報告数と年平均報告数 
（平成 20年 4月～平成 25 年 12 月） 

 
年平均報告数 5以上の分子標的薬は、レゴラ
フェニブ（99）、ソラフェニブ（50.2）、ラパ
チニブ（29.8）、スニチニブ（8.2）であるが、
試薬の入手可能性の点から、ソラフェニブ、
スニチニブを対象とした。また発生数が少な
い分子標的薬として、イマチニブ（0.5）、ゲ
フィチニブ（0）とした。当初、ボルテゾミ
ブ（0）も対象としたが、毒性が強く最高血
中濃度（500 M）の 1/10 濃度しか用いるこ
とができなかったため、除外した。 

被疑薬 投与経路 総報告数 年平均報告数

レゴラフェニブ水和物 内用薬 99 99.0
ソラフェニブトシル酸塩 内用薬 301 50.2
カペシタビン 内用薬 222 37.0
ラパチニブトシル酸塩水和物 内用薬 149 29.8
ドキソルビシン塩酸塩 注射薬 106 17.7
スニチニブリンゴ酸塩 内用薬 49 8.2
パゾパニブ塩酸塩 内用薬 5 2.5
ドセタキセル水和物 注射薬 14 2.3
エベロリムス 内用薬 9 2.3
アキシチニブ 内用薬 4 2.0
ベバシズマブ（遺伝子組換え） 注射薬 11 1.8
テガフール・ギメラシル・オテラシルカリウム配合剤 内用薬 7 1.2
テガフール・ウラシル 内用薬 5 0.8
トラスツズマブ（遺伝子組換え） 注射薬 5 0.8
メトトレキサート 注射薬 4 0.7
イマチニブメシル酸塩 内用薬 3 0.5
シスプラチン 注射薬 3 0.5
ゾレドロン酸水和物 注射薬 3 0.5
パクリタキセル 注射薬 3 0.5
テラプレビル 内用薬 1 0.3
シタラビン 注射薬 2 0.3
デュタステリド 内用薬 1 0.2
イリノテカン塩酸塩水和物 注射薬 1 0.2
インターフェロン　アルファ－２ｂ（遺伝子組換え） 注射薬 1 0.2
オキサリプラチン 注射薬 1 0.2
セツキシマブ（遺伝子組換え） 注射薬 1 0.2
テモゾロミド 内用薬 1 0.2
フルオロウラシル 注射薬 1 0.2
ペグインターフェロン　アルファ－２ｂ（遺伝子組換え） 注射薬 1 0.2



 
2) ヒト培養細胞を用いた発症機序の解明 
 対照である DMSO に比して、手足症候群
を起こしやすい分子標的薬（ソラフェニブ、
スニチニブ）で同様に変化し、起こしにくい
分子標的薬（イマチニブ、ゲフィチニブ）で
変化しない脂質代謝物を探索した。その結果、
一般脂質では 2種で有意な変化が認められた
（図 3）。このうち、同定が可能であった 1
種はジアシルグリセロール（DG, 33:1）であ
った。 

図 3  ソラフェニブとスニチニブのみで有意
差が認められた脂質分子種 
 
また統計学的に有意ではないものの、他のジ
アシルグリセロール分子種でも同様の傾向
が認められた（図 4）。ソラフェニブで最も変
化が認められており、DG32:2 では有意差が
見られている。 

図 4  他のジアシルグリセロール分子種の変
化 
 
なお、酸化脂肪酸代謝物で同様の傾向が見ら
れる分子種は検出されなかった。以上の結果
から、手足症候群発症に関連する可能性のあ
る脂質分子種が探索されたが，当該分子種は
ジアシルグリセロールであったことから、 
Protein kinase C（PKC）の関与が示唆され
た。PKC は皮膚角化細胞の分化に関与するこ
とが報告されており、ソラフェニブとスニチ
ニブによるその活性低下が、手足症候群の発
現に関与している可能性が考えられた。従っ
て、ジアシルグリセロールレベルの制御に関
与する代謝酵素の活性の個人差が、手足症候
群発症の個人差に関与する可能性が考えら
れた。 
 
3) 遺伝子多型解析 
ヒト試料を用いた遺伝子多型解析は、国立

がん研究センターから国立衛研に提供され

た 36 症例に関し、8 遺伝子 11 多型の解析が
終了した。ヒト試料の解析については、これ
までの収集試料数が 42 症例と予定より遅延
しているため、今後も継続する予定であり、
まだ関連解析を行うことができないが、頻度
結果を下記の表 2 に示す。 

 

表 2 遺伝子多型解析結果 

 
 
 
 

 
試料収集が終了次第、関連解析を行う予定で
ある。また患者血漿を用いたメタボローム解
析も同様である。 
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A 0.63 G 0.97 G 0.97 C 0.71 G 0.76
G 0.38 A 0.00 C 0.00 T 0.29 A 0.24

rs58597806 rs12721627 rs776746 rs2287622

CYP3A4 CYP3A5 ABCB11

rs7574296

UGT1A9 UGT1A9
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