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研究成果の概要（和文）：本研究は、ソラフェニブの肝障害における予測マーカーの探索を目的

に行った。その結果、ソラフェニブによる肝障害発現は、ソラフェニブ本体が作用しているこ

とが明らかとなった。さらに、肝細胞を用いた実験からソラフェニブ N-オキサイドがソラフェ

ニブに変換されることで細胞毒性を引き起こす可能性が示唆された。これらの結果から、CYP3A4

の機能低下によりソラフェニブの代謝が低下すると、肝障害発現が引き起こされる可能性があ

る。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to explore the predictive marker 
for liver injury caused by sorafenib-treatment.  From the results using hepatoma cells, 
it showed that sorafenib itself was due to occurring liver injury.  In addition, sorafenib 
N-oxide also showed cytotoxicity, which N-oxide might convert to sorafenib in cells.  
Sorafenib is metabolized to sorafenib N-oxide via CYP3A4 in human liver.  Combined 
together, when CYP3A4 function decreased in a patient, sorafenib convert ration 
maintained high level in serum.  Therefore, this pharmacokinetic profile may be a key 
role for causing liver injury. 
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１．研究開始当初の背景 
ソラフェニブは、『切除不能な肝細胞癌』『根
治切除不能又は転移性の腎細胞癌』に対する
効能・効果を持ち、2008 年に日本で発売が開
始された薬剤であり、販売開始から約 1年で
約 3,500 例の腎細胞癌患者、約 2,000 例の肝
細胞癌患者に投与されている。報告された重
篤な副作用のうち、肝不全と肝性脳症は、肝
細胞癌患者に集中していた。これらの患者に
おいて、ソラフェニブ投与後の AST、ALT に
加え、急激なビリルビン値の上昇が認められ
ている。こうした検査値以上を認めた後、す

ぐにソラフェニブ投与を中止しても、死に至
ったケースもある。このような背景から、肝
障害発現の早期予測マーカーの決定は急務
であると考えられる。 
２．研究の目的 

本研究では、細胞毒性発現とソラフェニブ
未変化体及び代謝物の動態プロファイルと
の関連性を明らかにし、早期肝障害発現予測
マーカーを調べることを目的とした。 
３．研究の方法 

ソラフェニブは、体内で CYP3A4, や UGT1A9
により代謝され、排泄されることが知られて
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いる（Latia C. et al, Cancer Chemother. 
Pharmacol., 57 (2006) 685-692）。本研究で
は、まず細胞毒性とソラフェニブの動態プロ
ファイルとの関連性を明らかにするため、ソ
ラフェニブ未変化体及び代謝物を培養肝細
胞に直接添加し、細胞内及び培地中のソラフ
ェニブ、ソラフェニブ代謝物の測定と細胞毒
性発現の評価を行う。次に、薬物代謝酵素量
の変動に伴う代謝プロファイルと毒性との
関連を明らかにする目的で、代謝酵素の細胞
内発現量を変化させ、細胞毒性と関連性を精
査する。 

続いて、細胞実験の結果から、早期肝障害
予測に有用なマーカー候補を見出す。次に、
ソラフェニブを服用している患者検体を用
い、血中のソラフェニブ、ソラフェニブ代謝
物の濃度を測定し、in vitro で得られた早期
肝障害予測マーカーと、肝障害発現および患
者情報との関連を精査し、本マーカーが診療
に応用可能であることを検証する。 
 
４．研究成果 
Ⅰ．ソラフェニブ及びソラフェニブ N-オキ
サイドの細胞増殖に対する影響 

ソラフェニブ、及びその主代謝物であるソ
ラフェニブ N-オキサイドをヒト肝臓がん由
来細胞 HepG2 細胞へ添加し、24, 48 時間培養
後の細胞生存率を MTT assay 法で測定した。
その結果、HepG2 細胞に対するソラフェニブ
の EC50は、24 時間後で 5.15 µg/mL,48 時間後
で 1.56 µg/mL であった。一方、HepG2 細胞に
対するソラフェニブ N-オキサイドの EC50は、
48 時間後で 8.64 µg/mL、72 時間後で 7.71 
µg/mL（図 1,図 2）であった。 

図 1 HepG2 細胞におけるソラフェニブの細
胞増殖に対する影響 

図2 HepG2細胞におけるソラフェニブ N-オ
キサイドの細胞増殖に対する影響 

 

また、Huh7 細胞についても同様の検討を行
ったところ、Huh7 細胞に対するソラフェニブ
の EC50は、72 時間後で 5.66 µg/mL,96 時間後
で 3.57 µg/mL であった。（data not shown） 

さらに、細胞障害の検討を、LDH assay に
より行った。その結果、HepG2 細胞へソラフ
ェニブを暴露させたときのLDHの産生はHuh7
細胞と比較して強かった。これらの結果より、
ソラフェニブによる細胞毒性は HepG2におい
て強く発現することが示唆され、（図 3、図 4）
ソラフェニブの感受性が細胞株によって異
なることが分った。しかし、ソラフェニブ N-
オキサイドが細胞毒性を示す報告は無いた
め、この現象について、更なる検討を行った。 

図 3 HepG2 細胞におけるソラフェニブの LDH
産生に対する影響 

図 4 Huh7 細胞におけるソラフェニブの LDH
産生に対する影響 
 
Ⅱ．培養細胞中及び培養液中におけるソラフ
ェニブ及びソラフェニブ N-オキサイドの濃
度測定系の構築 
 これまでの結果から、培養細胞において、
ソラフェニブ及びソラフェニブ N-オキサイ
ド、が HepG2 細胞に対して毒性を示し、その
濃度は、血中ソラフェニブ濃度と近接してい
ることが明らかとなった。 

そこで、細胞毒性とソラフェニブの動態プ
ロファイルとの関連性を明らかにするため、
ソラフェニブ未変化体及び代謝物を肝細胞
に直接添加し、培養細胞内及び培地中のソラ
フェニブ、ソラフェニブ代謝物の測定と細胞
毒性発現の評価を行うこととした。 

まず、培養細胞内及び培養液中のソラフェ
ニブ、ソラフェニブ N-オキサイドの濃度を測
定するために、培養細胞内及び培養液中のソ



 

 

ラフェニブ及びソラフェニブ N-オキサイド
の測定系の構築を行った。培養細胞内のプロ
トコールは、細胞 1×107に対し、リン酸緩衝
液（pH 7.5）350 µL、IS であるトルナフテー
トを 150 µL 添加し、ホモジナイズ、超音波
破砕を行った。遠心分離後、上清をアセトニ
トリル 200 µL により除タンパク操作を行っ
た。遠心分離後、上清 300 µL に水 75 µL を
加え、そのうちの 250 µL を Bond Elut C18
により不純物との分離を行った。溶出画分を
窒素気流下で乾固させ、移動相 100 µL にて
再溶解させ、HPLC で測定を行った。（図 5） 

図 5 細胞内のソラフェニブ及びソラフェニ
ブ N-オキサイド測定系 
 
その結果、ソラフェニブ及びソラフェニブ N-
オキサイドそれぞれで、0.03-30 µg/mL の範
囲で良好な直線性が得られた。また、日内及
び日間変動試験を行った結果、RSD、RE が±
15%以内であった。 

図 6 細胞内のソラフェニブ及びソラフェニ
ブ N-オキサイド測定系の日間、日内変動試験 
 
培地中ソラフェニブ及びソラフェニブ N-オ
キサイドの濃度は、まず培地 500 µL に酢酸
エチルに溶解したトルナフテートを 1 mL 添
加した。遠心分離後、有機相を窒素気流下で
乾固させ、移動相で溶解後 HPLC にて測定を
行った。（図 7） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 培地中のソラフェニブ及びソラフェニ
ブ N-オキサイド測定系 

その結果、ソラフェニブ及びソラフェニブ N-
オキサイドそれぞれで、0.1-30 µg/mL の範囲
で良好な直線性が得られた。また、日内及び
日間変動試験を行った結果、RSD、RE が±15%
以内であった。（図 8） 

図 8 培地中のソラフェニブ及びソラフェニ
ブ N-オキサイド測定系の日間、日内変動試験 
 

今回構築した測定系を使用し、細胞内及び
培地中のソラフェニブ、ソラフェニブ N-オキ
サイドの濃度を測定することとした。ソラフ
ェニブ、及びソラフェニブ N-オキサイドを
HepG2 細胞へ添加し、0、3、6、9、30 時間培
養後、細胞及び培地を回収し、濃度を測定し
た。細胞内または培地中のソラフェニブ及び
ソラフェニブN-オキサイドの合計を100とし
て、それぞれの濃度の割合で示した。 

その結果、ソラフェニブ添加後は細胞内へ
速やかに取り込まれるが、ソラフェニブ N-
オキサイドの検出はわずかであった。一方、
ソラフェニブ N-オキサイドを添加した場合
は、ソラフェニブ同様、速やかに取り込まれ
ているが、細胞内及び培地中にソラフェニブ
が検出されていた。（図 9） 

図 9 ソラフェニブ添加時のソラフェニブ及
びソラフェニブ N-オキサイドの濃度変化 

図 10 ソラフェニブ添加時のソラフェニブ
及びソラフェニブ N-オキサイドの濃度変化 

 
ソラフェニブから CYP3A4 の代謝によって

ソラフェニブ N-オキサイドが代謝産物とし
て生成される。そのため、細胞内及び培地中



 

 

でのソラフェニブは検出されないと考えら
れる。しかし、今回の結果ではソラフェニブ
が検出されたことより、何らかの経路により
ソラフェニブ N-オキサイドからソラフェニ
ブが産生されていると考察される。それによ
り、図2のソラフェニブN-オキサイドによる。
毒性が発揮していた可能性が示唆された。そ
のメカニズムについては、今後更に検討して
いく必要がある。 

以上の結果より、ソラフェニブによる肝障

害発現は、ソラフェニブ本体が作用している

ことが明らかとなった。さらに、培養肝細胞

ではソラフェニブ N-オキサイドがソラフェ

ニブに変化することで毒性を引き起こす可

能性が示唆された。すなわち、CYP3A4 の機能

低下等により、ソラフェニブの代謝が低下し

ている場合には、肝障害発現が引き起こされ

る可能性がある。しかし、これらは、in vitro
における結果であり、生体内での現象を示す

とは限らない。生体内においては、排泄機能

や胆汁鬱滞なども視野に入れる必要がある

ため、in vivo 評価系を用いたさらなる検討

が必要である。 
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