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研究成果の概要（和文）：本研究では分子標的薬による皮膚障害の発症機序を解明するためヒト皮膚ケラチノサ
イト (HaCaT) を用いた検討を行った。細胞生存率は全ての薬物処置によって濃度依存的に減少した。Gefitinib
及びerlotinibの処置によりcaspase-3の活性化、リン酸化Aktの抑制が惹起された。一方、sunitinib及び
sorafenibではこのような変化は認められなかった。以上より、gefitinib及びerlotinibはAktのリン酸化を抑制
し、caspase-3依存的な細胞死を、sunitinib及びsorafenibはcaspase-3非依存的な細胞障害を惹起することが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The present study is designed to investigate mechanisms underlying epidermal
 growth factor receptor inhibitors (EGFRIs)- or multikinase inhibitors (MKIs)-induced Hand-Foot 
Syndrome (HFS) using a human keratinocyte cell line, HaCaT cell. We evaluated the effects of EGFRIs 
(gefitinib and erlotinib) or MKIs (sunitinib and sorafenib) on the viability of HaCaT cells using 
MTT assay. Each of the anti-cancer agents reduced the viability of Schwann cells in a 
concentration-dependent manner after either 24 or 48 h of treatment. The treatment with gefitinib 
and erlotinib significantly increased the expression of apoptosis marker caspase3, and reduced 
phospholylated Akt (p-Akt) levels, which involves in cell survival, suggesting that EGFRIs might 
induce HFS via cell apoptosis mechanisms. In contrary, sunitinib and sorafenib failed to affect 
caspase3 and p-Akt levels. These findings clearly suggest the different etiologic mechanisms 
underlying HFS depending on the classes of anti-cancer agents.

研究分野：医療薬剤学、薬理学

キーワード： 抗がん剤副作用　手足症候群
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、がん細胞特有な分子を標的とする分
子標的薬ががん化学療法のキードラックと
なりつつあるが、その有害反応として HFS 
を高頻度に発症することが知られている。こ
の HFS の主な症状は、四肢末端部におけるし
びれ、感覚異常、発赤および腫脹であり、服
用数日から数週間後に高頻度で発症する。こ
れらの有害反応はがん化学療法における用
量規定因子ともなっている。現在までに、細
胞障害型抗がん剤であるドキソルビシン誘発
の HFS発症においては、皮膚中の ROS などの
活性酸素が深く関与することが知られている 
1)。従って、HFSは皮膚細胞障害とそれに伴っ
た侵害性疼痛に起因すると考えられてきた。
しかし、HFS を発症する患者においては、皮
膚症状に先立って知覚異常が発現することも
珍しくなく、上述の仮説だけではそのメカニ
ズムを説明することは難しい。このようにHFS
の発症機序は未だほとんど解明されておらず、
そのため根治的治療法は存在しない。機序解
明が大きく遅れている原因は、1) HFS の発症
が知覚神経と皮膚への複雑かつ複合的な障
害反応に起因していること、2) しびれや感
覚異常の動物モデルおよびその評価法が確
立されていないことにある。抗がん薬それぞ
れの HFS 発症機序を明らかにし、有効な治療
薬を見いだすことが急務であると考えられ
る。 
 がん化学療法に使用される分子標的薬と
して、上皮成長因子受容体 (EGFR) 阻害剤
（ゲフェチニブおよびエルロチニブ）あるい
はマルチキナーゼ阻害剤（スニチニブおよび
ソラフェニブなど）が臨床適用されている。
研究代表者らは、ヒト表皮ケラチノサイト由
来細胞株である HaCaT 細胞に EGFR 阻害剤を
処置することにより、アポトーシス依存的な
細胞障害が誘導され、結果として HaCaT 細
胞の増殖が抑制されることを確認した。それ
に対し、マルチキナーゼ阻害剤処置は、HaCaT 
細胞増殖を抑制するものの、アポトーシス依
存的な細胞障害を誘導しなかったことから、
他の抗がん剤によるHFSの発症機序とは大き
く異なる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 近年、外的刺激に応答して皮膚に分布する
知覚神経が活性化することで、その近傍に局
在する樹状細胞が活性化され、炎症性サイト
カイン依存的に皮膚炎症が引き起こされる
ことが報告された 2)。これらの知見に基づき
研究代表者らは、分子標的薬の HFS 発症機序
を以下の通りに想定している。1) EGFR 阻害
剤は表皮細胞のアポトーシス依存的な炎症
反応を引き起こし、侵害性疼痛を惹起する。
2) マルチキナーゼ阻害剤は、皮膚組織中の
細胞分裂パターンを制御する基底細胞の増
殖抑制により皮膚細胞の恒常性を低下させ
るとともに、直接的な知覚神経異常ならびに
神経-免疫細胞相互作用を亢進させることで

皮膚炎症を惹起する。 
 本研究では、上述の作業仮説に基づき、分
子標的薬によるHFS培養細胞実験系および動
物モデルを確立して、その分子機構を検討し、
有効な治療薬を探索することを第一の目的
とする。特にマルチキナーゼ阻害剤の HFS 動
物モデルにおいては、行動評価だけでなく各
感覚神経線維特異的な神経活動変化を指標
とした客観的評価系を確立することで、しび
れや感覚異常の本質を分子レベルから解明
することを目的とする。 
１）培養細胞株および初代培養細胞実験系に
おいて各種分子標的薬の細胞障害メカニズ
ムを解析する。 
２）各種分子標的薬による HFS 病態モデル
の確立と皮膚障害ならびに各感覚神経線維
の活動異常の分子機構の解析を行う。(マル
チキナーゼ阻害剤の HFS モデルにおいては、
知覚神経/免疫細胞の相互作用に着目して
分子機構を検討する。) 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養と薬物処置 
 HaCaT は 10%ウシ胎児血清含有 DMEM を用い、
37℃、5% CO2環境下で維持した。24-well plate 
あるいは 60 mm dish に 1.6 x104cells/cm2

で播種し、24時間後に薬物処置を行った。薬
物はEGFRIsであるgefitinib及びerlotinib、
MKIsであるsunitinib及びsorafenibを用い
た。 
 
(2) 細胞の生存率評価 
 細胞生存率は MTT assay により評価した。
薬物処置 48 時間後の細胞に対して、
3-(4,5-dymethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen
yltetrazolium bromide (MTT) を添加し、560 
nm における吸光度を測定した (対照波長：
630 nm)。 
 
(3) Total RNA 抽出と Real-time PCR 
 薬物処置した細胞を RNeasy○R Mini Kit 
(QIAGEN 社) を用いて RNA 抽出を行った。次
に Total RNA を用い逆転写反応を行い、鋳型
cDNA を合成した。その後、TaqMan ○R  Fast 
Advanced Master Mix (Life technology 社) 
を用い、TaqMan○Rプローブ法により mRNA の定
量を行った。 
 
(4) Western Blotting 
 薬物処置した細胞を 1% Triton X-100 を含
む lysis buffer 中で可溶化した。SDS-PAGE
によりタンパク質を分離した後 PVDF 膜に転
写し、各抗体と反応させ化学発光により検出
した。 
 
(5) HTF モデルマウスの作製および各種実験 
 
 マウスに gefitinib あるいは erlotinib を



反復経口投与し（モデル1：それぞれ50mg/kg、
9 日間連日経口投与；モデル 2：50mg/kg、5
日経口投与 2 日休薬を 1 クールとして 4 ク
ール繰り返し）、手足症候群モデルマウスの
作製を試みた。また、von Frey フィラメン
ト（0.008、0.02、0.04、0.07、0.16、0.4 お
よび 1.0 g）を用いた up-down 法による痛
覚過敏反応の評価を行った。また、ペントバ
ルビタール 50 mg/kg を腹腔内投与すること
により、マウスを麻酔し、開腹後、PBS およ
び 4% PFA を経心灌流させ、脱血および固定
を行った。固定後のマウスから後肢表皮を回
収し、4% PFA を用いて後固定を 4 時間行っ
た。後固定終了後、15% スクロース溶液に置
換し、坐骨神経の脱水を行った。脱水後の坐
骨神経は包埋後、-80℃で凍結させ、その後
切片を作製した。こうして得られた組織標本
を用いて、マクロファージマーカーIba1 ある
いは細胞増殖マーカーKi67 による免疫染色
を行い、後肢表皮へのマクロファージ浸潤あ
るいは表皮基底膜の細胞増殖変化を検討し
た。さらに、同組織標本を用いて、ヘマトキ
シリン・エオジン染色（HE 染色）およびマッ
ソントリクローム染色を行い、組織障害につ
いて評価した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、EGFRIs である gefitinib と
erlotinib 、 MKIs で あ る sunitinib と
sorafenib を用い、HaCaT 細胞に及ぼす影響
と誘導される分子の違いについて検討を行
った。 

 MTT assay の結果より、細胞生存率は全て
の薬物処置によって濃度依存的に減少した。
また gefitinib 及び erlotinib の処置により
caspase-3 の活性化が認められ、これらの薬
物はリン酸化Aktも抑制することが判明した
（図１）。既報では、EGFR を RNAi により発現

抑制した状態でgefitinibを処置しても、Akt
のリン酸化が抑制される事が報告されてい
る 8)。Akt のリン酸化は細胞の生存・増殖に
必要な分子として広く知られており、これら
の結果から、HaCaT 細胞において gefitinib
及び erlotinib は EGFR 非依存的に Akt のリ
ン酸化を抑制し、最終的に caspase-3 依存的
な細胞死を起こしている可能性が示唆され
た。また、gefitinib 及び erlotinib をヒト
由来肺上皮細胞 A549 に処置した場合、
caspase-3 の活性化は認められないことが報
告されており 3)、これらの反応は HaCaT 細胞
においてのみ起きている現象であることが
示唆された。 
 一方、sunitinib 及び sorafenib では
caspase-3 の活性化は認められず、Akt 及び
リン酸化 Akt にも変化は認められなかった
（図 1）。よってこれらの薬物は Akt シグナル
に対して影響しない可能性が考えられ、
caspase-3 非依存的な細胞障害または増殖抑
制により、濃度依存的に細胞生存率が低下し
た可能性が考えられた。以上のことから、
HaCaT 細胞に EGFRIs または MKIs を処理した
とき、双方とも濃度依存的に細胞生存率が低
下するにもかかわらず、誘導される分子が異
なることがわかり、これらの違いが臨床所見
の違いと関連している可能性が示唆され、今
後、更なる検証が必要であると考えられた。  
 また、これらの薬物が近年 Akt との関連が
示唆されている分子シャペロンである GRP78
に影響を与えるか否かを検討したところ、
gefitinib 及び erlotinib の処置により、
GRP78 の mRNA 量が減少した。gefitinib 及び
erlotinib 処置において、リン酸化 Akt の減
少とGRP78の減少の時間が異なる点を考慮す
ると、Akt のリン酸化抑制を受けて、GRP78
の発現量低下が起こった可能性が考えられ
るが、詳細な分子メカニズムについては今後
更なる検討が必要である。また、細胞保護分
子である GRP78 が gefitinib 及び erlotinib
処置により低下していることから、GRP78 の
発現量を上昇させることで gefitinib 及び
erlotinib 誘発細胞死を抑制することが考え
られ、GRP78 は治療のターゲットとなり得る
可能性が示された。近年、細胞障害を起こす
ことなくGRP78のみを特異的に誘導する化合
物Bip inducer X (BIX) が見出されており 10)、
本研究で得られた知見より、gefitinib 及び
erlotinib によって起こる皮膚障害の治療薬
となり得る可能性が考えられた。今後は、
GRP78 を強制発現させた場合及び BIX を添加
した場合の gefitinib 及び erlotinib 誘発細
胞死に対する効果について、更なる検討を行
う必要性がある。 
一方、sorafenib 処置 24時間後においてわず
かに GRP78 発現量が上昇した。この原因の一
つとして、一過性に細胞にストレス（小胞体
ストレス）が生じ、その防御機構として GRP78
発現量が上昇したと考えられるが、48 時間で
定常状態に戻っていることを考慮すると、防

図 1 各薬物処置が Akt 及びリン酸化 Akt 
(p-Akt) に与える影響 
HaCaT 細胞に gefitinib (Gef)、erlotinib 
(Erl)、sunitinib (Sun)あるいは sorafenib 
(Sor) を 24 時間 (A,B)あるいは 48 時間
（C,D）を処置して、Akt 及びリン酸化 Akt
のタンパクレベルを評価した。 



御機構の働きにより小胞体ストレスから回
復した可能性が考えられた。 
 次に、gefitinib あるいは erlotinib を反
復経口投与し（モデル 1：それぞれ 50mg/kg、
9 日間連日経口投与；モデル 2：50mg/kg、5
日経口投与 2 日休薬を 1 クールとして 4 ク
ール繰り返し）、手足症候群モデルマウスの
作製をし、触覚アロディア、皮膚障害、免疫
細胞の浸潤などが惹起されているかについ
て検討を行った。しかしながら、いずれの群
においても疼痛閾値の変化、HE 染色・マッソ
ントリクローム染色にって評価した皮膚状
態の変化、ならびにや Iba1 陽性マクロファ
ージの浸潤、後肢表皮基底層における Ki67
陽性増殖細胞数の変化といった組織科学的
な変化は全く認められなかった。過去に HFS
動物モデルの確立およびそれらを用いた行
動実験を行っている論文はほとんどなく、げ
っ歯類においてHFSモデル作製を行うことは
非常に困難であると思われる。今後も HFS モ
デル動物の作製およびそれらを用いた解析
については継続して行っていく予定である。 
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