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研究成果の概要： 

抗がん剤治療の現場で末梢神経障害は大きな問題となっている。我々は細胞の生と死に深く

関与する細胞内情報伝達物質のスフィンゴ脂質に着目して、抗がん剤による末梢神経障害メカ

ニズムを検討した。本研究のために、質量分析装置による高感度スフィンゴ脂質分析法を開発

した。神経細胞様の培養細胞を抗がん剤処理したところ細胞死に関与すると考えられる特異的

なスフィンゴ脂質（セラミド）が上昇することを明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 

がん化学療法において副作用はほぼ必発
であり、その発現を防止軽減することはがん
化学療法の有用性を高める上できわめて重
要である。抗がん剤の主な副作用の一つに末
梢神経障害（しびれ）がある。現在のところ
末梢神経障害に対して確立した治療法はな
い。また障害の回復が非可逆的となる場合が
あることも報告されている。がん治療で広い
適応を持つシスプラチン（CDDP）、大腸癌の
標準治療レジメンの FOLFOX（オキサリプラチ
ン+ロイコボリン）、乳がん治療のパクリタキ
セルなど末梢神経障害が投与制限毒性とな

る化学療法は少なくない。従って、抗がん剤
投与による末梢神経障害のメカニズムを明
らかにする臨床のニーズは極めて大きいと
いえる。 
抗がん剤の副作用による末梢神経障害の

メカニズムには神経細胞への直接障害、神経
細胞に連続した軸索の一部の障害が考えら
れているが、その詳細は殆ど明らかになって
いない。 
近年、各種がん細胞に抗がん剤処理するこ

とにより細胞死が誘導されることが知られ
ており、様々な細胞内情報伝達系の関与が報
告されている。特にスフィンゴ脂質代謝は細
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胞の生存・死に重要な役割を演ずるとされ、
スフィンゴミエリンの分解により生産され
るセラミドは細胞死誘導に、スフィンゴシン
キナーゼ(SPHK)により産生されるスフィン
ゴシン 1－リン酸(S1P)は、特異受容体を介し
て生存シグナリングを活性化させ、細胞生存
に関与することが示唆されている。 
 

 
図 1 スフィンゴ脂質の代謝経路 
 

Pisano ら（Clin.Cancer.Res、9、5756-5767、
(2003)）は神経成長因子(NGF)で分化させた
PC12 細胞が CDDP により神経障害を生じたと
報告している。また、Noda ら(J.Neurooncol、
52、11-21、2001)は、C6 glioma 細胞を CDDP
処理することにより細胞内セラミドが上昇
し細胞死に至ることを報告している。しかし、
末梢神経障害メカニズムとスフィンゴ脂質
代謝を関連づけた研究はほとんど無い。 

以上の点をふまえ、我々は、細胞増殖・細
胞死に関与するスフィンゴ脂質代謝に着目
し、分子生物学的手法を用いて抗がん剤によ
る末梢神経障害発現メカニズムを明らかに
しようとした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、抗がん剤治療の現場で大

きな問題となっている末梢神経障害メカニ
ズムをスフィンゴ脂質代謝に着目して解明
することである。我々は LC-MS/MS によるス
フィンゴ脂質代謝物の定量法を新たに開発
し、分子生物学手法を組み合わせた研究を行
なうことを計画した。本メカニズムを解明す
ることにより得られる知見は、抗がん剤治療
の発展に寄与するものであり、末梢神経障害
の症状を軽減する薬剤の探索・開発にも応用
可能であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養： 

PC12 は、10%FBS、5%HS、100 U/mL ペニシ
リンGおよび100 U/mL ストレプトマイシ
ンを含む D-MEM 培地(高グルコース)を用
い、5% CO2 を含む 37℃のインキュベータ
ー内で培養した。細胞を播種後、培地を
1 % (v/v) FBS、100 U/mL ペニシリン G
および100 U/mL ストレプトマイシンを含
む D-MEM 培地(高グルコース)に交換し 12

時間培養する。更に 50 ng/mL NGF を添加
して 36 時間培養後、各種濃度の CDDP お
よびデセン酸(DA)に 12 時間暴露させた。  

(2) CDDP 処理による細胞死の測定： 
PC12 細胞株に CDDP 処理を行い、MTT アッ
セイにて IC50を測定する。 

(3)CDDP処理によるSPHKの変化： 
ウエスタンブロッティングによるSPHKの
蛋白発現量で評価した。 

(4)LC-MS/MSを用いたスフィンゴ脂質代謝物
定量法の確立： 

我々のセラミド(C16-、C18-、C24-セラミ
ド)､S1Pの変化を測定できる測定法の概
略を以下に示す。PC12細胞から酸性条件
下にスフィンゴ脂質抽出を行い、液体ク
ロマトグラフ-四重極タンデム型質量分
析装置(LC-MS/MS)により、C16-、C18-、C24-
セラミドおよびS1Pの各標品を用いて分
離定量を行う。LCは、オクタデシルシリ
カ-C18の逆相系カラムを用い、移動相とし
てA：水/トリフルオロ酢酸(TFA)(100:0.1、
v/v) 、B：アセトニトリル/TFA(100:0.1、
v/v) 、C：アセトン/TFA(100:0.1、v/v)
のグラジエント条件とした。MS/MS検出は、
エレクトロスプレーイオン化法(+)でマ
ルチプルリアクションモニタリングを設
定して行う。本測定法は質量分析装置の
特長をもつことからC16-、C18-、C24-のアシ
ル鎖毎にセラミドを分析できる。従って、
抗がん剤処理により変化するセラミドが、
セリンおよびパルミトイルCoAによるの
de nove合成由来か(C16-、C18-セラミド)、
スフィンゴミエリン由来か (C24-セラミ
ド)といった全く新しい情報を得ること
が出来た。 

(5) CDDP処理による細胞内シグナルの変化 
 
４．研究成果 
我々は、LC-MS/MS によるセラミドおよび

S1P を高感度、高選択的に定量できるスフィ
ンゴ脂質分析系を開発した。本測定系は新規
抗がん剤耐性バイオマーカーの探索、検証に
有用と考えられた。 
 

 
溶出時間

(min) 

MRM (m/z) 

 

コーン

電圧(V) 

コリジョ

ンエネル

ギー(eV)

C17 S1P (IS) 3.6 366.2 > 250.4 25 17 

S1P 3.7 380.2 > 264.4 25 17 

DHS1P 3.7 382.2 > 284.3 30 17 

C16 CER 4.9 538.2 > 520.4 25 11 

C18 CER 5.2 566.5 > 548.4 25 11 

C24 CER 6 650.6 > 632.5 20 11 

表１ スフィンゴ脂質の MS 条件 
 
次に、神経増殖因子(NGF)添加により神経

様細胞に分化させた PC12 細胞（ラット褐色



 

 

細胞腫）を CDDP 処理したところ、濃度依存
的な突起伸長の退縮を認めた。しかし、当該
CDDP 濃度において PC12 細胞生存率は変化し
ないことを見出した(図 1、2)。 

 

図 1. Effect of CDDP on PC12 neurite 

 
図 2. Dose-dependent effects of CDDP on the 
cell viability. PC12 cells were treated 
with the indicated concentration of CDDP 
for 12 hr. Cell viability was analyzed by 
MTT assay 
 

突 起 伸 長 に 関 与 す る と 考 え ら れ た
SYNAPSIN あるいは GAP-43 の活性化は影響を
受けなかった。 

細胞増殖・細胞死に関与するスフィンゴ脂
質代謝物を、LC-MS/MS 用いた分析法を用いて
定量した。NGF により分化させた PC12 細胞に
CDDP 処理を行ったところ、細胞死に関連する
と考えられる特定のアシル鎖のセラミドの
上昇を観察した。また、神経幹細胞の神経分
化誘導作用を有するデセン酸(DA)が、NGF に
より神経様細胞に分化させた PC12 の突起伸
長に対する CDDP の退縮効果を抑制すること
を見出した。DA あるいはその構造類縁体の末
梢神経障害治療薬としての可能性が考えら
れた。 

 

 

図 3 Effect of decenoic acid on CDDP 
-induced neurite retraction 

 

一方、増殖に関与すると考えられるスフィ
ンゴシンキナーゼの活性化は認められなか
った。Nodaらの (J. Neurooncol.、52、11-21、
2001) 、C6 glioma 細胞を CDDP 処理すること
により細胞内セラミドが上昇し細胞死に至
ることを報告からも、神経様細胞に分化させ
た PC12 の CDDP による細胞障害においてセラ
ミド等のスフィンゴ脂質代謝物の関与が示
唆された。 
以上の結果から抗癌剤による末梢神経障

害にスフィンゴ脂質代謝が関与していると
考えられた。今後 MALDI-TOFMS により CDDP
処理によるスフィンゴ脂質代謝プロファイ
ルをより詳細に検討し抗がん剤による末梢
神経障害メカニズムを明らかにしていく予
定である。  
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