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研究成果の概要（和文）：最初にヒト角化皮膚正常細胞株Ha-Cat培養細胞に対してafatinib, lapatinib, 5-fu
による増殖抑制をWST-8 assayで確認した。そして、この増殖抑制が細胞周期停止ではなく、アポトーシスであ
る可能性がFACSによって示唆された。これらはカスパーゼ非依存的なメカニズムによって起こっていることが、
pan-caspase inibitorであるzVADの添加によって確認された。さらに、pan-ROS indicator及びpan-ROS 
scavengerを用いたassayによりこの細胞死のメカニズムにROSの関与が示唆されたが、特定のものは同定できず
他の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：First of all, inhibitory effect of proliferation by afatinib, lapatinib and 
5-FU to Ha-Cat (human keratinocyte) cell line was confirmed by WST-8 assay. And according to the 
FACS analysis, this proliferation suppression is likely to due to apoptosis instead of the cell 
cycle arrest. In addition, caspase independent mechanism was revealed by zVAD added pan-caspase 
inhibitory assay. Finally, according to the pan-Ros indicator and pan-ROS scavenger assay, this cell
 death was thought to be due to ROS. But we could not identify the specific type of ROS using 
specific ROS indicator assay.

研究分野： 癌化学療法と副作用対策
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１．研究開始当初の背景 

癌治療の進歩はめざましく、特に新規抗癌

剤や分子標的薬の開発により癌化学療法の

有効性が高まりつつある。しかし、特有な有

害事象が発生し患者 QOL は低下、予定外の休

薬による治療の延期や投与量の減量により

引いては効果を削減させる原因にもなりか

ねない。これらの有害事象の中でも皮膚障害

（手足症候群、ざ瘡様皮疹など）は薬剤によ

っては頻発し、手足や顔面の皮膚の痛みや障

害により日常生活の質が大きく損なわれ、

QOL が極度に低下することが知られている。

しかし、一方でこれらの皮膚障害と薬剤の有

効性には正の相関があることも知られてい

て、いかに効果を維持したまま皮膚障害だけ

を予防あるいは治療できるかはこれらの化

学療法の成否を左右すると言える。 

 

２．研究の目的 

癌化学療法における皮膚障害の発生機序と

その抑制方法を基礎的に解明し、予防法や治

療法開発への橋渡し研究に繋げることが目

的である。 

予測されるreactive oxygen species (ROS)、

特にヒドロキシラジカル(・OH—)を発生させる

ROS の関与を証明することでそれによる皮膚

障害を高濃度水素水により予防や治療する

ための臨床試験への橋渡しを目指して研究

を行った。 

 

３．研究の方法 

ヒト角化皮膚正常細胞株Ha-Cat培養細胞に

いずれも臨床では皮膚障害の発生頻度の高

い EGFR inhibitor の afatinib, EGFR/HER2 

inhibitor の lapatinib, 代謝拮抗剤の 5-fu

を添加し増殖能測定、細胞周期解析、アポト

ーシスの解析、ROS の同定解析を行った。 

 

４．研究成果 

 まず、予備実験としてヒト角化表皮細胞

Ha-Cat に EGFR が発現していることを確認し

た（図１）。 
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 図１：ヒト上皮角化細胞Ha-Cat細胞のEGFR発現について 

• 目的　　　　Ha-Cat細胞を用いた分子標的薬及び化学療法薬剤による O 誘導の予
備実験として、Ha-Cat細胞にEGF が発現していることを確認する。 

 

 
• 方法　　　　EGF  in-cell ELI A kit ( hermo) 

• 結果　　　　EGF の発現が確認された 

＊＊　(P < 0.01) 

 

 

そして、ヒト角化皮膚正常細胞株 Ha-Cat 培

養細胞に対して afatinib, lapatinib, 5-fu

による増殖抑制を WST-8 assay で確認した

（図 2）。 

 

 

次に三剤処理時における細胞周期解析を行

ったところ、afatinib, lapatinib 各処理群

において sub-G1 population の増加が起こり、

5-fu 処理ではおこらないことが確認され、増

殖抑制は細胞周期停止ではなく、アポトーシ



スである可能性が FACS を用いた細胞周期解

析によって示唆された(図３)。 
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図３：三剤による増殖抑制における細胞周期解析及びROSの関与 
• 目的　　　　Ha-Cat細胞に対するfa nib, lapa nib, 5-fuの増殖抑制効果がアポトーシス

によるものかどうかを確認するとともに、ROSの関与について検証する。 

 
• 方法　　　　PI染色した細胞をフローサイトメーターで計測して細胞周期を解析し、アポ

トーシスをSUB-G1 populationとして定量化する。同時にN-アセチルシステイン(NAC)
の添加によるadd-back実験を行う。　（薬剤処理時間７２時間） 

• 結果　　　　afa nib (10μM) , lapa nib (10μM)の添加でSub-G1の増加及びNACの添
加によるリバースが確認され、アポトーシスとROSの関与が示唆された。5-fu (10μM)
についてはSub-G1の増加が確認されなかった。 

＊＊(P < 0.01)　 
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また afatinib, lapatinib 各処理群におい

て、pan-ROS scavenger である N−アセチルシ

ステイン（NAC）の添加によって Sub−G1 

populationが減少したことからROS依存性の

アポトーシスが起こっている可能性が示唆

された。またafatinibについて、pan-caspase 

inhibitor zVADの添加によるレスキューは確

認されなかった（data not shown）ことから、

カスパーゼ非依存的なアポトーシスである

ことが裏付けられた。 

さらに afatinib に関して pan-ROS 

indicator (CM-H2DCFDA)による染色細胞のフ

ローサイトメトリーにより、ROS の蓄積を確

認し、この細胞死のメカニズムに ROS の関与

が示唆された（図 4）。 

 

 

最後に現在、数種の特異的 ROS indicator 

(HPF, APF, Hy-DROP, Hy-SOX etc)を用いて、

ROS 種の同定を試みているが特定するには至

っていない。 

これまでの結果、当初予想していたような

高濃度水素水と反応するヒドロキシラジカ

ル(・OH—)が発生する ROS が未だに同定されて

いないため、in vitro の高濃度水素水による

皮膚細胞阻害の抑制実験には至っていない。 
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