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研究成果の概要（和文）：分子標的治療薬による皮膚障害の発症機構としてSTAT3の活性変動に着目し、発症メカニズ
ムに基づいた皮膚障害予防・治療法をin vitroで探索することを目的とした研究を実施した。HaCaT細胞においてソラ
フェニブによるSTAT3のリン酸化低下に抵抗する化合物のスクリーニングにより、P-VC-MgおよびPGE1を選定した。両化
合物はSTAT3を介したアポトーシスの誘導に抵抗し、皮膚3次元モデルにおいても両化合物の皮膚障害に対する有用性が
認められたため、これらの化合物が分子標的治療薬による皮膚障害の治療薬または予防薬として適応可能であることを
示唆した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to search for treatment and prevention method of molecular targeted 
drugs-induced dermatological side effects based on the pathological mechanism to focus the activity of 
STAT3. By screening assay searching chemicals resisted to decrease of phosphorylated STAT3 by sorafenib 
in HaCaT cells, P-VC-Mg and PGE1 were selected. Both chemicals showed resistance to sorafenib-induced 
apoptosis, and the efficacy of both chemicals to dermatological side effects was demonstrated by the 
experiment with 3D skin model. These chemicals may be able to apply as treatment and prevention method of 
molecular targeted drugs-induced dermatological side effects.

研究分野：臨床薬学

キーワード： STAT3　HaCaT
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１．研究開始当初の背景 
	
 分子標的治療薬による皮膚障害は患者の
60%以上に発症し、治療の中断や QOLを低下
させる要因となるため治療上最大の課題と
なっている。しかし、発症メカニズムが十分
に研究されていないため、経験則に基づく対
症療法が一般的な対処法となっており、有効
な予防・治療法が確立されていない。既に
我々は、Signal Transducer and Activator of 
Transcription (STAT) 3が分子標的治療薬によ
る皮膚障害に大きく関与していることを明
らかにしているが、メカニズムに基づく有効
な治療法は未だ確立できていない。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、分子標的治療薬による皮膚障
害の発症機構として STAT3 の活性変動に着
目し、発症メカニズムに基づいた皮膚障害予
防・治療法を in vitroで探索することを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
1. STAT3活性化スクリーニング 
抗酸化物質、ヒアルロン酸、各種ビタミンな
どから、HaCaT細胞において分子標的治療薬
による STAT3 の活性化抑制に対して抵抗性
を示す化合物をスクリーニングする。イメー
ジング用マイクロプレートに播種した細胞
に分子標的治療薬（ソラフェニブ）と各種化
合物を処置し、ソラフェニブ単独処置と比較
して STAT3 のリン酸化（Y705）レベルを高
く維持する化合物を探索する。STAT3リン酸
化レベルおよび核内移行率は蛍光免疫染色
によるイメージングサイトメトリー法で母
集団解析により評価する。 
 
2. 生存試験 
HaCaT 細胞におけるソラフェニブの増殖抑
制作用に対する選定化合物の抵抗性の効果
をWST-8法により評価し、選定化合物の有用
性を in vitroで評価する。また、STAT3の寄
与を確認するため、siRNA により STAT3 を
ノックダウンさせた (siSTAT3) HaCaT細胞、
あるいは STAT3 の優性不活性体を遺伝子導
入した HaCaT細胞を用いて、同様の増殖抑制
作用を評価した。 
 
3. アポトーシス解析・シグナル解析 
ソラフェニブのアポトーシス効果に対する
選定化合物の影響について、Annexin V およ
び Propidium iodide 染色によるイメージング
サイトメトリー法により評価する。また、
STAT3 の活性化に関連する因子やアポトー
シス関連因子について western blot 法により
解析し、詳細な有効性メカニズムについて解
明する。 
 
4. in vitro 皮膚 3 次元モデルを用いた有用

性の検証 

in vitro 皮膚刺激性試験(SIT 法)は経済協力開
発機構(OECD)が承認した試験試料の刺激性
を評価するための動物実験代替法である。本
法を応用し、皮膚モデルに対する選定化合物
の局所投与の有用性を検証する。検討にはヒ
ト正常表皮角化細胞から構成された皮膚 3次
元モデル EPI-200(Mat Tek社製)を用いる。真
皮側(Basal side)からソラフェニブを処置する
ことで皮膚障害モデルとし、その細胞障害性
に対して表皮側(Epidermal side)からの化合物
処置により抵抗性を示すかについて MTT ア
ッセイを評価パラメーターとして検討する。
また、組織 HE 染色により形態の変化を評価
する。 
 
４．研究成果 
1. STAT3活性化スクリーニング 
STAT3の活性化スクリーニングにより、ビタ
ミン C 誘導体やプロスタグランジン E1 
(PGE1)などが分子標的治療薬による STAT3
の活性阻害を抑制した。以降、ビタミン C誘
導体（P-VC-Mg）および PGE1について、詳
細な検討を実施した。 
 
2. 生存試験 
P-VC-Mg共存下において、HaCaT細胞に対す
るソラフェニブの増殖抑制作用は顕著に減
弱することが示された (Fig. 1)。また、優性
不活性体の導入細胞においては P-VC-Mg の
軽減効果を認めなかった。また、PGE1 の共
存下においてもソラフェニブの増殖抑制作
用は顕著に減弱することが示された (Fig. 2)。
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さらに、siRNA により STAT3 をノックダウ
ンした HaCaT細胞においては、ソラフェニブ
による増殖抑制作用に対する PGE1の軽減作
用を示さなかったことから、P-VC-Mgおよび
PGE1は STAT3の活性変動を抑制することに
より、増殖抑制作用の軽減効果を発現してい
る可能性を示した。 

 
3. アポトーシス解析 
HaCaT 細胞にソラフェニブを処置すること
により誘導されるアポトーシスは P-VC-Mg
や PGE1を共存させることにより顕著に減少
した。 
 
4. シグナル解析 
HaCaT 細胞にソラフェニブを処置した際の
シグナル伝達因子の活性・発現変動を解析し
た (Fig. 3)。ソラフェニブの処置により生じ
たリン酸化 STAT3、survivin、Mcl-1の発現低
下は、P-VC-Mgを共存させることにより回復
した。また、STAT3の優性不活性体を導入し
た細胞では P-VC-Mg を処置した群において
も survivin や Mcl-1 の回復は認めず、STAT3
依存的に抗アポトーシス因子を制御するこ
とで、HaCaT細胞への増殖抑制作用を軽減し
たことが明らかとなった。この結果は PGE1
でも認められており、STAT3を介した抗アポ
トーシス因子の発現制御に抵抗することに

より、P-VC-Mgおよび PGE1は効果を示した
と考えられる。 
 
5. 皮膚 3次元モデルによる影響 
	
 皮膚 3次元モデルにソラフェニブを処置す
ることにより、角質層の幅が増大し、顆粒
層・有棘層の幅が縮小した (Fig.4)。しかしな
がら、P-VC-Mgを上皮側に処置すると、形態
は薬液未処置のものと同様の形態を示し、ソ
ラフェニブの作用を減弱させた。皮膚 3次元
モデルの生存率の評価ではソラフェニブ処
置によち顕著に低下し、P-VC-Mgを上皮側に
処置することにより、生存率の低下が抑制さ
れた。本現象は PGE1の処置においても認め
られている。 

 
以上より、HaCaT細胞においてソラフェニブ
による STAT3 のリン酸化低下に抵抗する化
合物のスクリーニングにより、P-VC-Mgおよ
び PGE1を選定した。両化合物は STAT3を介
したアポトーシスの誘導に抵抗することに
より、ソラフェニブの皮膚毒性に抵抗する可
能性が考えられる。また、皮膚 3次元モデル
においてもP-VC-MgおよびPGE1の皮膚障害
に対する有用性が認められたため、これらの
化合物が分子標的治療薬による皮膚障害の
治療薬または予防薬として適応可能である
ことを示唆した。 
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