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序論  

 

	
 2014 年における本邦のがん死亡者数は約 37 万人であり 1)、日本のみならず海外においてもがん

死亡者数の経年的な増加は問題となっているため、がんの治療成績向上は国際的に重要な課題であ

る。一方で、がん化学療法は分子標的治療薬の登場により飛躍的に進歩した。様々ながん種に対し

て分子標的治療薬の適応が広がり、今後も更なる発展が期待されている。分子標的治療薬は、がん

細胞に特異的な標的に対して作用するため、開発当初は安全性が高いと考えられていた。しかしな

がら、その臨床使用の拡大に伴い、治療に影響を及ぼす重大かつ特有の副作用が認められてきた。

なかでも皮膚障害は、多くの分子標的治療薬において共通して高頻度に発症し、治療の中断や QOL

を低下させる要因となっている 2-4)。 

	
 血管内皮増殖因子受容体 (VEGFR) や血小板由来成長因子受容体 (PDGFR) など複数のキナーゼ

を阻害するマルチキナーゼ阻害薬 (mTKI) は、手足皮膚反応 (HFSR) とも呼ばれる皮膚障害が高頻

度に発症することが治療上重大な問題となる。mTKI による皮膚障害は、5-フルオロウラシルやタ

キサン系などの細胞障害性の抗がん薬に起因する皮膚障害とは明確に区別されており、その特有の

病理像から表皮角化細胞の増殖低下が原因であることや、発症部位が手掌や足底部に限局的である

ことが報告されている 2-4)。特筆すべき点は、皮膚障害発症の有無と治療効果との間に関連性が示唆

されていることである 5,6)。つまり、皮膚障害は mTKIの抗腫瘍作用と共通の分子メカニズムにより

発症する可能性が考えられる。このように臨床上重要な症状であることは認識されているにも関わ

らず、詳細な発症メカニズムについては未だ解明されていない。現在においても、VEGF などの増

殖因子に関連するシグナル伝達分子阻害薬は様々ながん種に対して臨床試験が進められているが、

多くの薬剤で皮膚障害が認められ、共通の課題としてその解決が急務となる。 

	
 皮膚の恒常性維持に関与する因子としてインターロイキン (IL)-6 などの炎症性サイトカインと

その受容体から刺激を受ける Janus kinase /Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) 経

路が知られている 7)。この経路において中心的な役割を果たす STAT3は、全身の細胞に発現してお

り、細胞増殖、細胞周期、炎症などの細胞の恒常性維持に関わるタンパク質を転写制御することに

より、幅広い細胞機能を担っている 8,9)。また、STAT3 は細胞のアポトーシスにも密接に関係して

おり、アポトーシス抑制因子の発現を転写制御している 10)。近年、乾癬やアトピー性皮膚炎などの

皮膚疾患では、病変の角化細胞における炎症性サイトカインの産生増大とそれに伴う STAT3の恒常

的な活性化が認められることが明らかにされ 11-13)、STAT3が皮膚組織における恒常性維持に非常に

重要な役割を担っていることが認識されてきた。また一方で、STAT3は様々な成長因子からのシグ

ナルを集束する下流因子であることから、成長因子および血管新生因子に関連するシグナル因子を

標的とする既存の分子標的治療薬が STAT3の活性に影響を及ぼすことは自明である。以上をふまえ

ると、mTKI による皮膚障害において、STAT3 の活性変動が関与する可能性は極めて高いと考えら

れる。 

	
 また、mTKIであるスニチニブの腎細胞がんに対する抗腫瘍作用メカニズムには STAT3を介した

アポトーシスの誘導が寄与することが報告されている 14)。つまり、STAT3は mTKIの治療効果にも



 2 

関与することが知られているため、皮膚障害の発症と mTKI の治療効果の両方の関連因子となる可

能性は十分にある。 

	
 本論文では、mTKI による皮膚障害の発症メカニズムの解明と皮膚障害および治療効果に関する

予測因子を特定することを目的として、STAT3の活性変動に着目した検討を行うこととした。 

	
 すなわち、mTKIであるソラフェニブおよびスニチニブの表皮角化細胞における STAT3活性変動

に関する基礎的検討に加えて、STAT3遺伝子の多型に着目して STAT3の発現に影響を及ぼす一塩基

多型 (SNP) と皮膚障害の発症との関連性を臨床的に検討した。さらに、STAT3遺伝子多型と mTKI

の治療効果との関連性についても臨床的に検討した。その結果、mTKI による皮膚障害に関する発

症メカニズムとともに皮膚障害の発症および治療効果に関連する因子についての知見を得ることが

できたため、以下 3章に渡り論述する。 

 

 

  

Sorafenib� Sunitinib�

Figure 1-1 Chemical structures of sorafenib and sunitinib 
Yamamoto K., et al., PLoS One, 9, e102110 (2014) 
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第1章	
 マルチキナーゼ阻害薬によるヒト表皮角化細胞の STAT3シグナル経路に及ぼす影

響  

 

第 1 節	
 緒言  

	
 ソラフェニブおよびスニチニブは、VEGFR、PDGFR、Proto-oncogene tyrosine-protein kinase (c-Kit)、

the rearranged during transfection (RET)など、多種のチロシンキナーゼを標的とする経口 mTKIとして

臨床で使用されている 15,16)。特に、これらは転移性腎細胞がんの一次治療としては標準的に使用さ

れており、その有効性は高く評価されている 17,18)。しかしながら、いずれの薬剤においても共通の

副作用として皮膚障害が発症することで、患者の QOLを著しく低下させている。mTKIによる皮膚

障害は、その病理像と発症部位が極めて特徴的であり 19-21)、HFSR とよばれている。これらの副作

用は極めて高頻度に発症し、特に日本人における発症頻度が高いことが報告されている 22,23)。HFSR

の病理としては表皮角化細胞における増殖能の低下による異常角化が認められ、疼痛を伴う表皮の

肥厚や剥離などを生じる。しかし、特徴的な病理像であることは認識されつつあるにも関わらず、

発症の詳細な分子生物学的メカニズムは解明されていない。 

	
 STAT3は、アポトーシス抑制因子を含む関連遺伝子の転写制御を介して、細胞増殖、生存、炎症

などの様々な生物応答において中心的な役割を果たしている 7,10,24-26)。特に皮膚組織においては、各

種皮膚関連疾患において発現量の変化が報告されている survivinや B-cell lymphoma (Bcl-2) などの

タンパク質の転写を STAT3 が担うことから、STAT3 の皮膚組織の恒常性における機能は非常に重

要である 27,28)。また、STAT3の活性変化は各種の皮膚疾患の病態に関連することが報告されており、

乾癬やアトピー性皮膚炎などの病態における STAT3の役割はよく知られている 29)。一方で、STAT3

は mTKI が標的としている VEGFR、PDGFR、EGFR、Src などの分子の集束点に位置することも知

られている 30,31)。つまり、mTKI に起因する HFSR において、mTKI が STAT3 の活性阻害を介して

表皮角化細胞の増殖抑制とアポトーシスに大きく影響を及ぼすことが推察され、この現象が mTKI

による HFSRの発症メカニズムに寄与する可能性が十分に考えられる。 

	
 本章では、mTKIの表皮角化細胞に対する増殖抑制作用に STAT3が関与する可能性を明らかにす

ることを目的とし、mTKIであるソラフェニブおよびスニチニブのヒト表皮角化細胞 (HaCaT細胞) 

に対する増殖抑制作用に及ぼす STAT3 およびその関連因子の活性および発現の影響について検討

した。 
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第 2 節	
 方法  

1. 試薬  

	
 ソラフェニブは、LKT Laboratories (St. Paul, MN, US) より購入した。スニチニブマレイン酸塩お

よびヘキスト 33258は、Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) より購入した。STAT3の

小分子阻害薬である Stattic は、Enzo Life Science (Farmingdale, NY, USA) より購入した。p38 

Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) の特異的阻害剤である SB203580は、Cayman Chemical (Ann 

Arbor, MI, USA) より購入した。MAPK/ extracellular signal- regulated kinase (ERK) Kinase (MEK) 1お

よび MEK2の選択的阻害剤である U0126は、Cell Signaling Technology (Boston, MA, USA) より購入

した。 

 

2. 抗体  

	
 ウサギ由来抗リン酸化 (アミノ酸配列 705番目のチロシン残基のリン酸化；Tyr705) STAT3抗体、

リン酸化 (アミノ酸配列 727 番目のセリン残基のリン酸化；Ser727) STAT3 抗体、マウス由来抗

STAT3抗体、ウサギ由来 survivin抗体、ウサギ由来抗 Bcl-2抗体、ウサギ由来 Myeloid cell leukemia 

(Mcl-1) 抗体、ウサギ由来抗リン酸化 ERK 1/2抗体 (Thr202/Tyr204)、ウサギ由来抗 ERK1/2抗体、

ウサギ由来抗リン酸化 p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 抗体、およびウサギ由来抗 p38 MAPK抗体は、

Cell Signaling Technologyより購入した。ウサギ由来西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 結合型 IgG、

マウス由来 HRP結合型 IgGおよびウサギ由来 FITC結合型 IgGは、Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA) より購入した。ウサギ由来抗 β-actin抗体は、Sigma-Aldrich Chemicalより購入した。 

 

3. 細胞培養  

	
 ヒト表皮角化細胞株である HaCaT細胞は、Norbert Fusenig教授 (German Cancer Research Centre, 

Heidelberg, Germany) より提供を受けた 32)。ヒト肝がん由来細胞株である HepG2細胞ならびにヒト

転移性腎細胞がん由来細胞株である Caki-1細胞は、JCRB (大阪) より購入した。HaCaTおよび HepG2

細胞は、10%ウシ胎児血清 (lot. No. 9866 J; MP Biomedicals, Solon, OH, USA)、終濃度 100 units/mLペ

ニシリンおよび終濃度 100 µg/mLストレプトマイシン (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 含有

の Dulbecco`s Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich) を用いて培養した。Caki-1細胞は HaCaT細胞

同様、10%ウシ胎児血清、終濃度 100 units/mLペニシリンおよび終濃度 100 µg/mLストレプトマイ

シン含有の Eagle’s Minimum Essential Medium (Sigma-Aldrich) を用いて培養した。各細胞は培養フラ

スコに播種し、5% CO2および 37°Cで加湿条件下により培養し、0.05%トリプシン (Life Technologies) 

により継代操作を行った。 

 

4. WST-8 colorimetric assay 

	
 薬剤の細胞増殖抑制作用は、先行研究を参考に Cell Counting Kit-8 (同仁科学研究所，熊本) を用

いた WST-8 assayにより評価した 33)。細胞は 2 × 103 cells/wellで 96-wellプレートに播種し、24時間

の前培養を行った。前培養後の細胞は、段階的に希釈した薬剤を含む培養液に置換し、さらに 48
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時間培養した。48時間後の培養液は、WST-8試薬を含む培養液に置換し、3時間反応させた後、630 

nm を参照波長とする 450 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー (FLUOstar OPTIMA, BMG 

LABTECH, Ltd., Ortenberg, Germany) により測定した。 

 

5. アポトーシス解析  

	
 アポトーシスを介した細胞死は、FITC標識アネキシン V/ヨウ化プロピジウム (PI) アポトーシス

検出キット (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いて常法に従い評価した。まず、薬剤を処置

した細胞を phosphate-buffered saline (PBS) で十分に洗浄し、FITC標識アネキシン Vおよび PI染色

液を含有する PBSで 37°C、30分間処置した。細胞を十分に洗浄した後、10 µM ヘキスト 33258お

よび 4%パラホルムアルデヒドを含有する PBSで 30分間処置した。各蛍光色素の蛍光強度を IN Cell 

Analyzer 2000 (GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire, UK) により検出し、細胞膜におけるフォスフ

ァチヂルセリンの表出および PIの透過性を IN Cell Investigator (GE Healthcare) により解析した。解

析条件として、アネキシン V が検出される細胞をアポトーシス初期、アネキシン V および PI の両

方が検出される細胞をアポトーシス後期またはネクローシス細胞として解析を行った。 

 

6. Western blot 法  

	
 Western blot法は先行研究に示す方法により行った 34)。細胞の溶解は 1 mMジチオトレイトール、

1 mM フッ化フェニルメチルスルホニルおよび  5 µg/mL ロイペプチンを含有させた  Cell Lysis 

Buffer (Cell Signaling Technology) を用いて行った。タンパク質の分離は 7.5または 12%ドデシル硫

酸ナトリウム-アクリルアミドゲルによる電気泳動により行い、ポリフッ化ビニリデンメンブレン 

(Hybond-P membrane; GE Healthcare) に転写した。ブロッキング操作は 5%スキムミルクを含有した

ウォッシュバッファーにより行った。転写したメンブレンは、一次抗体を含むウォッシュバッファ

ーに 12 時間以上浸漬し、その後、HRP を結合した二次抗体を 1 時間反応させた。タンパク質の検

出は、メンブレンを ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) に浸漬すること

で発色させ、ChemiStage 16-CCによる画像撮影により行った (KURABO Industries Ltd.,大阪) 。メン

ブレンはストリップ操作により結合抗体を除去し、再度一次抗体を反応させることで、複数のタン

パク質の評価を行った。 

 

7. プラスミド構築  

	
 STAT3 恒常活性体である STAT3C の哺乳類細胞用発現プラスミド (pcDNA3-STAT3C) は、宮島

篤教授 (東京大学) より提供を受けた。STAT3C はアミノ酸配列の 662 番目のアラニン残基と 664

番目のアスパラギン残基をシステインに置換したものであり、人工的に核移行させるために STAT3

二両体を翻訳産物として生成することで恒常的に活性状態を示す 35)。プラスミドは QIAGEN® 

Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden, German) を用いて大腸菌より抽出した後、フェノールおよびクロ

ロホルムにより細胞培養に使用可能なグレードまで精製し、1 µg/µLで凍結保存した。 
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8. 一過性遺伝子導入  

	
 発現プラスミドを用いた一過性遺伝子導入は Lipofectamine LTX transfection reagent (Life 

Technologies) により常法に従い行った。細胞は 24 時間後に 90%コンフルエントとなる密度で播種

した。培養液は血清非含有 Opti-MEM (Life Technologies) に置換し、DNA-Lipofectamine混合液を添

加することで遺伝子導入を行った。HaCaT細胞においては 0.1 µg/well (96 wellプレート) の DNAを

導入した。 

 

9. 蛍光免疫染色によるイメージングサイトメトリー法  

	
 細胞は 4% パラホルムアルデヒドにより 15 分間室温で固定し、5%ウシ血清アルブミン含有 PBS

によりタンパク質ブロッキングを行った。その後、細胞を希釈した一次抗体溶液と反応させ、FITC

結合ウサギ由来 IgG (Santa Cruz) および PI含有 PBSと反応させた。画像撮影は IN Cell Analyzer 2000

により各 wellに対して 1,000 cellsずつ行い、IN Cell Analyzer Workstation version 3.2を用いて解析を

行った。STAT3の核移行は、Nuclear Translocation analysis moduleを用いて核および細胞質の蛍光強

度の比を算出することにより評価した。 

 

10. 統計解析  

	
 二群間の比較は unpaired Student’s t-testにより、多群間の比較は Dunnett testにより行った。また、

有意水準は両側 1%とした。  
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第 3 節	
 結果  

1. ソラフェニブおよびスニチニブの細胞増殖抑制作用に及ぼす STAT3 阻害剤の影響  

	
 HaCaT細胞および Caki-1細胞におけるソラフェニブおよびスニチニブの増殖抑制作用は、STAT3

特異的阻害剤である Stattic を前処置することにより顕著に増大した (Figure 1-2)。一方、HepG2 細

胞においては、本現象は認められなかった。 

 

 

 

  

*�

*�

C
el

l s
ur

vi
va

l (
%

 o
f c

on
tr

ol
)�

Sorafenib (µM)�

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic 

Sorafenib (µM)�

HaCaT cells� Caki1 cells�

Sunitinib (µM)� Sunitinib (µM)�

C
el

l s
ur

vi
va

l (
%

 o
f c

on
tr

ol
)�

*�

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic 

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic 

*�

*�

HaCaT cells� Caki1 cells�

HepG2 cells�

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic 

HepG2 cells�

Sorafenib (µM)�

Sunitinib (µM)�

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic *�*�*�

*�
*�

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

0 1 2.5 5 10 20 

DMSO 
stattic 

*�
*�*�

Figure 1-2 Effects of STAT3 inhibitor on sorafenib- and sunitinib-induced cell growth inhibition 
After pretreatment with Stattic (STAT3 inhibitor, 10 µM) or DMSO (solvent) for 20 min, HaCaT, Caki-1, 
and HepG2 cells were incubated in a medium that included sorafenib or sunitinib at the indicated 
concentrations for 48 h. Cell viability was determined by WST-8 colorimetric assay. *p<0.01 (Student’s 
t-test) as compared with control (DMSO). Each bar represents mean ± SD (n = 4).  

Yamamoto K., et al., PLoS One, 9, e102110 (2014) 
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2. 各種細胞株の STAT3 活性に及ぼすソラフェニブおよびスニチニブ処置の影響  

	
 各種細胞株におけるソラフェニブおよびスニチニブの存在下での STAT3の活性を Figure 1-3Aお

よび 3B に示す。HaCaT 細胞および Caki-1 細胞においては、STAT3-Tyr705 のリン酸化がソラフェ

ニブおよびスニチニブを 2時間処置することにより濃度依存的に減少したが、HepG2細胞において

は本現象を認めなかった (Figure 1-3A)。一方、STAT3-Ser727 のリン酸化はいずれの細胞株におい

ても影響を受けなかった。さらに、STAT3の活性化の指標である核内移行率は、ソラフェニブおよ

びスニチニブを処置することにより減少を示した (Figure 1-3B)。STAT3恒常活性体である STAT3C

遺伝子導入 HaCaT細胞においては、空ベクター導入細胞と比較して、ソラフェニブおよびスニチニ

ブの増殖抑制作用が減弱された (Figure 1-3C)。 
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Figure 1-3 Signal transduction alterations involved in STAT3 after treatment with sorafenib and 
sunitinib and effects of STAT3C on cytotoxicity of sorafenib and sunitinib 
(A) HaCaT, Caki-1, and HepG2 cells were incubated with a medium that included sorafenib or sunitinib 
at the indicated concentrations for 2 h. (B) Immunostaining images. HaCaT cells were treated with 
sorafenib (10 µM), sunitinib (10 µM), or DMSO (Control; cont) for 2 h and were fixed and incubated 
with an anti-STAT3 antibody, followed by incubation with FITC-conjugated anti-rabbit IgG (green). Bar 
shows 50 µm. (C) Effects of STAT3C transfection on sorafenib- and sunitinib-induced cell growth 
inhibition. HaCaT cells transiently transfected with STAT3C or an empty vector were preincubated for 
24 h, followed by incubation in medium containing sorafenib or sunitinib at the indicated concentrations 
for 48 h. *p<0.01 as compared with control (DMSO). Each bar represents mean ± SD (n=4).  

Yamamoto K., et al., PLoS One, 9, e102110 (2014) 
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3. HaCaT細胞に対するソラフェニブおよびスニチニブのアポトーシス誘導作用およびアポ

トーシス抑制因子に及ぼす STAT3 活性の影響  

	
 ソラフェニブおよびスニチニブの処置によるアポトーシス細胞の分布は、Stattic を前処置するこ

とにより顕著に増大した (Figure 1-4A)。さらに、STAT3により転写制御を受けている survivinおよ

び Bcl-2 などのアポトーシス抑制因子の発現は、ソラフェニブの短時間処置により減少し、長時間

処置により増加した (Figure 1-4B)。この変動は、STAT3-Tyr705 リン酸化の変動と相同的な挙動を

示している。一方、スニチニブ処置時は、STAT3-Tyr705リン酸化と survivinはソラフェニブ処置時

と同様の挙動を示したが、Bcl-2についてはソラフェニブと異なり発現変動を示さなかった。ソラフ

ェニブやスニチニブの 24時間処置は、STAT3-Tyr705のリン酸化、Bcl-2および Mcl-1の発現を減少

させ、survivin の発現もわずかに減少させた。STAT3C を遺伝子導入した HaCaT 細胞においては空

ベクターを導入した細胞と比較して、Bcl-2や survivinの発現が上昇した (Figure 1-4C)。 
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Figure 1-4 Effects of sorafenib and sunitinib on cellular apoptosis and the expression of apoptosis 
suppressors 
(A) After pretreatment with 10 µM Stattic or DMSO for 20 min, HaCaT cells were incubated in medium 
containing sorafenib or sunitinib at the indicated concentrations for 24 h. Apoptotic cells were detected 
using FITC-labeled Annexin V/PI staining with the IN Cell Analyzer 2000. *p<0.01 as compared with 
control (DMSO). Each bar represents mean ± SD (n = 4). (B) Alterations in STAT3 signal transduction 
and apoptosis suppressors. HaCaT cells were incubated in medium containing 1 µM sorafenib or 
sunitinib for the indicated times and with 10 µM sorafenib or sunitinib for 24 h. (C) Alterations of 
expression of apoptosis suppressors in transfected cells. HaCaT cells transiently transfected with 
STAT3C or an empty vector were prepared to total cell lysate. 

Yamamoto K., et al., PLoS One, 9, e102110 (2014) 
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4. HaCaT 細胞の MAPK 活性に及ぼすソラフェニブおよびスニチニブの影響  

	
 HaCaT細胞にソラフェニブおよびスニチニブを処置した後の MAPK活性を Figure 1-5Aに示す。 

ソラフェニブの処置は、p38 MAPKおよび ERKのリン酸化を亢進させた。また、スニチニブの処置

では、p38 MAPKのリン酸化の亢進が 2時間のみ認められた。また、ソラフェニブの増殖抑制作用

は、p38 MAPK阻害剤である SB203580ならびに MEK1/2阻害剤である U0126の前処置により抑制

された (Figure 1-5B)。また、スニチニブの増殖抑制作用は、SB203580の前処置時のみで減弱した。

これら MAPK阻害剤の STAT3活性に及ぼす影響を Figure 1-5Cに示す。SB203580の前処置は、ソ

ラフェニブやスニチニブによる処置時間依存的な STAT3-Tyr705 のリン酸化の亢進を増強する傾向

を示した。一方、U0126 の前処置は、ソラフェニブによる STAT3-Tyr705 のリン酸化亢進を増強す

る傾向を示したが、スニチニブにおいてはこの傾向は認めなかった。 
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Figure 1-5 Effects of sorafenib and sunitinib on MAPK activation in HaCaT cells and effects of 
MAPK inhibitor on sorafenib and sunitinib-induced cell growth inhibition and signal transduction   
(A) Alterations in MAPKs signal transduction. HaCaT cells were incubated in medium containing 1 µM 
sorafenib or sunitinib for the indicated times. (B) Effects of MAPK inhibitor on sorafenib- and 
sunitinib-induced cell growth inhibition. HaCaT cells were incubated with medium containing sorafenib 
at the indicated concentrations for 48 h after pretreatment with either U0126 (MEK1/2 inhibitor, 10 µM), 
SB203580 (p38 MAPK inhibitor, 10 µM), or DMSO (solvent) for 2 h. *p<0.01 as compared with control 
(DMSO). Each bar represents mean ± SD (n = 4). (C) Alterations in STAT3 signal transduction in the 
presence of MAPK inhibitors. HaCaT cells were incubated in medium containing 1 µM sorafenib or 
sunitinib for the indicated times after pretreatment with 10 µM U0126 for 2 h or 10 µM SB203580 for 2 
h. 

Yamamoto K., et al., PLoS One, 9, e102110 (2014) 
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第 4 節	
 考察  

	
 STAT3 の特異的な小分子阻害剤である Stattic の前処置は、ソラフェニブおよびスニチニブの

HaCaT細胞に対する細胞増殖抑制作用を相乗的に増大させ、アポトーシスによる細胞死の割合も増

大させた (Figure 1-2 および 1-4A)。さらに、STAT3 恒常活性体である STAT3C を遺伝子導入した

HaCaT 細胞は、空ベクターを導入した HaCaT 細胞と比較してソラフェニブおよびスニチニブの細

胞増殖抑制作用が減弱する傾向を示した (Figure 1-3C)。STAT3は表皮角化細胞の増殖を制御するこ

とで恒常性を維持する分子として機能することが報告されていることから 7,25)、ソラフェニブおよ

びスニチニブの角化細胞に対する増殖抑制作用には STAT3 の活性が重要な寄与を有していること

が示唆された。 

	
 本検討では、ソラフェニブおよびスニチニブの処置は、STAT3-Tyr705 のリン酸化のみを変動さ

せ、STAT3-Ser727のリン酸化には影響しなかった (Figure 1-3A、1-4Bおよび 1-5C)。STAT3には活

性化に関わるリン酸化サイトとして Tyr705および Ser727を有している。STAT3が完全な活性状態

となるためには、2 つのリン酸化サイトが協働して活性化する必要があることが報告されているが
36-38)、主たる活性は Tyr-705のリン酸化に依存していることが明らかにされている 39)。したがって、

ソラフェニブおよびスニチニブは、STAT3の主たる活性制御機構を阻害する可能性が考えられる。 

	
 ソラフェニブおよびスニチニブの Stattic前処置による細胞増殖抑制作用の増強は、HaCaT細胞と

同様に、Caki-1細胞においても認められた (Figure 1-2)。さらに、HaCaTおよび Caki-1細胞におけ

る STAT3-Tyr705 のリン酸化は、ソラフェニブおよびスニチニブの処置濃度依存的に減少したが、

この現象は HepG2細胞では認められなかった (Figure 1-3A)。近年、基礎研究において、mTKIであ

るソラフェニブおよびスニチニブの腎細胞がんに対する抗腫瘍メカニズムに、STAT3の阻害作用が

寄与している可能性が報告されている 14,40)。また、臨床研究では、mTKI による皮膚障害の発症は

その治療効果と関連していることも知られている 6)。以上をふまえると、HaCaTおよび Caki-1細胞

では、細胞増殖の制御が STAT3の活性に強く依存していることが、これらの現象を認める要因とな

ると考えられる。 

	
 ソラフェニブおよびスニチニブは STAT3の活性を阻害すると共に、アポトーシス抑制因子の発現

を減少させた (Figure 1-4B)。また、これらの挙動は STAT3-Tyr705のリン酸化の変動と同様の挙動

を示した。さらに、STAT3C を遺伝子導入した HaCaT 細胞においては、Bcl-2 および survivin の発

現量が顕著に増大した (Figure 1-4C)。STAT3 はアポトーシス抑制因子である Mcl-1、Bcl-2 および

survivinなどの転写を正に制御していることが報告されており 10,24,41)、特に survivinは正常表皮角化

細胞に発現し、角化細胞における分化を主に制御する核内因子として重要な役割を果たしているこ

とが報告されている 42)。このことから、ソラフェニブおよびスニチニブによる角化細胞への細胞毒

性には STAT3を介したアポトーシス抑制因子の発現変動が関連していることが示唆される。著者の

検討では、STAT3C 導入細胞において Mcl-1 の発現に顕著な変化を認めなかったため、細胞種によ

って STAT3による Mcl-1の発現制御の寄与が異なる可能性が考えられる。 

	
 ソラフェニブおよびスニチニブの処置は、STAT3-Tyr705 のリン酸化を濃度依存的に減少させ、

STAT3の核移行率を減少させた (Figure 1-3B)。しかしながら、比較的低濃度のソラフェニブおよび
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スニチニブは長時間処置することにより、減少したリン酸化が回復する傾向を示した (Figure 1-4B)。

STAT3活性は、様々なシグナルの制御を受けることが知られており 31)、複数の代償経路が存在する

ため、ソラフェニブおよびスニチニブによる STAT3の阻害作用は間接的作用である可能性がある。

また、著者の検討では、p38 MAPKの活性化が HaCaT細胞に対するソラフェニブおよびスニチニブ

の増殖抑制および STAT3の活性阻害に寄与する可能性が示され (Figure 1-5Aおよび 1-5B)、ソラフ

ェニブでは ERKの活性化も増殖抑制作用に影響を及ぼした (Figure 1-5B)。MAPK経路は STAT3を

負に制御するシグナル経路の一つである 43)。表皮角化細胞において、MAPKの亢進による乾癬様の

表皮過形成の病態には STAT3 シグナル経路の寄与が大きいことが報告されており、MAPK 経路と

STAT3 経路の相互制御が角化細胞の増殖と分化において極めて重要な役割を果たすことが知られ

ている 44)。したがって、ソラフェニブの HaCaT 細胞に対する増殖抑制作用においては、ERK およ

び p38 MAPK を介した STAT3 の活性制御が大きく寄与し、スニチニブでは p38 MAPK を介した

STAT3の活性制御が大きく寄与する可能性が考えられた。 

	
 ソラフェニブおよびスニチニブは、様々な細胞株に対して活性酸素種の産生を誘導することが明

らかにされており 45-47)、生じた酸化ストレスにより p38 MAPKが活性化し、STAT3の活性を低下さ

せる可能性が考えられる。近年、mTKI による HFSR は、歩行、手洗いあるいは他の日常生活より

受ける物理的圧力により惹起されることが報告されている 22,48,49)。mTKI による p38 MAPK の活性

化は、物理的なストレスと酸化ストレスが複合的に作用することにより促進される可能性が考えら

れ、この現象が HFSRの発症につながる可能性が考えられる。 

	
 STAT3は乾癬の発症に重要な役割を果たすことが既に知られている 50,51)。乾癬の病理像は表皮の

異常角化であり、STAT3の恒常的活性化が主たるメカニズムと考えられている。近年、ソラフェニ

ブの治療が乾癬の症状を改善させた症例が報告された 52)。ソラフェニブの表皮角化細胞に対する

STAT3活性を阻害する作用が乾癬治療のメカニズムとして考えられる。一方で、STAT3が阻害され

ることが HFSRの発症につながることを著者は提唱しているが、STAT3が高度に活性化し、乾癬の

発症につながることをふまえると、表皮角化細胞の正常な角化には、STAT3の活性を一定に維持す

る必要があることが考えられる。 

	
 以上より、本研究では、mTKI であるソラフェニブおよびスニチニブの表皮角化細胞に対する増

殖抑制作用には STAT3の活性阻害が寄与していることを明らかにした。この阻害作用は間接的な作

用であり、ソラフェニブは p38 MAPKと ERKを、スニチニブは p38 MAPKを介した STAT3阻害機

構が寄与する可能性を示した。本研究の進展により、皮膚障害のバイオマーカーの特定やメカニズ

ムベースの皮膚障害予防法の開発が期待される。 
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第 5 節	
 小括  

	
 本章ではmTKIであるソラフェニブおよびスニチニブの表皮角化細胞 (HaCaT細胞)に対する細胞

増殖抑制作用およびアポトーシス誘導作用における STAT3の関連性について検討し、次の知見を得

た。 

 

1. ソラフェニブおよびスニチニブによる HaCaT 細胞に対する細胞増殖抑制作用およびアポトー

シス誘導作用は、STAT3の活性阻害が寄与している可能性が示された。 

 

2. Stattic によるソラフェニブおよびスニチニブの細胞増殖抑制作用の増強は、腎がん細胞 

(Caki-1 細胞) においても認められ、STAT3 の活性阻害作用が腎細胞がんに対する抗腫瘍効果

と関連する可能性が示されたが、肝がん細胞 (HepG2細胞)においては認められなかった。 

 

3. ソラフェニブおよびスニチニブの表皮角化細胞に対するアポトーシス誘導作用は、STAT3 の

活性低下を介したアポトーシス抑制因子 survivin および Bcl-2 の発現低下に起因する可能性が

示された。 

 

4. ソラフェニブおよびスニチニブの STAT3 活性阻害作用は間接的な作用であり、ソラフェニブ

は p38 MAPKおよび ERK、スニチニブは p38 MAPKを介した STAT3の阻害メカニズムが関与

する可能性が明らかとなった。 
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第2章	
 STAT3 遺伝子多型と転移性腎細胞がん患者におけるマルチキナーゼ阻害薬による

手足皮膚反応との関連性  

 

第 1 節	
 緒言  

	
 転移性腎細胞がんの治療に対する分子標的治療薬の使用は、腫瘍縮小効果、生存期間の延長が期

待され、推奨されている治療の一つである 53)。なかでも mTKIは、予後リスクに関わらず 1次治療

の選択薬として用いられ、その有効性は多くの臨床試験で報告されている 18,54-56)。しかしながら、

高頻度に発症する皮膚障害が投与量の減量や治療の中断の要因となることが大きな課題となってい

る。mTKIに起因する HFSRは、日本人において特に発症頻度の高い副作用である 22,23,49)。海外の臨

床試験ではソラフェニブで 48%、スニチニブで 36%と報告されているが 49)、国内の臨床試験では

80%程度の患者に発症すると報告されている 22,23)。そのため、HFSR の発症には遺伝薬理的な要因

が存在する可能性は十分に考えられるが、未だ検討がなされていない。また、HFSRの発症と mTKI

の治療効果との間には関連性が報告されていることから 6)、リスク因子を特定することが安全性の

みならず有効性の因子を特定するためにも重要な意味を持つ。 

	
 前章より、著者はソラフェニブおよびスニチニブの表皮角化細胞に対する毒性において、STAT3

の活性阻害の寄与が大きいことを論述している。また、STAT3をコードする遺伝子には、日本人に

おいて一塩基多型  (SNP) が多数報告されている 57-60)。特に転移性腎細胞がん患者においては、

STAT3の遺伝子多型がインターフェロン (IFN) -α治療の反応性を予測する因子として報告されてお

り 57,58)、さらに一部の SNP は遺伝子型によって STAT3 の mRNA 発現量が異なることが明らかにさ

れている 58)。以上をふまえると、STAT3の機能変異が報告されている SNPと mTKIに起因する HFSR

の発症には関連性がある可能性が十分に考えられる。 

	
 本章では、転移性腎細胞がん患者において STAT3 の SNP が HFSR のリスク因子となる可能性を

明らかにすることを目的として、STAT3の SNPと mTKIによる HFSRの発症および重症度との関連

性について検討した。 
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第 2 節	
 方法  

1. 対象患者  

	
 対象は、神戸大学医学部附属病院泌尿器科に通院中の根治的腎摘出術を施行した腎細胞がん患者

であり、mTKI 治療を経験した患者とした。患者登録期間は本研究の実施が神戸大学大学院医学研

究科長に承認された 2013 年 9 月 19 日から 2015 年 3 月 31 日までとした。mTKI はスニチニブ、ソ

ラフェニブおよびアキシチニブとした。選択基準は、DNA抽出のための血液が入手可能であること、

患者情報の追跡が可能であることならびに初回 mTKI の導入時点で全身状態の尺度である Eastern 

Cooperative Oncology Group performance status (ECOG-PS) が 2以下であることとした。また、除外基

準は、初回 mTKI導入時点で the National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse 

Events (CTCAE), version 4.0における皮膚疼痛および手掌・足底発赤知覚不全症候群に相当する皮膚

障害を有する患者ならびに HFSRを除く事由により 4ヵ月以内に治療を中断した患者とした。予後

リスク分類は Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) リスク分類を用いて行った 61)。なお、

本研究は「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」および「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に

関する倫理指針」を遵守するとともに、神戸大学大学院医学研究科等医学倫理委員会の承認を得た

上で実施した。また、全ての患者から書面による同意を取得し、患者の診療情報は泌尿器科医師と

ともに電子カルテよりレトロスペクティブに収集・評価した。 

 

2. HFSR の評価  

	
 HFSRは、CTCAE ver. 4.0により規定された手掌・足底発赤知覚不全症候群とし、患者の診療情

報に基づきグレード分類された情報を抽出した。HFSR の発症患者は初回 mTKI 治療の開始 4 ヵ月

以内に grade 1以上の HFSRを発症した患者とした。診療情報より抽出が困難な場合については、主

治医と協議の上で HFSR の診断を行った。外来患者においては、HFSR と診断された最初の外来診

療日を HFSRの発症日とした。 

 

3. 血液検体の収集と遺伝子多型解析  

	
 治療および診断目的で採取した血液の残渣を血液検体とした。ゲノム DNA は、末梢血液から

NucleoSpin® Blood kit (MACHEREY-NAGEL, GmbH, Düren, Germany) により抽出した。STAT3遺伝子

多型 (rs4796793、rs9891119、rs1905341および rs744166)の解析は TaqMan® SNP Genotyping Assays kit 

(Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA, assay ID: C_27977213_10, C_30193884_10, AHD2B96, and 

C_3140282_10) を用いて行った。PCR反応は 95℃で 10秒間の変性反応に続き、95℃で 15秒間のア

ニーリング反応、60℃で 1分間の伸長反応を 1サイクルとして 40サイクル行った。反応後の解析は

ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) により行い、STAT3の遺伝子型

を決定した。 
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4. 統計解析  

	
 皮膚障害発症群および非発症群における患者背景の比較は unpaired Student's t-test, Welch's test, 

Mann–Whitney’s U-testまたは χ2 testにより評価した。STAT3の遺伝子型と皮膚障害の発症との関連

性については χ2 testにより評価し、オッズ比 (OR) と 95%信頼区間 (95% CIs) を算出した。遺伝子

型による皮膚障害の発症と時間推移は Kaplan–Meier法および log-rank testにより評価した。有意水

準は両側 5%以下とした。全ての統計学的処理は SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) を用いた。 
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第 3 節	
 結果  

1. STAT3 遺伝子多型の分布と患者背景  

	
 65名の患者を登録した。4名の患者はそれぞれ、間質性肺炎、紅斑、整形外科手術施行および消

化管穿孔の理由から、4ヵ月間以内に治療を中断したため除外した。また、1名の患者は血液サンプ

ルを得ることができなかった。そのため、解析は 65名中の 60名を対象に実施した（Figure 2-1）。 

 

 

 

 

 

 

	
 60名の患者背景および STAT3遺伝子多型の各 SNPの分布を Table 2-1に示した。本研究での対象

患者において rs9891119、rs1905341 および rs744166 は連鎖不均衡を示した。また、rs4796793 は他

の SNP と極めて近い遺伝子型分布を示したが、一部の症例で他の SNP と異なる変異パターンを示

した。解析対象 60名のうち、4ヶ月間以内に grade 1以上の HFSRを発症した患者は 46名 (76.6%)

であり、grade 2以上の重症例は 23名 (38.3%)であった。発症群と非発症群において、年齢、性別お

よび MSKCCリスク分類に顕著な差は認めなかった。また、本研究対象による各 SNPの遺伝子型の

分布は国立生物工学情報センター (NCBI) データベースの日本人における分布と同様の分布を示

した。 

 

Recruitment*of*mRCC*pa0ents*
n=65�

Excluded*(n=4)*
*
Interrup0on*of*mTKI*therapy*within*4*months*
•  Inters00al*pneumoni0s* * *(n=1)*
•  Intes0nal*perfora0on * *(n=1)*
•  Erythematous * * *(n=1)*
•  Orthopedic*surgery* * *(n=1)*

Lost*to*genotyping*(n=1)*
*
•  Unable*to*collect*blood*sample *(n=1)*

Data*available*for*analysis*
n=60�

Figure 2-1 Distribution of patients 

Yamamoto K., et al., Target. Oncol., 11, 93−99 (2016) 
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2.4 Statistical Analysis

Comparisons of patient characteristics between the non-HFSR
and HFSR groups were evaluated using the unpaired Student t
test/Welch’s test or theMann–WhitneyU-test and χ2 test (data
not shown). Associations between genotypes and HFSR de-
velopment were evaluated using the χ2 test and estimated
using odds ratios (ORs) and 95 % confidence intervals
(95 % CIs). The Kaplan–Meier method and log-rank test were
adopted to estimate and compare the cumulative incidence of
HFSR. A P value <0.05 was considered to indicate a statisti-
cally significant difference. All statistical analyses were con-
ducted using SPSS version 11.0 software (SPSS Inc., Chica-
go, IL, USA).

3 Results

3.1 Distribution of STAT3 Polymorphisms and Subject
Characteristics

Four patients experienced treatment failure within 4 months
because of interstitial pneumonitis, erythematous, orthopedic
surgery, or intestinal perforation, and blood could not be col-
lected from one patient. Thus the final analysis included 60
patients (Fig. 1). Samples from all 60 patients were success-
fully subjected to STAT3 polymorphism (rs4796793,
rs9891119, rs1905341, and rs744166) analysis. The distribu-
tion of the rs4796793 G/G, G/C, and C/C genotypes was
15.0 %, 45.0 %, and 40.0 %, respectively. In this study,
rs4796793 was mostly homologous to rs9891119,
rs1905341, and rs744166, and complete homology was ob-
served between rs9891119, rs1905341, and rs744166
(Table 1).

Among the 60 patients, no statistically significant associa-
tions were observed between HFSR development and charac-
teristics such as age, gender, or MSKCC risk group (data not
shown). Forty-six patients (76.6 %) developed grade ≥1
HFSR within 4 months. Twenty-three patients (38.3 %) de-
veloped severe HFSR (grade ≥2).

Table 2 Association between
STAT3 polymorphisms and the
development of HFSR

rs4796793 No. (%) of genotypes Genotype comparison

Non-HFSR HFSR OR 95 % CI P

Allele G 18 (64.3) 27 (29.3) G vs. C 4.33 1.80 - 10.45 0.001
C 10 (35.7) 65 (70.7)

Genotype G/G 6 (42.9) 3 (6.5) G/G vs. G/C vs. C/C - - 0.002a

G/C 6 (42.9) 21 (45.7) G/G vs. G/C + C/C 10.75 2.38 - 48.07 0.001

C/C 2 (14.2) 22 (47.8) G/G + G/C vs. C/C 5.50 1.21 - 24.16 0.025

OR odds ratio, CI confidence interval, HFSR hand-foot skin reaction
aP for trend test

Table 1 Characteristics of 60 patients with mRCC treated with mTKIs

Patient characteristic

Median age, year (range) 70.6 (40.0–90.0)

Gender, n (%)

Male 43 (71.7)

Female 17 (28.3)

MSKCC risk group, n (%)

Favorable 18 (30.0)

Intermediate 39 (65.0)

Poor 3 (5.0)

First mTKI, n (%)

Sunitinib 35 (58.3)

Sorafenib 16 (26.7)

Axitinib 9 (15.0)

HFSR grade, n (%)

0 14 (23.4)

1 28 (46.7)

2 13 (21.6)

3 5 (8.3)

rs4796793 genotypes, n (%)

G/G 9 (15.0)

G/C 27 (45.0)

C/C 24 (40.0)

rs744166 genotypes, n (%)

C/C 10 (16.7)

C/T 26 (43.3)

T/T 24 (40.0)

rs9891119 genotypes, n (%)

C/C 10 (16.7)

C/A 26 (43.3)

A/A 24 (40.0)

rs1905341 genotypes, n (%)

T/T 10 (16.7)

T/C 26 (43.3)

C/C 24 (40.0)

mRCC metastatic renal cell carcinoma, mTKI multiple tyrosine kinase
inhibitor, HFSR hand-foot skin reaction, MSKCC Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center

Targ OncolTable 2-1 Characteristics of 60 patients with mRCC treated with mTKI 

Yamamoto K., et al., Target. Oncol., 11, 93−99 (2016) 
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2. STAT3 遺伝子多型と HFSR の発症との関係  

	
 STAT3の 4つの遺伝子多型のうち、rs4796793の遺伝子型が最も顕著に HFSRの発症と関連性を示

した。rs4796793の Gのアレル頻度は、HFSR非発症群で 64.3%、HFSR発症群で 29.3%であった (OR 

= 4.33; 95% CI, 1.80-10.45; P = 0.001; Table 2-2)。また、HFSRの発症群と非発症群では、rs4796793

の遺伝子型の分布が顕著に異なることが示された (P = 0.002, trend test)。rs4796793の G/Gは HFSR

の発症と顕著な負の関連性を示した (G/G vs. G/C + C/C; OR = 10.75; 95% CI, 2.38–48.07; P = 0.001)。

加えて、Kaplan–Meier法による解析では、HFSR発症までの時間の中央値において G/Gと G/C + C/C

との間に顕著な差を認めた (P = 0.009, log-rank test; Figure 2-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.4 Statistical Analysis

Comparisons of patient characteristics between the non-HFSR
and HFSR groups were evaluated using the unpaired Student t
test/Welch’s test or theMann–WhitneyU-test and χ2 test (data
not shown). Associations between genotypes and HFSR de-
velopment were evaluated using the χ2 test and estimated
using odds ratios (ORs) and 95 % confidence intervals
(95 % CIs). The Kaplan–Meier method and log-rank test were
adopted to estimate and compare the cumulative incidence of
HFSR. A P value <0.05 was considered to indicate a statisti-
cally significant difference. All statistical analyses were con-
ducted using SPSS version 11.0 software (SPSS Inc., Chica-
go, IL, USA).

3 Results

3.1 Distribution of STAT3 Polymorphisms and Subject
Characteristics

Four patients experienced treatment failure within 4 months
because of interstitial pneumonitis, erythematous, orthopedic
surgery, or intestinal perforation, and blood could not be col-
lected from one patient. Thus the final analysis included 60
patients (Fig. 1). Samples from all 60 patients were success-
fully subjected to STAT3 polymorphism (rs4796793,
rs9891119, rs1905341, and rs744166) analysis. The distribu-
tion of the rs4796793 G/G, G/C, and C/C genotypes was
15.0 %, 45.0 %, and 40.0 %, respectively. In this study,
rs4796793 was mostly homologous to rs9891119,
rs1905341, and rs744166, and complete homology was ob-
served between rs9891119, rs1905341, and rs744166
(Table 1).

Among the 60 patients, no statistically significant associa-
tions were observed between HFSR development and charac-
teristics such as age, gender, or MSKCC risk group (data not
shown). Forty-six patients (76.6 %) developed grade ≥1
HFSR within 4 months. Twenty-three patients (38.3 %) de-
veloped severe HFSR (grade ≥2).

Table 2 Association between
STAT3 polymorphisms and the
development of HFSR

rs4796793 No. (%) of genotypes Genotype comparison

Non-HFSR HFSR OR 95 % CI P

Allele G 18 (64.3) 27 (29.3) G vs. C 4.33 1.80 - 10.45 0.001
C 10 (35.7) 65 (70.7)

Genotype G/G 6 (42.9) 3 (6.5) G/G vs. G/C vs. C/C - - 0.002a

G/C 6 (42.9) 21 (45.7) G/G vs. G/C + C/C 10.75 2.38 - 48.07 0.001

C/C 2 (14.2) 22 (47.8) G/G + G/C vs. C/C 5.50 1.21 - 24.16 0.025

OR odds ratio, CI confidence interval, HFSR hand-foot skin reaction
aP for trend test
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Median age, year (range) 70.6 (40.0–90.0)

Gender, n (%)

Male 43 (71.7)

Female 17 (28.3)

MSKCC risk group, n (%)

Favorable 18 (30.0)

Intermediate 39 (65.0)

Poor 3 (5.0)

First mTKI, n (%)

Sunitinib 35 (58.3)

Sorafenib 16 (26.7)

Axitinib 9 (15.0)

HFSR grade, n (%)

0 14 (23.4)

1 28 (46.7)

2 13 (21.6)

3 5 (8.3)

rs4796793 genotypes, n (%)

G/G 9 (15.0)

G/C 27 (45.0)

C/C 24 (40.0)

rs744166 genotypes, n (%)

C/C 10 (16.7)
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Figure 2-2 Kaplan-Meier analysis of time to incidence of HFSR on different rs4796793 genotypes 
Gray line, G/G genotype; black line, G/C genotype + C/C genotype. P value was calculated by log-rank 
test. 

Yamamoto K., et al., Target. Oncol., 11, 93−99 (2016) 

Yamamoto K., et al., Target. Oncol., 11, 93−99 (2016) 
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3. STAT3 遺伝子多型と HFSR の重症度との関係  

	
 rs4796793 の遺伝子型と HFSR の重症度の関連性について評価するために、grade 1 の軽度 HFSR

と grade 2以上の中等度〜重症 HFSRにおける遺伝子型の分布を比較したが、2群間に顕著な差は認

めなかった (Table 2-3)。 

 

 

 

 

4. スニチニブ治療患者における STAT3 遺伝子多型と HFSR の発症との関係  

	
 スニチニブを一次治療に使用した 35名の患者を抽出して同様の比較を行った。rs4796793の G/G

型は HFSRの発症において有意な負の関連性を示し、全患者での解析と同様の結果であった (OR = 

15.00; 95% CI, 2.37–93.28; P = 0.002; Table 2-4)。 

 

 
  

linkage disequilibriumwith rs1026916, rs1905341, rs744166,
and rs2306581, which were associated with IFN-α response
in a previous association study [12]. In the present study,
rs4796793 was strongly homologous with rs1905341,
rs9891119, and rs744166, and was most strongly associated
with the development of mTKI-induced HFSR.

Associations between STAT3 polymorphisms and various
diseases and drug responses have been reported in the Japa-
nese population [11–14]. Although the functions of many of
these polymorphisms are unknown, rs4796793 is known to
affect the STAT3 mRNA expression levels in B lymphocyte
cell lines as a consequence of its location in the 5′-flanking
region of STAT3 [12]. Differences in STAT3 mRNA expres-
sion levels associated with each genotype can be observed in
systemic cells, including keratinocytes. Future studies should
explore STAT3 mRNA expression levels in various
keratinocyte cell lines harboring each rs4796793 genotype.
We previously reported a relationship between sorafenib-
and sunitinib-induced skin toxicity and the inhibition of
STAT3 activity in human epidermal keratinocytes in vitro
[6]. We hypothesized that patients with lower levels of STAT3
mRNA expression were more readily affected by the mTKI-
mediated inhibition of STAT3 activity and were less able to
restore STAT3 activity, leading to the development of HFSR
as a result of reduced transcription of genes encoding various
apoptosis suppressors, including survivin, myeloid cell leuke-
mia 1 (Mcl-1), and B-cell lymphoma 2 (bcl-2), in
keratinocytes [18–20]. However, detailed investigations are
needed to prove this hypothesis.

In this study, we found no association between the
rs4796793 genotype and HFSR severity. Severe HFSR (grade
≥2) has been reported to be related to plasma drug concentra-
tion, cumulative drug area under the curve, and maintenance
dose [21–24]. In the present study, no statistical difference was
observed between non-HFSR and HFSR groups with regard
to the initial doses patients received (data not shown). Previ-
ous studies have found that various pharmacogenomic factors
were affected by the pharmacokinetics of mTKI [21, 25–28],
and it is possible that these factors are also associated with
HFSR severity. In addition, HFSR lesions become tender and
develop scaling with a peripheral erythematous halo localized

in areas of pressure [29, 30], and so it is also possible that the
severity of HFSR is related to the level of physical activity
during the follow-up period.

In recent works, mTKIs were reported to induce the apopto-
sis of RCC or hepatocellular carcinoma cells and to reduce the
number of immunosuppressive cells as a result of STAT3 inhi-
bition [31, 32]. An earlier study in RCC suggested that the level
of phosphorylated STAT3was associated with clinical outcome
[33], whereas STAT3 activation in tumor-enhancing immune
cells is an important known contributor to impaired antitumor
immunity [34]. Moreover, as HFSR is associated with the ther-
apeutic efficacy of mTKIs, polymorphisms that affect the ex-
pression of STAT3 may serve as predictable markers of mTKI
efficacy. Prospective translational trials including a larger num-
ber of patients are needed to confirm this hypothesis.

We should emphasize that a limited number of patients were
retrospectively investigated in the present study. Sample size
was preferentially considered with feasibility based on number
of ambulatory patients; therefore, it would appear that the sta-
tistical power of the hypotheses in this study was inadequate. It
will be necessary to apply this exploratory data in clinical trials
in order to corroborate our results and confirm our hypothesis.

In conclusion, our retrospective analysis indicates that
STAT3 polymorphisms may be significant predictors of
mTKI-induced HFSR in Japanese patients with mRCC. If
SNP in STAT3 can be established as an effective and toxic
predictive marker, and if we are able to clarify the association
between mTKI dose administered to patients with each geno-
type in STAT3 SNP and clinical outcomes or HFSR, this may
be of use in determining the optimum dose for each genotype.
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Table 4 Association between
STAT3 polymorphism and the
development of HFSR in patients
treated with sunitinib as first
mTKI

SNP No. (%) of genotypes Genotype comparison

non-HFSR HFSR OR 95 % CI P

rs4796793 G/G 5 (55.6) 2 (7.7) G/G vs G/C vs C/C - - 0.008a

G/C 2 (22.2) 10 (38.5) G/G vs G/C + C/C 15.00 2.37–93.28 0.002

C/C 2 (22.2) 14 (53.8) G/G + G/C vs C/C 4.08 0.78–20.45 0.101

HFSR hand-foot skin reaction, mTKI multiple tyrosine kinase inhibitor, SNP single nucleotide polymorphism,
OR odds ratio, CI confidence interval
aP for trend test
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3.2 Analysis of STAT3 Polymorphisms and HFSR
Development

Among the four candidate STAT3 polymorphisms, the most
significant association with HFSR development was observed
for the rs4796793 genotypes. The rs4796793 G allele frequen-
cies were 64.3 % and 29.3 % in the non-HFSR and HFSR
groups, respectively (OR=4.33; 95 % CI, 1.80-10.45; P=
0.001; Table 2). rs4796793 G allele homozygosity exhibited
a significant negative association with HFSR development;
whereas, heterozygosity had the highest odds ratio among
the genotypes (non-HFSR vs. HFSR; OR=10.75; 95 % CI,
2.38–48.07; P=0.001). In addition, Kaplan–Meier analysis
demonstrated a statistically significant difference in the medi-
an time to HFSR development between patients with the G/G
genotype and those with the G/C + C/C genotypes at
rs4796793 (not reached vs. 21 days; P=0.009, log-rank test;
Fig. 2).

3.3 Analysis of STAT3 Polymorphisms andHFSR Severity

To assess the association between rs4796793 genotypes and
HFSR severity, the rs4796793 genotype distributions in the
mild HFSR (grade 1) and severe HFSR (grade ≥2) groups

were compared. No significant relationship was observed be-
tween HFSR severity and rs4796793 genotypes (Table 3).

3.4 Analysis of STAT3 Polymorphisms and HFSR
Development in Patients Treated with Sunitinib as Initial
mTKI

Thirty-five patients were treated with sunitinib as the initial
mTKI. In these patients, rs4796793 G allele homozygosity
exhibited a significant negative association (OR=15.00;
95 % CI, 2.37–93.28; P=0.002; Table 4) with the develop-
ment of HFSR, similar to the findings observed in the overall
cohort. The study did not include enough patients treated with
sorafenib or axitinib as the initial mTKI to permit statistical
comparisons among these groups.

4 Discussion

In this study, we showed that a STAT3 polymorphism could
predict toxicity in the form of HFSR in patients with clear cell
RCC who were treated with sunitinib, sorafenib, or axitinib.
This marker may be particularly valuable for patients treated
with sunitinib as the initial mTKI. However, the study cohort
included too few patients treated with sorafenib and axitinib as
the initial mTKI to permit statistical comparisons, and there-
fore additional studies involving larger numbers of patients
treated with individual drugs are needed.

Asian—particularly Japanese—patients who are treated
with mTKIs develop HFSR more frequently than other popu-
lations [16, 17]. In this study, we assessed STAT3 polymor-
phisms known to occur with greater frequency in the Japanese
population. According to the NCBI database (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4796793), the
rs4796793 G/G, G/C, and C/C genotypes are present in 15.
6 %, 48.9 %, and 35.6 % of the Japanese population, respec-
tively, which is similar to the proportions observed among
patients with RCC in the present study. The NCBI data also
reveal that the rs4796793 C is more frequent among Asian
than white populations, which also supports our findings. Fur-
thermore, rs4796793 has been reported to exhibit strong

Table 3 Association between STAT3 polymorphism and HFSR severity

SNP No. (%) of genotypes Genotype comparison

Grade 1 Grade ≥2 OR 95 % CI P

rs4796793 G/G 3 (10.7) 0 G/G vs G/C vs C/C - - 0.755a

G/C 11 (39.3) 10 (55.6) G/G vs G/C + C/C - - 0.270

C/C 14 (50.0) 8 (44.4) G/G + G/C vs C/C 0.80 0.25–2.58 0.769

HFSR hand-foot skin reaction SNP single nucleotide polymorphism, OR odds ratio, CI confidence interval
aP for trend test
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Fig. 2 Kaplan-Meier analysis of time to incidence of HFSR for all 60
patients with mRCC on different rs4796793 genotypes. Gray line, G/G
genotype; black line, G/C genotype + C/C genotype. P value was
calculated by log-rank test
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第 4 節	
 考察  

	
 本研究において、著者は STAT3の遺伝子多型がスニチニブ、ソラフェニブまたはアキシチニブの

一次治療を受けた腎細胞がん患者の HFSRの発症においてリスク因子となることを示した。一次治

療としてスニチニブによる治療を受けた患者のみを抽出した解析においても、全患者対象の解析と

同様に、STAT3の遺伝子多型と HFSRの発症に関連性を示したことから (Table 2-4)、特にスニチニ

ブ使用患者においては rs4796793の遺伝子型が HFSR発症のリスク因子となることが示唆される。 

	
 アジア地域、特に日本人においては、他の人種と比較して mTKIによる治療を受けた患者の HFSR

の発症率が極めて高い 17,62)。そのため、本研究では日本人において遺伝子変異の頻度が高いことが

知られている SNPについて評価した。NCBIデータベースによると、rs4796793の遺伝子型の日本人

における分布は G/G、 G/C および C/C がそれぞれ 15.6%、 48.9%および 35.6%であり

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4796793）、腎細胞がん患者を対象とした本

研究においても同様の分布を認めた (Table 2-1)。また、同データベースでは、rs4796793 の C アレ

ル保有者は白色人種と比較してアジア系人種において非常に多いという情報が公開されている。さ

らに、腎細胞がんの IFN-α の治療反応性と相関する因子を特定した先行研究において、rs4796793

は STAT3 の他の遺伝子多型である rs1026916、rs1905341、rs744166 および rs2306581 と非常に強い

連鎖不均衡を示すことが報告されている 58)。本研究においても rs4796793は、rs1905341、rs9891119

および rs744166と強い連鎖不均衡を示し (Table 2-1)、mTKIによる HFSRの発症に対して最も顕著

な関連性が認められた (Table 2-2)。 

	
 STAT3の SNPと各種疾患および薬物反応性との関連性については、日本人を対象とした研究結果

が報告されている 57-60)。しかし、STAT3 の SNP の多くはその機能が明らかにされていない。一方、

rs4796793については、STAT3をコードする領域の 5’末端近傍に存在し、Bリンパ球における STAT3 

mRNA発現量が遺伝子型により異なると報告されている 58)。また、第 1章において示した、ソラフ

ェニブやスニチニブによる皮膚毒性が STAT3 の活性阻害に起因することをふまえると、STAT3 

mRNA 発現量の低い患者は、mTKI による STAT3 阻害作用をより受けやすく、STAT3 活性の回復

制御を示しにくいため、結果として、表皮角化細胞における survivin、Mcl-1、Bcl-2などのアポトー

シス抑制因子の転写の低下を来し 10,24,41)、HFSR の発症に繋がるというメカニズムが考えられる。

しかし、各遺伝子型に応じた STAT3 mRNA発現量の違いは、Bリンパ球を用いた検討のみであり、

表皮角化細胞の情報は報告されていない。今後、このことを検証するために rs4796793 の各遺伝子

型の患者から表皮角化細胞を採取し、皮膚組織における STAT3 mRNA 発現量を評価することで、

rs4796793が HFSRの発症と関連する詳細なメカニズムを特定することができると考える。 

	
 rs4796793の遺伝子型と HFSRの重症度には関連性が認められなかった (Table 2-3)。grade 2以上

の重症 HFSRは、血漿中薬物濃度、累積薬物血中濃下面積または薬物の維持投与量に関連すること

が報告されている 63-66)。また、近年、ATP-binding Cassette Sub-family B Member 1 (ABCB1) や ABCG2

などの mTKI の体内動態に影響を及ぼす様々な遺伝薬理学的要因が報告されているため 63,66-69)、こ

れらの要因が HFSR の重症度と関連する可能性も高い。さらに、HFSR の発症は皮膚の圧力のかか

る部位に限局する傾向にある 21,70)。そのため、HFSR の重症度は観察期間内の身体的活動性にも関
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連している可能性も否定できない。したがって、HFSR の重症度は STAT3 の遺伝子多型以外の要因

に寄与するのかもしれない。 

	
 近年、mTKIは STAT3の活性を阻害することにより腎がん細胞のアポトーシスを誘導することが

報告されている 14,71)。さらに、腎細胞がんに関する報告によると、がん組織中の STAT3のリン酸化

レベルは臨床転帰と関連することが明らかにされており 72)、がん細胞により増大した免疫細胞内の

STAT3 の活性化は、抗腫瘍効果を減弱させる重要な要因であることも知られている 73)。その上、

HFSR の発症は mTKI の治療効果と関連していることから 6)、STAT3 の発現量に影響を及ぼす遺伝

子多型は、mTKI の治療効果に関連する因子となる可能性もある。本知見に基づく探索的研究につ

いては第 3章で論述する。 

	
 本研究結果の限界として、少数例の患者をレトロスペクティブに調査した研究であることを意識

しなければならない。症例数は神戸大学医学部附属病院泌尿器科の通院患者数に基づき、実現可能

性を優先的に考慮して設定したため、仮説に対する統計学的検出力は不十分であると言える。この

探索的な研究結果を活用し、検証的な臨床試験を実施することで、HFSR の事前予測因子の臨床応

用に向けて発展させることが可能となる。 

	
 結論として、著者のレトロスペクティブな解析により、STAT3 の遺伝子多型は日本人の腎細胞が

ん患者における mTKI による HFSR のリスク因子となりうることを明らかにした。本知見は、第 1

章で得られた HFSR発症メカニズムの基礎的な研究結果を、臨床研究により立証した重要な情報で

ある。 
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第 5 節	
 小括  

	
 本章では、転移性腎細胞がん患者において STAT3の遺伝子多型と mTKIによる HFSRの発症およ

び重症度との関連性について評価し、STAT3 の遺伝子多型が HFSR のリスク因子となる可能性につ

いて検討することで、以下の知見を得た。 

 

1. rs4796793、rs9891119、rs1905341および rs744166は非常に近い遺伝子型分布を示した。 

 

2. mTKI による HFSR 発症群と非発症群において、STAT3 遺伝子多型である rs4796793 の遺伝子

型の分布が顕著に異なることを明らかにした。 

 

3. mTKIによるHFSRを発症した患者の重症度は、rs4796793の遺伝子型と関連性を認めなかった。 

 

4. rs4796793 の遺伝子型 G/G の患者群と G/C および C/C の患者群において、mTKI による HFSR

の発症と時間推移の曲線に顕著な差を認めた。G/Cおよび C/Cを有する患者において HFSRの

発症リスクが高いと考えられた。 
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第3章	
 STAT3 遺伝子多型と転移性腎細胞がん患者における治療効果との関連性  

 

第 1 節	
 緒言  

	
 腎細胞がんは予後不良の腫瘍として認識されている。臨床転機が極めて悪い要因の一つとして、

その転移性の高さが問題とされており 74)、転移性腎細胞がんの治療においては化学療法の有効性が

非常に重要となる。転移性腎細胞がんの標準治療には分子標的治療薬が多用される。なかでも mTKI

は、標準治療に用いられているソラフェニブやスニチニブに加えて、アキシチニブおよびパゾパニ

ブが使用されるようになり、腎細胞がんの分子標的治療における重要な位置を占めるに至っている

75,76)。さらに、エベロリムスやテムシロリムスなどのラパマイシン標的タンパク質 (mTOR) 阻害薬

に加え、近年では、未分化リンパ腫キナーゼ融合タンパク質阻害薬や Programed death-1 (PD-1) 抗体

などが臨床試験され、治療成績の更なる向上が期待されている 77)。様々な作用機序の薬剤が登場し、

これらを逐次的に使用することで腎細胞がんの治療成績は向上したが、各薬剤の有効性に関わる因

子については情報が不足している。また、腎細胞がん治療に用いる分子標的治療薬は、高額な薬価

が問題となるため 78)、有効性を事前予測し、治療初期から最適な化学療法を提供するためのツール

の開発が急務とされている。 

	
 STAT3は、細胞の分化、生存および増殖に広く関与しており 79)、様々ながん種において恒常的に

活性化していることが報告されている 35)。そのため、STAT3はがん治療の標的として以前から注目

を集めてきた 31,51)。特に mTKIの細胞増殖抑制作用は、STAT3を介した機構が寄与することが示唆

されている 14,80,81)。また、STAT3 をコードする遺伝子は、日本人において STAT3 の機能が異なる

SNPが知られており、日本人の腎細胞がん患者における IFN-α治療の有効性を事前予測するツール

として応用可能であることが報告されている 57,58)。報告されている SNPには機能的な変化が生じて

いることも示唆されているため、著者は STAT3の SNPが mTKIによる腎細胞がん治療の効果と関連

する可能性を考えた。 

	
 著者は、第 1 章において、mTKI に起因する表皮角化細胞の増殖抑制作用およびアポトーシスは

STAT3の活性阻害を介しており、腎がん細胞においても同様のメカニズムが存在する可能性につい

て論じた。以上をふまえると、mTKI の治療効果と STAT3 の遺伝子多型が関連する可能性は十分に

考えられる。 

	
 本章では、STAT3 の遺伝子多型が腎細胞がん治療における mTKI の効果関連因子となる可能性を

明らかにすることを目的とし、mTKIに対する腎細胞がんの治療反応性と STAT3の SNPとの関連性

を検討した。 

 

  



 25 

第 2 節	
 方法  

1. 対象患者  

	
 対象は、神戸大学医学部附属病院泌尿器科に通院中の根治的腎摘出術を施行した腎細胞がん患

者であり、mTKI治療を実施した経験のある患者または実施予定の患者である。mTKIはスニチニ

ブ、ソラフェニブおよびアキシチニブとした。患者登録期間は、本研究の実施が神戸大学大学院

医学研究科長に承認された 2013年 9月 19日から 2015年 9月 30日までとした。適合基準として、

DNA抽出のための血液サンプルが入手可能であること、患者情報の追跡が可能であることならび

に一次治療の導入時点で全身状態の尺度である ECOG-PS が 2 以下であることとした。また、除

外基準としては、対象薬剤治療中に有効性評価のための CT 画像が未取得である患者、一次治療

においてテムシロリムスを使用した患者、mTKI と IFN-α の併用療法を施行した患者とした。予

後リスク分類は MSKCCリスク分類を用いて行った 61)。なお、本研究は「人を対象とする医学系

研究に関する倫理指針」および「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」を遵守すると

ともに、神戸大学大学院医学研究科等医学倫理委員会の承認を得た上で実施した。また、全ての

患者から書面による同意を取得し、患者の診療情報は泌尿器科医師とともに電子カルテよりレト

ロスペクティブに収集・評価した。 

 

2. 治療反応性の評価  

	
 mTKIの治療反応性は、mTKI導入前と導入後一定の治療間隔における CT画像により評価した。

mTKIの治療反応性を評価する項目は、Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST) ver. 

1.1.に基づき、最良総合効果、無増悪生存期間 (PFS)、治療成功期間 (TTF) および治療反応期間 

(TTR) とし、主治医による判定を行った。また、最良総合効果において、完全奏功 (CR) および

部分奏功 (PR) であった患者を奏効群、安定 (SD) および進行 (PD) であった患者を非奏効群と

定義した。 

 

3. 血液検体の収集と遺伝子多型解析  

	
 血液検体は治療および診断目的で採取した血液の残渣とした。ゲノム DNA は血液から

NucleoSpin® Blood kitにより抽出した。STAT3遺伝子多型 (rs4796793、rs9891119および rs744166) 

の解析は、TaqMan® SNP Genotyping Assays kit (assay ID: C_27977213_10, C_30193884_10, and 

C_3140282_10) を用いて行った。PCR反応は 95℃で 10秒間の変性反応に続き、95℃で 15秒間の

アニーリング反応、60℃で 1分の伸長反応を 1サイクルとして 40サイクル行った。反応後の解析

は、ABI PRISM 7900HT Sequence Detection Systemにより行い、STAT3の SNPの遺伝子型を決定

した。 

 

4. 統計解析  

	
 各遺伝子型や患者背景と最良総合効果の関連性については、Fisherの正確確率検定により評価し、

OR と 95% CIを算出した。PFS、TTF および TTR は Kaplan-Meier法により STAT3 遺伝子型毎の時
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間イベント推移曲線を推定し、log-rank testにより 2群の曲線における差を評価した。有意水準は、

両側 5%以下とした。全ての統計学的処理は、EZR ソフトウェア (自治医大学附属さいたま医療セ

ンター、埼玉) を用いた 82)。EZRは R ver.3.2.2のグラフィカル・ユーザー・インターフェースであ

り、生物統計に多用される計算を支援する R Commanderの改良版である。 
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第 3 節	
 結果  

1. STAT3 遺伝子多型の分布と患者特性  

	
 本研究では、71名の患者を登録し、21名は除外された。除外理由は、血液検体の損失した患者 1

名、一次治療としてテムシロリムスを使用した患者 8 名、mTKI とインターフェロンの併用療法を

施行した患者 2名、CT画像の評価前に治療を終了した患者 7名、追跡不能患者 3名であった（Figure 

3-1）。 

 

 

 

	
 STAT3の SNPは解析計画に一致した 50名で実施した。各 SNPの分布を Table 3-1に示す。本研究

の対象患者において rs4796793は他の SNPと極めて近い遺伝子型分布を示したが、一部の症例で他

の SNPと異なる変異パターンを示した。 

 

 
 

Recruitment*of*mRCC*pa0ents*
N=71�

Excluded*(n=21)*
•  Loss*of*blood*sample*(n=1)*
•  Treatment*of*Temsirolimus*as*1st*line*therapy*(n=8)*
•  Combina0on*therapy*with*interferon*(n=2)**
•  Treatment*failure*before*diagnosis*by*CT*(n=7)*
•  Lost*to*followEup*(n=3)*

PFS,*TTF,*TTR*analysis*
N=50�

Best*overall*response*analysis*
N=50�

Memorial Sloan-Kettering Cancer Center risk group; age;

sex; body mass index; site of metastasis; hand–foot skin

reaction (HFSR); and serum levels of C-reactive protein,
platelets, and albumin (Table 4).

Analysis of STAT3 polymorphisms and time-to-
event analysis

Kaplan–Meier curves of PFS, TTF, and TTR after strati-

fication by groups of the C/C genotype versus G/C ? G/G

genotypes for the rs4796793 genotype in patients with
mRCC are shown in Fig. 1a–c. Although there were

associations with the rs4796793 genotype and the overall

best response to mTKI, the associations were not signifi-
cant with regard to PFS (p = 0.599, log-rank test; Fig. 2a)

or TTF (p = 0.683, log-rank test; Fig. 2b) for stratification

by the rs4796793 genotype. However, there was a signifi-
cant association with TTR (p = 0.021, log-rank test;

Fig. 2c).

Discussion

STAT3 is central to the response of cytokines and growth

factors and regulation of a broad range of biological
activities for cell growth, apoptosis, metastasis, inflam-

mation, and immune responses [6, 13–15]. Moreover,

sequencing of STAT3 revealed that the rs4796793 geno-
type, located in the 50 flanking region, was most strongly

associated with differences in RNA levels among geno-

types, and in the study using B lymphocyte cell lines,
carriers of the C allele had lower RNA expression levels

[11]. Hence, differences in response to mTKIs among

patients with mRCC in the present study were probably due
to differences in STAT3 expression. Two models of bio-

logical mechanisms satisfied this hypothesis.

STAT3 appears to play an important role in the regu-
lation of the molecular profiles of cancer cells and resis-

tance to mTKIs. Consequently, STAT3 has been

extensively scrutinized as a novel therapeutic target for

Table 2 Distribution of SNPs
STAT3
SNP

n = 50

rs4796793 genotype [n (%)]

G/G 9 (18.0 %)

G/C 23 (46.0 %)

C/C 18 (36.0 %)

rs744166 genotype [n (%)]

C/C 10 (20.0 %)

C/T 22 (44.0 %)

T/T 18 (36.0 %)

rs9891119 genotype [n (%)]

C/C 10 (20.0 %)

C/A 22 (44.0 %)

A/A 18 (36.0 %)

Table 3 Association between
each polymorphism and the
overall best response

Allele/genotype Count Frequency OR 95 % CI p

NON RES NON RES

STAT3 (rs4796793)

G 33 8 0.50 0.24 G vs. C 3.25 1.30–8.07 0.018*

C 33 26 0.50 0.76

G/G 8 1 0.24 0.06 G/G vs. G/C vs. C/C – – 0.057

G/C 17 6 0.52 0.35 G/G vs. G/C ? C/C 5.12 0.73–33.84 0.141

C/C 8 10 0.24 0.59 C/C vs. G/G ? G/C 4.46 1.31–15.28 0.028*

STAT3 (rs744166)

C 33 9 0.50 0.26 C vs. T 2.78 1.14–6.74 0.032*

T 33 25 0.50 0.74

C/C 8 2 0.24 0.12 C/C vs. C/T vs. T/T – – 0.060

C/T 17 5 0.52 0.29 C/C vs. C/T ? T/T 2.40 0.50–11.20 0.461

T/T 8 10 0.24 0.59 T/T vs. C/C ? C/T 4.46 1.31–15.28 0.028*

STAT3 (rs9891119)

C 33 9 0.50 0.26 C vs. A 2.78 1.14–6.74 0.032*

A 33 25 0.50 0.74

C/C 8 2 0.24 0.12 C/C vs. C/A vs. A/A – – 0.060

C/A 17 5 0.52 0.29 C/C vs. C/A ? A/A 2.40 0.50–11.20 0.461

A/A 8 10 0.24 0.59 A/A vs. C/C ? C/A 4.46 1.31–15.28 0.028*

NON non-responder, RES responder

* P\ 0.05
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Figure 3-1 Distribution of patients	
 	
 Yamamoto K., et al., Med. Oncol., 32, 24 (2016) 

Table 3-1 Distribution of SNPs 
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 その他の患者背景について Table 3-2に示す。一次治療に使用された mTKIはスニチニブが 34名、

ソラフェニブが 13名、アキシチニブが 3名であった。mTKIの最良総合効果において CRは該当患

者がおらず、PRは 17名、SDは 31名、PDは 2名であった。 

 

 

 

 

 

  

Results

Distribution of STAT3 polymorphisms and patient
characteristics

Of the 71 patients initially included for analysis, 21 were
excluded because of lack of blood sample (n = 1), tem-

sirolimus as first-line therapy (n = 8), combination therapy

with interferon (n = 2), treatment failure before diagnosis
by CT (n = 7), or loss to follow-up (n = 3) (Fig. 1).

Patient characteristics are shown in Table 1. No patient

achieved a complete response, whereas 17 (34.0 %)
achieved a partial response, 31 (62.0 %) were considered

to have stable disease (SD), and 2 patients (4.0 %) had

progressive disease (PD).
SNP genotyping was successfully performed for all 50

patients. The distribution of each SNP is shown in Table 2.

In this study, the rs4796793 genotype was mostly homol-
ogous to rs744166 and rs9891119 genotypes (Table 2).

Analysis of STAT3 polymorphisms and the overall
best response

There was a significant association between the overall best

response and rs4796793 genotype. The C allele frequency

of the rs4796793 genotype was significantly higher among
responders than non-responders (76 vs. 50 %, respectively;

p = 0.018; Table 3). Homozygosity of the C allele of the

rs4796793 genotype was significantly associated with the
treatment response (p = 0.028, OR 4.46, 95 % CI

1.31–15.28). rs744166 and rs9891119 were partially

associated with the overall best response. Moreover, no

statistically significant associations were observed between

the overall best response and characteristics such as

Recruitment of mRCC pa!ents 
N=71 

Excluded (n=21) 
Loss of blood sample (n=1) 
Treatment of Temsirolimus as 1st line therapy (n=8) 
Combina!on therapy with interferon (n=2)  
Treatment failure before diagnosis by CT (n=7) 
Lost to follow-up (n=3) 

PFS, TTF, TTR analysis 
N=50 

Best overall response analysis 
N=50 

Fig. 1 Distribution of patients

Table 1 Characteristics of 50 patients with mRCC treated with
mTKI

Patient characteristic n = 50

Median age [years (range)] 70.9 (40.0–90.0)

Gender [n (%)]

Male 34 (68.0 %)

Female 16 (32.0 %)

MSKCC risk factor [n (%)]

Favorable 25 (50.0 %)

Intermediate 24 (48.0 %)

Poor 1 (2.0 %)

First mTKI [n (%)]

Sunitinib 34 (68.0 %)

Sorafenib 13 (26.0 %)

Axitinib 3 (6.0 %)

Site of metastasis [n (%)]

Lung 36 (72.0 %)

Liver 5 (10.0 %)

Bone 6 (12.0 %)

Lymph nodes 7 (14.0 %)

Others 21 (42.0 %)

Overall best response [n (%)]

CR 0

PR 17 (34.0 %)

SD 31 (62.0 %)

PD 2 (4.0 %)
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Table 3-2 Characteristics of 50 patients with mRCC treated with mTKI 
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2. STAT3 遺伝子多型と最良総合効果との関連性  

	
 STAT3の SNPと mTKIの最良総合効果との関連性を Table 3-3に示す。rs4796793の Cのアレルを

有する患者の割合は非奏効群と比較して奏効群で有意に高かった (76 vs. 50%; P = 0.018)。また、奏

効群と非奏効群では、rs4796793の遺伝子型の分布が異なる傾向を示した (P = 0.057, trend test)。C/C

型の割合が奏効群で顕著に高いことが示された (P = 0.028; OR = 4.46; 95%CI, 1.31-15.28)。rs744166

および rs9891119においても奏効群と非奏効群で遺伝子型の分布が異なることが示された。 

 

 

 

 

  

Memorial Sloan-Kettering Cancer Center risk group; age;

sex; body mass index; site of metastasis; hand–foot skin

reaction (HFSR); and serum levels of C-reactive protein,
platelets, and albumin (Table 4).

Analysis of STAT3 polymorphisms and time-to-
event analysis

Kaplan–Meier curves of PFS, TTF, and TTR after strati-

fication by groups of the C/C genotype versus G/C ? G/G

genotypes for the rs4796793 genotype in patients with
mRCC are shown in Fig. 1a–c. Although there were

associations with the rs4796793 genotype and the overall

best response to mTKI, the associations were not signifi-
cant with regard to PFS (p = 0.599, log-rank test; Fig. 2a)

or TTF (p = 0.683, log-rank test; Fig. 2b) for stratification

by the rs4796793 genotype. However, there was a signifi-
cant association with TTR (p = 0.021, log-rank test;

Fig. 2c).

Discussion

STAT3 is central to the response of cytokines and growth

factors and regulation of a broad range of biological
activities for cell growth, apoptosis, metastasis, inflam-

mation, and immune responses [6, 13–15]. Moreover,

sequencing of STAT3 revealed that the rs4796793 geno-
type, located in the 50 flanking region, was most strongly

associated with differences in RNA levels among geno-

types, and in the study using B lymphocyte cell lines,
carriers of the C allele had lower RNA expression levels

[11]. Hence, differences in response to mTKIs among

patients with mRCC in the present study were probably due
to differences in STAT3 expression. Two models of bio-

logical mechanisms satisfied this hypothesis.

STAT3 appears to play an important role in the regu-
lation of the molecular profiles of cancer cells and resis-

tance to mTKIs. Consequently, STAT3 has been

extensively scrutinized as a novel therapeutic target for

Table 2 Distribution of SNPs
STAT3
SNP

n = 50

rs4796793 genotype [n (%)]

G/G 9 (18.0 %)

G/C 23 (46.0 %)

C/C 18 (36.0 %)

rs744166 genotype [n (%)]

C/C 10 (20.0 %)

C/T 22 (44.0 %)

T/T 18 (36.0 %)

rs9891119 genotype [n (%)]

C/C 10 (20.0 %)

C/A 22 (44.0 %)

A/A 18 (36.0 %)

Table 3 Association between
each polymorphism and the
overall best response

Allele/genotype Count Frequency OR 95 % CI p

NON RES NON RES

STAT3 (rs4796793)

G 33 8 0.50 0.24 G vs. C 3.25 1.30–8.07 0.018*

C 33 26 0.50 0.76

G/G 8 1 0.24 0.06 G/G vs. G/C vs. C/C – – 0.057

G/C 17 6 0.52 0.35 G/G vs. G/C ? C/C 5.12 0.73–33.84 0.141

C/C 8 10 0.24 0.59 C/C vs. G/G ? G/C 4.46 1.31–15.28 0.028*

STAT3 (rs744166)

C 33 9 0.50 0.26 C vs. T 2.78 1.14–6.74 0.032*

T 33 25 0.50 0.74

C/C 8 2 0.24 0.12 C/C vs. C/T vs. T/T – – 0.060

C/T 17 5 0.52 0.29 C/C vs. C/T ? T/T 2.40 0.50–11.20 0.461

T/T 8 10 0.24 0.59 T/T vs. C/C ? C/T 4.46 1.31–15.28 0.028*

STAT3 (rs9891119)

C 33 9 0.50 0.26 C vs. A 2.78 1.14–6.74 0.032*

A 33 25 0.50 0.74

C/C 8 2 0.24 0.12 C/C vs. C/A vs. A/A – – 0.060

C/A 17 5 0.52 0.29 C/C vs. C/A ? A/A 2.40 0.50–11.20 0.461

A/A 8 10 0.24 0.59 A/A vs. C/C ? C/A 4.46 1.31–15.28 0.028*

NON non-responder, RES responder

* P\ 0.05
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Table 3-3 Association between each polymorphism and the overall best response 
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 さらに、mTKIの奏効群と非奏効群の患者背景 (MSKCCリスク分類、年齢、性別、体格指数、転

移組織、手足皮膚反応の発症、C反応性タンパク、血小板数およびアルブミン値)に顕著な偏りは認

めなかった（Table 3-4）。 

 

 

 

 

3. STAT3 遺伝子多型と時間 -イベント推移との関連性  

	
 rs4796793の遺伝子型による PFS、TTFおよび TTRの Kaplan–Meier曲線を Figure 3-2に示す。最

良総合効果においては rs4796793の遺伝子型 C/Cと G/Cおよび G/Gで有意な関連性を示したにも関

わらず、PFS および TTF においては 2 群に顕著な差を認めなかった (PFS; p=0.599, TTF; p=0.683, 

log-rank test)。一方で、TTRにおいては rs4796793の遺伝子型 C/Cと G/Cおよび G/Gに有意な差を

認めた (p=0.021, log-rank test)。 

 

various types of cancer [13, 16]. In particular, an in vitro
study reported that STAT3 inhibition was part of a greater

mechanism underlying the anticancer effects of sunitinib in

RCC [7, 17]. Moreover, it is well known that STAT3 is a
key factor in the regulation of epithelial–mesenchymal

transition [18, 19], and STAT3 activation is associated with

decreased sensitivity to cancer chemotherapy by inducing
mesenchymal transition [20, 21]. Therefore, it is reasonable

that sensitivity to mTKIs is greater in cancer cells with

lower STAT3 expression levels. For first-line mTKI treat-
ment, the results of the current study revealed associations

of STAT3 SNPs with overall best response and TTR, but

not with PFS. Hence, STAT3 expression may define the
temporary response to mTKIs, whereas these functions

may be attenuated by long-term exposure to mTKIs,

although further detailed molecular investigations are
necessary for confirmation of this hypothesis.

In another model, lower STAT3 expression may asso-
ciate with lower expression of PDL1 (also known as B7-H1

or CD274). PDL1 is expressed on the surface of antigen-

presenting cells and its immune checkpoints work to sup-
press the T cell response in cooperation with PD1 (also

known as CD279) [22]. In some tumors, constitutive

oncogenic signaling can upregulate PDL1 expression by all
tumor cells, independent of inflammatory signals in the

tumor microenvironment. Activation of the protein kinase

B and STAT3 pathways has been reported to drive PDL1
expression [23, 24]. It is reported that overexpression of

PDL1 observed in RCC is due to molecules targeted by

antibody therapy that are related to immune checkpoints
when verifying the efficacy of mRCC chemotherapy [25–

27]. Differences in treatment responses to mTKIs by

genotypes of STAT3 SNPs may partially be in response to
differences in the regulation of apoptosis of T-cells on the
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Fig. 2 Time-to-event analysis according to the rs4796793 genotype.
Kaplan–Meier curves for 50 patients with clear cell RCC according to
different rs4796793 genotypes. Gray line, C/C genotype; black line,

G/C ? G/G genotypes. p values are calculated using the log-rank test.
*p\ 0.05. Abbreviations: PFS progression-free survival, TTF time-
to-treatment failure, TTR time-to-treatment response

Table 4 Univariate analysis of
association between various
parameters with the overall best
response with mRCC treated
with mTKI

To response

OR 95 % CI p value

MSKCC risk score (favorable vs. others) 1.20 0.38–3.77 1.000

Age (\65 vs. 65B) 1.55 0.43–5.67 0.728

Gender (male vs. female) 1.20 0.35–4.09 1.000

BMI (\25 vs. 25B) 0.58 0.43–7.05 0.467

Lung metastasis (positive vs. negative) 1.41 0.38–5.11 0.746

Liver metastasis (positive vs. negative) 3.32 0.59–18.56 0.321

Bone metastasis (positive vs. negative) 0.97 0.19–5.16 1.000

Lymph metastasis (positive vs. negative) 0.28 0.04–2.01 0.398

CRP (B0.3 vs. 0.3\) 1.26 0.30–5.15 1.000

PLT (B3.0 9 105 vs. 3.0 9 105\) 1.60 0.21–11.92 1.000

Alb (\4.1 vs. 4.1B) 1.08 0.34–3.47 1.000

HFS (G1 B vs. G0) 2.67 0.67–10.33 0.209
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Table 3-4 Univariate analysis of association between various parameters with the overall best 
response with mRCC treated with mTKI 

Figure 3-2 Time-to-event analysis according to the rs4796793 genotype 
Kaplan-Meier curves for 50 patients with clear cell RCC according to different rs4796793 
genotypes. Gray line, C/C genotype; black line, G/C + G/G genotypes. p values are calculated using 
the log-rank test. *p < 0.05. Abbreviations: PFS progression-free survival, TTF time- to-treatment 
failure, TTR time-to-treatment response 
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第 4 節	
 考察  

  STAT3は細胞の増殖やアポトーシスを転写因子として制御する一方で、炎症や免疫応答において

も中心的な役割を果たしている 9,25,31,83)。また、今回検討した rs4796793は STAT3をコードするmRNA

発現量が遺伝子型毎に異なり、Cアレルを有するヒトほど mRNA発現量が低いことが既に知られて

いるため 58)、遺伝子多型における薬剤感受性の違いは STAT3 の発現量に起因する可能性が高い。

以上を踏まえ、著者は STAT3遺伝子多型と mTKIの最良総合効果が関連性を示した理由として、が

ん細胞自身の特性と免疫システムの特性の 2つのモデルを想定した。 

	
 がん細胞自身の特性として、がん細胞内の STAT3が上皮間葉転換 (EMT) 関連因子やアポトーシ

ス抑制因子の発現量の制御を介して、化学療法の感受性を制御する可能性が考えられる。STAT3の

活性レベルは、シグナル伝達阻害薬の耐性を規定していることが知られており、がん治療の標的と

なることが報告されている 83,84)。特にスニチニブは、腎がんでの抗腫瘍作用メカニズムに STAT3

が関与する基礎的研究が報告されている 14,85)。さらに、腎がん細胞株を用いた in vitroの検討では、

STAT3 の発現量を遺伝子導入により変化させることでスニチニブの感受性が変化することが報告

されている 14)。また、STAT3は EMTを制御する因子であることも知られており 86,87)、STAT3が活

性化することで間葉系細胞の形質に近づき、化学療法の感受性を低下させることが報告されている

88,89)。これらを踏まえると、STAT3 の発現量が低いがん細胞に対して mTKI による化学療法の感受

性が高いことは妥当であると考える。しかしながら、著者の検討で mTKI の一次治療における PFS

および TTFには関連性を示さず、TTRに関連性を示したことを考慮すると (Figure 3-2)、がん細胞

自身の STAT3発現量の違いは一過性の反応性を規定するのみであり、長期的な曝露においてはフィ

ードバックにより影響が消失する可能性が考えられる。 

	
 一方、免疫システムの特性として、免疫チェックポイントを介した抗腫瘍免疫応答が STAT3の発

現量によって異なる可能性が考えられる。細胞障害性 T細胞が抗腫瘍免疫応答を起こすと、IFN-γ

や TNF-αを分泌し、炎症を惹起することで、がん細胞は二次的に PD-Ligand 1 (PD-L1) を発現する
90)。この際に、サイトカインの刺激から PD-L1 の発現制御を行う因子が Protein Kinase B (Akt) や

STAT3などのシグナル伝達因子である 91,92)。これらの因子の活性化によって PD-L1の発現が亢進し

たがん細胞では、CD8陽性 T細胞に発現する PD-1が PD-L1と複合体を形成することで、主要組織

適合性複合体-T細胞受容体シグナルが抑制され、腫瘍細胞は免疫系に排除されない。つまり、STAT3

はがん細胞における PD-L1の発現制御に関わる重要な因子であり、STAT3発現量の違いが抗腫瘍免

疫の程度を規定している可能性が考えられる。PDL-1 は特定のがん細胞において恒常的に発現して

おり、腎がんにおいても PDL-1の過剰発現は報告されている 93-95)。したがって、STAT3の遺伝子多

型が PDL-1 の発現量を規定し、T-cell からのアポトーシスを受ける程度が異なることが、STAT3 の

遺伝子多型による治療反応性の違いに一部寄与する可能性が考えられる。 

   HFSR は mTKI の治療継続に影響を及ぼす重大な副作用である。HFSR の発症は mTKI 治療にお

ける臨床転機と関連することが報告されており 6)、第 2 章では、HFSR の発症における STAT3 の 

rs4796793の遺伝子型が関連することについて論述した。つまり、STAT3の遺伝子多型と治療反応性

が関連するという本研究の結果はこれらの報告を一部支持するものであり、rs4796793が mTKIの皮
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膚障害と治療効果の共通した関連因子となる可能性を示している。さらに、本研究において C/Cと

G/Cおよび G/Gにおける TTFに差を認めなかった要因として (Figure 3-2)、Cアレルの保有者は、

有効性と毒性の両面が表現系として現れたことが考えられる。 

	
 本研究結果の限界として、サンプル数の過少があげられる。本研究は探索的な研究であるため、

今後、検証的な臨床試験を実施することで、臨床応用への発展に繋がると考える。また、mTKI の

投与量や血中濃度が治療効果に及ぼす影響を評価することが重要である。薬物血中濃度やそれに影

響を及ぼす輸送単体および代謝酵素の SNPが治療効果と関連することが報告されている 66,68,96)。ま

た、mTKI の有効性や安全生は期間中の投与量や AUC に依存することも報告されている 97-100)。今

後、薬物動態-薬力学的パラメーターを統合的に評価する研究を実施し、投与量を詳細に規定するた

めのツールとして確立することが、本研究で得られた知見を臨床応用するためには重要である。 

	
 結論として、STAT3 の SNPs が mTKI の最良総合効果と関連することが示された。また、STAT3

の rs4796793の遺伝子型において、PFSや TTFに差を認めなかったものの、TTRに顕著な差を認め

た。薬物動態に関連する因子と合わせた評価を行うことで、STAT3の SNPが治療効果に関連する因

子となる可能性を示した。 
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第 5 節	
 小括  

	
 本章では、mTKIによる皮膚障害の発症と治療効果との関連性に基づき、第 2章で論述した HFSR

の発症と関連する遺伝子多型に着目して、mTKI の治療効果との関連性を検討し、以下の結果を得

た。 

 

1. mTKI治療の最良総合効果に基づく奏効群と非奏効群では、STAT3遺伝子多型である rs4796793

の遺伝子型の分布が異なる傾向を示すことを明らかにした。 

 

2. mTKI治療の最良総合効果に対して、STAT3の遺伝子多型以外の患者背景は関連性を示さなか

った。HFSRについても最良総合効果と関連を認めなかった。 

 

3. rs4796793 の遺伝子型 C/C の患者群と G/C および G/G の患者群では、無増悪生存期間 (PFS)、

治療成功期間 (TTF) において顕著な差は認めなかったものの、治療反応期間 (TTR) において

は有意な差を認めた。  
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総括  

 

	
 分子標的治療薬は、がん化学療法の発展において必要不可欠であり、その貢献は今後も高まって

いくことが自明である。しかしながら、特有の副作用発現への対応は未だ進展しておらず、分子標

的治療薬の進歩にはこれらの克服が必須である。また、治療効果および副作用の発症を予測する因

子の確立は、医薬品の適正使用に大きく貢献するものである。著者は、mTKI に共通の副作用であ

る皮膚障害について、分子生物学的なメカニズムの解明と予測因子の確立を目的として、皮膚組織

の恒常性を維持する重要な因子である STAT3の活性変動に着目して検討した。ヒト表皮角化細胞株

を用いた基礎的検討により分子生物学的発症メカニズムを探索し、さらに、ヒトを対象とした臨床

研究により基礎研究での仮説を立証すると共に、有効性および皮膚障害を事前予測するバイオマー

カーを特定するための探索的観察研究を実施した。 

 

第1章	
 マルチキナーゼ阻害薬によるヒト表皮角化細胞の STAT3シグナル経路に及ぼす影響  

	
 mTKIであるソラフェニブおよびスニチニブの HaCaT細胞に対する細胞増殖抑制作用およびアポ

トーシス誘導作用において、STAT3の活性阻害に伴うアポトーシス抑制因子の発現減少が寄与する

ことを明らかにした。さらに、その阻害機構は間接的であり、ソラフェニブは ERKおよび p38 MAPK

を介して、スニチニブは p38 MAPKを介してそれぞれ STAT3を阻害する可能性を示した。しかし、

STAT3 活性を阻害することによるソラフェニブおよびスニチニブの増殖抑制作用の増強は Caki-1

細胞においても認められたことから、腎細胞がんに対する抗腫瘍作用においても同様のメカニズム

が寄与する可能性を示唆した。 

 

第2章	
 STAT3 の遺伝子多型と転移性腎細胞がん患者におけるマルチキナーゼ阻害薬による

手足皮膚反応との関連性  

	
 mTKI による HFSR の発症患者と非発症患者において、STAT3 の SNP である rs4796793 の遺伝子

型の分布が顕著に異なることを示した。また、rs4796793 の遺伝子型が G/G の患者群と G/C および

C/Cの患者群において、HFSRの発症と時間推移の曲線に顕著な差を認めたことから、HFSRの発症

と rs4796793 の遺伝子型には関連性があることが示唆された。しかしながら、HFSR の重症度と

rs4796793の遺伝子型に関連性は認められず、HFSRの重症度については血中濃度等その他の要因が

関連する可能性が考えられた。 

 

第3章	
 STAT3 の遺伝子多型と転移性腎細胞がん患者における治療効果との関連性  

	
 mTKI 治療の最良総合効果に基づく奏効群と非奏効群では、STAT3 遺伝子多型である rs4796793

の遺伝子型の分布が異なる傾向を示すことを明らかにした。また、STAT3 の遺伝子多型以外の患者

背景は最良総合効果と関連性を示さなかった。rs4796793の遺伝子型 C/Cの患者群と G/Cおよび G/G

の患者群では、PFS、TTF において顕著な差は認めなかったものの、TTR においては有意な差を認

めた。STAT3の mRNA発現量が低い遺伝子型の患者は mTKIの治療効果が高い可能性が示された。 
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 以上より、著者は mTKIによる皮膚障害に STAT3の活性変動が寄与することを基礎・臨床の両面

から解明し、STAT3 の遺伝子多型を皮膚障害のリスク因子ならびに治療効果に関連する因子として

応用する可能性について提唱した。今後、皮膚障害との関連が示唆されている既存の因子と推定精

度を比較することにより、事前予測因子としての有用性を評価することができる。本研究結果は、

HFSR の発症メカニズムの解明ならびに事前予測因子の特定や治療効果の予測において重要な知見

になり、mTKI 治療において遺伝子型毎の至適用量を規定することによる個別化治療の実現に繋が

るものと考えられる。 
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