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研究成果の概要（和文）：本研究は、コレステロールが高値となる脂質代謝異常症の治療薬スタチンによる、筋
細胞障害を伴う副作用の発症機構の解明と抑制法の確立を目的としている。これまでに培養細胞を用いた実験
で、スタチンは細胞種依存的な機構でオートファジーを誘導し、細胞死を起こすことを見出した。そこで、スタ
チン依存的なオートファジー誘導を抑制する化合物を探索することで、副作用の抑制法の確立を目指した。本研
究期間においては有力な化合物の同定に至らなかったが、その過程でスタチン依存的なオートファジー誘導機構
に低分子量Gタンパク質の関与を示唆する結果を得た。今後、さらなる分子機構の解明により副作用抑制法への
応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Statins, inhibitor of the rate-limiting enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzyme A (HMG-CoA) reductase for synthesis of cholesterol, are used for the therapy for 
hypercholesterolemia. On the other hand, statins cause rhabdomyolysis of side effects. We aim to 
elucidate the mechanism of side effect and establish inhibitory method for statin-induced 
rhabdomyolysis. In this study,　a series of compounds was screened to identify inhibitor for 
statin-induced autophagy. Unfortunately, we were not able to identify the specific compounds, but 
achieve positive results suggested that small G proteins are involved in statin-induced autophagy. 
We expect that elucidation of the molecular mechanisms of statin-induced autophagy is available for 
suppression for side effect of statins.

研究分野： 薬学
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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 
 
高コレステロール血症治療薬のスタチンは、

コレステロールを合成するメバロン酸経路
の律速酵素 HMG-CoA 還元酵素を阻害する薬
で、臨床で広く使用されている。その一方で
スタチンは、ミオパシーなどの軽度な筋障害
や、重度な場合には筋肉が壊死してしまう横
紋筋融解症を引き起こす（Fig. 1）。これらの
副作用は筋肉のタンパク質分解が亢進した
ために起こることが知られている。スタチン
による筋障害に関する研究報告は多数ある
が、詳細な発症機構解明には至っていない。 
これまでに、(i)スタチンの組織内への取り

込みに関与するトランスポーターについて(1)、
(ii)アポトーシスによる細胞死について(2)注
目した研究が報告されている。(i)は、スタチ
ンの取り込みと血中濃度が重要という結論
だが、発症機構については明らかになってい
ない。また(ii)の研究の多くは、培養細胞にス
タチンを多量に曝露しており、生理的現象を
反映しているとは言い難い。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1  スタチンの作用点とその効果 
 
 
申請者は、スタチン依存的な筋障害がアポ

トーシス以外の現象によって引き起こされ
ている可能性を考え、非選択的なタンパク質
分解機構であるオートファジーに着目した。
その結果、スタチン（疎水性）は、ヒト横紋
筋肉腫由来 A204 細胞においてオートファジ
ーを誘導し、細胞死を起こすことを明らかに
した(3,4)。この応答は、スタチンによるアポト
ーシス誘導よりも低濃度、短時間で起こるこ
とから、スタチン依存的な細胞死の引き金に
なると考えている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2  スタチン依存的な副作用発症に 

おける本研究の仮説 
 
 

この分子機構を解明するためにランダムな
遺伝子破壊法である Gene trap 法を行った。   
レトロウイルスによってランダムに遺伝子
を破壊することで、スタチン依存的な細胞死
を起こさない細胞をクローニングし、細胞周
期を調節する Cyclin D3 遺伝子を同定した。 
しかし、このスタチン耐性株は細胞死を完全
には抑制せず、部分的な効果しか見られなか
った。また、細胞死の引き金と考えられるス
タチン依存的なオートファジー誘導は抑制
されなかった。これはクローニングの指標を
“細胞死”としたために、生き永らえるための
対症療法的な遺伝子が同定された結果と考
えられる。この方法では根本的な解決は見込
めないと考えた。 
そこで本申請では、“オートファジーの誘

導”を指標に関連遺伝子の同定を試みる。スタ
チン依存的なオートファジー誘導は 8～24 時
間で観察され、細胞死よりも 2 次的な影響を
抑えてクローニングすることが出来るため、
スタチンの副作用に直接的に関与する遺伝
子が同定できると予想される。 
 
【参考文献】 
(1)  SEARCH Collaborative Group, Link E., et 
al., N. Engl. J. Med., 359, 789-799 (2008).  
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2067–2075 (2001).  
(3) Araki M., Motojima K., Biochem. Biophys. 
Res. Commun., 367, 462-467 (2008). 
(4)  Araki M., Maeda M., Motojima K., Eur. J. 
Pharmacol., 674, 95-103 (2012). 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、高コレステロール血症治療薬で

あるスタチンが引き起こす、横紋筋融解症な
どの筋細胞障害の抑制・改善方法の確立を目
的としている。その中でも特に、筋細胞障害
の原因と考えているスタチン依存的なオー
トファジー誘導の分子機構を解明していく。
これまでに疎水性のスタチンが細胞種選択
的にオートファジーを誘導することを明ら
かにしてきた。本計画では化合物ライブラリ
ーを用いた解析を行い、スタチン依存的なオ
ートファジー誘導の関連遺伝子やシグナル
経路を同定し、その役割を明らかにする。本
研究による分子機構の解明から、副作用の起
こらない新規の薬剤開発や副作用に対する
対応策の確立につながる事が期待される。ま
た、副作用発症機構の鍵となる因子が明らか
になることで、副作用発症の個人差の要因と
なる SNP 解析にも役立つと考えている。 
 
３．研究の方法 
 
＜In Cell Analyzer、蛍光顕微鏡によるオート
ファジー誘導の解析＞ 
スタチン依存的なオートファジー誘導に対



する各種薬剤の影響を解析するために In Cell 
Analyzer と蛍光顕微鏡を用いて、既に作製済
みの GFP-LC3 を発現するヒト横紋筋肉腫由
来 A204 細胞でアッセイを行った。GFP-LC3
はオートファジーマーカータンパク質であ
る LC3 に GFP を融合したタンパク質で、オ
ートファジーが誘導されると GFP-LC3 の輝
点の形成が促進される。これまでの研究では、
セリバスタチンを 0.1 µM 以上の濃度で 12 ~ 
24 時間程度添加すると、A204 細胞でオート
ファジーが誘導された。本研究では、セリバ
スタチン 0.1 ~ 1 µM でオートファジーを誘導
し、各種薬剤のスタチン依存的なオートファ
ジー誘導への影響を検討した。オートファジ
ー誘導の評価は、In Cell Analyzer と蛍光顕微
鏡で GFP-LC3 の蛍光像を撮影し、各画像から
細胞当たりのオートファゴソーム形成量を
定量して解析した。 

 
＜mTORC1 活性の評価＞ 

mechanistic target of rapamycin complex 1 
(mTORC1)は、オートファジーに対して抑制
的に働いている複合体で、細胞のエネルギー
状態や外部からの刺激に応じて、タンパク質
合成や細胞周期の調節などを担っている。こ
れまでの結果から、スタチン依存的なオート
ファジー誘導は、mTORC1 の不活性化が関与
することが示唆されており、mTORC1 の活性
化状態を評価することは重要である。
mTORC1 はオートファジーの開始複合体に
作用するだけでなく、タンパク質合成に関与
する S6K のリン酸化を引き起こし、S6 がリ
ン酸化される。mTORC1 の活性化状態は S6K、
S6 のリン酸化状態をウェスタンブロットを
行い解析した。 
 
＜免疫染色による細胞内局在の解析＞ 

mTORC1 はリソソーム膜上に局在化して活
性化することなどから、各タンパク質の細胞
内局在を解析することは、調節機構を解明す
る上で重要となる。mTOR の細胞内局在を解
析するために A204 細胞を cover glass 上に培
養してパラホルムアルデヒドで固定して免
疫染色を行った。mTOR の局在を解析すると
きは、スタチンを 12、24 hr 添加して培養後、
固定して染色した。細胞内局在の解析は共焦
点顕微鏡を使用した。 
 
 
４．研究成果 
 
＜オートファジー誘導のアッセイ系の構築＞ 
スタチン依存的なオートファジー誘導を抑

制する因子の探索を行うために、ヒト横紋筋
肉腫由来細胞に GFP-LC3 を発現させた A204
細胞を使用することとした。これまでに、オ
ートファジーの誘導をモニターできること
は確認しているため、In Cell Analyzer、蛍光
顕微鏡を使用して多検体のアッセイを行う
ために、アッセイ系のバリデーションを行っ

た。本アッセイでは、撮影した画像から、核
と GFP-LC3 の輝点（オートファゴソーム）を
抽出し、視野に含まれるオートファゴソーム
の数を核の数で除し、細胞辺りのオートファ
ゴソームの数とした。セリバスタチンの濃度
は 1 µM で、24 hr 後の影響を解析することと
した。本実験方法でセリバスタチンによって
誘導されたオートファジーを抑制する化合
物を探索した。 

 
＜スタチン誘導性オートファジーを抑制す
る化合物の探索＞ 
シグマより購入した既知化合物のライブラ

リーを使用して、スタチン誘導性オートファ
ジ ー を 抑 制 す る 化 合 物 を 探 索 し た 。              
その結果、オートファジーによる分解を阻害
する化合物（オートファジー阻害剤）は見出
されるものの、セリバスタチン依存的な機構
を阻害するものや、細胞種依存的な機構に作
用するものは同定されなかった。本研究期間
では、有力な化合物を同定できなかったが、
指標とする LC3 融合タンパク質の再評価な
どアッセイ系の再構築も含めて、今後も新た
な化合物ライブラリーを使用するなどして、
候補化合物の同定を目指していく。 

 
＜mTORC1 の活性調節とオートファジー誘
導のタイムコースの解析＞ 
これまでの解析から、スタチンによって

mTORC1 の不活性化が起こること、オートフ
ァジーが誘導されることは明らかとなって
いた。しかし、前後関係が明らかとなってい
なかったため、スタチン添加からそれぞれの
現象が起こるまでのタイムコースを解析し
た。各時間スタチンを添加してウェスタンブ
ロッティングで検討した結果、mTORC1 の不
活性化は 8 時間程度で起きているのに対して、
オートファジーの誘導は 12～24 時間で起き
ていた。また、mTORC1 の早期の抑制も、オ
ートファジーと同様に細胞種によって異な
ることが明らかとなった。これらの結果は、
これまで考えていた誘導機構を支持するデ
ータであり、GGPP による mTORC1 の調節機
構がオートファジーの誘導に重要であるこ
とを示唆している。 

 
 

＜mTOR の細胞内局在の解析＞ 
mTORC1 が活性化するためにはリソソーム

上に局在化することが必要である。また、ア
ミノ酸飢餓の状態で、mTORC1 が不活性化す
る時にはリソソームから離れることが報告
されている。そこで、スタチンによって不活
性化状態の mTORC1 の局在について解析し
た。その結果、スタチン添加後 12 時間で
mTORC1 が不活性化状態であるにもかかわ
らず、mTOR はリソソーム上に存在すること
が明らかとなった。 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3  スタチンによる mTOR の細胞内 

局在への影響 
 
 
この結果は、インスリンシグナルによる

mTORC1 の調節と類似性があることから、ス
タチンによる mTORC1 の不活性化は、インス
リンシグナルによる、mTORC1 の調節機構と
オーバーラップしている部分があることが
予想される。この経路は低分子量 G タンパク
質の Rheb の寄与が大きいことから、これま
での GGPP による調節が重要であるという本
研究の仮説とは相容れない点があるが、非常
に興味深い結果が得られた。今後、GGPP に
よる調節と Rheb の活性化状態との関係性に
ついて詳細に解析し、スタチン依存的で細胞
種依存的な mTORC1、オートファジーの調節
機構の解明が期待される。 
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