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研究成果の概要（和文）：FGビーズを用いたアフィニテイー精製により、アジスロマイシンのオートファジー阻
害活性における標的分子Protein-Xの同定に成功した。マクロライドによるオートファジー阻害とプロテアソー
ム阻害剤に加えて、HDAC6阻害作用を有するSAHAの３剤を組み合わせることで、ERストレス負荷が最大レベルに
達し、かつ、強力な骨髄腫細胞株な殺細胞効果が誘導された。以上より、オートファジー、プロテアソームとア
グリソーム形成の三者間の細胞内ネットワークの存在が示唆され、既存薬を用いて、このネットワーク間の連携
を計画的に遮断することで、ERストレス負荷を介した効率的な骨髄腫細胞死が誘導されることが示された。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in identifying the target molecule Protein-X in the autophagy 
inhibitory activity of azithromycin by affinity purification using FG beads. In addition to 
autophagy inhibition by macrolide and proteasome inhibitor, a combination of SAHA having the HDAC6 
inhibitory effect resulted in the maximum level of ER stress loading as well as the induction of the
 most potent cell-killing effect in myeloma cell lines. These results strongly suggest the existence
 of an intracellular network between autophagy, proteasome, and aggresome formation. 
Our results indicate that systematically block the linkage between this network by using the 
existing drugs can achieve efficient myeloma cell death via ER stress loading, which we describe “
ER-stress loading therapy”.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 多発性骨髄腫　オートファジー　プロテアソーム　アグリソーム　小胞体ストレス　マクロライド系抗
生剤

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の二大タンパク質分解機構であるユビキチン・プロテアソーム系とオートファジー・リソソーム系に加え
てアグリソーム形成が、不良タンパク質処理に協同して機能しているとを明らかにした。また、この相互作用を
既存薬を用いて計画的に阻害することで、小胞体ストレス負荷を介した強力なアポトーシス誘導を腫瘍細胞に惹
起できることを明らかにした。
これより難治性骨髄腫に対する「小胞体ストレス療法」という、新規治療概念を提唱することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始時当初の背景 
多発性骨髄腫(MM)は単クローン性 γ-グロブリンの産生・分泌を特徴とする難治性造血器腫瘍で
ある。近年，プロテアソーム阻害剤ボルテゾミブやサリドマイド誘導体のレナリドミドが認可さ
れ，メルファラン・プレドニゾロン(MP)療法を上回る治療成績が実証されたが，生存期間の中央
値は 56 ヵ月と未だ “不治”の造血器腫瘍である。 
ER ストレスとは，正常な立体構造として折り畳みが行われない不良タンパク質（unfolded 
protein）が小胞体内に過度に蓄積した状態のことである。これに適応するため不良タンパク質
を小胞体外に搬出し，ユビキチン(Ub)化してプロテアソームあるいはオートファジーで分解す
る機構が作動する。しかし，この細胞処理能力を超えるストレスが過度に蓄積すると，転写因子
CHOP 等の誘導により一気にアポトーシスが惹起される。 
研究代表者はこの ER ストレス応答を MM や乳癌等のがん治療に応用し，細胞内の二大タンパク
質分解系である Ub-プロテアソーム系とオートファジー-リソソーム系を同時に阻害することで，
過度な ER ストレス負荷からがん細胞のアポトーシスが強力に誘導されることを報告した
（Kawaguchi T, Miyazawa K, et al. 
Int J Oncol. 2011., Komatsu S, 
Miyazawa K, et al. Int J Oncol. 
2012.）。さらに，MM 細胞や乳癌細胞で
は，行き場を失った不良タンパク質の
凝集体（aggregate）を，ダイニンモー
タータンパク質と HDAC6 とが共同し
て，微小管上を逆行輸送し，核近傍の
微小管形成中心(MTOC)へアグリソー
ムとして“封入”する。このアグリソ
ーム形成が ER ストレスの緩和，すな
わち不良タンパク質の蓄積という細
胞ストレスに対して細胞保護的に機
能していることも明らかにした
（Moriya S, Miyazawa K et al. Int 
J Oncol. 2013., Komatsu S, 
Miyazawa K, et al. BBRC. 2013.）。
これら一連の報告は国内外より注目
され，論文発表後，日が浅いにもかか
わらず数多く引用された。 
 

研究代表者らは，日常臨床で使用されているクラリスロマイシン（CAM），アジスロマイシン（AZM）
を含むマクロライド系抗生剤にオートファジー阻害活性があり，単独では細胞毒性を認めない
が，プロテアソーム阻害剤と併用することで ER ストレス負荷を介した細胞死を強力に誘導する
ことを報告した（Moriya S, Miyazawa K, et al. Int J Oncol. 2015., Hirasawa K, Miyazawa 
K, et al. PLoS One 2016.）。これよりマクロライド系抗生剤の「オートファジー阻害剤」とし
ての実臨床応用への高い可能性を示した。 
 

２．研究の目的 

2-1.FG ビーズ（機能性磁性ナノ粒子）を用いたハイスループット・アフィニティー精製技術と
質量分析とを組み合わせることで，マクロライドのオートファジー阻害活性における「標的分子」
の同定およびパスウエイ解析を行う。 
2-2.オートファジー，プロテアソーム，アグリソーム間の細胞内ネットワークを包括的に遮断す
ることで，MM 細胞の ER ストレス負荷の増大ならびに殺細胞効果の増強を検証する。 
 

３．研究方法 
アジスロマイシン（AZM）のオートファジー阻害活性における標的分子の同定は、FG ビーズに AZM
を固相化し、結合タンパク質を LC-MS/MS で同定。結合能の特異性を検証し、shRNA で標的候補
のタンパク質をノックダウンすることでオートファジー阻害活性を確認した。 
 
４．研究成果 
4-1.  AZM 固相化 FＧビーズの作成 
AZM に官能基 NH2 を付加した 3’-N,N-di(desmethyl)AZM を架橋剤 N-hydroxysuccinimaide を用
いて FG-ビーズに固相化した。 
 
4-2. AZM 結合タンパク質の同定 
A549 細胞可溶液と AZM 固相化 FG ビーズを混和して、AZM 結合タンパク質を濃縮し、SDS-PAGE で 
分離。銀染色後にゲルから切り出して、LC-MS/MS を用いてタンパク質の同定を行ったところ
protein-X が同定された。(次項図) 
 

 



4-3. リコンビナント FLAG-protein X ならびに内因性 protein-X との AZM-ビーズとの結合が確
認された。さらに、細胞可溶液と AZM-ビーズの混和液に AZM を添加すると、濃度依存的に AZM-
ビーズへの protein-X との結合能が抑制された。これより protein-X の AZM-ビーズへの結合能
の「特異性」が確認された 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-4.  shRNAでprotein Xをノックダウウンすることで、オートファジー抑制能が確認された。

Protein-X をノックダウンした３つのクローン（＃１～＃３）において、ｐ62 が蓄積し、LC3B-

II の発現量が増強した。また、リソソームタンパク質 LAMP2 の増加が認められた 
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LＣ3B 抗体を用いた A549 細胞の免疫染色でも、protein-X のノックダウンにより、オートファゴ
ソームの蓄積が観察され、オートファジーのフラックスが停止していることが確認された。（下
図） 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

4-5．ER ストレス定量解析法の確立 
ER ストレスの定量的モニタリング法の確立を試みた。MM 細胞株への pCAX-F-XBP1ΔDBD-venus 導
入効率が悪かったため、転移性乳癌細胞株 MDA-MB231 細胞に切り替えて ERAI-Venus ベクターを
導入した。ER ストレスセンサーIRE1 に呼応して XBP1のスプライシングを受けて十分な Venus 蛍
光強度を発現する安定導入株を樹立できた。これにライブセル イメージングシステム IncuCyte
を連動させ、経時的に測定した Venus 蛍光高度を各時点の細胞密度で補正することで、ER スト
レスの「定量化」が可能となった。  

 

4-6.プロテアソーム、オートファジー、アグリソームの 3 者間の細胞内ネットワークを計画的
に遮断することでＥＲストレス負荷が増強し、強力な殺細胞効果が誘導された。 
HDAC6 阻害活性を有するボリノスタット（SAHA）、微小管形成を抑制するビノレルビン（VNR）を
用いて、以下の 3 剤のコンビネーションによる ER ストレス負荷の定量を行った。ボルテゾミブ
(BZ)±クラリスロマイシン（CAM）±VNR あるいは BZ±CAM±SAHA において、3 剤同時併用は 2
剤のいかなる組み合わせの場合に比べても ER ストレス負荷が著増し、かつ、強力な細胞効果が
得られた。 
 
MDA-MB231-XBP1-Venus 細胞株を用いて BZ±CAM±VNR の ER ストレス負荷（Ａ）ならびに殺細胞
効果（Ｂ）を検討した。また、BZ±CAM±SAHA(1 M)の ER ストレス負荷（Ｃ）ならびに殺細胞効
果（Ｄ）を検討した。（下図） 
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4-7.MM 細胞株においても BZ＋CAM＋SAHA の 3 剤併用により強力な殺細胞効果が再現できた。 
MM 細胞株である RPMI-8226, IM-9, KMS-12-EP において BZ+CAM+SAHA の 3 剤を組み合わせること
で、いかなる 2 剤との組合せと比べても、最も強力な殺細胞効果が得られた。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
結語 
FG ビーズ（機能性磁性ナノビーズ）を用いたハイスループット・アフィニテイー精製技術と質
量分析を組み合わせることにより、AZM のオートファジー阻害活性における標的分子の同定に成
功した（論文作成中）。マクロライドによるオートファジー阻害とプロテアソーム阻害剤に加え
て HDAC6 阻害作用を有する SAHA の３剤を組み合わせることにより、ER ストレス負荷が最大レベ
ルに達し、かつ、MM 細胞、乳癌細胞株においてアポトーシスが強力に誘導された。以上より、オ
ートファジーとプロテアソームの二大タンパク質分解機構とアグリソーム形成との細胞内ネッ
トワークの存在が示された。また、既存薬を用いてこのネットワーク間の連携を計画的に遮断す
ることで、ER ストレス負荷を介し効率的な MM、乳癌を含またがん細胞死が誘導されることが明
らかとなった。これらは筆者の提唱する「がんの ER ストレス誘導療法」を支持するものである。 
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