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研究成果の概要（和文）：オートファジーの活性状態は各患者癌で異なるため、癌病態におけるオートファジー
活性の生物学的意義を理解すると共に、オートファジー活性の有無に基づいた治療戦略の確立が求められてい
る。本研究では、一部の癌細胞において、オートファジーの不活性化が腫瘍形成および転移能の獲得に寄与する
ことを示した。また、オートファジー活性の指標となるバイオマーカー候補を特定した。さらに、オートファジ
ー不活性化癌における治療標的となる候補分子および有効な低分子化合物を同定した。以上の成果は、オートフ
ァジー活性に基づいた新たな癌治療戦略を確立するための分子基盤となる。

研究成果の概要（英文）：It is believed that the state of autophagy activity differs in each patient'
s cancer. Therefore, it is necessary to understand the biological significance of autophagy activity
 in cancer and to establish therapeutic strategies based on autophagy activity. In this study, we 
showed that inactivation of autophagy contributes to tumorigenesis and acquisition of metastatic 
potential in some cancer cells. We identified candidate biomarkers to determine the active state of 
autophagy in each patient cancer. Furthermore, we identified candidate molecules and effective 
small-molecule compounds as therapeutic targets for autophagy-inactivated cancers. These results 
provide a molecular basis for the establishment of new therapeutic strategies based on autophagy 
activity.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌治療において、各患者癌の特性に基づいて治療方針を選択する個別化医療の実現が求められている。オートフ
ァジーの活性状態は各患者癌で異なるため、予め各患者癌におけるオートファジー活性を把握した上で、オート
ファジー活性化癌あるいは不活性化癌の各々に対して有効な治療方針を選択することが重要となる。本研究によ
る成果は、各癌におけるオートファジー活性の測定方法の開発およびオートファジー活性に基づいた個別化治療
戦略を確立するための分子基盤となる。また、オートファジーの不活性化が関与する他の難治疾患（神経変性疾
患など）の病態解明にも役立つ可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

＜ヒト癌におけるオートファジーの活性化＞ 

オートファジーは、細胞内物質（タンパク質やオルガネラ）をリソソームで分解するための細胞

内分解経路である。このオートファジー分解経路は、癌微小環境での栄養ストレスや放射線また

は抗癌剤処理などの細胞ストレス下で活性化される。そして、分解産物からのエネルギー源供給

や細胞内毒性物質（異常オルガネラなど）の排除を介して、癌細胞の生存や治療抵抗性に寄与す

ると考えられている。この考えに基づき、放射線または抗癌剤治療を行う際に、オートファジー

経路を阻害するクロロキンを併用投与する臨床治験が盛んに行われている。実際に、我々は、急

性リンパ性白血病（Acute lymphoblastic leukemia : ALL）の担癌マウスモデルにおいて、ALLの標

準治療薬である L-asparaginase（L-asp）とクロロキンの併用投与により、L-asp の治療効果が顕

著に増強されることを見出してきた。また、我々は、リソソーム膜上に局在する LAPTM5 遺伝

子産物の蓄積がオートファジー障害を伴った細胞死を惹起すること、そして、そのような 

LAPTM5 誘導性細胞死は、小児の固形癌である神経芽腫の腫瘍自然退縮時のプログラム細胞死

に深く関与する可能性を示してきた。このように、オートファジーの活性化は、癌細胞の生存を

介して、癌の悪性化に寄与すると考えられている。  

 

＜ヒト癌におけるオートファジーの不活性化＞ 

一方、マウスでのオートファジー関連遺伝子の欠損は、肝腫瘍の発生を誘発することが知られて

おり、オートファジーの不活性化もまた癌化に寄与すると考えられている。しかし、実際のヒト

癌におけるオートファジー障害の頻度は不明であった。そのような中、これまで我々は、一部の

ヒト癌細胞株および癌臨床検体において、オートファジー関連遺伝子（ATG5、ATG7、LC3Av1な

ど）のゲノム・エピゲノム異常を同定してきた。また、癌ゲノムデータベース上で、16種の癌種

由来 4,379症例のうち 649 症例（14.8%）において、オートファジー関連遺伝子の異常 （変異ま

たは欠失）を検出した（特に肺扁平上皮癌や前立腺癌）。これらの所見は、オートファジーの活

性状態は各患者癌で異なっており、オートファジーの活性化と不活性化の両方が癌の悪性化に

寄与する可能性を示唆している。当然、オートファジー障害を有するオートファジー不活性化癌

に対して、上述のようなオートファジーを阻害する治療戦略は、有益ではないと考えられる。ま

た、オートファジー不活性化癌細胞では、オートファジー以外の別の細胞生存システムが活性化

していると推測され、そのような細胞生存システムの特定は、オートファジー不活性化癌に対す

る治療戦略の確立に繋がると考えた。 

 

２．研究の目的 

このような背景の中、本研究では、癌におけるオートファジー活性の生物学的意義を理解すると

共に、オートファジー活性化癌と不活性化癌の各々に対して有効な治療標的を特定し、オートフ

ァジー活性を基盤とした新たな癌治療戦略を確立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）オートファジーの活性状態が明らかな癌細胞亜株の樹立 

オートファジー関連遺伝子（ATG5、ATG7、LC3Av1など）が不活性化しているヒト癌細胞株にお

いて、各々の当該遺伝子の安定発現細胞株を樹立した。また、マウス乳癌細胞株（4T1）および

マウスメラノーマ細胞株（B16-F10）において、CRISPR/Cas9システムを用いて、Atg5遺伝子を

欠損した細胞株を樹立した。各細胞株におけるオートファジーの活性状態は、電子顕微鏡観察お



よび western blotting解析での LC3B form-IIやオートファジー分解基質である p62タンパク質レ

ベルなどで確認した。 

 

（２）オートファジー活性化癌または不活性化癌の分子特性の比較検討 

上記で作成したオートファジーの活性状態が明らかな癌細胞ペアを用いて、種々の in vitroアッ

セイ系および担癌マウスでの造腫瘍能と肺への転移能（自然転移、尾静脈投与経由）の比較検討

を行った。さらに、培養細胞や担癌マウスからの摘出腫瘍または血液サンプルを用いて、網羅的

な遺伝子発現等の比較検討を行った（プロテオーム解析、発現アレイ解析、メタボローム解析な

ど）。 

 

（３）オートファジー活性化癌と不活性化癌の各々に対する有効な治療戦略の確立 

オートファジーの活性状態が明らかな癌細胞ペアを用いて、細胞生存を指標とした承認薬ライ

ブラリーのスクリーニングを行った。特に、オートファジー不活性化癌細胞で高い感受性を示す

低分子化合物の同定とその抗腫瘍効果に関する作用機序の解明に取り組んだ。また、オートファ

ジー経路を標的とするマイクロ RNA核酸抗癌薬の投与による抗腫瘍効果と共に、培養細胞およ

び担癌マウス腫瘍組織におけるオートファジーの活性状態を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）癌病態におけるオートファジー活性の生物学的意義の解明 

オートファジー関連遺伝子（ATG5、ATG7、LC3Av1など）が不活性化しているヒト癌細胞株（例：

Du145前立腺癌細胞株、ATG5遺伝子の機能消失型変異を有する）において、当該遺伝子の導入

により、オートファジー活性の回復と担癌マウスでの腫瘍増殖の抑制が認められた。また逆に、

オートファジー機能が正常に備わった 4T1細胞または B16-F10細胞において、マウス Atg5遺伝

子の欠損により、オートファジーの不活性化と担癌マウスでの造腫瘍能と肺への転移能の部分

的な亢進が見られた。これらの結果は、一部の癌細胞において、オートファジーの不活性化は、

腫瘍形成および転移能の獲得に寄与することを示唆している。一方で、上記のオートファジーの

活性状態が明らかな癌細胞ペアを用いて、種々の in vitroアッセイを行った結果、オートファジ

ー活性の有無は、in vitroでの細胞増殖、細胞移動能、浸潤能、様々な既存抗癌剤（シスプラチン

や 5FUなど）に対する感受性、栄養飢餓での細胞生存に影響しなかった。 

 また、培養細胞または担癌マウスからの摘出腫瘍サンプルを用いた網羅的な遺伝子発現解析

（プロテオーム解析および発現アレイ解析）により、オートファジー不活性化癌で特異的に発現

亢進する遺伝子群および上流の転写因子ネットワークを同定した。これらの遺伝子群は、オート

ファジー不活性化癌細胞における細胞生存システムに深く関与する可能性があり、治療標的に

なると考えられる。さらに、培養細胞または担癌マウス由来血液サンプルを用いた発現解析とメ

タボローム解析により、オートファジーの活性状態と相関する血中サイトカイン、マイクロ RNA、

または代謝産物（アミノ酸を含む）を特定した。これらの分子は、各患者癌におけるオートファ

ジーの活性状態を把握する上で、有用なバイオマーカーの候補分子となる可能性がある。現在、

オートファジー不活性化癌細胞に関連する遺伝子群およびバイオマーカー候補に関して、それ

らの遺伝子機能および生物学的な意義を解明するためにさらなる検討を進めている。 

 

（２）オートファジー活性に基づいた癌治療戦略の開発 

上記の Du145細胞および ATG5遺伝子を導入した Du145細胞のペアを用いて、細胞生存を指標

とした承認薬ライブラリーのスクリーニングを実施し、オートファジー不活性化癌細胞（Du145

細胞）で高い感受性を示す 12種の低分子化合物を同定した。他のオートファジー不活性化癌細



胞においても同様に、当該候補化合物の処理に対して高い感受性を示した。また、Du145細胞の

担癌マウスへの当該候補化合物の投与により、腫瘍増殖が抑制された。さらに、候補化合物によ

る抗腫瘍効果において、脂質代謝経路の遮断とそれに伴うミトコンドリア傷害の誘発が深く関

与する可能性を見出した。これらの結果は、オートファジー不活性化癌に対する新たな治療戦略

の開発につながると考えられ、候補化合物による抗腫瘍効果の詳細な分子メカニズムの解明を

行なっている。 

一方、オートファジー活性化癌に対する治療戦略として、miR-634 製剤の有用性を検証した。

マイクロ RNA（microRNA; miR）は、約 22塩基からなる機能性 RNAであり、複数の標的遺伝子

の転写産物に直接結合し、その遺伝子発現を負に制御する。近年、新たな医療モダリティとして、

癌抑制型 miR を創薬シーズとして用いた核酸抗癌薬の開発が注目されている。我々は、以前の

研究により、オートファジーを含む細胞生存システムに関連する複数の遺伝子群を標的とする

miR-634を用いた全身投与用または局所投与用の核酸抗癌製剤を開発してきた。本研究では、オ

ートファジー活性を有する癌細胞株（A431皮膚扁平上皮癌細胞株など）の培養細胞および担癌

マウスにおいて、miR-634の導入により、顕著な抗腫瘍効果と共に、オートファジー活性の部分

的な抑制を確認した（リソソーム関連分子の発現低下、p62の蓄積など）。これらの結果は、オ

ートファジー活性化癌に対する治療戦略として、miR-634製剤が有用である可能性を示している。 

以上のように、本研究成果は、各癌におけるオートファジーの活性状態の測定方法の開発およ

びオートファジー活性に基づいた個別化治療戦略を確立するための分子基盤となる。 
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