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研究成果の概要（和文）：抗がん剤として使用されているCDK4/6阻害薬abemaciclibは、自食胞形成を伴った細
胞死を誘導する。この自食胞は、膨化したオートリソソームであることが本研究を通じて明らかとなり、自食胞
形成はATG5依存性のオートファジーとは独立した現象であること、abemaciclibによる細胞死と連動しているこ
とも複数のデータから示された。abemaciclibによる自食胞形成の誘導では、本来のabemaciclibの標的である
CDK4/6が少なくとも部分的には関与していることも示唆された。これらにより、abemaciclibが自食胞形成を介
して細胞死を誘導するメカニズムの一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：CDK4/6 inhibitor abemaciclib, which is used as anticancer drug, induces 
large vacuole formation in cytosol and causes cell death. In this study, we revealed that these 
large vacuoles induced by abemaciclib are swelling autolysosome. The vacuolar formation is 
independent of ATG5-related autophagy and is linked to cell death. It was also suggested that CDK4,
6, main target of abemaciclib, functions as a target at least in part in the induction of vacuolar 
formation by abemaciclib. From these results, a part of mechanism in inducing large vacuolar 
formation in cytosol and in causing cell death is revealed.

研究分野： 生化学、細胞生物学

キーワード： abemaciclib　CDK4/6　自食胞形成　細胞死　リソソーム　オートリソソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は抗がん剤として使用されているCDK4/6阻害薬による自食胞形成を伴った細胞死の誘導に着目し、CDK4/6
による新規の細胞死様式を解明することを目指したものである。これらで得られる知見は、将来的にCDK4/6阻害
薬と併用する薬剤の選択や適用の拡大、副作用の防止等の観点からも重要なものである。さらに、CDK4/6阻害薬
abemaciclibによる自食胞形成は本来のCDK4/6のターゲットとは異なる標的分子にも作用した結果である可能性
もあり、これまで想定されていたCDK4/6阻害薬の作用機序とは異なる、新たな作用機序の提唱に繋がると期待さ
れる。

※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 
 

がんは、遺伝子の変異などによって細胞周期制御が破綻し、細胞が異常に分裂することで起こる。正
常な細胞周期では、サイクリン依存性キナーゼ CDK4/6 が細胞分裂後の複製準備期から DNA 複製期
への移行時に働き、増殖シグナルなどによってサイクリン D の発現が誘導されて CDK4/6 が活性化され
ることで、DNA 複製などが引き起こされる。がんの中には、このサイクリン D の発現が亢進しているもの
が見られ、CDK4/6 の異常な活性化による細胞周期異常ががん化の原因と考えられている。近年、
CDK4/6 を分子標的とする阻害薬が 3 種類開発された（abemaciclib、 palbociclib および ribociclib）。こ
れらの薬剤は乳癌や肺癌等で臨床試験が進んでおり、abemaciclib、palbociclib は本邦でも手術不能又
は再発性の乳癌に対して承認され、臨床使用されている（Patnaik et al, Cancer Discov, 2016）。 
 

この状況を受けて、CDK4/6 阻害薬は適用拡大を念頭に置いた研究や臨床試験が多く行われている。
同阻害薬は CDK4/6 を阻害して細胞周期を停止することでがんの増殖を抑制することが期待され、臨
床試験においても薬効が確認されている一方で、細胞死誘導のメカニズムについてはほとんど報告は
なく、CDK4/6 の阻害以上のメカニズムについては未解明な点が多く残されている状況である。我々は
abemaciclib が細胞質での空胞形成を誘導することを独自に発見し（Iriyama and Hino et al, Leuk. 
Lymphoma, 2017）、この空胞が何らかの消化物の遺残物を内包する「自食胞」であることを発見した。こ
の「自食胞」は従来の Atg ファミリーを介した典型的な経路を介して形成されるものとは異なることが示唆
された。さらに我々はこれらの薬剤が単に細胞周期を停止させるのみならず、自食胞形成に連動して細
胞死を誘導することを明らかにしてきた（第 90 回 日本生化学会大会(2017)）。この abemaciclib による
自食胞形成を伴った細胞死はアポトーシス阻害剤 Z-VAD やネクロプトーシス阻害剤 necrostatin-1 では
抑制されない新規のものであった。 

 
CDK4/6 阻害薬による自食胞形成に着目した細胞死の分子基盤を明らかにすることは、新規細胞死

様式の提唱及びその解明に繋がる独自性の高いものである。さらに、この作用機序の解明は自食胞形
成の「分子スイッチ」を標的とした創薬のスクリーニング等の為の基盤情報を得ることにも繋がる、発展性
のある研究である。また、CDK4/6 阻害薬の詳細な作用機序を明らかにすることは、今後、同阻害薬を
広くがん治療に臨床応用していく上で、副作用や適用がん種の検討といった観点からも重要である。こ
れらの検討により、最終的には CDK4/6 阻害薬の作用機序の全貌が明らかとなり、CDK4/6 と併用する
薬剤の選択等、臨床応用に対する有用な情報を得ることも期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、abemaciclib による自食胞形成を伴う新規細胞死誘導メカニズムの解明を目的とし、具
体的には以下の点を目指した。 

①abemaciclib により誘導される巨大な「自食胞」がどのような細胞小器官に由来するのかの同定 
   ②自食胞形成の分子機構の解明および細胞死誘導への寄与の解明 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)オートファジーフラックスの検証 
 肺癌細胞株 A549 において、オートファジーフラックス解析用プローブ GFP-LC3-mCherry-LC3ΔG の
安定発現細胞株を樹立し、abemaciclib 存在下で同細胞株の蛍光タンパク質の蓄積量について、ハイ
スループット生細胞解析システム IncuCyte を用いて解析を行った。 
 
(2)細胞死とオートファジーとの関連性の検証 
①オートファジー阻害薬を用いた細胞死レスキュー検討 
 A549 細胞を abemaciclib と同時にオートファゴソーム形成阻害薬である 3-メチルアデニン存在下で培
養し、abemaciclib による細胞死がレスキューされるかを細胞生存率解析にて評価した。 
 
②オートファジー必須因子のノックアウト細胞を用いた解析 
 A549 細胞において、オートファジー必須因子である ATG5 について、CRSPR/Cas9 ゲノム編集システ
ムを用いてノックアウトした。このノックアウト株と、元の A549 細胞株について、abemaciclib による自食胞



形成及び細胞死誘導を細胞生存率解析にて比較、評価した。 
 
(3)蛍光タンパク質発現細胞を用いたタイムラプス観察 
 A549 細胞株において、オートファゴソームの形成やオートリソソームへの変化をモニター可能なオート
ファゴソームマーカーmCherry-GFP-LC3、蛍光融合リソソームマーカーLAMP1-mCherry、傷害されたリ
ソソーム膜にドット状に局在する因子の蛍光融合タンパク質 GFP-galectin-3、リソソーム新生、リサイクリ
ングに関わる転写因子の蛍光融合タンパク質 TFEB-GFP を安定発現する細胞株をそれぞれ樹立した。
それぞれの株について、abemaciclib 存在下での各マーカーの挙動を共焦点顕微鏡を用いてタイムラ
プス観察を行った。LAMP1-mCherry 発現細胞株については、リソソーム酸性化を可視化できる緑色蛍
光色素 LysoSensor Green を同時に培地に添加し、リソソームの酸性化も観察した。 

 
加えて、神経芽細胞腫 Neuro-2A 細胞株において、後期エンドソームからリソソームのマーカー（オー

トファゴソームとリソソームの融合にも重要）の蛍光融合タンパク質 mCherry-Rab7A の安定発現株を樹
立し、abemaciclib 存在下での局在を共焦点顕微鏡にて観察した。 
 
(4)リソソーム膨化と細胞死誘導の関連の検討 
①自食胞形成時のオートファジー関連シグナルの検討 
 abemaciclib 存在下で A549 細胞において、オートファジーの上流シグナル因子である mTORC1 シグ
ナル因子 mTOR、p70S6K、S6RP について、リン酸化状態（すなわち活性化状態）をウェスタンブロット
法により解析した。 
 
②リソソーム膜障害の解析 
 A549 細胞について、abemaciclib 存在下で培養後、リソソーム膜障害の状態を観察するため、傷害さ
れたリソソーム膜にドット状に局在する因子 galectin-3 を免疫蛍光染色を行い、共焦点顕微鏡で観察し、
abemaciclib 非存在下培養細胞と比較、評価した。 
 
③自食胞形成阻害による細胞死への影響検討 
 子宮頸癌由来 HeLa 細胞について、abemaciclib 存在下で通常培地の代わりに HBSS で培養を行い、
空胞形成を抑制した。この条件で培養した HeLa 細胞と abemaciclib 存在下で通常培地で培養した
HeLa 細胞で細胞生存率解析を行い、比較することで細胞死への自食胞形成阻害の影響を評価した。 
 
(5)abemaciclib のリソソーム膨化誘導におけるターゲットの検討 
 A549 細胞について、abemaciclib のターゲットとされる CDK4、CDK6 をノックアウト、コンディショナル
ノックダウンの組み合わせで発現抑制可能な細胞株を樹立した。得られた細胞株について、両因子の
発現抑制条件下での自食胞形成を顕微鏡観察によって評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)CDK4/6 阻害薬 abemaciclib による自食胞形成とオートファジーの関連の検討 

癌細胞において、abemaciclib に誘導される自食胞形成とオートファジーの関連を検討した。東京大
学の水島研究室で開発された蛍光プローブ（GFP-LC3-mCherry-LC3ΔG）を用いたアッセイでは、
CDK4/6 阻害薬存在下ではオートファゴソームマーカーである GFP-LC3 の蓄積が認められ、CDK4/6
阻害薬がオートファジーフラックスを阻害することが明らかになった。また、オートファジー阻害薬 3-メチ
ルアデニンを用いた細胞死レスキュー実験では abemaciclib による細胞死はレスキューされず、オートフ
ァジー必須因子 ATG5 のノックアウト細胞株を樹立して用いた実験でも、ATG5 ノックアウトによる
abemaciclib による作用（空胞形成、細胞死）には影響が見られなかったことから、abemaciclib による自
食胞形成及び細胞死はオートファジーとは独立して起こる現象であることが示された。 

 
この自食胞とオートファゴソーム、リソソーム等との関連を明らかにするため、蛍光タンパク質融合型の

オートファジーマーカーmCherry-GFP-LC3 の発現細胞株を用いたタイムラプス観察を行った。自食胞
には mCherry と GFP の共局在は見られず、mCherry の蛍光のみが見られた。さらに、リソソームマーカ
ーLAMP1-GFP の発現細胞株を用いたタイムラプス観察では、LAMP1-GFP が自食胞に局在したことか
ら、自食胞はリソソームに由来することが明らかになった。加えて、リソソームの酸性化を可視化する色
素プローブ LysoSensor Green を用いたタイムラプス観察では、abemaciclib によりリソソームが酸性化す
ることが観察され、この自食胞形成はリソソームが酸性化、膨化したもので、リソソームでのタンパク質分
解機能が阻害されていることを示唆する結果が得られた。その後のリソソームマーカー因子の蛍光染色
解析により、この自食胞にはリソソームマーカーである Rab7（オートファゴソームとリソソームの融合にも



重要）が局在することも明らかとなり、自食胞はオートファゴソームにリソソームが過剰融合することで巨
大化したオートリソソームであることが示唆された。 

 
 

 
 
 
 
 
(2)自食胞形成と細胞死の関連の検討 

abemaciclib に誘導される自食胞形成と細胞死の関連を検討した。この検討により、abemaciclib がリソ
ソームの膨化を誘導した際には、mTORC1 の活性が阻害されており、mTOR シグナルが乱されているこ
と、リソソーム膜透過が起こる際にリソソーム膜に局在する galectinの免疫蛍光染色による局在観察より、
リソソーム膜の透過性上昇は限定的にしか見られず、いわゆるリソソーム細胞死といわれる細胞死の様
式とも異なることが示唆された。このリソソームの障害と細胞死との関連をさらに明らかにするため、
galectin-3 の GFP 融合タンパク質（GFP-galectin-3）発現ベクターも構築し、GFP-galectin-3 の安定発現
細胞株を樹立した。加えて、abemaciclib がリソソームの膨化、自食胞形成を誘導する条件下では、細胞
内のカルシウム濃度の上昇が認められることも明らかにしている。さらに、abemaciclib 作用時に飢餓培
地条件にすることで空胞形成を抑制すると、細胞死も抑制されることを明らかにし、空胞形成と細胞死の
連関の新たな証拠として示した。 

 
(3)abemaciclib によるリソソーム新生への影響の検討 

abemaciclib がリソソームを膨化させるメカニズムを調べるにあたり、リソソーム新生・リサイクリングに与
える影響を検討するため、リソソーム新生時に関与する転写因子 TFEB の GFP 融合体（TFEB-GFP） の
発現ベクターを構築した。これらのベクターを用い、TFEB-GFP の安定発現細胞株を樹立した。 
 
(4)abemaciclib のリソソーム膨化におけるターゲット因子の探索 

abemaciclib によるリソソーム膨化を含む様々な表現形と CDK4/6 との関連性を明らかにするべく、
CDK4 および 6 のノックアウト、ノックダウン細胞株を樹立した。CDK4 及び 6 の両方の発現を抑制する
と、リソソーム膨化が抑制される傾向が示された。これは、abemaciclib が CDK4/6 を介して自食胞形成

LAMP1-mCherry+LysoSensor Green 

(上) abemaciclib作用時のリソソームマーカーLAMP1-mChery及

び酸性化リソソームマーカーLysoSensor Green の局在、蛍光変

化。abemaciclib 作用 24 時間後にリソソームが酸性化したことを

示す lysoSensor Green の緑色蛍光が増加したことが判る。 

(右) abemaciclib 作用時のオートファジーマーカーmCherry-

GFP-LC3 の局在。オートリソソームのマーカーとなる mCherry の

赤色蛍光のみが自食胞に局在していることが判る。スケールバー：

5 μm。 

mCherry-GFP-LC3 



を引き起こしていることを示唆するものと考えている。 
 
 
 

以上、abemaciclib により誘導される自食胞が膨化したオートリソソームであること、この膨化リソソーム
の形成が細胞死と密接に関連していることが本研究を通じて明らかとなった。一方で、abemaciclib がど
のようにしてオートリソソームの膨化を引き起こすのかについては、少なくとも部分的には本来のターゲッ
トである CDK4/6 を介してオートリソソームの膨化を引き起こしていることは示唆されたものの、その経路
因子については明らかにすべき点が多く残っている。さらに、abemaciclib により誘導されるリソソームの
膨化がどのようにして細胞死を誘導するのか、そのメカニズムについても今後明らかにすべき点は残っ
ている状況である。 

 
これらの課題に関しては、今後、新たなアプローチをすることも含め、多角的な検討が求められると考

えている。本課題の最終段階で作製したライブセルイメージング可能なリソソームの新生、リサイクリング
シグナル因子の可視化細胞株を用いた検討などを今後も行うと同時に、これら残された課題を今後も明
らかにしていき、abemaciclib が誘導する自食胞形成を介した細胞死の全貌を明らかにしていく予定で
ある。 
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