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研究成果の概要（和文）：ドキソルビシンは多くの悪性腫瘍に使用される抗がん剤だが、致命的な心不全へと進
行することが知られている。我々は、ラット心筋由来のH9c2細胞をドキソルビシンで処理したときの細胞毒性を
デスアシルグレリンが抑制することを見出してきた。我々はデスアシルグレリンと相互作用するタンパク質DAGR
を見出したが、そのKd（解離定数）は200～1000ｎM程度であった。デスアシルグレリンはH9c2細胞には結合した
が、DAGRノックアウト細胞株には、結合しなかった。DAGRのノックアウトマウスを作製して、心筋組織を採取し
てリアルタイムPCRや免疫染色を行ったところ、心筋でのDAGRの発現の消失を確認した。

研究成果の概要（英文）：Doxorubicin, an anticancer drug used for many malignancies, is known to 
progress to fatal heart failure. We have found that desacylghrelin suppresses the cytotoxicity of 
rat myocardium-derived H9c2 cells treated with doxorubicin. Ｗe have found DAGR protein that 
interacts with desacylghrelin, which showed mild the mild affinity to desacylghrelin with 200 to 
1000 nmol/l of Kd (dissociation constant). Desacylghrelin bound to plasma membrane of H9c2 cells but
 not to the DAGR knockout cell line. Real-time PCR and immunostaining of the myocardial tissues 
obtained from DAGR knockout mice revealed that the expression of DAGR in the myocardium was lost.

研究分野： 生化学

キーワード： ドキソルビシン　心毒性　ゼブラフィッシュ　受容体
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多数の新しい分子標的薬が実用化され、がんの化学療法は新時代を迎えたと言って良い状況であるが、依然とし
てドキソルビシンなど古典的な抗がん剤も標準治療として使用され続けている。ドキソルビシンの副作用である
不可逆的な心不全を軽減して化学療法を行えれば、化学療法を受ける多くのがん患者にとっては、安全な化学療
法を十分に行えるという利点がある。今後、デスアシルグレリンの心不全予防効果の分子機構が明らかとなり、
その受容体を刺激する手段が見つかれば、ドキソルビシンと併用してその心毒性を抑える補助療法への開発に発
展させられる可能性があり、将来的な意義は大きいと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）研究開始当初の背景---グレリンは本邦の児島、寒川らが発見した 28 アミノ酸の食欲増

進作用を示すペプチドホルモンである。グレリンには 2種類あり、脂肪酸修飾を受けたアシルグ

レリンと脂肪酸修飾がないグレリン（デスアシルグレリン）の両者が体内を循環している。アシ

ルグレリンには、その脂肪酸部分を認識する受容体 GHSR の存在が知られているが、GHSR の発現

しない心筋細胞にも、右図のようにグレリンは結合する。アシルグレリンも脂肪酸修飾がないグ

レリン（デスアシルグレリン）もドキソルビシンによる心筋細胞死を抑制することから、グレリ

ンの細胞死抑制効果は GHSR とは無関係と考えられる（代表者岸田ら Endocrin J 64 S35-39, 

2017 年）。私共は GHSR と異なる新たな受容体がグレリンの細胞死抑制効果のシグナルを伝える

と考え、GHSR とは異なるグレリン受容体膜たんぱく質 DAGR を同定した。 

 

（２）研究課題の核心をなす学術的「問い」-「抗がん剤の副作用を抑えることはできないのか？」

→「グレリンの作用を使えば解決できるかもしれない」 

多くのがんの治療は化学療法、放射線療法や手術法が進歩して、人々は以前よりも長く健康な

生活ができる時代が到来している。ところが、中には化学療法の途中での副作用出現のため、治

療を中断せざるを得ない症例がある。ドキソルビシン（商品名アドレアシンなど）では投与例の

５％に心機能異常が観察されており、放置すると重篤な心不全へと進行するので注意すべきと

の記載が公共の KEGG データベースに認められる。患者にとっては心不全も、ドキソルビシンの

十分な抗腫瘍効果が期待できなくなることも大変不利益である。 

ドキソルビシンは化学療法の基本的な薬剤であり、安価で悪性リンパ腫や肺がん、消化器癌各

種、乳がん、膀胱腫瘍、骨肉腫、多発性骨髄腫、小児悪性固形腫瘍と実に広範囲な悪性腫瘍に対

して効能が認められている。つまり、これらの多種の腫瘍でドキソルビシン投与を受けている人

たちの５％は治療途中で心機能異常出現のために化学療法を中断しているということになる。

私共は、ドキソルビシンの心毒性を弱めるような処置があればそれを併用して化学療法を完遂

できれば治療効果が上がり、多くの心リスクのある癌患者にとって福音になり得ると考えた。 

私共が見つけたグレリン受容体膜たんぱく質 DAGR（未発表）を使って、アゴニストを探索、

同定して、グレリン様のシグナル伝達を起こす細胞死の抑制薬を見いだせれば、ドキソルビシン

の心毒性問題を解決できるかもしれない。 

 
 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的および学術的独自性と創造性 

 私共が見つけた新規グレリン受容体膜たんぱく質 DAGR（未発表）に着目し、受容体アゴニス

トを探索、同定して、グレリン様のシグナル伝達を起こさせ、抗がん剤による心不全防止薬とし

て用いることである。このようにホルモンの作用を利用して抗がん剤による心毒性の作用を抑

制する薬は知られておらず、学術的にも独自性と創造性の高い試みであると考えた。 

 

（２）本研究で何をどのように、どこまで明らかにしようとするのか 

本研究では、我々が見出した新規グレリン受容体結膜たんぱく質 DAGR が、受容体としてグレ

リンのシグナルを細胞内に伝え、抗がん剤ドキソルビシンによる心筋細胞や心臓毒性を防止す

るステップに関与していることを明らかにし、受容体を刺激するアゴニストを見つけることを



目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

（１）受容体を介したシグナルの証明 

 我々が見出した新しいグレリン受容体 DAGR のノックアウトマウスを作製し、抗がん剤ドキソ

ルビシン投与による心不全に対し、グレリンを投与することで症状改善がみられるか否かを心

エコーで評価する。我々の予想通りなら、受容体 DAGR ノックアウトにより、グレリンの抗心不

全効果は無くなるはずである。さらに、DAGR をノックアウトした心筋培養細胞株を用いて、ド

キソルビシン処理群とドキソルビシン+グレリン処理群で遺伝子発現を比較して、グレリンに反

応する遺伝子発現の変化を明らかにしてグレリンによる細胞保護効果の細胞内シグナルを確定

する。ドキソルビシン処理で心筋細胞の活性酸素報告に関わる NADPH オキシダーゼ量が増加す

るという生理研からの報告（JCIinsight,2017 年）があるため、デスアシルグレリン投与で同酵

素の発現量についても検討した。 

 

（２）グレリンと新規グレリン受容体結膜たんぱ

く質DAGRとの結合に干渉する化合物のスクリーニ

ング 

新規グレリン受容体結膜たんぱく質DAGRに作用

する薬剤は受容体に結合してリガンドと競合する

可能性があることを利用し、現在 96ウエルマイク

ロプレートで化合物スクリーニングを行った。確

かに競合する化合物はあるようだ（右図は予備実

験中データ）。化合物ライブラリーは慶応大から提

供を受けている。 

 

（３）ゼブラフィッシュやマウスを使った作用の検証 

ゼブラフィッシュは脊椎動物で薬品投与や観察が容易であり本計画に適している。右下図の

ように、現在はドキソルビシンによる心不全（心嚢の拡大）をデスアシルグレリンで軽減でき、

さらにその受容体 DAGR に結合するアンタゴニストペプチドの投与でデスアシルグレリンの作用

が解除できることまで確認した（下の写真参照）。 

研究方法（２）で得られた候補化合物をゼブラフィッシュ胚に投与して、グレリンと同様にド

キソルビシンによる心不全（心嚢拡大）を防げるか否かを検証した。 

ゼブラ胚にヒト腫瘍細胞を移植してこのアッセイを行うこともできるので、ドキソルビシン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

の抗腫瘍効果を保持しながら、心嚢拡大を起こさせないことを目安にさらに絞り込みも可能

である。ゼブラフィッシュでの検証で効果が確認された薬物をマウスに投与し、ドキソルビシン

による心不全を防ぐか検証する。この際、研究方法（１）で同定したグレリンの細胞内シグナル

の変化に類似の効果があるかどうか、再び DNA アレイで比較した。 

現在、臨床使用を承認された化合物のライブラリーをスクリーニングしているので、この後は

直ちに臨床試験へステップアップすることが可能であるが、それは別の研究計画として行って

いる。 

 
 
４．研究成果 
（１）デスアシルグレリンによるドキソルビシンの心筋毒性の抑制 

ドキソルビシンは乳がん、消化器癌、軟部腫瘍など多くの悪性腫瘍に使用される抗がん剤だ

が、投与例の数パーセントで心電図異常が認められ、中断しない場合致命的な心不全へと進行

するので注意すべきであることが知られている。ドキソルビシンの心毒性を弱めるような処置

があれば化学療法と併用し安全性も治療効果も改善すると考えられる。これまでに、我々は、

ラット心筋培養細胞をドキソルビシンで処理したときの細胞毒性をデスアシルグレリンが抑制

することを見出し発表しているが、今回デスアシルグレリン全長でなくてもドキソルビシンの

心筋毒性を抑制できることを確認した。 

 

（２）デスアシルグレリン受容体タンパク質の同定 

本研究では、デスアシルグレリンと相互作用する膜タンパク質 DAGR を見出し、その作用の解

析を行った。デスアシルグレリンは DAGR に対して Kd（解離定数）が 200～1000ｎM程度と中程

度の親和性を示すことが明らかとなった。アシルグレリンはデスアシルグレリンと DAGR の結合

に対して競合的に阻害することが判明した。したがって、DAGR はアシルグレリンとデスアシル

グレリンの両方のシグナルを受容できる可能性が明らかとなった。ビオチン標識デスアシルグ

レリンでラット心筋由来 H９c２細胞を処理した後、洗浄操作を行った後で、デスアシルグレリ

ンを染色したところ、細胞表面へのデスアシルグレリンの結合を観察することが出来たが、

crisper/CAS9 を用いて作製した DAGR のノックアウト細胞株では、細胞表面へのデスアシルグ

レリンの結合を検出することが出来なくなった。したがって、DAGR は心筋細胞でのグレリン類

の受容体として機能している可能性があると考えられた。 

 

（3）デスアシルグレリン受容体タンパク質のノックアウトマウスの作製 

DAGR のノックアウトマウスを作製するための交配を行い、ホモ接合体のノックアウト個体か

ら心筋組織を採取してリアルタイム PCR や免疫染色を行ったところ、心筋での DAGR の発現は消

失していることが明らかとなった。 
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