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研究成果の概要（和文）：　本研究では、原発性のがんが複数箇所に発生する多重がんに対する新規治療方法を
見出すことを試みた。そのために、タンパク質分解機構であるオートファジーに着目し、既存の抗がん剤の効果
を高めることを目的とした。培養がん細胞においてオートファジーを阻害すると細胞障害性抗がん剤であるドキ
ソルビシンによる抗がん作用が増強されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　The aim of this study was to establish of multiple cancers in which 
primary cancers occur in multiple locations. We focused on autophagy, which is a proteolytic 
mechanism, and attempted to enhance the effects of existing anticancer drugs. We demonstrated that 
autophagy inhibitor promoted anticancer effect of doxorubicin, cytotoxic chemotherapeutic agent.

研究分野：医療薬学

キーワード： オートファジー　アポトーシス　多重がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　タンパク質分解機構であるオートファジーは、多くの疾患に関与していることが報告されているが、現在オー
トファジーを利用した治療は行われていない。本研究は、オートファジーを利用することで抗がん剤の効果を増
強出来ることを明らかにしており、学術的意義を有する。
　原発性のがんが複数箇所に発生する多重がんの患者数は、今後増大していくことが予想されている。本研究
は、多重がんを想定し複数のがん細胞を標的に行った研究であり、社会的意義を有する。

※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 

多重がんは、原発性のがんが複数箇所に発生する疾患であり、高齢化やがん治療の発展に伴い、
その患者数は世界的に増加している。多重がん治療には、放射線治療や手術のような局所治療で
はなく、性質の異なる複数のがんに効果的で副作用が少ない抗がん剤治療を確立することが必
要である。タンパク質分解機構の一つであるオートファジーは、細胞内の恒常性の維持を担って
おり、がんや中枢神経疾患など様々な疾患に関与することが明らかにされている。しかし、オー
トファジーを利用した治療は行われていない。オートファジーを利用した抗がん剤治療を構築
することが出来ればがん治療の発展に繋がる。 

 

 

２．研究の目的 

現在、臨床で使用されている抗がん剤は欠点が多く、理想的ながん治療を行うことが出来ない。
本研究の目的は、多重がん治療を確立するために、性質の異なる複数のがんに効果的で副作用が
少ない抗がん剤治療を見い出すことである。そのために、オートファジーを利用する。オートフ
ァジー阻害剤を細胞障害性抗がん剤、分子標的抗がん剤といった既存抗がん剤と併用すること
で抗がん作用を高め、最適な抗がん剤治療を見出す。 

 

 

３．研究の方法 

（1）多重がんに最適な抗がん剤および標的がん細胞の選定 
培養がん細胞として、A549（ヒト肺胞基底上皮腺がん細胞）、HT29（ヒト結腸腺がん細胞）、SKBR3

（ヒト乳がん細胞）を使用した。細胞障害性抗がん剤としてドキソルビシン、分子標的抗がん剤
としてセツキシマブ、トラスツズマブ、オートファジー阻害剤としてクロロキンを使用した。細
胞生存率およびアポトーシスを指標に最適な抗がん剤および標的がん細胞の選定を行った。培
養がん細胞の細胞障害は MTS 還元能および LDH 漏出、アポトーシスは、cleaved caspase-3 発現
量を指標に評価した。 
 
（2）オートファジー阻害剤により促進されるドキソルビシン誘導アポトーシスのメカニズムの
解明 
 培養がん細胞として、A549、HT29 を使用した。細胞障害性抗がん剤としてドキソルビシン、
オートファジー阻害剤としてクロロキンを使用した。活性酸素産生量は、蛍光プローブ Mitosox、
タンパク質発現量はウエスタンブロット法により評価した。 
 
（3）多重がんモデルマウスに対するドキソルビシンおよびクロロキンの影響 
 多重がんモデルマウスを作成するために、ヌードマウス BALB/cSlc-nu/nu を使用した。A549、
HT29 を各々マウスの背中に皮下移植した。14 日間飼育し、腫瘍の形成を目視で確認した。その
後、ドキソルビシンおよびクロロキンを腹腔内投与した。腫瘍の体積を評価することで抗がん作
用を評価した。 
 
 
４．研究成果 
（1）多重がんに最適な抗がん剤および標的がん細胞の選定 

A549 細胞、HT29 細胞において、オートファジー阻害剤であるクロロキンは、ドキソルビシン
による細胞障害を促進した（Fig. 1）。さらに、アポトーシスの指標である cleaved caspase3 は、
ドキソルビシンにより増大し、この増大は、クロロキンによりさらに促進された。これらの結果
より、オートファジーを阻害することにより促進されるドキソルビシン誘導細胞障害はアポト
ーシスであることが示唆される。一方、A549 細胞、HT29 細胞、SKBR3 細胞においてセツキシマ
ブ、トラスツズマブはクロロキンを処理してもがん細胞の増殖抑制作用は認められなかった。 

（2）オートファジー阻害剤
により促進されるドキソル
ビシン誘導アポトーシスの
メカニズムの解明 

Fig. 1 CQ enhanced DOX-
induced apoptosis.   
A549 cells were treated 
with 2 μM DOX, 20 μM 
CQ, or both for 24 h. A) 
cell death as estimated 
by LDH release. B) 
western blot results for 
expression of Caspase-
3. DOX: Doxorubicin; CQ: 
Chloroquine 
 



 

 

オートファジー阻害剤クロロキンに

より促進されるドキソルビシン誘導ア

ポトーシスのメカニズムを解明するた

めにミトコンドリアおよび細胞膜経路

に着目した。ドキソルビシンによりミト

コンドリア経路によるアポトーシスの

指標である cleaved caspase9 および細

胞膜経路によるアポトーシスの指標で

ある cleaved caspase8 の増大が認めら

れた（Fig. 2）。クロロキン処理により

cleaved caspase9 の更なる増大が認め

られ、この過程で活性酸素種の産生量

の増大も認められた。一方、ドキソル

ビ シ ン に よ り 増 大 す る cleaved 

caspase8に対するクロロキンの影響は

認められなかった。よって、オートフ

ァジーを阻害することにより促進され

るドキソルビシン誘導アポトーシス

は、ミトコンドリア経路によるアポト

ーシスということが明らかになった。 

さらに、オートファジーを阻害することにより促進されるドキソルビシン誘導ミトコンドリ

ア経路によるアポトーシスのメカニズムを詳細に検討するために mitogen-activated protein 

kinase（MAPK）の p38、JNK、ERK に着目した。JNK 、p38 のリン酸化は、ドキソルビシンにより

増大し、クロロキンによりさらに促進した。しかし、この細胞障害に対する p38阻害剤 SB203580、

JNK 阻害剤 SP600125 の影響は認められなかった。一方、ERK のリン酸化は、ドキソルビシンによ

り増大するが、クロロキンはこの増大を抑制した。さらに、ERK の阻害剤 SCH772984 は、ドキソ

ルビシンおよびクロロキンによる細胞障害、活性酸素種の産生、cleaved caspase-9 および

cleaved caspase-3 発現量の増大を促進した。これらの結果より、ERK はオートファジーを阻害

することにより促進されるドキソルビシン誘導ミトコンドリア経路によるアポトーシスに対し

防御作用を担っていること、JNK および p38 の寄与が低いことが示唆される。 

 

 
 

 

 

 

（3）多重がんモデルマウスに対するドキソルビシンおよびクロロキンの影響 

ヌードマウス BALB/cSlc-nu/nu に A549、HT29 を皮下移植した多重がんモデルマウスを作成し

た。ドキソルビシンおよびクロロキンを腹腔内投与後、抗がん作用を評価した。その結果、予想

に反しドキソルビシンによる抗がん作用はクロロキンにより促進されなかった。腫瘍を取り出

し、caspase-3 活性を測定したが、クロロキンによる影響は認められなかった。よって、現段階

ではドキソルビシンとオートファジー阻害剤の組み合わせを多重がんに応用することは困難で

ある。 

今後は、 本研究課題の成果を基に細胞障害性抗がん剤、分子標的抗がん剤以外の抗がん剤を

用いた検討、対象のがん細胞を拡大することで多重がんに最適な治療方法の確立を目指す。 

 

Fig. 2 Mechanism of apoptosis induced by the 
combination of DOX and CQ.  
Western blot results for the expression of A) 
Caspase-9, B)Caspase-8 and C)Mitosox fluorescence 
depicting ROS production in A549 cells treated 
with 2 μM DOX, 20 μM CQ, or both for 24 h. DOX: 
Doxorubicin; CQ: Chloroquine 
 

Fig. 3 Effect of ERK inhibitor on DOX and CQ-induced apoptosis.  
Western blot results for the expression of A) caspase-9 and B) caspase-3 proteins 
in A549 cells were treated with 2 μM DOX, 20 μM CQ, or both with or without 
SCH772984 for 24 h. DOX: Doxorubicin; CQ: Chloroquine 
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