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研究成果の概要（和文）：アントラサイクリン系抗がん剤であるドキソルビシン（DOX）による心毒性において
は、ミトコンドリアに鉄が集積することで生じる鉄依存性の細胞死・フェロトーシスが主たる病態基盤であるこ
とを明らかにしてきた。本研究では、DOXがミトコンドリアDNAに入り込む一方、DOXによりヘム合成の律速酵素
であるALAS1が低下することにより、DOXと鉄がそれぞれミトコンドリアに蓄積し、フェロトーシスが誘導されて
いることを明らかにした。さらに、解明した病態機序に基づき、ALAS1が合成する5-アミノレブリン酸がDOXによ
る鉄過剰、フェロトーシス、さらに心機能障害を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have shown that ferroptosis, an iron-dependent form of cell death, plays 
a pivotal role in doxorubicin (DOX) cardiotoxicity. Our present study has eludicated that DOX enters
 the mitochondria by intercalating into mitochondrial DNA and reduces ALAS1, the rate-limiting 
enzyme in heme synthesis. These phenomena in cardiomyocytes lead to the accumulation of both DOX and
 iron in the mitochondria, ultimately causing ferroptosis. Based on these findings, we have shown 
that 5-aminolevulinic acid (5-ALA), synthesized by ALAS1, can mitigate iron overload, ferroptosis, 
and further cardiac dysfunction induced by DOX.

研究分野： 循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドキソルビシン（DOX）は様々ながん種に適応となる抗がん剤であるが、総投与量依存性に心毒性を生じる。そ
の結果として発症する心筋症は予後不良であり、さらなる病態解明と治療法の開発が喫緊の課題となっている。
鉄依存性の細胞死であるフェロトーシスが心毒性の主たる病態基盤であるとのこれまでの研究成果を踏まえ、本
研究ではフェロトーシスの誘導に至る詳細な分子機序を解明し、アミノレブリン酸が病態機序に沿った治療法に
なることを明らかにした。本研究成果により、フェロトーシスに基づくドキソルビシン心毒性の分子機序を解明
し、病態機構に基づいたアミノレブリン酸を用いた新規治療の開発基盤を構築した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍に対する治療の飛躍的な進歩によりがん自体の寛解率および生命予後の改善が達成

され、がんサバイバーとされる生存者が増えている。一方で、悪性腫瘍に伴う一連の治療および
経過により心血管系の合併症を伴い、これらの合併症が QOL および長期生命予後において極め
て重要な要因であることが相次いで報告されている（Patnaik et al, Breast Cancer Res 2011, 
Armstrong et al., NEJM 2016）。これらの背景を踏まえ、QOL および生命予後のさらなる改善
に向けた集学的な治療を目指し、悪性腫瘍に伴う心血管病について新領域 Cardio-Oncology と
して多方面から研究が活性化している。 
アントラサイクリン系抗がん剤であるドキソルビシン（Doxorubicin; DOX）は 1970 年代に

臨床応用されて以来、依然として多くの悪性腫瘍に対して使用される抗がん剤であり、その有効
性の高さから現在でも乳がんなどの固形腫瘍、悪性リンパ腫や白血病などの血液腫瘍に対する
標準治療薬である。一方で、DOX は用量依存性に心毒性を有し、心毒性のために悪性腫瘍に対
する治療が不十分となるだけでなく、結果として発症する DOX 心筋症は他の心筋症と比較して
予後不良である(Felker et al., NEJM 2000)。これまでも DOX による心毒性の病態解明が取り
組まれてきたが、依然として有効な予防法は確立していない。 
申請者らは 2012 年に Dixon らにより報告された鉄依存性に生じる過剰な過酸化脂質に基づ

く新規制御性細胞死（regulated cell death: RCD）であるフェロトーシスに着目し、世界に先駆
けて DOX 心筋症の発症および進展にはフェロトーシスが最も重要な心筋傷害の病態基盤であ
ることを明らかにしてきた (JCI Insight 2020)。特に、DOX により誘導されるフェロトーシス
はミトコンドリアへの鉄の集積を契機として生じており、ミトコンドリアを端緒として誘導さ
れていること（ミトコンドリア依存性フェロトーシス）を明らかにしてきた。しかしながら、依
然として DOX によりミトコンドリア依存性フェロトーシスが誘導される分子機序については
明らかではなく、フェロトーシスを標的とした治療法は確立していない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、①DOX 心筋症の病態形成における主たる制御性細胞死であるフェロトーシスが
心筋細胞のミトコンドリアを端緒として誘導される分子機序を解明し、②本分子機序の解明を
通じて新たな治療標的を同定し、③DOX 心筋症に対する新たな予防法の proof of concept を確
立すること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、DOX と鉄が複合体を形成し、脂質二重膜に対して強い酸化能を示す報告（Miura 

et al., Pharmacol Toxicol 1991）を踏まえた上で、DOX と鉄が心筋細胞のミトコンドリアに集
積する分子機序を明らかにし、DOX がフェロトーシスを誘導する仕組みの解明を目指した。
DOX のミトコンドリアへの集積については、DOX が DNA にインターカレーションする特性に
着目し、ミトコンドリア DNA（mtDNA）にインターカレーションすることで DOX がミトコン
ドリアに集積するとの仮説を以下（１）に示す方法にて検証した。また、ミトコンドリアに鉄が
蓄積する分子機序についてはヘム合成経路に着目し、DOX によるヘム合成障害がミトコンドリ
ア鉄の利用不全を来し、鉄過剰を生じているとの仮説を以下（２）に示す方法にて検証した。 
 
（１）DOX がミトコンドリアへ集積する機序における mtDNA の役割の検証 
① 培養心筋細胞に DOX を添加し、自家蛍光に基づき集積するオルガネラを同定した。 
② mtDNA 生合成制御分子である mtDNA ヘリカーゼ（Peo1, Twinkle）を siRNA により

ノックダウン、もしくはアデノウイルスにより過剰発現させ、mtDNA 量を増減させた培
養心筋細胞においてミトコンドリアへの DOX 集積量、過酸化脂質、フェロトーシスを評
価した。 

③ Twinkle 過剰発現マウスにドキソルビシン心筋症モデルを作成し、心エコーによる心機
能、心筋組織の過酸化脂質、フェロトーシス（TUNEL 染色）を評価した。 
 

（２）DOX によりミトコンドリアに鉄が集積する機序におけるヘム合成経路についての検証 
① 培養心筋細胞に DOX を添加し、ヘム合成経路の代謝酵素の発現、ヘム合成を評価した。 
② アデノウイルスによりヘム合成経路の律速酵素であるアミノレブリン酸合成酵素 1

（ALAS1）を過剰発現させ、DOX によるミトコンドリア鉄、過酸化脂質、フェロトーシ
スを評価した。 

③ ALAS1 が合成するアミノレブリン酸を添加し、DOX によるミトコンドリア鉄、過酸化
脂質、フェロトーシスを評価した。 

④ アミノレブリン酸をドキソルビシン心筋症モデルに投与し、DOX 心筋症における心機能
障害、ミトコンドリア鉄、フェロトーシスを評価した。 

 



４．研究成果 
（１）DOX がミトコンドリアへ集積する機序における mtDNA の役割の検証 
① DOX は培養心筋細胞において核とミトコンドリア（ミトコンドリア DNA）に集積した 
培養心筋細胞に DOX を添加したところ、

DOX の自家蛍光によりその局在を検討したと
ころ、核に集積するとともに MitoBright LT に
より標識したミトコンドリアに集積していた。
さらに、SYBR GreenI によりミトコンドリア
DNA を選択的に標識したところ、DOX は特に
ミトコンドリア DNA に集積していることが明
らかとなった。 
（右図：SYBR GreenI により特異的に標識し
た mtDNA と DOX は一致しており、DOX は
mtDNA に集積していた） 
 
② mtDNA 量依存性に DOX はミトコンドリアに集積し、フェロトーシスを誘導した 

siRNA を用いて mtDNA ヘリカーゼをノックダウンしたところ、mtDNA は約 25%減少し
た。本条件下で DOX を添加したところ、ミトコンドリアへの DOX 集積量は約 20%減少し、
DOX による過酸化脂質およびフェロトーシスは有意に抑制された。対照的に、アデノウイル
スを用いて mtDNA ヘリカーゼを過剰発現したところ、mtDNA は約 1.5 倍に増加した。本条
件下で DOX を添加したところ、ミトコンドリアへの DOX 集積量は約 1.5 倍に増加し、DOX
による過酸化脂質およびフェロトーシスは有意に増加した。 

 
③ Twinkle 過剰発現マウスでは、心筋細胞のフェロトーシスおよび心機能障害は増悪した 
心筋組織において mtDNA が約 2 倍に増加している Twinkle 過剰発現マウスにおいてドキ

ソルビシン心筋症モデルを作成した。Twinkle 過剰発現マウスにおいて DOX による心機能
（left ventricular ejection fraction; LVEF）障害および心筋萎縮は増悪し、血清学的な心筋傷
害マーカー（LDH/CK）は増加した。Twinkle 過剰発現マウスにおいて DOX により増加する
過酸化脂質（MDA および Acrolein）はさらに増加しており、組織学的評価では線維化および
TUNEL 染色により標識される細胞死は増悪していた。 

 
（上図：Twinkle 過剰発現マウスでは DOX による心機能障害および心臓萎縮がより顕著に認      
められた） 

 
（２）DOX によりミトコンドリアに鉄が集積する機序におけるヘム合成経路についての検証 
① 培養心筋細胞への DOX の添加は ALAS1 させ、ヘム合成を障害した 
培養心筋細胞において DOX を添加し、ヘム合成経路

の代謝酵素の発現量を評価したところ、ALAS1 の発現
量、ヘム合成の中間代謝物である protoporphyrin（PpIX）
が低下しており、ミトコンドリアのヘム量も低下してい
た。一方で、ミトコンドリア内の鉄量は有意に増加して
いた。 

  
（右図：培養心筋細胞への DOX 添加 24 時間後に細胞   
を解析した。ALAS1 発現量、PpIX、ミトコンドリアヘ  
ムは低下し、ミトコンドリア鉄は増加していた） 

 
 
 



② 培養心筋細胞において ALAS1 過剰発現は DOX によるミトコンドリア鉄およびフェロ
トーシスを抑制した 

アデノウイルスを用いて ALAS1 を過剰発現し、DOX によるフェロトーシスを評価した。
ALAS1 の過剰発現により DOX によるヘム合成低下およびミトコンドリアへの鉄の蓄積は有
意に改善した。さらに、ALAS1 過剰発現は DOX による過酸化脂質およびフェロトーシスを
有意に抑制した（下図）。 

 
③ 培養心筋細胞においてアミノレブリン酸添加は DOX によるミトコンドリア鉄およびフ

ェロトーシスを抑制した 
 ALAS1 が合成するアミノレブリン酸を添加し、DOX によるフェロトーシスを評価した。ア
ミノレブリン酸の添加により DOX によるヘム合成低下およびミトコンドリアへの鉄の蓄積
は有意に改善した。さらに、アミノレブリン酸は DOX による過酸化脂質およびフェロトーシ
スを有意に抑制した。なお、DOX によりアポトーシスも誘導されるが、アミノレブリン酸の
添加ではアポトーシスは抑制されなかった（下図）。 



 
④ ドキソルビシン心筋症モデルにおいてアミノレブリン酸の投与はフェロトーシス誘導を

抑制し、心機能障害を改善した 
 ドキソルビシン心筋症モデルにアミノレブリン酸を投与したところ、DOX による心筋組織
におけるミトコンドリアへの鉄蓄積を有意に抑制した。さらに、血清学的な心筋傷害マーカー
（CK/LDH）を抑制し、DOX による心機能（LVEF）障害および心筋萎縮を改善した。アミノ
レブリン酸の投与により DOX により増加する過酸化脂質（MDA および Acrolein）は抑制さ
れ、心筋組織の線維化および TUNEL 染色により標識される細胞死は改善した（下図）。 

 
以上より、1) DOX は mtDNA 量依存性に心筋細胞のミトコンドリアへ集積し、DOX のミト

コンドリアへの集積によりフェロトーシスを誘導していること、2) DOX はヘム合成経路の律速
酵素である ALAS1 およびヘム合成を低下させ、結果としてミトコンドリア内の鉄が増加し、フ
ェロトーシスの契機となっていること、3) ALAS1 が合成するアミノレブリン酸の添加および投
与によりミトコンドリアへの鉄の蓄積およびフェロトーシスは抑制され、DOX による心筋障害
が改善することを明らかにした。 

 抗がん剤は腫瘍細胞の高い増殖能を標的とすることで、正常細胞より優位に腫瘍細胞に作用
し、抗がん作用を示すことができる。そのような抗がん剤が、増殖能が極めて低い心筋細胞優位
に毒性を示す原理的な背景は明らかでなかった。本研究により、mtDNA 量依存性にミトコンド
リアに集積し、フェロトーシスを誘導していることが明らかとなった。心筋細胞はミトコンドリ
アおよびミトコンドリア DNA が他の臓器・細胞と比較して多いことから、この豊富さが他の臓
器・細胞と比較して心筋細胞にフェロトーシスが生じやすい理由であることが示唆された。 
 ドキソルビシン心毒性においては、以前よりミトコンドリアへの鉄蓄積がその契機となって
いることが示されてきた。本研究では、DOX による ALAS1 の発現低下に起因するヘム合成障
害と鉄の利用障害がミトコンドリアへの鉄蓄積の機序の一つとなっており、ALAS1 が合成する
アミノレブリン酸により DOX によるミトコンドリアへの鉄の蓄積、フェロトーシス、そして心
機能障害が抑制されることを明らかにした。アミノレブリン酸は内因性のアミノ酸であること
から安全性が高く、実際にアラグリオⓇ（光線力学診断用剤）として上市されていることから、
drug repurposing による新たな治療法の開発が期待される。 
 

なお、本報告書は以下の文献に公表されたデータに基づくものである。 
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Furusawa, Yoshitomo Tsutsui, Ryo Miyake, Kosei Ishimaru, Masatsugu Watanabe, Shouji 
Matsushima, Tomoko Koumura, Ken-ichi Yamada, Hirotaka Imai, Hiroyuki Tsutsui. 
Doxorubicin causes ferroptosis and cardiotoxicity by intercalating into mitochondrial DNA 
and disrupting Alas1-depdennt heme synthesis. Sci Signal 15 (758): eabn8017, 2022.  
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