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研究成果の概要（和文）： 

慢性骨髄性白血病の分子標的薬メシル酸イマチニブ(IM)は，BCR-ABL を発現していない様々な

細胞株やマウス胎生線維芽細胞（MEF）に対して，自立的なアポトーシスを阻害する “保護効

果”と強力なオートファジー誘導効果があることを明らかにした。IMは，シタラビン, ツニカ

マイシン，ボルテゾミブに拮抗し，血清除去による細胞死誘導に対してもオートファジー依存

性に保護効果を発現した。一方，骨髄腫細胞や乳癌細胞に，オートファジー阻害作用のあるク

ラリスロマイシンとプロテアソーム阻害剤ボルテゾミブとを同時に作用させると，小胞体(ER)

ストレス負荷を介したアポトーシスが強力に誘導されることを明らかにした。以上より，人為

的にオートファジーを誘導することにより，造血前駆細胞を含めた様々の細胞で ERストレス負

荷の緩和を介した細胞保護効果が得られる可能性が示唆される。 
 
研究成果の概要（英文）：  
Treatment with imatinib mesylate (IM), which is used for targeting therapy for chronic 
myelogenous leukemia, exhibited an effect of an increased viable cell number of 
non-BCR-ABL-expressing cell lines by inhibiting spontaneous apoptosis along with 
autophagy induction. IM attenuated the cytotoxic effects of cytosine arabinoside, 
tunicamycin, and bortezomib as well as inhibiting cell death with serum-deprived culture 
in an autophagy-dependent manner. In contrast to autophagy-dependent cytoprotection in 
response to IM, combined treatment with autophagy inhibitor such as clarithromycin, and 
proteasome inhibitor, bortezomib potently enhanced endoplasmic reticulum (ER)-stress 
mediated apoptosis in breast cancer cells and myeloma cells. These lines of evidence 
suggest that manipulation of autophagy can induce cytoprotective effect via attenuation 
of ER-stress loading in various kinds of cells including hematopoietic progenitor cells.  
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーとは，細胞内タンパクや小器
官を二重の脂質膜で包み込み（オートファゴ
ソーム形成），これをリソソームに輸送し分
解する一連のプロセスのことである。従来，
ユビキチン化(以下 Ub 化)されたタンパクは 
“選択的”にプロテアソームで分解される
のに対して，オートファジーは“バルク（非
選択的）”に分解されると考えられていた。
しかし近年， p62（sequestosome 1）や NBR1
という docking proteinとの結合を介してUb
化タンパクがオートファジーでも分解され
ることが明らかにされた（Kirkin V, Mol Cell, 
2009）。これは細胞内の二大タンパク分解系
が連動していることを物語っている。 
 
研究代表者らは，慢性骨髄性白血病の分子標
的薬であるメシル酸イマチニブ（IM）がオー
トファジーを強力に誘導することを独自に
発見した。興味深いことに,このオートファ
ジー誘導能は BCR-ABL を発現していない
HL-60 等の白血病細胞株でも観察された。 
 
一方，細胞内代謝は同化と異化との動的平衡
により維持されている。小胞体(ER)ストレス
とは，小胞体内に正常な立体構造として折り
畳まれない unfolded protein が過度に蓄積
された状態のことである。ERストレスが加わ
るとシャペロンタンパクの誘導や翻訳スピ
ードの抑制，さらには unfolded protein を
小胞体外に汲み出して Ub 化によりプロテア
ソームで分解する(ERAD)一連の適応応答が
誘導される。しかし，これを上回る負荷が加
わると，転写因子 CHOP の誘導や capsase-12
の活性化を介してアポトーシスが誘導され
る。 
 
以上の結果を踏まえ，研究代表者らは IMに
よるオートファジー誘導の生物学的意義を
明らかにし，かつ，IM のオートファジー誘
導に関わる標的タンパクを同定することを
目的として本研究計画を立案した。これに
より ERストレス緩和等を目的とした“オー
トファジー誘導療法”の基盤形成を目指し
たものである。 
 
２．研究の目的 
(1)IM のオートファジー誘導能の細胞種にお
ける普遍性を検証する。 
(2)IM によるオートファジー誘導の生物学的
意義を明らかにする。 

(3)オートファジー誘導におけるIMの標的タ
ンパク・分子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)種々の細胞株に IMを添加培養し，オート
ファジー誘導能を，電子顕微鏡，LC-3 抗体を
用いたimmunoblotting法,immunocytochemi- 
stry 法,およびGFP-LC3 遺伝子導入細胞株を
用いて検討を行った。 
(2)オートファジーの生物活性の評価は，オ
ートファジー阻害剤3-methyladenine (3-MA)
および bafilomycin A1 を使用した。また，
atg family遺伝子の siRNA によるノックダウ
ン法，オートファジーのプロセスを完全遮断
できる Tet-off atg5(-/-) MEF 細胞株 m5-7
（水島昇博士（現 東京大学・生化学・分子
生物学）より供与）を使用した。 
 (3)ER-ストレスの評価は，real-time PCR 法
による ERストレス関連遺伝子群の発現定量
ならびにタンパク発原量を immunoblotting
法により定量した。また，ERストレス性転写
因子 CHOP(GADD153)のノックアウトマウス線
維芽細胞株と野生型マウス線維芽細胞株と
の比較, CHOP 等の siRNA によるノックダウ
ンにより ERストレス負荷の関与の検証を行
った。 
(4) IM固層化FGビーズを用いた IM結合タン
パクの one-step affinity 精製を試みた。 
 
４．研究成果 
①イマチニブは BCR-ABL を発現していない
種々の細胞種において，オートファジーを普
遍的に，かつ，強力に誘導した。 
 
HL-60 細胞に IM(10 M)添加培養 48 時間後
の電子顕微鏡像：細胞質内に多数のオートフ
ァゴゾーム・オートリソソームが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
白血病細胞株(U937),マウス胎生線維芽細胞
(MEF),肺癌細胞株（A549, H226），大腸癌細
胞株(COLO201, DLD1)において IM添加培養後，

 



オートファゴゾームマーカーである LC3-II
の発現量の増加が immunoblotting 法により
観察される。また，リソゾーム阻害剤（LI）
の存在下で LC3-II/LC3-I 比がさらに増加し
た。これより種々の細胞でオートファジーが
誘導されていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②イマチニブはオートファジー誘導と連動
して，細胞保護効果を発現する。 
 
Tet-off atg5(-/-) MEF (m5-7細胞株)で，atg5
をノックアウトし，オートファジー誘導を完
全に遮断すると，IMによる血清除去時の細胞
保護効果は有意に減弱した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ま た ， オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 剤 3-MA, 
bafilomycin A1 と IM との同時添加培養によ
り，IMによる細胞保護効果は減弱した。 
 
③細胞保護効果と ERストレス緩和効果 
 
IM は種々の細胞ストレスに対して“保護効
果”を発現した。その効果を列記すると以下
の通りである。 
 
③－1.IMは HL-60細胞おいて低用量Ara-Cの
殺細胞効果を抑制した。 
③－2. IM は HL-60 細胞および骨髄腫細胞株
U266 細胞において ER ストレス誘導剤 
tunicamycin の殺細胞効果と拮抗した。 
③－3. IM は骨髄腫細胞株 U266 細胞および
IM-9 細胞において 26Ｓプロテアソーム阻害
剤ボルテゾミブの殺細胞効果と拮抗した。 
③－4.IMは種々のMEF，HL-60細胞を含む種々
の細胞において，血清除去における細胞死を

抑制した。また，血清除去により CHOP を含
むER-stress関連遺伝子群の発現増強が誘導
されるが，IM存在下ではこれの遺伝子発現が
抑制された。 
③－5. HL-60細胞における血清除去に対する
IMの保護効果はAblキナーゼに非依存的であ
った。 
 
④細胞内ネットワークの遮断による効率的
な細胞死誘導法の確立。 
 
骨髄細胞株や乳癌細胞株において，プロテア
ソーム阻害剤であるボルテゾミブとオート
ファジー阻害効果を有するクラリスロマシ
ン，アジスロマイシン等のマクロライド系抗
生剤とを組み合わせて添加すると，マクロラ
イド単独では細胞毒性がほとんど認めない
にもかかわらず，両者を併用することにより，
アポトーシスが著しく増強することが明ら
かとなった。また，この背景には，二つの主
要なタンパク分解系の同時遮断による ER ス
トレス負荷の増大が関与していることが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (Komatsu S, et al. Int J Oncol. 2012., 
Moriya S, et al. Int J Oncol. 2013.)また，
これと連動して，細胞内の Ub 化タンパクの
増量ならびにアグリソーム形成が著しく亢
進した。（Moriya S, et al. Int J Oncol. 
2013.) 
 
これら一連の結果は，逆にオートファジーま
たはプロテアソームの活性化を誘導するこ
とで ER ストレス負荷を緩和し，これにより
細胞保護効果を誘導することが可能である
ことを強く支持するデーターである。（図参
照） 
 
⑤IM のオートファジー誘導に関わる標的分
子の同定は，現在も進行中である。 
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