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研究成果の概要（和文）：疾患の発症や悪性化に関与する細胞死機構を解析することは、細胞死制御を基盤にした治療
法の開発に極めて重要である。本研究では、抗がん作用が注目されているスルファサラジンの細胞死誘導は、オートフ
ァジーが起点となっていることを明らかにした。さらに、タモキシフェン誘導オートファジー性細胞死は、乳がん周囲
の環境によって、大きく性質が変わることを見出した。乳がんの亜鉛トランスポーターZIP6の発現量とその機能は、細
胞死制御を介してストレス環境適応戦略の鍵を握ることを明らかにし、ZIP6は、これまで隠れていた乳がんプロセス及
び重要な治療標的であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cell death mediates degenerative disease and cancer, and its evaluation is 
strongly required to develop sophisticated strategies for effective therapy. In this study, we 
demonstrated that autophagy was essential to cause sulfasaladine-induce apoptosis in breast cancer. 
Autophagosome-mediated tamoxifen-induced cell death was significantly affected by extracellular 
environment of breast cancer cells. Moreover, zinc transporter ZIP6 was found to be a key molecule in 
adaptability to environmental stress condition linked with malignant progression, and it is proposed to 
provide novel strategies for diagnosis and therapy of breast cancer.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞死は、様々な病気の発症や悪性化に大
きく関与する。これまで、疾患、病態に関わ
る細胞死には、アポトーシスが重要な役割を
担うことが明らかにされ、アポトーシス関連
分子を標的とした治療戦略の構築が重視さ
れてきた。しかし、近年、研究代表者は、虚
血心筋細胞死において、アポトーシスのみな
らず細胞質における特徴的なオートファゴ
ソームの形成及び、Caspase非依存的な非ア
ポトーシス型細胞死が深く関与することを
新たに見出した(平成 21、22 年度若手研究
B)。オートファジーの基本的プロセスや、こ
れに関与する遺伝子(ATG 遺伝子)は同定さ
れ、その生理的役割に関する知見は蓄積され
つつある。一方、病態におけるオートファジ
ーの役割は、組織や実験モデルによって異な
り、結論は出ていない。 
 研究代表者は、これまで、細胞ストレス誘
導に対する非アポトーシス型細胞死機構の
解明に取り組んできた。その中で、心筋細胞
では低酸素条件下、Beclin-1を介したオート
ファジーを伴う細胞死において、既知のアポ
トーシス誘導シグナル伝達以外のシグナル
経路が存在することを見出した(平成 18、19
年度若手研究スタートアップ)。さらに、エス
トラジオールが心筋保護のため抗アポトー
シス作用を発揮するには、オートファジー機
構が必須であることを明らかとした(平成 21、
22 年度若手研究 B)。これは、細胞死機構を
考える上で、オートファジーとアポトーシス
は排他的ではなく、互いに密接に関わってお
り、単独の細胞死機構では説明できない、多
様な細胞死制御機構の存在を予測させる。し
かし、オートファジーと細胞死を結びつける
シグナル伝達経路やオルガネラを介した細
胞内ネットワークを同定するまでには至っ
ておらず、ほ乳類におけるオートファジーを
伴う細胞死の分子機構はもとより、病態にお
ける機能的的意義についてもほとんど明ら
かにされていない。 
 以上より、多様な細胞死機構におけるオー
トファジーの病態生理的意義を明らかにす
るため、オートファジーとアポトーシスや他
の細胞死との関連を紐解く制御機構の解明
が必要である。さらに、同定した制御分子の
疾患への寄与を評価•解析することで、オー
トファジーを伴う細胞死の病態における役
割を明らかにできると考える。これら研究成
果は、未だ解明されていない病態における細
胞死を新視点から理解し、疾患診断や治療の
ための薬剤の開発に対する重要な方向性を

示すことが大きく期待される。 
 
２．研究の目的 
 疾患の発症•悪性化につながる細胞死を解
析することは、細胞死制御を基盤にした治療
法の開発に極めて重要である。近年、オート
ファジーは、がん細胞に対する抗がん剤や放
射線治療に対する抵抗性との関連が注目さ
れているものの、がんにおけるオートファジ
ーの役割については、不明な点が多い。がん
の病態は、がん細胞自体の持つ特性だけでな
く、がん細胞の周囲の環境とも深く関わって
おり、がんのストレス環境適応性は、細胞死
制御機構と密接に関係してがんの悪性化に
繋がると考える。本研究では、近年、日本で
急激に増加傾向にある乳がんに焦点を当て、
乳がんのストレス環境応答性を制御する因
子と細胞死の解析から、新たな細胞死機構と
オートファジーの病態生理的意義を明らか
にし、未だ大部分が不明な乳がん悪性化機構
を解明することを目的とした。まず、(1) 乳
がん細胞のストレス環境適応性とオートフ
ァジーを伴う細胞死との関連性を評価し、多
様な細胞死を制御できる因子の検討、および、 
(2) (1) において、明らかとなった制御分子の
細胞内動態と細胞内ネットワークを明らか
にすることを目的とした。本報告書では、(1) 
を中心に結果を述べる。 
 
３．研究の方法 
 乳がん細胞を取り巻く環境を反映したin 
vitro実験モデルを作製し、オートファジーの
関与と細胞死のタイプを評価し、多様な細胞
死を制御する因子の同定、ならびに、乳がん
細胞の細胞死機構におけるオートファジーの
誘導意義について検討した。 
 
細胞培養 
 ヒト乳がん由来細胞 MCF-7 は、 5% 
CO2-95% air条件下、10%非働化仔ウシ血清
を含むMEM培地(5.5 mM D-glucose )で培
養した。ヒト乳がん由来細胞 MDA-MB-231
の培養は、 10%非働化ウシ血清を含む
RPMI1640を用いた。 
 
ストレス負荷実験 
 生体レベル(5.5 mM D-glucose; 対照群)お
よび高濃度グルコース(25 mM D-glucose)条
件下で、MCF-7 を 1〜28 日間培養後、乳が
んホルモン療法剤タモキシフェンを処置し
た。浸透圧コントロールには、D-glucose の
代わりに D-mannitol 含有培地を用いた。低



酸素環境に対する適応性を検討するため、ア
ネロパック (三菱ガス化学)を用いた低酸素
条件下でMCF-7を48時間培養し、細胞形態、
細胞生存•細胞死を評価した。 
 
細胞生存•細胞死•オートファジーの解析 
 細胞生存率は MTT assayを用い、細胞形
態変化は、顕微鏡を用いて観察した。細胞死
の様式を検証するために、アポトーシス実行
酵素 caspase 阻害剤(zVAD-fmk)、オートフ
ァジー阻害剤 3-methyl adenine(3-MA)を添
加し、核の形態観察、GFP融合 LC3(オート
ファゴソームマーカー)の細胞内局在を解析
した。細胞死関連の蛋白質の発現量の検討に
は、ウエスタンブロット法を用いた。 
 
遺伝子ノックダウン実験 
 MCF-7に、ヒト ZIP6を標的とする siRNA
発現プラスミドを導入し、ネオマイシン耐性
遺伝子を指標として選択培養を行い、ZIP6
特異的ノックダウン細胞を作製した。 
 
４．研究成果 
高濃度グルコース環境が乳がんホルモン療
法剤タモキシフェンの薬効に及ぼす影響 
 がんの病態は、がん細胞自体の特性に加え、
がん細胞を取り巻く環境の影響を大きく受
けることから、がん治療は、がんの環境も考
慮に入れ、新たな治療戦略を構築する必要が
ある。本研究では、糖尿病併発時の乳がん治
療法の確立を目指し、乳がん薬物治療効果に
関与する感受性に焦点を当て、高濃度グルコ
ース環境が乳がんホルモン療法剤タモキシ
フェンの薬効に与える影響を検討した。
MCF-7に 17 Mタモキシフェンを 24時間
処置した結果、細胞生存率は約 20%であった。
オートファジー阻害剤である 3-MAを前処置
しておくと、タモキシフェン誘導細胞死を抑
制したが、Caspase阻害剤による影響は受け
なかった。また、タモキシフェン処置群では、
細胞内に GFP-LC3の局在がドット状に観察
された。これらのことから、タモキシフェン
はオートファジー性細胞死を誘導すること
により、抗がん作用を発揮することが明らか
となった。タモキシフェン誘導オートファジ
ー性細胞死に対する高グルコース環境の影
響を検討した結果、高濃度グルコース 28 日
間培養群では、コントロール群よりも細胞生
存率が有意に増加し、タモキシフェンの効果
が減弱した。さらに、高濃度グルコース 28
日間培養条件においては、細胞死抑制機能を
持つタンパク質 Bcl-2の発現レベルが増加し

た。以上のことから、MCF-7 は、高濃度グ
ルコースによるストレス環境に適応し、タモ
キシフェン誘導オートファジー性細胞死に
対する耐性能を獲得し、その機構に Bcl-2が
関与している可能性が明らかになった。 
 
乳がん細胞のストレス環境適応性を獲得す
るのに必要なトランスポーターの同定と細
胞死制御機構における役割 
 本研究では、がん細胞の機能制御に重要な
役割を果たすトランスポーターに焦点を当
て、ストレス防御に必要なトランスポーター
を同定し、細胞死制御機構との関わりを評価
した。MCF-7 を高濃度グルコース環境で 24
時間培養すると、亜鉛トランスポーターZIP6
の発現量は増加し、それに伴い亜鉛イオンの
取り込みも増加した。このとき、ZIP6 の発
現増強と ZIP6 を介した亜鉛イオンの供給が
細胞運動性の亢進に必要であることを見出
した。さらに、高濃度グルコース環境で 7日
間培養したMCF-7では、ZIP6の発現量低下
を伴って、がん難治化の要因である低酸素耐
性能とアポトーシス抵抗性を獲得した。 
 次に、ZIP6 の役割を詳細に解析するため、
ヒト ZIP6を標的とする siRNA発現プラスミ
ドをMCF-7に導入し、ZIP6特異的ノックダ
ウン細胞を作製した。その結果、低酸素環境
条件下において、ZIP6 ノックダウン細胞は、
遺伝子導入していない野生型およびネガティ
ブコントロール細胞と比較して、顕著に生存
率が高く、アポトーシスの特徴を持たない非
アポトーシス型細胞死の誘導を著しく抑制し
た。その機序として、ZIP6発現抑制を介した
生存シグナル伝達キナーゼ PI3K-Akt の活性
が必要であることを見出した。ZIP6の発現が
減少すると、アポトーシスだけでなく非アポ
トーシス型細胞死にも抵抗性を示すことから、
ZIP6 は乳がん細胞の多様な細胞死を制御で
きる機能を有する可能性を明らかにした。さ
らに、ZIP6の発現量が極めて低いトリプルネ
ガティブ乳がん細胞 MDA-MB-231 において
も、低酸素環境において、高い生存能力を有
し、細胞運動性の著しい亢進を認めた。また、
その運動制御機構に、細胞内イオン環境調節
を担う主要なトランスポーターNa+/H+交換
輸送体(NHE1)が必要であることを明らかに
した。以上より、ZIP6は低酸素環境において
発現量を巧みに変化し、直接あるいは間接的
に他の分子との相互作用を介して、乳がんの
悪性化進展に重要な役割を果たす可能性があ
ることが明らかになった。 
 



乳がん細胞における抗がん剤誘発細胞死に
おけるオートファジーの役割 
 近年、抗がん剤として注目されている抗炎
症 薬 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン (SASP) を
MDA-MB-231に処置した結果、細胞内グルタ
チオン量の減少に伴い活性酸素種 ROS の産
生が促進し、細胞増殖能を著しく抑制した。
その細胞増殖抑制機序としては、オートファ
ジーが必要なアポトーシスの誘導が関与する
ことを明らかにした。SASP による細胞毒性
の発揮において、オートファジーは、アポト
ーシス型細胞死を制御できる機能があること
を見出した。 
 
 本研究において、乳がんの悪性化における
多様な細胞死制御に、ZIP6 発現量とその機
能が重要な役割を果たすことを示した。現在、
多様な細胞死機構における亜鉛の細胞内動
態やオルガネラを介する細胞内ネットワー
クと乳がん悪性化との関連を解析している。
さらに、SASPの細胞死誘導は、オートファ
ジーが起点となり、効果的に抗がん活性を示
せることを明らかにした。以上より、本研究
成果は、疾患の診断•治療法開発に向けて、
重要な知見になりうると強く考える。 
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市) 
⑩ 高グルコース環境における乳がん細胞の
運動性亢進と亜鉛トランスポーターの役
割 (優秀発表賞受賞) 
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〔図書〕（計 2件） 
① 乳癌細胞の悪性化進展における亜鉛トラ
ンスポーターの役割 
中瀬朋夏、髙橋幸一 
別冊•医学のあゆみ 医歯薬出版株式会社 
(2014) 64-68. 
②トランスポーターと疾患研究の最前線 
乳癌細胞の悪性化進展における亜鉛トラ

ンスポーターの役割 
中瀬朋夏、髙橋幸一 
医学のあゆみ 第 245巻 1号 (2013) 64-68. 
 
〔その他〕 
2012年 4月 10日 日経バイオテクONLINE掲
載 
「高血糖状態における乳がん細胞の運動性」 
 乳がん細胞における亜鉛トランスポータ
ーの機能異常は、乳がんが悪性化する原因の
一つとなること、さらに、糖尿病を併発した
乳がんに対し、亜鉛トランスポーターが診断
•治療のターゲットになる可能性を初めて明
らかにし、その研究成果が記事として取り上
げられた。がん患者が併発している疾患とが
んとの関係は、まだ解析が進んでいない領域
であり、より適切な治療方法及び治療薬の開
発に繋がる可能性が期待されることがコメ
ントされている。 
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