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研究成果の概要（和文）：　抗がん剤排除などの薬剤耐性は、処方した抗がん剤の無力化に直結する、重大な問題であ
る。抗がん剤がどのよう経路で細胞外へ排除されるかという謎に対しては、ほとんど分かっていない。本研究課題では
、抗がん剤ドキソルビシンを用いてオートファジーによる薬剤排除機構を解明することを目指した。本研究によって、
核に蓄積したドキソルビシンを直接オートファジーによって排出することが判明した。本研究の成果は、単に抗がん剤
をリソソームに隔離して薬効を無力にするだけでなく、核内の物質の排除に細胞質側から積極的に関与する新規のシス
テムの存在が明らかとなったことである。

研究成果の概要（英文）：Release of drug from the cancer cells contributes reduction of its cytotoxicity. 
How are the chemotherapeutic agents that accumulated in the cells released to the extracellular space? In 
my study, I tried to examine about a direct involvement of autophagy in anti-cancer drug doxorubicin 
delivery. The study provides a novel insight for an autophagic delivery of doxorubicin from the nucleus 
to the lysosomes in multidrug resistant cancer cell line.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 抗がん剤排除による薬剤耐性は、がん化

学療法の最重要課題である。薬剤耐性がん

細胞における抗がん剤の排出を担う主要因

子として、ATP 結合型ドメインを持つ ABC

トランスポーターが知られる。P-糖タンパ

ク質は、アントラサイクリン系抗がん剤ド

キソルビシンを輸送基質とする ABC トラン

スポーターである(Szakacs et al. 2006 Nat. 

Rev. Drug Discov. 5,219)。P-糖タンパク

質を含め ABC トランスポーターの多くは、

細胞膜かリソソームに局在する(Rajagopal 

and Simon 2003 Mol. Biol. Cell 14,3389)。

抗がん剤は、排出の際、エネルギーを必要

としない拡散によってトランスポーターへ

向かうと言われている。しかし、細胞質に

拡散したドキソルビシンが膜区画のリソソ

ームにどのように運ばれ、集積するのか、

謎は残されている。 

 薬剤耐性となった骨髄性白血病 K562 細

胞株にドキソルビシンを 1時間程取り込ま

せた後、蛍光顕微鏡で観察すると、はじめ

は核のみに局在するものの、ドキソルビシ

ン自身の蛍光の粒子が輝点として細胞質に

速やかに出現し、リソソームにも分布する

ようになる(Chen et al.2007 Pham. Res. 24, 

2156)。研究代表者は、この現象を試験管内

再構成することに成功した（特許出願

2010-186470）。この系において、オートフ

ァジー制御因子 Beclin1 を抗体で除去する

と、蛍光の輝点形成が阻害されることも突

き止めた。オートファジーは、細胞質や老

朽化したオルガネラ、細胞に侵入した細菌

などをオートファゴソームと呼ばれるオル

ガネラで取り囲み、その後リソソームと融

合して内容物を分解する輸送経路である。

本研究では、オートファジーの関連因子が

薬剤耐性に伴うドキソルビシンのリソソー

ムへの輸送・隔離に如何に働くのかを詳細

に検討する。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、トランスポーターへの輸送

が拡散であるという通説に挑戦し、薬剤耐

性がん細胞におけるオートファジーによる

抗がん剤排出の分子機構解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

 薬剤耐性 K562 白血病がん細胞をドキソ

ルビシン存在下で１時間培養すると、ドキ

ソルビシンは細胞核のみに局在する。洗浄

の後にドキソルビシンなしで 30 分培養し、

これを蛍光顕微鏡観察すると、ドキソルビ

シン自身の蛍光の輝点が細胞質に認められ、

リソソームマーカーと共局在するようにな

る。この輝点がどう動いてリソソームへ向

かうのか解明するため、タイムラプス解析

する。蛍光顕微鏡及び電子顕微鏡を駆使し

た細胞生物学的および生化学的な解析をす

ることで、ドキソルビシンの分布する微細

構造を特定する。 

 

(a)細胞質に出現するドキソルビシン蛍光

輝点のタイムラプス解析 

 セミインタクト細胞を用いた in vitro

ドキソルビシン排出再構成系による予備的

な研究から、オートファジー制御因子であ

るBeclin1やhVps34が必要であることを見

出した。そこで、核から排出されるドキソ

ルビシンがまずオートファゴソームに分布

するのかどうか検討するため、オートファ

ゴソームのマーカーである LC3 と GFP との

融合遺伝子を K562 細胞に遺伝子導入し、安

定発現細胞株を取得した。この細胞を用い

て、GFP-LC3 と細胞質に現れるドキソルビ

シン蛍光の輝点のそれぞれの分布を、既設

のライカ蛍光顕微鏡を用いてタイムラプス

解析をした。オートファゴソーム形成に必

要なAtg5やAtg14などのノックダウン細胞

を作製して同様にタイムラプス解析した。

以上により、細胞質に排出されたドキソル

ビシンのリソソームに至るまでの継時的分



布変化の詳細を明らかにした。 

 

(b)ドキソルビシンが蓄積する核の形態解析 

 ドキソルビシンはDNAなどと結合して核に

蓄積するが、その後どのように核から細胞質

に排出されるのか、わかっていない。核から

排除の際、核がソラマメ状に変形し、その窪

み部分にドキソルビシンの蛍光粒が認めら

れることがこれまでに分かっているが、ソラ

マメ状の構造の詳細について、ほとんどわか

っていない。そこで、電子顕微鏡を用いてこ

の構造の詳細を解析した。窪み部分にオート

ファジー因子が存在するのかどうかも抗 LC3

抗体や抗 Atg16L 抗体など免疫電顕や蛍光抗

体染色法などを駆使して、検討した。Atg14

ノックダウン細胞におけるソラマメ状構造

についても検討を加えた。 

 

４．研究成果 

(1) 細胞質に出現するドキソルビシン蛍

光輝点のタイムラプス解析 

 細胞質に排出されるドキソルビシンがオ

ートファゴソームに取り込まれるのか明ら

かにするため、①オートファジーマーカー

LC3 と GFP 融合遺伝子の安定発現細胞株を

取得し、②この細胞株を用いて蛍光顕微鏡

を駆使してタイムラプス解析し、核から排

出されたドキソルビシンと LC3-GFP が頻繁

に共局在することが分かった。Atg14 ノッ

クダウン細胞ではこれがほとんど見られな

いことも分かり、従来提唱されている薬剤

トランスポーターを介する薬剤排出の定説

に疑義を提案することができた。 

 

(2) ドキソルビシンが蓄積する核の形態解

析 

 核から排除されたドキソルビシンはオー

トファジーによってリソソームに運ばれる

ことが示されたが、核に蓄積したドキソルビ

シンがどのように細胞質へ排出されるのか、

大きな謎であった。本研究ではまず、ドキソ

ルビシンの核からの排除の際に核膜が核内

部に陥入して管状の構造体を形成し、この管

を介してドキソルビシンが細胞質に排出さ

れていることが分かった。このことは、抗 LC3

抗体による免疫電子顕微鏡解析によって、核

内に陥入する管状構造の膜近傍にLC3が多数

認められたことや、管内に GFP-LC3 が生まれ

ては動く様子をタイムラプス解析により撮

影することで証明した。では、どのように核

膜からドキソルビシンが排出されるのかと

いう分子メカニズムではあるが、オートファ

ジーによって分解される分子を運ぶ受容体

であるp62タンパク質が核膜近傍に特異的に

存在することが分かった。飢餓によるオート

ファジーの場合、p62 は細胞質に集積するが、

ドキソルビシン排出時には核膜近傍にp62が

特異的に集積することが間接蛍光抗体法に

より明らかとなった。さらに生化学的解析か

ら、ドキソルビシン排除に伴う p62 の分解も

判明し、ドキソルビシンと相互作用する核内

タンパク質とp62との結合によってオートフ

ァゴソームに取り込まれることが推察され

た。現在、ドキソルビシン排出に伴って生じ

る p62 と相互作用する因子を検索しており、

近い将来成果を発表できる予定である。 
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