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研究成果の概要（和文）：ドキソルビシンは、有効な抗がん剤であるが、心臓に対する致死的毒性を示す。その
分子機構は不明な点が多い。本研究ではドキソルビシンがオートファジーを阻害する分子機構を検討した。ドキ
ソルビシンはオートファジーを活性化する。活性化オートファジーは途中で阻害され、オートファジーは完結し
ない。ドキソルビシンによるオートファジー阻害部位はオートファゴソームとリソソームの融合阻害であった。
さらにミトコンドリア機能も障害する。そのため、機能障害ミトコンドリアを除去するオートファジーがドキソ
ルビシンで阻害され、そのために機能障害ミトコンドリアの細胞内蓄積・酸化ストレス亢進による心筋細胞死が
誘導される。

研究成果の概要（英文）：Doxorubicin is an effective anticancer drug against various cancers. 
However, it shows lethal toxicity to the heart, and the molecular mechanism remains unclear. In this
 study, we found that doxorubicin inhibited autophagy and investigated its molecular mechanism. We 
found that doxorubicin activated autophagy; however, activated autophagy was inhibited midway, and 
autophagic flux was not completed. This study revealed that the site of inhibition of autophagy by 
doxorubicin is the fusion inhibition of autophagosomes and lysosomes. In addition, mitochondrial 
function was impaired. Therefore, autophagy, which removes dysfunctional mitochondria, is inhibited 
by doxorubicin, which induces myocardial cell death due to the increased oxidative stress caused by 
the intracellular accumulation of dysfunctional mitochondria.

研究分野： 分子細胞薬理学

キーワード： オートファジー　薬物

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗ガン剤であるドキソルビシンの副作用である心筋障害にオートファジー障害がある。しかしながらその分子機
構の詳細は、これまで不明であった。本研究においてドキソルビシンはオートファジーを活性化するが、その途
中過程を阻害するために、オートファジーが完結せず、オートファジー不全を起こすことを見出した。
今後、この問題に着目して、ドキソルビシンのオートファジー不全を改善する方法を見出すことにより、ドキソ
ルビシン誘発心筋障害を軽減することができると期待される。

※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 
オートファジーおよびRab：オートファジーは、様々な生体分子（タンパク質、脂質、
オルガネラ等）をオートファゴソームに取り込んだ後、リソソームと融合して内容物を、
加水分解することで細胞内生体分子の品質管理を行うことで、細胞内環境の恒常性を維
持するために重要なプロセスである。オートファジーの進行にはAutophagy (ATG)ファ
ミリータンパク質など多数の因子が関与することが知られている。オートファジーは、
細胞の恒常性維持に関与するため、オートファジー障害は、様々な疾患（神経変性疾患、
心筋障害など）を誘発する。 
 オートファジーにおいてLC3-IはATG7によってLC3-IIに変換された後、Autophagosome
に組み込まれるので、LC3-IIの生成量がオートファジーの進行度を測定する尺度として
用いられている。 
  
抗ガン治療、抗ウィルス治療、分子標的治療法成功とともに、薬物の副作用である“心
毒性”（薬物誘発性心筋症）が問題となってきた抗がん剤(Doxorubicin: Dox)などはミ
トコンドリア障害という副作用を誘発し、致死性心筋症を発症する。DoxやNRTI (アジ
ドチミジン:AZTを含む) などは、酸化ストレス亢進によるミトコンドリア機能障害を誘
発する。このミトコンドリア機能障害は酸化ストレスを悪化させ、過度の酸化ストレス
亢進により細胞死が誘導される。 
 今回の申請で着目した薬物は、それぞれオートファジーを阻害することが報告され
ているが、これらの薬物がオートファジーにどのように影響を与えているかについて
は十分な検討が行われておらず、未解明な点も多い。 
 
2．研究目的 

 これらの薬物を例として、生体内環境維持に重要なオートファジー阻害による薬物

誘発性心毒性発現において、どのようなメカニズムで、オートファジーに影響をあた

えているかを検討することを目的とした。 

 

3．研究方法 

 本申請研究は、オートファジーを阻害して、薬物誘発心筋症を発症することが報告さ
れている抗がん剤Doxorubicinが、オートファジーにどのように阻害し、またミトコン
ドリア機能にに影響を与えているかを検討することで、薬剤誘発心筋症の分子機構を解
明する。ラット心筋由来H9c2細胞を評価系として用いる。以下の項目A-Cについて検討
を行う。 
 
薬物のオートファジー経路に対する影響の評価 
(1) オートファジー活性の評価 
薬物によるオートファジー阻害の確認には、オートファゴソームマーカーLC3-II の量
的変化を指標としてLC3に対する特異抗体を用いるWestern blot法で評価した。また、
オートファジー開始マーカーの ATG16L1 についても ATG16L1 に対する特異抗体を用い
る Western blot 法で評価した。 



オートファゴソームマーカーStx17、リソソームマーカーVAMP8、さらに Stx17 と VAMP8
の相互作用を介在する SNAP29 に対する抗体を用いて、Western blot 法で SNAP29 を用
いて免役沈降物に含まれる Stx17 と VAMP8 の量を定量し、ドキソルビシンによる Stx17
と VAMP8 の相互作用に対する影響を評価した。 
 
(2) 薬物により障害されたミトコンドリアの細胞内蓄積量の評価 
オートファジーが障害されると薬物により障害を受けたミトコンドリアが細胞内に蓄
積する。ミトコンドリアを特異的に染色する Mitotracker Green を用いて細胞を染色し
た後、細胞あたりのミトコンドリア量(Mitochondrial mass)を FACS により定量した 
 
(3) 薬物障害ミトコンドリア産生活性酸素分子種(ROS)の評価 
薬物障害ミトコンドリアは ROS 産生が亢進する。ミトコンドリア産生 ROS と特異的に反
応する DHR123 で細胞を染色し、DHR123 の特異的な蛍光量を蛍光プレートリーダーある
いは FACS を用いて定量した。 
 
(4)薬物処理によるリソソーム機能への影響の評価  
薬物がリソソーム機能に影響を与えると内部の酸性化 (pH の低下)が阻害され、リソ
ソーム内の加水分解酵素活性発現が阻害され、オートファジー活性が低下する。薬物
処理した細胞を、pH 感受性蛍光色素アクリジンオレンジ で細胞を染色後、FACS ある
いは蛍光プレートリーダーを使用して蛍光強度を測定した。 
 
（5）qPCR 法によるオートファジー関連 LC3B の遺伝子発現変化の検討 
薬物誘導性オートファジー障害に関連する LC3B 分子の発現変化を検討するため薬物処
理したH9c2細胞から調製したcDNAを用いてオートファジー関連LC3Bに対するqPCRを
行い、発現量を定量した。 
 
4．研究結果 
薬物のオートファジー経路に対する影響の評価 
(1) オートファジー活性の評価 
H9c2 細胞を種々の濃度の Doxorubicin で 24 時間培養を行った。H9c2 細胞は用量依存的
生細胞数の減少を示し、Doxorubicin の H9c2 に対する IC50 濃度は 447 nM であった。
また、1 µM Doxorubicinで 48 時間培養すると 24 時間の培養に比して、細胞死が亢進
し、ほとんどの細胞が死滅したので、今後の実験系では Doxorubicin 1 µM, 24 時間の
条件で行うことにした。 
この条件下で培養した細胞のオートファジー活性について Western blot で評価した。
H9c2 細胞を 1 µM Doxorubicin で処理するとオートファジーマーカーである LC3B-II の
発現が亢進し、オートファジー基質の p62 が蓄積する現象が観察された。さらに LC3B
に対する抗体を用いる免疫染色においても Western blot と同じ結果が観察された。さ
らにLC3BのqPCRやオートファジー開始因子ATG16L1のWestern blotでは、Doxorubicin
は H9c2 細胞においてオートファジーを活性化すること、さらに Doxorubicin はオート
ファジーの進行を途中で阻害していることを見出した。 
オートファゴソームは、リソソームと融合してオートリソソームを形成、その後オート
ファゴソームの内容物をリソソーム加水分解酵素で加水分解し、構成物を細胞質にリサ



イクルする。オートファゴソームとリソソームの融合にはオートファゴソーム上の
Stx17、リソソーム上 VAMP8 が、SNAP29 を介して Stx17 と VAMP8 の相互作用することで
進行する。そのため、ドキソルビシンによるオートファジー阻害の作用部位としてStx17
と VAMP8 の相互作用が減弱している可能性を SNAP29 を用いる免役沈降法で検討を行っ
た。その結果、ドキソルビシンは SNAP29 を介する Stx17 と VAMP8 の相互作用を減弱し、
そのためにオートリソソーム形成が低下する。その結果、オートファジー阻害が起きて
いることが明らかになった。 
 
(2) 薬物により障害されたミトコンドリアの細胞内蓄積量の評価 
Doxorubicin 処理後の細胞の mitochondrial mass について評価した。Doxorubicin 処理
により、Mitotracker のシグナルは有意に増加し、ミトコンドリアが細胞内に蓄積して
いることを見出した。さらにミトコンドリア内膜の膜電位を JC-1 で測定したところ、
対照に比して有意に低下していたことから、Doxorubicin はミトコンドリア機能不全を
誘発していることが判った。 
 
(3) 薬物障害ミトコンドリア産生活性酸素分子種(ROS)の評価 
(2)の結果より Doxorubicin はミトコンドリア機能不全を誘発することが明らかになっ
たので、耳トコンドリア由来活性酸素の産生も亢進すると予測された。そこでミトコン
ドリア ROS 特異的 DHR123 で細胞を染色し、DHR123 蛍光を測定した。その結果、
Doxorubicin はミトコンドリア ROS 産生を亢進させることが明らかとなった。 
 
（4） 薬物処理によるリソソーム機能への影響の評価  
（1）で見出した Doxorubicin によるオートファジー障害はリソソームの酸性化阻害で
ある可能性がある。そこで、リソソームの酸性化についてアクリジンオレンジを用いて
定量した。その結果、リソソーム酸性化阻害薬であるバフィロマイシンでは酸性化阻害
が観察されたが、Doxorubicin では観察されなかった。 
 
 
 
以上の検討結果より、Doxorubicin によるオートファジー障害には、文献的にはオート
ファジー-過程の様々な点に作用する。本研究で見出したオートファゴソームとリソソ
ームの融合を阻害する点は新規な発見で、特にドキソルビシンが Stx17 と VAMP8 の相互
作用を減弱することでオートリソソーム形成するという新規の分子機構を提唱した。 
本研究結果は、これまでにない Doxorubicin 誘発心筋障害の一つの標的部分として、新
規の治療法の標的であることを提唱する。 
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MAST4, a function-unknown protein, promotes cell cycle progression through accelerating primary cilliary resorption

Regulatory Mechanisms of Primary Ciliary Resorption and Cell Cycle Progression by a Dynein Light Chain, Tctex-1

"Regulatory mechanisms of cell cycle progression through primary ciliary resorption."

Mitochondrial nonspecific channel is crucial for the manintenance of theur function.

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

43th SNUH R&D SEMINAR（招待講演）（国際学会）

第６９回日本薬理学会北部会

第９１回日本薬理学会年会　第18回 国際薬理学・臨床薬理学会議（国際学会）

第６９回日本薬理学会北部会

佐藤岳哉

佐藤　岳哉、李　冠傑、斎藤　将樹、助川　淳、柳澤輝行

Takeya Sato, Ryosuke Nomura, Shigeki Kushimoto, Teruyuki Yanagisawa

戸田法子、村岡幹夫、荒木峻、山内正憲、柳澤輝行、佐藤岳哉

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

融合タンパク質プローブを用いるAutophagic flux定量方法確立

Disruption of mitochondrial dynamics by azidothymidine-triphosphate causes lethal cardiomyopathy

Autophagic fluxの阻害によるドキソルビシン誘発性心筋障害の分子機構

Mitochondrial quality control system and autophagy
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Tctex-1 augments parathyroid hormone receptor-mediated Gs signaling by activating adenylyl cyclase

Anthracycline antibiotics, doxorubicin impacts on the fusion of autophagosome with lysosome on the autophagy flux

Molecular mechanisms of Doxorubicin-induced cardiomyopathy, involvement in the impairment of mitophagy

EGFP-tagged Syntaxin 17 (STX17) localized on autophagosome is increased by Doxorubicin
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Mechanism of primary ciliary resorption by phosphorylated Tctex-1

MAST4 accelerates primary culiary resorption and cell cycle re-rntry through activation of Cdc42

ミトコンドリア特異脂質カルジオリピンとミトコンドリア代謝に対する酸化ストレスの影響

Mitochondrial nonspecific channel has crucial roles for maintaining of their function and cell’s survival.
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