
東京医科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４５

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

マクロライド系抗生剤の新規オートファジー阻害活性機序の解明とがん治療への応用展開

Elucidation of autophagy Inhibitory mechanisms of azithromycin and its tumor 
inhibitory effect in the mice model for cancer therapy.

８０４４５４１０研究者番号：

高野　直治（Takano, Naoharu）

研究期間：

２０Ｋ０７２９８

年 月 日現在  ５   ６ １５

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、マクロライド系抗生物質であるアジスロマイシン（AZM）が細胞骨格と
の相互作用を介してリソソームの成熟を阻害しオートファジーを阻害することを明らかとしたほか、現在臨床で
唯一オートファジー阻害薬として使われているハイドロキシクロロキン（HCQ）との比較し、HIF-1aの誘導やが
ん幹細胞マーカーの発現上昇効果が抑えられている事を示した。そして担癌マウスモデルにAZMを経口投与し、
単剤にて抗腫瘍効果を示すことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated that azithromycin (AZM), which is one of the 
macrolide antibiotics, interacts with cytoskeletal proteins and disrupts lysosomal maturation, and 
inhibited autophagy. We also investigated that although hydroxychloroquine (HCQ) which is the 
autophagy inhibitor only available in clinical settings induced HIF-1a and cancer stem cell markers,
 AZM did not. Additionally, we found that oral administration of AZM suppressed tumor development in
 the xenograft mice model.

研究分野：オートファジー

キーワード： オートファジー　リソソーム　がん　マクロライド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、オートファジーががん治療の標的の1つとして注目されており、抗がん剤とオートファジー阻害薬を併用
する様々な治験が行われている。しかしながら、現在までに臨床で利用可能なオートファジー阻害薬はハイドロ
キシクロロキンのみであり、選択の余地が無い。本研究で日常的に長く臨床の場で用いられてきた抗生物質であ
るアジスロマイシンのオートファジー阻害機構が明らかとなり、またマウスモデルを用いた実験で経口投与によ
る抗腫瘍効果も観察された。今後、本研究成果はアジスロマイシンをがん治療に用いる新規治療法を開発する上
での基盤となると考えられる。

※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 
近年、様々な抗がん剤とオートファジー阻害剤を組み合わせたがん治療に注目が集まっている。

最近では、分子標的薬がほとんど存在しない RAS に変異を持つがんにおいて、RAS 下流に位置す

る MEK の阻害剤とオートファジー阻害剤の併用が、がん細胞に対して選択的に強い殺細胞効果

の増強を示すことが報告され、RAS 変異を持つがんへのオートファジー阻害薬の臨床応用が期待

される (Kinsey CG, et al., Nat Med. 2019. 25, 861)。      
 
これまで申請者らは、オートファジ

ー及びユビキチン・プロテアソーム系

のタンパク質分解系の制御を介した

新規がん治療法の開発を目指してき

た。 

興味深いことに、アジスロマイシン

(AZM)を中心とするマクロライド系抗

生物質は、本来の抗菌活性の他にオー

トファジー阻害効果を有し、他の抗が

ん剤と併用することで、以下の①～③

の条件下で強い殺細胞効果を発揮することを発見してきた。 
 
(1) プロテアソーム阻害剤とマクロライドとの併用よる ER ストレス増強効果：多発性骨髄腫、

転移性乳がん細胞株を用い、AZM やクラリスロマイシン (CAM)と、ユビキチン・プロテアソーム

系阻害剤のボルテゾミブ(BZ)とを併用し、細胞内の二大タンパク質分解系を同時阻害すること

で ER ストレス負荷が著増し、細胞死が強力に誘導される効果を発見した。 (Biochem Biophys 

Res Commun. 2013, 437, 41; Int J Oncol. 2015, 46, 474) 

(2) チロシンキナーゼ阻害剤(TKI)や DNA 障害性抗がん剤に対するマクロライドのアジュバン

ト効果：膵がん、肺がん由来細胞株を用い、EGFR チロシンキナーゼ阻害薬のゲフィチニブや BCR-

ABL 阻害剤であるイマチニブが、薬剤の分子標的とは独立して細胞保護的なオートファジーを誘

導することと、マクロライドを併用することで、がん細胞への殺細胞効果が著しく増強すること

が明らかとなった (Biochem Biophys Res Commun. 2015, 461, 28; Int J Oncol. 2016, 49, 

1848)。さらに、DNA 障害性抗がん剤であるアドリアマイシン、エトポシド、ゲムシタビンが細

胞保護的なオートファジーを誘導し、AZM 処理によりオートファジー阻害と連動してアポトーシ

スが増強することを見出した。 
 
(3) マクロライドによる“飢餓療法”の可能性：アミノ酸飢餓培地での培養条件下に AZM や CAM

のマクロライドを添加培養することで、頭頚部腫瘍由来細胞株の細胞死を顕著に増強させるこ

とを明らかとした。（PLoS One. 2016, 11, e0164529） 
 
このように、がん細胞に様々な抗がん剤とオートファジー阻害剤を併用することで、タンパク

質分解系の破綻による細胞死増強や、細胞保護的オートファジーの阻害による細胞死増強を引

き起こすことを示している。さらに、化学療法後の再発に深く関わる「がん幹細胞」の維持にも、

オートファジーが関与することも示唆されている。(Gong C, et al., Oncogene. 2013, 32, 

2261)   
  
また、マウスモデルを用いた報告では、オートファジー機能を欠損した腫瘍は成長・悪性化が

阻害されること、また、腫瘍を持つ宿主マウスでのオートファジー欠損もまた、腫瘍の成長を阻

害することが明らかとなり、がん、そしてがんを持つ個体でのオートファジー抑制が、がん治療

の有望な標的であることを示している(Amaravadi R, et al., Genes Dev. 2016, 30, 1913)。 
 
これら一連の報告は、がん治療における「オートファジー阻害剤」が、当初の予想を遥かに上

回る幅広い臨床応用の可能性を示すものである。しかしながら、現在臨床試験が進行中のオート



ファジー阻害剤は、リソソームを標的とした CQ または、その誘導体で水溶性が上昇し毒性の軽

減された HCQ のみである。両薬剤の網膜症や角膜症などの副作用や、オートファジー非依存的な

毒性が報告されている中、実臨床で使用可能な有効かつ安全な新規オートファジー阻害剤が望

まれている。 
 
２．研究の目的 

本研究は、AZM のオートファジー阻害機構を明らかとすることで、AZM が HCQ とは異なる作用

機序のオートファジー阻害剤であることを示す。さら

に、がん細胞移植マウスモデルを用いて抗がん剤との

併用による抗腫瘍効果の増強を示し、臨床で用いるこ

とのできる新しいオートファジー阻害剤の選択肢を提

示することを目指すものである。  

本研究では、以下のことを明らかとする。（右図参照） 

① AZM のオートファジー阻害機構の解明 

② HCQ と AZM の細胞へ与える影響の比較 

③ 担がんマウスモデルを用いた、AZM と抗がん剤との

併用による抗腫瘍効果の増強の検証。 

AZM のオートファジー阻害の作用機序を明確にする

ことは、「新規オートファジー阻害剤」として実臨床で

用いる上で重要である。既に申請者は AZM の細胞内標的候補を２つ同定し（細胞骨格関連タンパ

ク質; Keratin-18, α/β-tubulin）、HCQ とは全く異なるオートファジー阻害機構を明らかとしつ
つある。 
 
３．研究の方法 

(1)AZMによるオートファジー阻害作用機序の解明 

 申請者は AZM を磁性ナノビーズ（FG ビーズ）に固定した AZM ビーズを用い、アフィニティー

精製と LC/MS/MS を組み合わせることで、AZM 結合標的候補として 2 つの細胞骨格関連タンパク

質を同定した(Keratin-18, α/β-tubulin)。本研究では以下の点を調べ、AZM によるオートファ
ジー阻害機構を明らかとする。 
 
a.  AZM 標的タンパク質と AZM の相互作用（結合部位の決定など） 

b.  AZM による標的タンパク質の機能変化 

c.  標的タンパク質のオートファジーへの関与（ノックダウンによるオートファジーの変化） 
 
(2)AZM と HCQ 処理による細胞内変化の比較 

 オートファジー阻害の作用機序の違いが、細胞内の様々なシグナル伝達系、遺伝子発現にどの

ような違いを与えるのか検証を行う。HCQ や CQ が、がん細胞の増殖や悪性化に関係するリン酸

化 ERK、HIF-1α、そして、がん幹細胞マーカーの上昇を引きこすと報告があるため、それらに着
目し AZM 及び HCQ の特性を比較する。 
 
① 抗がん剤処理後のがん幹細胞増加を抑制できるのか、様々な抗がん剤と AZM、HCQ 併用処理後

のがん幹細胞含有割合の変化を調べ、両薬剤のがん幹細胞へ与える影響を比較する。（がん幹

細胞マーカーの発現変化を FACS、WB、qPCR で検証する。） 

② AZM と HCQ 処理による転写因子の HIF-1α発現への影響を調べ、がんの悪性化に重要な遺伝子
発現への影響を比較する。 
 
(3)AZM を用いた多剤併用療法の抗腫瘍効果の検証 

応募者は既に AZM 単剤の経口投与による担癌マウスに対する抗腫瘍効果を確認している。本

研究では、複数の抗がん剤と AZM を併用投与することでより強い抗腫瘍効果が発揮されるか検

証する。そのため、免疫不全マウスの腫瘍移植モデルを用いた以下の実験を行う。 
 
① 免疫不全ヌードマウス (BALB/cAJcl-nu/nu) に A549 細胞を皮下移植し、その後、プロテア

ソーム阻害薬、TKI 阻害薬、または DNA 障害性抗がん剤と AZM を併用投与し、腫瘍の成長を



測定し、AZM を投与しない群と比較する。薬剤投与による毒性をモニターするため、マウスの

体重測定も同時に行う。 

② 腫瘍内がん細胞のオートファジーが AZM 投与によって抑えられているか、摘出腫瘍を用いて、

LC3、p62 抗体を用いた免疫染色により検証する。 

 

４．研究成果 

 

申請者は、AZM が肺がん由来 A549 細胞内において Keratin-18(KRT18), α/β-tubulin と相互作
用することを見出し、その相互作用とオートファジー阻害の関係について検証を行ったところ、

KRT18 ノックダウンがオートファジーを阻害することを明らかとした。また、KRT18 の N末側、

Head ドメインと結合することを明らかとした。そして、蛍光標識した KRT18 の細胞内動態の変

化を AZM 処理前後で検証したところ、KRT18 のダイナミックな細胞内の動きが阻害されることを

明らかとした。以上のことから、AZM が KRT18 の細胞内動態を阻害することによりオートファジ

ーを阻害していることが考えられた。また、KRT18 を発現しない細胞において AZM がどのような

タンパク質と相互作用しているのかアフィニティー解析を行ったところ、A549 細胞同様に AZM

が α/β-tubulin と相互作用することを明らかとした。α/β-tubulin は細胞内におけるリソソーム
輸送の足場となっていることが知られている。そこで、蛍光標識したリソソームの細胞内輸送を

検証したところ、その動きが AZM 処理により優位に低下することが明らかとなり、AZM は α/β-
tubulin 上のリソソーム輸送の阻害をしていることも示された。 

 その他、詳細なオートファジーの各ステップの検証から、AZM はオートファゴソームとリソソ

ームの融合は阻害せず、また、リソソーム内の pH 変化には依存せず、リソソーム内酵素の成熟

を阻害し、リソソーム活性を阻害することでオートファジーを抑制することが明らかとなった。

そのようなリソソーム阻害は KRT18 ノックダウン細胞においても一部再現された。 

  

  既存のオートファジー阻害薬である HCQ との比較を行ったところ、HIF-1α の発現、ERK のリ
ン酸化、p62 のリン酸化など、複数のシグナルにおいて差異を見出すことができた。その中の 1

つ、HIF-1αの発現への影響を検証したところ、AZMがオートファジーの 1つの様式であるシャ
ペロン介在性オートファジーを HCQと比べ阻害しないことが明らかとなった。現在その詳しい
メカニズムを検証している。実際、AZM に比べ、HCQ による HIF-1α下流の遺伝子発現増強が
強く行われていた。これは、がんの悪性化やがん幹細胞の維持に重要であるHIF-1αの発現をHCQ
が引き起こすが、AZM にはそのような活性が低いことを示し、がん治療においては HCQ より
も AZM の方が安全であることを示唆するデータである。また、同時に HCQ 処理により誘導さ
れるがん幹細胞マーカー遺伝子の発現上昇は AZMにおいては見られず、現在、HIF-1α発現誘導
との関係を検証中である。 
 
 最後に免疫不全マウスの皮下へ移植した腫瘍への抗腫瘍効果の検証を行った。AZM 単剤の経
口投与により腫瘍の成長を有意に抑制し、また、取り出した腫瘍内部での p62の蓄積が免疫染色
から確認できたことからも、マウス個体内における AZMのオートファジー阻害効果および抗腫
瘍効果を検証することができた。培養細胞レベルにおいて TKIと AZMの併用による殺細胞効果
の増強が見られた複数のがん細胞株を用いてマウス移植モデルを用いた抗腫瘍効果の増強効果

を検証したが、経口投与の手技的な問題や、適切な薬剤濃度、溶媒の選択に時間がかかり、今後

の課題として残った。引き続き検討を行う。 
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