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研究成果の概要（和文）：ドキソルビシン（DOX）は小胞体（ER）ストレスの誘導によっても心毒性を発揮す
る。我々は本研究において小胞体選択的オートファジー（ER-phagy）によるERストレスの軽減作用がDOXによる
心毒性を低減していることを見いだした。具体的には、心筋細胞におけるER-phagyをモニタリングするためのin
 vitroおよびin vivoの実験系を確立し、さらにはER-phagy
の鍵分子であるCCPG1の機能喪失実験を行うことによって、DOXによってERストレスが増加して心筋傷害が惹起さ
れる機序にはCCPG1を介したER-phagyの活性化が深く関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Administration of Doxorubicin (Dox) induces progressive and dose-related 
cardiac damage through several cytotoxic mechanisms, including endoplasmic reticulum (ER) stress. We
 aimed to clarify whether ER-selective autophagy machinery (ER-phagy) serves as an alternative 
system to protect cardiomyocytes from ER stress caused by anthracycline drugs. Dox-induced 
cardiomyopathy models of ER-phagy reporter mice showed marked activation of ER-phagy in the 
myocardium compared to those of saline-treated mice. Dox enhanced the expression of CCPG1 in H9c2 
cells and ablation of CCPG1 in H9c2 cells resulted in the reduced ER-phagy activity, accumulation of
 pro-apoptotic proteins and deterioration of cell survival against Dox administration. 
CCPG1-hypomorphic mice developed more severe deterioration in systolic function in response to Dox 
compared to wild-type mice.
Our findings highlight a compensatory role of CCPG1-driven ER-phagy in reducing Dox toxicity. 

研究分野： 循環器内科学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で見いだすことのできたERファジーの制御異常による心不全の発症および病状進展を引き起こす分子機序
の解明は、難治性疾患である慢性心不全の治療のみにとどまらず、動脈硬化症、神経変性疾患、悪性腫瘍などER
ストレスが重要な役割を果たしていると考えられている疾患全般の治療に応用可能な治療法の開発の端緒になり
得る重要な知見であると考える。

※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 

ER ストレスとは、虚血や酸化ストレスをはじめとする各種ストレスによって ERで起こるタ

ンパクの折りたたみが撹乱される状態であるが、心不全の発症や病状進展に深く関与して

いることが知られている（Okada K, et al. Circulation 2004）。ER ストレスが生じると、

それに対する防御機構である小胞体ストレス応答（Unfolded protein response: UPR）が誘

導されるが、UPR で対応不能な場合には ER からアポトーシスを促進するシグナルが発信さ

れて細胞死が生じる。最近、このような状態に陥った ER が選択的オートファジーのひとつ

である小胞体選択的オートファジー（ER ファジー）によって除去される機構が存在するこ

とが明らかにされた（Smith MD, et al. Dev Cell 2018）。心筋細胞や神経細胞のような非

増殖細胞は長寿命を保つ必要があるため、アポトーシスを回避することができるシステム

である ERファジーに大きく依存している可能性が高く、ERファジーのシステムが破綻する

と心筋細胞は深刻なダメージを被ることが容易に想像されるが、現状では心筋細胞におけ

る ER ファジーの役割やその制御システムについては全く解明されていない。Cell cycle 

progression gene 1（CCPG1）は ERストレス時に働く ERファジーの受容体であるが、オー

トファジー制御分子 FIP200 と LC3 の両方のタンパクに結合し、ER がオートファゴソームに

より選択的に包み込まれるのを促進する役割を果たしている。しかしながら、ER ストレス

下で CCPG1 がどのようにして活性化するのかについては全くわかっていない。 

 

２．研究の目的 

上記の研究背景及びこれまでの研究成果をもとに、本研究は ER ファジーによりダメージを

受けた ERが分解される分子機序を解明し、心不全の発症および病状進展の過程にこのメカ

ニズムの機能不全が関与していることを示した上で、新規の心不全治療法の開発に資する

基礎データを得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

ER-phagy レポーター蛋白をコードする ssRFP-GFP-KDEL 遺伝子を心筋細胞に導入し、ER-

phagy 活性をモニタリングすることが可能なレポーター細胞を作成するとともに、心筋特異

的にレポーター遺伝子を発現するトランスジェニックマウスを作成した。これらレポータ

ーモデルの ER-phagy 活性については、蛍光顕微鏡およびウエスタンブロット法を用いて評

価した。DOX による ER-phagy 誘導機構を検証するために、DOX 投与前後の心筋細胞における

ER-phagy 制御分子の遺伝子発現量を qRT-PCR により解析し、発現変化が見られる分子に注

目した。標的分子が ER-phagy の誘導に及ぼす影響を検討するために、レンチウイルス発現

ベクターを用いた RNA 干渉法と遺伝子改変技術によって標的分子の機能喪失心筋細胞およ

び蛋白低発現マウスを樹立した。これらの機能喪失モデルに DOX を投与した際の ER-phagy

活性を評価し、さらに心筋細胞の表現系と心筋組織の表現系についても解析した。標的分子

を組み込んだレンチウイルスベクターを作成して心筋細胞に導入し、蛋白強制発現細胞で

の ER-phagy 活性の評価と細胞の表現型解析を行った。標的分子の相互作用蛋白を探索する

ために、磁気ビーズを用いた免疫沈降法と質量分析を組み合わせて網羅的な蛋白解析を実

施した。 



４．研究成果 

レポーター細胞とトランスジェニックマウスの解析から、DOX によって ER-phagy 活性が上

昇することが明らかとなった。また、心筋細胞に DOX を投与することで CCPG1 の遺伝子発

現レベルが上昇することが分かり、CCPG1 の機能喪失により DOX による ER-phagy 誘導が著

明に抑制されることを確認した。さらに、CCPG1 機能を喪失した心筋細胞では DOX による小

胞体ストレスマーカー（CHOP、リン酸化 eIF2α）の発現が上昇し、アポトーシスシグナル

（Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-12）が有意に増加することを見出した。さらに、

CCPG1 低発現マウスを樹立後にドキソルビシン心筋症を誘導したところ、野生型マウスに比

べて CCPG1 低発現マウスで有意な心機能低下と心筋間質の繊維化の有意な増悪が引き起こ

されることを見出した（左室駆出率：野生型 vs. CCPG1 低発現マウス：54.4±1.8% vs. 

47.2±1.5%、P< 0.05）。CCPG1 を強制発現した心筋細胞では、ER-phagy の活性化は観察され

ず、DOX に対する心筋傷害の抑制効果も無かった。CCPG1 を介した ER-phagy の発現制御機構

を詳細に調べるために、HEK293 細胞を用いて CCPG1 と相互作用する蛋白質の網羅的解析を

実施した。解析結果から TBK1 を同定し、in vitro の実験系で CCPG1 と TBK1 が直接結合す

ることを立証した。 
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