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緒緒  言言  

 
心血管病は本邦における死因の約 3 割を占める疾患群であり、さらなる病態解明とその治療法の確立が望まれる。 
これまでにも脂質化酸化物は心血管病の進展に寄与することが示されてきたが、依然として過剰な過酸化脂質が蓄積 
する機序および病態進展に寄与する分子機序は明らかではない。本研究では、近年新規に提唱された鉄分子を介した  
フェントン反応により生じる過剰な過酸化脂質に基づく制御性細胞死であるフェロトーシス（ferroptosis）とその    
主たる制御分子であるglutathione peroxidase 4（GPx4）に着目した［1～2］。アントラサイクリン系抗癌剤の一種で
あるドキソルビシンは、現在でも血液の悪性腫瘍および乳がんを中心に多用される抗がん剤である一方、用量依存性に

心毒性を示し、他の心筋症と比較しても予後不良であることが知られている［3］。加えてドキソルビシン心筋症に     
おいては過酸化脂質の蓄積が病態進展に寄与していることが示唆されていることから、マウスでのドキソルビシン   
心筋症モデルおよび単離培養心筋細胞を用いたドキソルビシンによる心筋細胞傷害におけるフェロトーシスと GPx4
の役割についての解明を行った［4］。 
 

方方  法法  

 
11.. ドドキキソソルルビビシシンン心心筋筋症症動動物物モモデデルルのの解解析析  
本研究では、8～9週齢のC57BL/6Jマウス（日本クレア）およびGPx4過剰発現マウス（C57BL/6J背景）を用い
て解析を行った。ドキソルビシン心筋症モデルとして、尾静脈よりドキソルビシン（6 mg/kg）をモデル作製            
0、2、4日の時点で投与し、7、14日の時点で心エコーによる心機能解析を行った。さらに14日の時点で安楽死とし、
生化学的な解析（蛋白および遺伝子解析）のための臓器回収を行った。また回収時に体重および心重量を測定した。    
回収したサンプルを用いてWestern blotによる蛋白発現評価（GPx4）、定量リアルタイムPCR （qRT-PCR）による
遺伝子発現解析、またホルマリン固定による心筋組織の線維化および細胞死の評価を行った。過酸化脂質の評価として

は、TBARS （Thiobarbituric Acid Reactive Substances）によるMDA（malonic dialdehyde）の測定を行い、さらに
アクロレイン抗体を用いたwestern blotにて評価を行った。 
22.. 単単離離心心筋筋細細胞胞ででののドドキキソソルルビビシシンン刺刺激激にによよるる心心筋筋細細胞胞死死のの解解析析  
新生仔ラットより吸入麻酔下に心臓を摘出し、心室のみを分離し、overnight での 4℃トリプシン処理を行った。    
次にコラゲナーゼによる処理を行った後に非心筋細胞を 2 度の一時的な播種により除去し、単離心筋細胞を         
2.5×10５/mlで播種し、培養を開始した。10％FBS 含有 DMEMにて培養を行い、プロトコール開始 24時間前から  
無血清培地に変更し、ドキソルビシン添加の実験を行った。ドキソルビシン刺激は（2μM）30 時間の刺激で行い、    
阻害剤として ferrostatin-1（Fer-1：50μM）および zVAD-FMK（50μM）を使用し、これらの阻害剤については        
ドキソルビシン添加の 30 分前に添加した。回収した細胞の蛋白発現（GPx4）および遺伝子発現（GPx4）を検討し、
過酸化脂質についてはTBARS、また細胞死についてはCalcein-AM（Dojindo）を用いて評価を行った。 
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結結  果果  

  

11．．ドドキキソソルルビビシシンン心心筋筋症症でではは左左室室収収縮縮機機能能低低下下ととととももにに過過酸酸化化脂脂質質がが増増加加しし、、GGPPxx44過過剰剰発発現現ママウウススででははここれれららのの心心
筋筋傷傷害害がが改改善善ししたた  
方法 1 に示すプロトコールにてドキソルビシン心筋症を作製した。過去の報告にある通り、本研究にて作製した    
ドキソルビシン心筋症は著明な体重減少（全身衰弱）を来すことなく、左室収縮能の低下を誘導するドキソルビシン   
心筋症モデルであることを確認した（図1、左図）。これらのモデルから回収した心筋組織を解析したところ、GPx4は
細胞質およびミトコンドリア型ともに減少し（data not shown）、過酸化脂質が有意に増加していた（図 1、中央図）。
一方でGPx4過剰発現マウスでは過酸化脂質の蓄積とともに心機能の低下が有意に改善した（図1、左図および右図）。 

 
図1．ドキソルビシン心筋症におけるGPx4過剰発現の心機能と過酸化脂質への効果 

ドキソルビシンにより左室の収縮障害を来し（左図）、過酸化脂質の一つである MDA が増加する（中央図）。       
GPx4の過剰発現マウスでは、左室収縮障害が予防され、MDAが抑制された（左図および右図）。 
有意差検定はStudent’s t-testにより行った。*P＜0.05、**P＜0.01。（文献［4］より改変して引用）。 

 
22．．FFeerrrroossttaattiinn--11はは培培養養心心筋筋細細胞胞ににおおけけるるドドキキソソルルビビシシンンにによよるる細細胞胞死死をを有有意意にに抑抑制制ししたた  
方法 2 に示すプロトコールにて実験を行ったところ、ドキソルビシン刺激により著明な過酸化脂質と細胞死が     
誘導された（左図および中央図）。一方で、フェロトーシス阻害剤の一つである Fer-1により細胞死が有意に改善し、
ドキソルビシンにおいてフェロトーシスが重要な細胞死であることが示唆された。 

図2．単離心筋細胞におけるドキソルビシン（DOX）刺激により誘導される細胞死に対するフェロスタチンの効果 
ドキソルビシン（DOX）刺激では濃度依存性に過酸化脂質の一つである MDA が増加し、細胞死が誘導される   

（左図・中央図）。一方で、脂質親和性抗酸化物質でありフェロトーシス阻害剤であるFer-1によりドキソルビシン
（2μM、30 h）の細胞死は部分的に改善する（右図）。有意差検定はOne-way ANOVAにより行った。*P＜0.05、
**P＜0.01。（文献［4］より改変して引用）。 
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33．．ドドキキソソルルビビシシンンでで誘誘導導さされれるる心心筋筋細細胞胞死死ははアアポポトトーーシシススととととももににフフェェロロトトーーシシススがが主主要要なな制制御御性性細細胞胞死死ででああるる  
ferrostatin-1単独では完全には細胞死が防止できなかったこと、またDOX刺激ではアポトーシスを引き起こす     
カスパーゼシグナルの活性化が認められたことから、アポトーシスとフェロトーシスの関連についても検討を行った。

これらの結果から、アポトーシスとフェロトーシスはほぼ同等にドキソルビシンによる細胞死を抑制し、一方で両者の

阻害剤を同時に使用することで完全に相加的な改善効果が得られることから、フェロトーシスとアポトーシスによる 
細胞死は互いに独立していることが明らかとなった。 

 
図3．単離心筋細胞におけるドキソルビシン（DOX）刺激により誘導される細胞死に占めるアポトーシスと 

フェロトーシスの割合 
ドキソルビシンではカスパーゼシグナルが活性化し、アポトーシス阻害剤である zVAD-FMK ではカスパーゼ
シグナルを抑制する一方、Fer-1ではカスパーゼシグナルを抑制しなかった（左図）。zVAD-FMKと Fer-1は
ほぼ同等にドキソルビシンによる細胞死を抑制し、同時に阻害した場合には相加効果が得られたことから、   
それぞれ独立した細胞死であることが示唆された。有意差検定はOne-way ANOVAにより行った。*P＜0.05、
**P＜0.01。（文献［4］より改変して引用）。 

考考  察察  

 
ドキソルビシン心筋症は他の心筋症と比較し予後不良であり、またその発症が原疾患である悪性腫瘍の治療の限界と

なる。ドキソルビシンによる心筋細胞死としては、これまでにもアポトーシス、オートファジー、ネクロプトーシス    
などの様々なプログラム細胞死の関与が報告されてきた。本研究において我々は新たにフェロトーシスの関与と     
その分子機序、そして zVAD-FMK で抑制されるアポトーシスと Fer-1 で抑制されるフェロトーシスにより、         
ドキソルビシン関連細胞死の多くが説明される得ることを示した。今後はこれらの細胞死を標的としたドキソルビシン

心筋症の予防戦略および治療戦略の確立が望まれる。 
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