
学位論文の要旨 

 

Store-operated calcium entry via ORAI1 regulates 
doxorubicin-induced apoptosis and prevents 

cardiotoxicity in cardiac fibroblasts 
 

(ストア作動性カルシウム流入機構を介する 

ドキソルビシン心不全の新たな機序) 

 

 

September, 2023 

(2023 年 9 月) 

 

Hiroko Nemoto 
 

根本 寛子 
 

Department of Surgery  

Yokohama City University Graduate School of Medicine 

横浜市立大学 大学院医学研究科 医科学専攻 外科治療学 

 

(Research Supervisor: Yoshihiro Ishikawa, Professor) 

横浜市立大学 大学院医学研究科 循環制御医学 

（研究指導教員：石川 義弘 教授） 

 

(Doctoral Supervisor: Aya Saito, Professor) 

（指導教員：齋藤 綾 教授） 



学位論文の要旨 

 

Store-operated calcium entry via ORAI1 regulates doxorubicin-

induced apoptosis and prevents cardiotoxicity in cardiac fibroblasts 

 

(ストア作動性カルシウム流入機構を介する 

ドキソルビシン心不全の新たな機序) 

 

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0278613 

 

1. 序論 

近年，抗がん剤治療に循環器系の有害事象を伴うことが知られるようになり，

Onco-Cardiology（腫瘍循環器学）という分野が注目されている．アントラサイクリン抗が

ん剤のドキソルビシン(Doxorubicin, DOX)は，がん治療に幅広く使用されているが，投与

後に非可逆的な心不全を起こすことが問題となっている．心不全発症例の予後は不良で，現

在は根本的な治療方法が存在しない．DOX 心毒性の分子生物学的機序を解明するために，

過去に様々な研究が行われてきたが，これらの多くは、心筋細胞を使用していた

(Prathumsap et al., 2020)．心筋組織の構成要素には，心筋細胞の他に心臓線維芽細胞があ

る．心臓線維芽細胞は，細胞外マトリックスの維持や成長因子，サイトカインの合成に関与

し，心不全の発症機序に重要であるため，DOX 心不全に対しても重要な役割を果たすと考

えられる．一方で，心不全の発症には，カルシウム(Ca2+)調節機構の破綻の関与も大きい．

Ca2+調整機構の一つであるストア作動性 Ca2+流入機構(Store-operated Ca2+ entry，SOCE)

は，小胞体内の Ca2+濃度低下を感知して細胞内 Ca2+濃度を調整する(Trebak et al., 2013)．

その中でも，ORAI1 タンパクは，SOCE の最も重要な構成因子の Ca2+チャネルである．

ORAI1 は心臓線維芽細胞に多く発現し，心不全組織では ORAI1 の機能が亢進していると

される(Ross et al., 2017)．しかしながら，DOX 心不全においては．心臓線維芽細胞内の

ORAI1 がどのような役割を果たしているかは過去に報告がなく知られていない．本研究で，

われわれは心臓線維芽細胞のORAI1/SOCEと DOX心不全との関係を明らかにする． 

 

2. 実験材料と方法 

細胞実験には，ヒト心臓線維芽細胞（Human cardiac fibroblast, HCF）を使用した．

また，低分子干渉RNA(siRNA)によりORAI1遺伝子をノックダウンしたHCFを作製した．

まず，HCF に DOXを接触させ，CTRL群（DOXなし)と DOX群（DOXあり）で p53 タ

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0278613


ンパク発現の変化をWestern blotting 法で確認した．アポトーシス解析，細胞周期解析を，

蛍光活性化セルソーティング(fluorescence-activated cell sorting, FACS)にて行い，早期アポ

トーシス細胞の割合と，各細胞周期の細胞の割合を比較した．さらに，蛍光測定にて活性酸

素（Reactive oxygen species，ROS）産生量を比較した．次に，DOXによる上記の実験結果

が，ORAI1/SOCE を薬剤または遺伝子ノックダウンにて阻害することにより影響を受ける

かどうか評価した．薬剤阻害には，SOCE 阻害薬である YM-58483 を使用し，CTRL 群（コ

ントロール），DOX 群（DOXのみ），YM群（YM-58483 のみ），YM+DOX群（DOX 接触

前に YM-58483 を添加）の 4群を比較した．遺伝子ノックダウンにおいては，CTRL siRNA 

HCF 群 (Control siRNAを導入した HCF）と，ORAI1 siRNA HCF 群（ORAI1 against siRNA

を導入して ORAI1 遺伝子をノックダウンした HCF）の 2 群を，それぞれ CTRL 群と DOX

群に分けて，計 4 群を比較した．最後に動物実験を行った．マウスを CTRL 群，DOX 群，

YM 群，YM+DOX 群の 4群に分け，左心室組織の TUNEL染色を行い，アポトーシスの割

合を比較した．本実験は，横浜市立大学動物実験委員会の審査を経て，学長の承認を得て行

われた（承認番号：F-A-20-079)． 

 

3. 結果 

CTRL 群と DOX群との比較において，DOX群で p53タンパクの発現が有意に上

昇した．アポトーシス解析では，DOX群で早期アポトーシス細胞の割合が有意に上昇した．

DOX 群で細胞周期に関与する p21 タンパクの発現が増加した上に，細胞周期解析では G1

期の割合の有意な低下，G2 期の割合の有意な上昇を認めた．DOX 群では ROS産生も有意

に上昇した．HCFに DOX を投与すると，ORAI1 タンパクの発現も増加した． 

YM-58483とORAI1遺伝子ノックダウンによりORAI1/SOCEを阻害した場合は，

DOX群，CTRL siRNA HCF-DOX群でそれぞれ亢進した早期アポトーシスやROS産生が，

YM+DOX 群，ORAI1 siRNA HCF-DOX 群では抑制された．また YM-58483 は DOX によ

る細胞周期の G2期での停止を抑制した．動物実験では， DOX群で有意に上昇したアポト

ーシス細胞の割合が YM+DOX群で有意に低下した． 

 

4. 考察 

本研究により，心臓線維芽細胞において，ORAI1/SOCEが p53 タンパクの発現を

調整し，アポトーシス，細胞周期の停止，ROS 産生といった DOX 心不全発生における重

要な反応に関与していることが示された．ORAI1 が DOX 心不全の予防や治療の新たなタ

ーゲットとなる可能性が示唆され，今後はさらなる詳細な機序の解明を進めていく． 
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