
Title ドキソルビシン心筋症に対するミトコンドリアドラッグデリバリーシステムを用いた心筋前駆細胞移植の
有効性検証

Author(s) 阿部, 二郎

Description 配架番号：2274

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(医学)

Dissertation Number 甲第12533号

Issue Date 2017-03-23

DOI https://doi.org/10.14943/doctoral.k12533

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/67734

Type doctoral thesis

File Information Jiro_Abe.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



学 位 論 文

ドキソルビシン心筋症に対するミトコンドリア

ドラッグデリバリーシステムを用いた心筋前駆

細胞移植の有効性検証

(vatiOation of cardiac progenitor cell

therapy using mitochondrial drug delivery

system for doxorub ic i n-i nduced

card iomyopathy)

2017年 3月

北 海 道 大 学

阿 部 二 郎





学 位 論 文

ドキソルビシン心筋症に対するミトコンドリア

ドラッグデリバリーシステムを用いた心筋前駆

細胞移植の有効性検証

(VatiOation of cardiac progenitor cell

therapy using mitochondrial drug delivery

system for doxorubici n-induced

card iomyopathy)

2017年 3月

北 海 道 大 学

阿 部 二 郎



目次

発表論文目録および学会発表目録

緒言

略語表

実験方法

実験結果

考察

総括および結論

謝辞

引用文献

1頁

2頁

7頁

8頁

18頁

35頁

38頁

39頁

40頁



発表論文目録および学会発表目録

本研究の一部は以下の論文に発表した。

l Abe,」 ,Yamada,Y&Harashima,H Validation of a Strategy for Cancer

Therapy:Delive五 ng´団■inOg,coside Drugs to Mitochondria in HeLa Cells y

′ぬar“ Sこ 105,734740(20161

本研究の一部は以下の学会に発表 した。

1 `可部 二良
“ミトコン ドリア薬物送達システムを用いた,き筋炎に対する新たな治療戦略

日本小児循環器学会 第52回 日本小児循環器学会総会・学術集会,2016年7月 8

日。東京

2 阿部 二郎
Innovative strategy tO manage wocardltis using mitochondrial drug

del市ew system(DDS)

The 6th Congress Of」 sia‐pac16c Pediatric Cardiac Society 2016生
「
10月 22

日・上海

本研究の一部で国内特許を申請した。

発明の名称■心不全の治療及び/又は予防に用いるための心筋幹細胞の製造方法

出願番号   特願 2016‐ 223069
出願 日    平成28年 (2016年 )11月 16日

1ヒ海道大学管理番号  P2016‐ 029‐」P01

1



緒言

心臓は循環の中枢であり、その機能失調により全身臓器の循環バランスにお

いて需要に対して供給が不足 した病態が心不全と定義される。世界的に高齢化

が進行 していることと相まって,心不全の頻度は増加の一途を辿 り、本邦では

心不全は癌に次ぐ主要死因となつている 20。 病期ステージ Dの段階で 5年生存

率は 20%であり、心臓移植以外に有効な治療法はない。心不全の治療としては

1970年代までジキタリスなどの強心薬治療が、80年代から心腎連関に注目が集

まり利尿薬治療が、90年代に入ると心筋 リモデ リングに着目したアンジオテン

シン変換酵素阻害薬や β遮断薬治療が、2000年代後半には世界各地で様々な幹

細胞を用いた′き筋rll胞移植療法が臨床で開始されてきた お口9,3043。

2003年に A‐ersaら が、心筋組織内に分裂可能な,心筋幹・前駆細胞の存在を

同定したことに始まり 33,37、 2009年に Bettnannら が、ヒトの心筋再生能を実

証したことで裏付けられた 7。 現在では心筋傷害時にこれらの幹細胞が一部では

骨髄や′b筋組織ニッチより誘導されて修復の一助を担つていることも証明され

ている 2829。 また、1998年 Thomscnら のヒトES(Embryonic Stem)細 胞の

樹立、2006年に Yamanakaらのマウス IPS(induced Pluripotent Stem)fll

胞の開発により、現在は様々な細胞種よリプログラミングされた心筋細胞が開

発され 41、 2015年には虚血性心筋症に対してヒトES細胞由来心筋前駆細胞の

臨床応用が Phi■lpeら により開始されている 35。 心筋細胞移値に関して、ES、

iPS細胞のような胚性幹細胞 8,11が適 しているのか、心筋前駆細胞 3,46の ような

体性幹細胞が優れているかは結論が出ていないが、双方に長所 と短所が存在 し

ている 14。 本邦では、2013年に Ohら が左心低形成症候群のノーウッド術後の

子L児に対 して心筋前駆細胞移値を行つてお り、89%の右室駆出率改善を報告 し

ている 23。 また、2016年以降で Sawaら が iPS細胞由来心筋シー トを用いて臨

床研究を開始する予定である。

重症′心不全患者に対するfln胞移植療法の臨床応用は基礎研究の進展とともに

進んできている 32。 ヵ ガ″研究の材料としては虚血モデルを用いたデータが主

であり、2009年に Takeharaら はプタ虚血再灌流モデルにおいて bFGF(baslc

Flbroblast Growth Factor)シ ー トを用いた心筋前駆細胞移植の有効性を証明し

たが、移植 f10胞の虚血後心筋での生着効率の低さを指摘 した 46。 また虚血,心以

外の病態モデルで細胞移植の有効性を示 した研究は少ないが、2010年に De

９
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Angelisら によるラットドキソル ビシン心筋症モデルを用いた心筋前駆細胞移

植の生存期間延長を示 した報告がある 12。 ドキソルビシン心筋症は代表的な薬
剤性心筋症の 1つであり、世界的に汎用されているアン トラサイクリン系抗癌

剤である ドキソルビシン (商品名ア ドリアマイシン)に より心不全を発症する

が、有効な治療法はない。ドキソル ビシンは 1967年に Aェamoneら によって発

見され、悪性腫瘍の化学療法剤の中心 としてこれまで世界中で汎用されてきて

いる。心毒性については 1979年に Von Hoffら によつて報告されて以降多数の

報告がある。 ドキソル ビシンによる心筋組織傷害はその治療が終了 した後も心
血管イベン トの リスクとして残る。多くの Cancer suⅣivorが寛解後に社会復帰

している時代において、小児癌でも長期生存が見込まれるようになり、アン ト

ラサイクリン系抗癌剤の心血管毒性は予後に多大な影響を及ぼし 4,36、 その治療

法の開発が急務である。

ドキソルビシン心筋症において細胞移植療法は有用であると考えられるが、

De Attelisら の報告 2にあるように心筋前駆細胞はそもそもドキソルビシン耐

性が低いため、有効性を上げるためにはミトコン ドリア出来の酸化ス トレスが

増大した心筋組織内での移値後生着率の向上が求められている 383942。 北海道大

学薬学研究院薬剤分子設計学研究室の hmadaら はミトコン ドリアヘの薬物送
達の研究から、これまでアプローチが困難であつたミトコン ドリアに対 してミ

トコン ドリア高膜融合性の脂質組成を探索 し、膜融合を介 した リポソーム型

Drug DeLvew System(DDS)で ある MITO‐Porter system5051を 開発 した。

MITO‐Porter systemは送達分子サイズを問わず、あ ガ
"か
らカ ガ,まで様々

な分子を細胞内 ミトコン ドリアに送達することで、優れた薬理効果を発揮する

ことが実証されている。この MITO‐ POrter systemを用いてミトコン ドリア保

護分子を移植予定細胞 ミトコン ドリアに送達することは、 ドキソルビシン心筋
症の新たな心筋細胞移植治療に大きく寄与すると考えた。また、この方法は広

範な酸化ス トレスを病態とする重症心不全に対する心筋細胞移植療法の応用に

繋がる可能性がある。そこで、今 日に至るまで、薬剤分子設計学研究室と筆者

が所属する北海道大学大学院医学研究科小児科教室は議論を重ね、新たな心筋

幹細胞移植療法を基礎研究レベルから立ち上げることになった。2014年度より

ミトコン ドリア作動薬として有名なゲンタマイシン分子をMITO‐Porterに封入

することで、ミトコン ドリア DDSを用いた細胞改変が可能であることを検証 し、
低用量のゲンタマイシンでヒト癌細胞に細胞死を誘導できることを証明した 2。
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こうして MITO‐ Porter systemが ミトコン ドリア DDSと して有効であることを

確認 した後に、本論に詳述 した ミトコン ドリア作動性分子の選定、キャリアの

構築、移植細胞選定、疾患モデル選定、実験系の構築などに着手していつた。

ドキソル ビシン心毒性軽減のため現在のコンセンサスとして、 ドキソルビシ

ンの用量制限、 ドキソルビシンリポソーム製剤の代替使用、デクスラゾキサン

(サ ビーン)の併用が有用とされている。 ドキソル ビシンの用量制限が最も有
用とされてお り、400 mg/m2ま での使用で心毒性発症率は 5%まで抑えることが

可能になるが、低用量での発症の報告は多数存在 し、用量制限を行つた小児例

においても心血管障害が経年的に発症する可能性がある 4,2436。 心筋毒性軽減の

ための ドキンルビシンリポソーム製剤 (ドキシル)の使用は高価であることや

適応疾患が限定されていることなどの問題がある。鉄キレー ト剤であるデクス

ラゾキサンは併用すると心筋毒性軽減に有用 とされているが、その使用は ドキ

ソルビシン自体の抗腫瘍効果を阻害する可能性があり、その適応については議

論の余地がある。他に ドキソル ビシンの心筋細胞障害の機序に関わる トポイソ

メラーゼⅡ3の遺伝子発現 レベルに基づいた、ドキソルビシン用量制限や代替薬

剤使用が心毒性発症予防に役立つ可能性があるが実現には至っていない。

ドキソルビシンの心筋組織障害機序は複合的とされているが、これまでの報

告でその機序は大きく 2つに分類される。 1つは心筋細胞 トポイソメラーゼⅡ

β (Top■ 8)を介 した Dヽヽダメージ、 2つ 日はミトコン ドリア膜障害を介 し

たミトコン ドリア内への鉄の過剰蓄積であるが、いずれの機序においても最終

的には心筋細胞 ミトコン ドリア傷害につながり、心筋組織に過剰な酸化ス トレ

スをもたらすことで病態を発症することが想定されている 2263。

これまでの基礎研究により、多くの抗酸化剤が ドキソルビシン心筋傷害抑制

の可能性を示 してきたが、臨床研究ではその有用性は否定的である。この要因

の 1つ として、 ドキソルビシンにより心筋組織に広範な酸化ス トレスが発生 し
ている状態では、心筋細胞 ミトコン ドリアが進行性に傷害されているため、抗

酸化剤のような低分子薬剤単剤ではミトコン ドリア移行性の問題があり、酸化

ス トレスを制御することは困難であると考えられる 47。

ミトコン ドリアは古細菌由来のオルガネラであり、真核細胞は共生すること

で電子伝達系を介 した効率的な細胞内エネルギーを獲得することが可能になつ

ている反面、その傷害は細胞死につながる。心筋細胞はその仕事量に見合 うた

め、ほ乳類細胞において最も多くのミトコン ドリアを有してお り、心筋細胞の
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発生 。分化においてもエネルギー需要増大とともにその細胞内数 と容積は増え、

成熱心筋細胞内の 50%以上を占めるといわれている。何らかの原因による心筋

傷害は心筋細胞 ミトコン ドリアを破綻させることになり、心筋エネルギー産生

障害と多大な活性酸素発生につながる 26。 従って近年 ミトコン ドリアが心不全

に対する治療ターゲットとして注目されている 69。 ミトコン ドリアの増成はミ

トコン ドリア生合成や ミトコン ドリア新生 (mitochondrial biogenesis)と も言

われている。細胞内エネルギー基質の低下に伴つて NAD(nicotinamide adenine

dinucleotide)の 低 下が生 じ、それを トリガーとしてサーチュイン分子の活性化

が起こり、PGClα (perOxisome proliferator‐ activated“ ceptor g‐ coact市ator la)

と呼ばれる平時は不活化状態である転写共役因子の脱アセチル化が促進 される。

PGClα は核ゲノムにコー ドされたミトコン ドリア酸化的 リン酸化関連タンパ

ク質 (OXPHOS)や抗酸化 タンパ ク質 (Mn‐ SOD;manganese‐ supero瑾de

dlsmutase,MitochOndttal catalase)な ど配列のプロモーター上流に移動し、ミ

トコン ドリア新生に関連する多数の遺伝子群の転写が促進される 5,21,27,48,49。  ド
キソルビシンはTOp Ⅱ 8阻害から心筋細胞核内 DMヽ damage response(DDR)

を誘起し、PGClα を介 したミトコン ドリア新生シグナル上流を選択的に阻害す

ることが報告されている 0。 また、PGClα 阻害によるミトコン ドリア傷害以外

にもドキソルビシンはミトコン ドリア外膜に存在する ABCB8(ATP‐ bindlng

cassette,sub‐ family B)ポンプに作用 してミトコン ドリア内に鉄の蓄積をもた

らすことで、直接的なミトコン ドリア傷害からfll胞死を誘導 していることも報

告されているヽ ミトコン ドリア新生は、融合と分裂を繰 り返 している細胞内共

生オルガネラであるミトコン ドリアにとつて、品質管理の機構の側面もあり、

病的ミトコン ドリアを排除する機構に繋がつている。従つて ドキソルビシンの

心筋細胞毒性を軽減するにはミトコン ドリア新生を促進 し、 ミトコン ドリア機

能を回復することが有効であると考えられる 10。

レスベラ トロールは 1930年に北海道帝国大学 (現北海道大学)の Takaoka

らが発見したスチルベン誘導体であり、PGClo経路の上流にあるサーチュイン

タンパク質を介 しての ミトコン ドリア活性化作用があるとされるミトコン ドリ

ア作動薬である。これまで線虫の寿命促進、肥満マウスの延命効果など様々な

脂質代謝改善を介 した有効性の報告があるが、その機序としてサーチュインタ

ンパク質や AMPK mMP‐ activated prOtein kinase)の 活性化、ミトコン ドリ
ア呼吸鎖複合体への直接作用

““
,PhosphodiesteraseS PDEs阻 害作用 34な ど
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が想定されている。これまでの数多くの基礎研究からミトコン ドリア新生を促

進する薬剤 と考えられているが、臨床試験ではこれまで有用性を示すに至って

いない。その原因は、レスベラ トロールがヒトで薬理効果を示すには不十分な

薬物動態であることに加え、単体での細胞内への取 り込みや細胞内動態に問題

がある可能性が考えられる。筆者はコエンザイム Q10やゲンタマイシンなどミ

トコン ドリア作動薬である低分子薬剤を、ミトコン ドリア DDSの手法を用いて

標的細胞 ミトコン ドリアに送達し、優れた薬理効果が発揮されることを報告 し

てきた 522。

本研究においては、レスベラ トールを細胞内ミトコン ドリアに送達すること

で、ミトコン ドリア新生の賦活化やそれに付随する抗酸化効果を期待できると

考えた。まず レスベラ トロールのミトコン ドリア DDS化 の可能性ついて検証
に取 り組んだ。次に心筋前駆細胞 ミトコン ドリアに送達 してその動態や機能を

確認 した。実験モデルとして ドキソルビシン心筋症を作製 し、共培養による カ

西
"移
植効果の検証結果を行つた後に、カ ガ"細胞移値療法を行

つた (Flg l)。

本研究では、レスベラ トロールを単離心筋前駆細胞 ミトコン ドリアに DDSの技

術を用いて導入 し、それを移植 ソースとして使用することにより、既報の細胞

移植療法より有効な移植手段と成 りうることを検証 した世界で初めての報告で

ある。
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実験方法

1 実験材料
2 実験機器
3 試薬調製
4 -般操作

1実 験材料

脂質関連

レスベラ トロール :Wako(#18402771,Ъい )

DOPE:´WANTI POLAR LIPIDS(Alabaster,AL)

SM: NANTI POLAR LIPIDS

NBD‐DOPE:/54ヽNTI POLAR LIPIDS

S2peptide(STR‐ Dkg‐ Dmt Ll・ s‐ Phe‐DArg Dmt ws Phe NH2):TORAY

Research Center (TokyO,Japan)

染色関連

HOechst33342:DO」INDO(Kumamoto,Japan)

lヽltoTracker FarRedFM:InvitrOgen (Carlsbad,CA)

JC‐ lёしe:InVitJDgen (Carlsbad,CA)

DHEけ e:ThermO Fisher Scientiflc(Waltham,Ⅳ鳳 )

Blue Native PAGE

ゲル :Native PAGETM 3‐ 12%BT10(Thermo,#11121681‐ 0326)

Nat市e PAGE 20x CathOde Buffer Additive (#1154224)

Nat市e PAGE 20x Rllnning Buffer(■1162067)

Nat市e PAGE 5%G250 Sample Additive(#917755)

5%DiJtonin(#917758)

キット

Sca‐ l ⅣLヽCS sorting:A41iltenyi Biotec(Cologne,Germany)

/22'`υ Cell Death Detection lGt,Fluorescein:Sigma(St Louis,ヽ 10)
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CellヽうЛe Claret FARRED:Sigma(St Louis,MO)

緩衝液・成長因子

ダルベ ッコ PBS ():T測瞼畑A (Shiga,Japan)

DMEM High Glucose:Wak0

DヽlEヽI F 12:ヽVako

Mouse basic FGF:R&D (Minneapolis,MN)

抗体関連

CDllb antibOdies human and mouse FITC:Miltenyi Blotec 130 098‐ 085

CD45 antibodies,mouse FITC:ヽ liltenyi Biotec 130‐ 102‐778

CD29 antibodies,mouse FITC:ヽ 4iltenyi Biotec 130‐ 102‐975

CD106 CCA■〔‐1)antibodies,mouse PE:ヽliltenyi Biotec 130 104 759

CDl17 antibodies,mouse PE:ヽ liltenyi Biotec 130‐ 102‐795

Rat lgG2b isotype control antibodies FITC:Miltenyi Biotec 130‐ 103‐ 088

Monoclonal Anti‐α Actinin(Sarcomericl antibody:A781l Sigma

F(ab)2 Fragmelllt of Goat Anti‐Mouse lgG:Al1017 Thermo

その他

c57BL16マ ウス (8‐ 10週齢,雄):SLC(Shzuoka,Japan)

2実験機器
顕微鏡関連

共焦点イメージシステム (AlRsi,Nikon)

顕微鏡 (TIE,Nikon)

対物 レンズ (Plan Apo VC60x 1 20 PFS W■ ,Nikon)

レーザー (DiOde Laser 405nm 36m■ ノ壼 Laser 457/488′51440m■ DPSS

Laser 561 nm 10mL Diode Laser 640nm 10mЩ  Nikon)

ダイクロイックミラー (405′488′5617640,Nikon)

フィルターセッ ト (450/50,525′ 50 595/50 700/75,Nikon)
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遠心関連

マイクロ冷却遠心機 (3700,Kubota)

測定機器

Zeta Sizer(Nano‐ ZS,Malvern)

NanoDrop(ND‐2000,Thermo)

発光・吸光プレー トリーダー (En Splre,Perkln Elmer)

サーマルサイクラー (C1000 Touch Thermal Cycler,BIORAD)

リアルタイム PCRシステム (Light Cycler 480,Roch勾
"lied Science)

動物実験関連

小型動物麻酔器 (ニューロサイエンスl■l

人工呼吸器 (KN‐ 58,夏 目製作所)

吸入麻酔剤 イソフルレン (フ ァイザー )

超音波検査機器 (福 田電子 )

その他

アガロースグル電気泳動槽 (Mupidミ ニゲル電気泳動槽,ア ドバンス)

卓上型超音波洗浄機 (AU‐25C,アイフ医科工業 )

ボルテックスミキサー (VORTEX‐GENIE 2,Scienti■ c lndustries)

pHメ ーター (Docu pH MeteL sartorius)

トランスイル ミネーター (ImageQuant LAS4000,GEヘ ルスケア)

3試薬調製
リポソーム関連

DOPE,SM,NBD‐DOPE,DiI,レスベラ トロール溶液

それぞれ 目的の濃度 となるように 100%EtOH溶液に溶解 し、‐20℃で保管。
S2‐ peptide溶 液は 2 mg/mlと なるようにDDWに溶解 し‐80℃で分注して保管。
脂質は実験開始前 30分に室温に戻し、ボルテックスで攪拌後に使用。

バッファー関連

HEPES bufFerlpH 7 4):DO」 INDO(Kumamoto,Japan)
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HEPES 238 31 mgを DDWで 溶解 し、l N NaOHで pH 74に 調製 した後、
DDWを カロえ全量 100 mlと した。続いて、02 pmフ ィルター (劇瞬 ANTEC)

による濾過滅菌を行つた。

PBS(‐ )(pH 74):ダルベンコPBS()粉 末 日水製薬 (Tokyo,」apan)

グルベッコ PBS(‐ )粉末 48gを DDWに 溶解 し、500 mlにメスアップしてオ
ー トクレープした。

FACS buffer:lxPBS()with l mM EDTA+010/o sodium a21de+2%Albumin

IIACS bufferl lx PBS()with 2 mM EDTA+05%赳bumin

4-般 操作
マウス心筋前駆細胞の単離

移植 ソースとして、臨床研究で既に用い られている心筋前駆細胞 (Cardiac

progenitor cell,以 下 CPC)を準備 した。c57BL6/」♂ 810"v齢 2匹よりCPC

をパーコール密度勾配法で 520x104 cellS程度取得 した。Basic FGFの存在下

で培養 し、数回継代 した後に、Sca l(Stem cell alltigen l)抗体を用いて MACS
ソーティングを行った。単離 した細胞群を本実験で使用する CPCと し、その表

面マーカーと発現遺伝子について既報との一致を確認 した。

細胞表面マーカー蛍光定量

CPCの細胞混濁液を作製 し、ceu counttt PBSで洗浄 してペ レッ トを作製 した。

細胞数が 107未満の場合 NIACS buffer 100 pl+各種抗体 l plを添珈 して 10min

氷冷静置 した。Buttrl mlを加えて 4℃,1500 rpm,5 minで遠心後 500■lの

Buttrに混濁して F10w wtOmetw(Ga■ios Flowcメ Ometers,Indianapolis,IN)

で標識 FITCまたは PEの蛍光定量を行つた。

単純水和法によるリポソーム調製

試験管に l mM DOPE溶液 1125■1と lmM SM溶 液 25■1を加え、NBDで

蛍光標識する際は NBD溶液を l mOl%に なるように加えた。脂質溶液が 2501■

になるように CHC13をカロえ、デシケーターで溶媒を留去 し、脂質フィルムを調

製 した。脂質濃度が 055 mMと なるように HEPES bufferを 250■1加えて室

温で 15 minイ ンキュベーション後、l minソ ニケーションを行つた。S2peptide

修飾する際は 2mゴmlSTR S2溶 液を脂質の 10 mol%と なるように添加 し、室
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温で 30 minイ ンキュベーションした。

粒子物性測定

粒子径は小容量石英セル (DTS2145)に リポソームを 50 pl加 え、Zeta Sizer

を用いて測定した。ゼータ電位は HEPES bufferで 10倍希釈 してキャピラリー

セル (DTS1060)に加えて測定した。

共焦点レーザー走査型顕微鏡 (CLSM)を 用いた細胞内動態観察

キャリアを添力日する 24 hr■ 3 hr前に 3 5 cm glass base dish(IWAl■ )に 1×

105cellS′ dishで Sca‐ l positive CPC細 胞を播種 し、前培養を行つた (37℃、5%

C02)。 DMEM F12(FBS)l mLに サンプルを適量添加し、3 hrインキュベート

(37℃、5%C02)した。DMEMを 除去後、DMEM F 12(FBS+)に培地を交換し

た。観察前に 100 nMに合わせた Mitotracker FarRed FMで 30 minインキュベ

ート (37° C、 5%C02)し 、ミトコンドリアを染色した。DMEM F‐12(FBS+)l mLで

洗浄した後、DMEM F12(FBS+)2 mLに 培地を交換しCLSMを用いて観察を

行つた。

CLSM画像輝度解析
Image Pro Plus 7 0 software(Media Cybernetics,Rockville,MD)を 使用 した。

画像を明視難あり、なしで保存 (任意で 30‐ 50 ceus countで きる枚数)し、LUTS、

レーザー強度は固定 して計測を行つた。明視野画像を開き自由曲線 AOIで細胞

を囲み、暗視野画像を開き、色調をヒス トグラム設定 (RGB)後に面積 (min lo

pixels)をカウン トした。

フローサイトメトリー (FACS)を用いた細胞内取り込み評価

サンプルを添加する24 hr■ 3 hr育1に Sca l posit市 e細胞を 1× 105 cellywellで

6 well dlshに播種し、前培養を行つた (37° C、 5%C02)。 DMEM F 12(FBS)に サ

ンプルを適量混合して l mLとし、PBS(‐)l mLで洗浄した後に細胞に添加した。1

hrインキュベート(37° C、 5%C02)した後に PBS()l mLで洗浄し、ヘパリン溶液

(20U/ml)500 pLで 2回洗浄し、0050/0トリプシン溶液 500 pLを添加して 3 minイン

キュベート(37° C、 5%C02)した。DMEM F12(FBS+)l mLを 力日えエッベンドルフ

チューブに全量回収した。遠心分離 (700g、 3 min、 4°C)後 に上清を取り除き、

０
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FACS buffer(05%BSA)を lmL添 加して再度遠心 (700g、 3 min、 4°C)した。上

清を取り除き、FACS buffer 500 FLで懸濁してナイロンメッシュに通しプラスチック

試験管に移した。汲」定は BD FACS Cahbur HGフ ローサイトメトリーシステム4カラ

ータイプを使用した。

動物実験

国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定を遵守 して実施 した (「 In vivo

核酸デ リバ リーシステム」 北海道大学薬学部承認番 号 130062)。

細胞移植

イソフルランによる全身麻酔と頸部切開による気管展開後に気管内挿管 し人工

呼吸管理を行つた。左鎖骨中線上に皮膚切開をカロえ、大胸筋・小胸筋をより分

けて、胸郭を露出した。鏡視下に肋間を切開し、心膜を露出し、鈍的に脂肪組

織を剥離後、左室自由壁を確認 した。心筋層 3カ所に 10■lずつ合計 l x 106cellS

を筋注し、閉胸 し、麻酔を中止 して自発呼吸の出現後に抜管した。

ドキソルビシン心筋症モデルマウス作製

25 mg/kgと なるように PBS(‐ )で 10 mglmlの ドキソルビシン溶液 (Wako)

を 200 plに希釈 し、マウスに腹腔内投与を行つた。

BCA assay

標準液

l mg/ml,05 mg/ml,025 mg/ml,0 125 mg/ml,00625mゴml,0 03125 mg/ml,

O mg/ml(2 mg/mνvialの ものを系夕J希釈 した )

試薬 A:試薬 B=50:1で 1サンプル当たり200■1使用 した
プレー トリーダー用 96‐ well dishの l well当 たり 希釈 したサンプル 25■l+

試薬 200 pl→ 37℃,30 min反応させた。

吸光度演1定 (Abs 562)後、標準液の検量線をひきサンプルのタンパク濃度を定

量した。

Blue Nat市e PAGE

心筋サンプルを 23mm(=12 mg程度)片に必要なサンプル分 トリミングした。
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06%ジ ギ トニン 60plに浸け、バイオマッシャーでホモジナイズし、30 mh氷
上静置する。4℃,20,000g,30 min遠心 した。グルをミニ泳動装置にセットし、

Cathode Bufferを泳動装置の陰イオン電極側に入れ、Anode Buttrを 陽イオン

電極側に入れた。BCA assayに よリタンパク定量 (1サ ンプル 10μ g/111程度の

収量)し、 8連チップに各サンプルをタンパク濃度 1■g/■lになるように Stock

solutionを加えて全量 60 plに希釈 (Digltoninを用いて Detergent/Protein

ratlo=6)し た。Coomasie 45 11g(1%digltoninと して 45111)を 60 μlに力日え

(D/C=8)。 10111/■ euと して 150Vで電気泳動 し、30 minで Cathode buIIler

を hght cathode b」 発rに変更し、l hrで PAGEを終了した。引き続き Western

blottingを 行った。

Western blotting

PVDF膜 1枚および厚紙 6枚を BN PAGEグル用に 8x6cmに用意 し、PのF

膜を 100%メ タノールに 30 secつ け、DDヽVで 2回 リンスした。トランスファー

バンフア~lTransfer BufFer 20x,#1095841,Invitrogen1 200 mlに 厚紙と膜を

それぞれ 10 min浸透させた。ハイフレッドサプライをバンフア~で濡 らしてそ

の上に厚紙 3枚ずつをのせ、グル、PやつF膜の順番で加え、厚紙 3枚でサン ド
し、25 V lhr転 写を行った。

転写後の膜を 8%酢酸 100 mlに浸 して 15 min振盪 し、転写された膜を位置が

わかるように角をきっておいた。DDWで 5 min洗浄後風乾 (抗原性の安定化 )、
転写終了後の洗浄によリグル染色は消えた。100%MeOH l minx2、 DDW x2

リンスし、Blockingと 2次抗体染色に進んだ。

マウス心臓からの RNA抽出
心臓を摘出してミンチにした後、組織 30 mgを 14 mmジルコニアビーズとと

もにエッペン ドルフチュープに入れて Precellys24(BertDを 用いて 5000 rpm,

20 secで 2回ホモジネー トした。サンプルにTRIzo1 500,1入 れボルテックスし、

4℃ ,12000 rpm,15 minで遠 ,さ し、水相を 200 μl回収 した。イソプロピルアル

コール 200Jと 混合 し、4℃,12000 rpm,10 minで遠心後、上清を除去した。
4℃ ,70%エ タノールを 500 pl添加 し、4℃,7500 rpm,5 minで遠心 した。上清

を除去 し70%エ タノールを 300J添加 し、3M酢酸ナ トリウム (pH 52)を 3 pl
加えて 4℃ ,15000 rpm,5 minで遠心した。上清を除去後 100%エ タノール l ml
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加え、4℃,15000 rpm,3 minで遠心 し、上清を除去 して風乾し、Ultra Pure

Water(Thermo)85 plを 加え、DNase処理を続けて行つた。

DNase I処理

粗 RNA抽出液 85■lに対して 10x buffer 10■ 1,DNase1 4 μl,RNase inhlbitor

l lllを 添加 し、37℃ ,30 minイ ンキュベーションした。Ultra Pure lVater 100 J、

PhenoycHc13=5:1(pH 45)を 200 pl添加 して撹拌 した後、25℃ ,100oo rpm,

5 minで遠心した。上清を回収し、CHC13200 J添加し、25℃ ,100oo rpm,5 min

で遠心した。上清を回収し100%エタノール 500」 と5 M NaCl15 Jを 添加

し、 80℃で 1時間冷却してから、4℃,13000 rpm,10 minで遠心して上清を除

去した。70%エ タノール 500Jを添加し、4℃,13000 rpm,5mmで遠心後上

清を除去した。100%エ タノール 500 plを添加し、4℃,13000 rpm,5 minで上

清を除去し、風乾後 Ultra Pure Water 20」 を加え、RNA純度と濃度をNano

Dropで計測した。

逆転写反応

Ultra Pure Waterを 用いて Template RNA l Pgを含んだRNA溶液 45Jと
2x RT b遭おr5■1を順に添加し、サーマルサイクラー (65℃/5 min→4℃)にか

けて、4℃のまま 20x RT en7.yme Mixを 添加し、サーマルサイクラー (25℃ /5

min→42℃/60 min→95℃′5 min→ 4℃)で反応させ、cDNAを得た。RT enzyme

M破 を入れない陰性コントロールを含め、duphcateで行つた。

PCR
GoTaq Green Maser Mix(Promega)を用いた。20 ng/」 に調製したtemplate

cDNA l lll、 1011■l fOward primer l lll、 10,M reverse primer l■ 1、 2x Master

Mix 10 pl、 Ultra Pure Water 7■ lを混ぜ、サーマルサイクラー (95℃ /10 min

→95℃′30 sec変性→58℃ノ30 secア ニール→72℃/60 sec伸長,以下変性に戻り

30 crleS,ina1 72℃ ノ7 min伸長→4℃/∞)で反応させ、電気泳動でDNAバン

ドを確認した。

定量的PCR
cDNAtemplate 2 Jに対して、 10■M Folward P五mer0 1 J、 10」M Reverse
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Primer0 1 J、 SヽTR Green Realtime PCR Master Mix 2 5 μl、 Ultra Pure

Water 0 3 Plを混ぜて、Light wcler 480(Roche)で 反応させて、target geneと

reference gene(Gapdh)と の Ct値を用いて、/21Ct法により相対定量を行つた。

Primer配列

αЛ

“

σ

∂Zttθ

ル じ α ′

ソZιC2′

a2πJ′。′。″n

Fr:GGAAQヽGTGAGCGGCCATCAAGG

ReiCTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG

Fr:GCCん CヽACCMCCTGTCCん GヽTTC

Rel TGCん ヽヽ GGCTCCAGGTCTGAGGGC

Fr:CAGACCTGAAGGAGACCT

Re GTCAGCGQ短短ヽ CAGTTCC

Fr:GCCAヽ GAAGCGGATAGAヽ GG

ReiCTGTGGTTCAGGGCTCAGTC

Fr:CTGAGATGTCTCTCTCTCTCTTAG

Re:ACAATGACTGATGAGAGATG

FriCAGTGGAGCTGGACAAAGCC

Re:TAGCGACGGTTCTGGん PヽrT

Fr:CTGTCATCTCACTATGGGCA

ReiCCAAGTCCGAGCAGGAバ TTT

Fr:GGCCATGGTACACCGAG鳴 CヽAACGAGC

Re:GGGGATCCCTGTGTTACCTGCACTTGG

Fr:TCGAGCTGTACTTTTGTGGACGGA

Re:TCCTCTTGGTGGAAGCAGGGT

Fr:CAAGAGCATCCCAGGCTT

Re:GCACTTCCATCCACACACTC

FriCTTG AATGAGGCTGACTGTG

Re:ATCACATん GヽCTGGTCCTGT

Fr:TCGGAGCCCCAGATATAGCA

Re:TTTCCGGCTAGAGGTGGGTA

Fr:CATrGGTGバ TGGTAttGCGC

2VZ機2σ

“

Z4`

″

η

“

ゴα

Esrra

Sdha

3oxゴ

И″う′ゴ
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θ″ 泌

Re:TCCCん咀 CACGACAACTCC

Fr:AGCAAGGACACTCAGCAAG

Re:TAGGCCCCTCCTGTTATTATG

心筋生組織酸化ス トレス評価

4℃ PBS(‐ )で全身灌流後マウス心臓を摘出し、素早く 4℃ PBS(‐)で洗浄

後 OCTに包理 し液体窒素で急速凍結する。8μmス ライスで切片を作製 し、DHE

(終濃度 50■M)に 15分遮光下 4℃で静置後、Hoechst33342染色 (終濃度 6

●g/ml)し 、終了後すぐに CLSM観察を行った。

心筋凍結切片作製

右房切開後心尖部より 4%Pnヽ を注入 し、全身の灌流固定を行つた。4%PFA

につけ 4℃で一晩置換 した。4℃のまま、10%ス クロースに続いて、20%、 30%

と、スクロース溶液に 4時間以上つけて脱水 した。OCTに包埋 し4℃で 10分静

置しなじませた。OCTを液体窒素により急速凍結 した。クライオ トームを用い

て 10■mで切片作製 した。

免疫組織染色

PBS(‐ )で 5min x 2洗浄 した。サンプル周囲を拭い、5%BSAin 0 05%Ъ
“
en

in PBSで 45 min blockingを開始 した。PBS()で 5 min x 2洗浄 した後、100

倍希釈の Ms monoclonal anti‐ sarcomerlc α actinin Abを載せ一晩反応させた。

PBS()で 5 min x3洗浄 し、200倍希釈の 41exa Fluor 488 Goat F(abり 2

anti‐Ms lgGを載せ 1時間室温で遮光 した。PBS(‐)で 5 min x 3洗浄 し、50

倍希釈 した Hoechst 33342で 10 min染色 し、PBS()で 5 minx 3洗浄 した。
封入 し、カバーガラスをかけ顕微鏡観察を行つた。
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実験結果

はじめに本実験の全体像を概説する (Fi印¨ 1)。 若齢マウスより心臓を摘出

し、心室筋から、コラゲナーゼ処理 とパーコールを用いた密度勾配法を経て CPC
の初代培養を確立した。磁気ビーズを用いたソーティング法

"眈
CS system)

により Sca l抗原陽性 CPCを選択的に回収 し、継代することで細胞移植用の

CPCを準備 した (Fig lA)。 MITO Porter wstemに よリレスベラ トロールを
Mtに送達 し、細胞移植用の MITO‐ cellを作製 した (Fig lB)。 マウス心臓に CPC

を細胞移植 した後、ドキソルビシン投与によつて心筋傷害を起こし、MITO‐ cell

を含めた CPC細胞移植の効果を様々な角度 (生存率、心機能、分子機序)か

ら解析 した (Fig lC)。 以下の 1-3に基づいて実験結果を記載する。

1.キャリア調製とin雄rο 評価

2.ドキソルビシン心筋症モデルの構築と延命効果

3.ミトコンドリア機能評価
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FttЩe l 実験概念図
Flg lA:若齢マウスより心臓を摘出し、心室筋よりCPCの初代培養を確立した。
Sca‐ 1抗原陽性 CPCを回収 し、継代することで細胞移植用の CPCを準備 した。

Flg■B:MITO‐ Porter systelllに よリレスベラ トロールをミトコン ドリアに送

達し、細胞移植用の ″″り‐α〃 を作製 した。Fig lC:マ ウス心臓に CPCを細

胞移植 した後、 ドキソルビシン投与によって心筋傷害を起こし、″″り‐α〃 を

含めた CPC rIB胞移植の効果を様々な角度 (生存率、心機能、および分子機序 )

から解析 した。

19

МITO o。 1,



1キャリア調製とFn ЙιЮ評
心筋前駆細胞の単離とその品質評価

マウスからの心筋前駆細胞 (CPC)単離は Ohらのコラゲナーゼ処理による分散法を

もとに 61、 パ_コール密度勾配処理によりCPC層を抽出し、初代培養した後に、
Sca‐ 1ヽ仏 CS systemによリソーティングをかけて選択的に Sca‐ 1陽性 CPCを抽出し、

継代後に使用した (Figure 2)。 CPC細胞は図のようなコロニー形成能を示す形態を

とり(Flg 3Al、 細胞表面マーカーで CD29(GPⅡ a)/CD106(VCA■ 41‐ 1)陽性かつ

CDllb(Integrln dO、 CD45(■eukocyte∞mmon antigen)、 CDl17(C‐ k■t)は

陰性 を示し(Flg 3B)、 心 筋初期転 写 因子 (G却眈41NIe2c)が 発現していた

(Fig 3C)。 構造タンパク質の発現は認めず、これらの結果で既報と一致をみた 6,t

2 コラグナーゼ処理    4 接着培地

Flgure 2 CPCの 単離 と初代培養法

8週齢相当の c57BL6/」 雄マウス 2匹 より CPCをコラゲネーゼ処理 とパーコー

ル処理により単離 し、10cm dishま で継代によるスケールアップ後、Ⅳ鳳 CSシ

ステムを用いて Sca‐ 1陽性 CPCを確立 した。

離分ル一

［日‐‐日日‐‐〉　〔
離分“臥ズ

Ⅲ
柵
ψ
６
一
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Flgure 3 CPCラノロファイル

初代培養 Sca‐ 1陽性 CPC位相差形態 (Fig 3A)、 細胞表面マーカー (Fig 3B)、

心筋転写因子発現の有無 (Flg 3C)を確認 した。

MITO‐Porter systemを用いたミトコン ドリア DDSの倉1製

北海道大学大学院薬学研究院薬剤分子設計学研究室の Yamadaら はリポソー

ム型 DDSと して MITO・Porter systemを開発 している。0。 本研究で用いたミト
コンドリア DDSでは、基本脂質として DOPE、 ヘルパー月旨質として SMを用
い、レスベラ トロールを搭載し、表面に細胞膜突破能及びミトコン ドリア指向

能をもつとされる S2‐ peptide(SS‐ 31)44,54を 使用 し、モル比換算で DOPE:SM:
S2peptide=9:2:1と なるように粒子を調製 した。 レスベラ トロールをミトコ

ン ドリア親和性脂質二重膜内に封入した後に、MITO Porter表 層に S2peptide

を修飾 し (Flg 4A)、 粒子の物性を動的光散乱法により確認 した (Table l)。 粒

子径は 120nm前後で、粒子のバラツキの指標である PDIが 034± 007程度
と比較的均一かつ、ζ

‐potentialが 488 mVと 粒子表面が正に帯電 したリポソー

ムであり、レスベラ トロールの封入率は 87± 4%と 良好で、かつ 4℃の HEPES
buttr(pH=74)溶 液中で物性を経時的に測定しところlヶ月間の安定性を確認でき

21
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た (Fig 4B)。 以下レスベラ トロール封入 MITO‐Porterを RES MITO‐Porter

と呼ぶ。RES‐ MITO‐ POrterは細胞内にエン ドサイ トーシス経由で取り込まれ、

エン ドソーム脱出後にミトコン ドリアに近接 してから膜融合を介 して、最終的

に薬理効果が発揮できるように設計 した (Fig 4鳳 )。 調製 した粒子を蛍光修飾 し、

Sca‐ 1陽性 CPCに対する取 り込みをフローサイ トメ トリーで確認したところ、

未 修 飾 体 に 比 較 して 4倍 の 取 り込 み 能 を示 した (Fig 4C)。 ま た

RES MITO‐Porterを蛍光修飾 (緑色)して CPC内での細胞内動態観察を共焦

点レーザー走査型顕微鏡で行つたところ、MITO Porterが ミトコン ドリア (赤

色)と 共局在 した黄色の ドットを多数確認できたので、RES‐MITO‐ Porterは

CPCミ トコンドリアに送達されたことが推察できた (Fig 4D)。

22



Table l RES MITO‐ Porterの物性

単純水和法で調製された RES‐MITO‐ Porterの物性を動的光散乱法で測定し、

封人率を計算した。標準誤差を使用,N=6

Propcrti.s (Simple hydration mothod)
sire(nm) PDr rP(hv) horar'e'nieql*r

R.sve nro I DO pE/sM/ t20_8t6.7 0.3410.07 48 811.3 8714
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Figu∝ 4 RES‐MITO POrterの 創製

RES‐MITO‐POrterの構造およびfII胞内動態についての概念図 (Fig 4A)、 調製

した粒子の安定性試験 (Flg 4B,N=6)、 粒子のfII胞内取 り込み能 (Flg 4C)に

ついて評価 し、細胞内動態を共焦点走査型 レーザー顕微鏡で確認した (Fig 4D

Scale bar=5011m)。

Fig 4Clb)Studen歯
`検
定,★
★:Pく001,N=6
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2.ドキソルビシン心筋症モデル構築と延命効果

MITO‐ ce■ の開発

RES MITO Porterを導入した CPCを我々は MITO cellと 命名 し、以下の実

験では MITO‐ Cellの名称を使用 した。

ドキソルビシン心筋症の 力 72r2・aモデルを想定 し、実験系を作製 した (Figure

m)。 心筋細胞に対する心筋前駆細胞の共培養系については既報を参考に系を構

築 した 1。 ラット心筋細胞 (H9c2cell line)と MITO cellと の共培養系を最適

化 し、 ドキソルビシンで傷害を与えた。評価系は WSTl試薬を用いた細胞生存
率試験で行い、MITO cellと の共培養は有意にラッ ト心筋細胞生存率を高めた

(Fig 5B(a))。 またこの効果は、高濃度の ドキンルビシン投与下でも持続 し、

レスベラ トロールを封入しない空キャリア群 CPC(+MITO‐ Porter)や レスベ

ラ トロール単剤で処理 した群 CPC(+RES)よ り有意に生存率の向上を示 して
いた (Fig 5B(b))。 一方 MITO ce■ ではレスベラ トロールの濃度依存的に細

胞生存率が上昇 したが (Fig 5B(c))、 使用 していた単純水和包法による

MITO‐Porter system調製では飽和 してしまうこと、封入量を上げた場合の脂質

毒性などを考慮 して、レスベラ トロールの濃度は終濃度として 10 11NIの組成で

以下の実験を行 うこととした。

CPCミ トコン ドリアヘの RES MITO‐Porterの 導入効果をミトコン ドリア膜

電位の変化で確認 した。JC― I色素を用いて CLSM観察 したところ、JC‐ 1色素
で膜電位の上昇 (緑→赤)が示唆され (Flg 5C)、 画像上の蛍光強度で検証 した

ところ、約 4倍の蛍光上昇が確認された (Fig 5D)。 MITO‐ ce■ は通常の CPC

と比較 し、ミトコン ドリア膜電位が有意に活性化されていることを確認 し、心

筋 幹 細胞移植 療 法用 の細胞 ソー ス と して 国 内特 許 を出願 した (特 願

2016‐ 223069)。

Ｄ̈Ｚ^
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Fi印¨ 5 心筋細胞 (H9c2ceu)と cPcの共培養下での ドキソルビシン投与の

影響

ラット心筋細胞 (H9c2cell lne)と MITO‐cellと の共培養系を最適化 し、 ドキ

ソルビシンで傷害を与えた (Fig 5A)。 評価系はWSTl試薬を用いた細胞生存

率試験で行つた (Fig 5B(a)(b))。 MITO‐cellの細胞生存率に対するレスベ

ラ トロール濃度の影響を確認 した (Fig 5B(c))。 また MITO‐ cellの膜電位に

ついて JC‐ 1色素を用いて CLSM観察し (Flg 5C)、 Image Proを用いて画像か

ら輝度を計測 して膜電位の定量を行つた (Fig 5D)。

Fig 5B:データは標準誤差を使用,Bonferron1/Dunn検 定
★Pく005,オ大Pく001,

各群 N=6

Fig 5D:Studenザ sι検定,N=20
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ドキソルビシン心筋症モデルマウスに対するCPC移植の生存率検証

8週齢マウスを全身麻酔下に開胸 し、鏡視下に CPCを移値した。移植 fII胞は

未処理 CPC群 (CPC)、 MITO‐ ce■群 (MITO∞■)、 細胞移植を行わず PBSを心筋

注した群 (None)の 3群と、開胸のみを施しDOX投与未施行群 (Healt,contr01)
の4群を設定した。移植後 24時間経過した時点で ドキソルビシン心筋症モデルマ

ウスを Sui zhangら の報告に従つて作製 した 28。

ドキソルビシン心筋症モデルマウス生存率について Kaplan‐ Meier曲線を作

成 し、log‐rank解析により治療による生存率への影響について統計処理を行つ

たところ (Fig 6)、 Healthy・ ∞ntrol群では6匹全例生存し、MITO‐ceu群もlヶ月

の時点で半数の生存を認めたものの、他の2群 では 2週 間以内に全例死亡し、

MITO‐ce■ 移植は従来の未処理 CPC移植よりも延命効果が優れていることが示唆さ

れた。
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Fi鯛¨ 6 ドキソルビシン心筋症モデルマウスの生存率
8週齢の c57BL6/J雄マウスに対 して DOX投与前日に、未処理 CPCを心筋細
胞移植 した群 (CPC)、 MITO cellを心筋細胞移植 した群 (MITO ce■ )、 flB胞移

植を行わず PBSを′き筋注 した群 (None)の 3群 と、開胸のみを施 しDOX投与
をしない群 (Healt"∞ntrOl)を 設定した。

設定した 4群に対 して Kaplan・ Meier法を用いて生存率曲線を作成 し log‐rank

検定

Each group N・ 6
Lo9イank Pて 005
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ドキソルビシン心筋症モデルの CPC移値後病態評価
ドキソルビシン心筋症における MITO‐ceu移植後の病態評価 として、マウス

の体重推移 (Fig 7)を評価 した。体重差で統計学的有意差は認めなかったもの

の、MITO‐ ce■ 投与群において、投与後 7日 で体重の回復傾向を認めた。

N=6

O Healthy control mice
(DOX untreated mice)

DOX treated mice
transplanted with

▲ MITO ce‖

(CPC With RES‐ MITO‐Porter)

012345o7
0bservation time(day)

FEШe7 ドキソルビシン心筋症モデルマウスの体重推移
DOX 25 m♂贈 を腹腔内投与した時点を 0日 とし、0、 3、 7日 日の体重推移を

評価 した。

データは標準偏差を使用,Bonferron1/Dunn検 定 P>005,NS,各群 N=3

CPC移植後の心筋組織評価
CPCを移植前に赤く標識することで、移植後心筋における移植fII胞生着につ

いて確認を行った。移植細胞を予め膜染色 した後に、速やかに対象マウス心筋

に移植 した。その後に、プロ トコールに沿つて ドキソルビシン心筋症モデルマ

ウスを作製 し、 7日 目のマウス心筋組織で確認 したところ、MITO‐ ce■ 移植群

のみにおいて移植細胞の生着が確認された (Fig 8)。
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Fi鯛¨ 8 MITO‐ ce■ 移植後の生着評価

MITO‐cellの細胞膜表面染色 (CeuVue claret,赤色)を行つた後に、移値を施

行して ドキソルビシン心筋症モデルマウスを作製 した。作製後 7日 目に心臓を

摘出 し、心筋アクチニン抗体 (緑色 )で免疫組織染色を行い、細胞核は

Hoechst33342(青色)で観察前に染色 した。Scale bar=100■ m

またIII胞移植による酸化ストレスヘの影響を心筋生組織の DHE染 色観察で行い、
また固定標本については TUllEL染色によるアポトーシス評価を行つた。ドキソルビ

シン心筋症モデルマウス作製後、3日 目に心臓を摘出し、生組織を速やかにDHE染
色して心筋組織内酸化ストレスの程度を活性酸素種であるスーパーオキサイドを検出

することで評価した(Fig 9A)。 Healthy群や MITO‐cell群に比べ、CPC群や Non

treatment群では赤く染色されるDHE陽性細胞が多数確認された。
また組織固定後に TUNEL法 により免疫組織染色を行った(Flg 9B)。 Healthy・

群や MITO・cell群に比べ、CPC群や Non‐ treatment群ではアポトーシス陽性 fII胞

(緑色)が多数確認された。任意の視野で定量したところ、Healthy群と MITO‐ ce■

群に比し、CPC群や Non‐treatment群 では有意に DHE陽性細胞数 (Flg 9C)
およびアポトーシス細胞数 (Fig 9D)の増カロを認めた。
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Fi印囀 9 細胞移植による酸化ス トレスヘの影響 とTUNEL染色によるアポ ト
ーシス定量評価

ドキソルビシン心筋症モデルマウス作製後、3日 目に心臓を摘出し、生組織を速

やかに DHE染色 して心筋組織内酸化ス トレスの程度を評価 した (Fig 9A)。 ス

ーパーオキサイ ドが発生している細胞核は赤く染色される (DHE陽性細胞 )。

組織固定後に TUNEL法 により免疫組織染色を行つた (Fig 9B)。 アポ トーシ
ス細胞は輝度の高い緑を呈する。いずれの実験でも核を H∝chet33342(青色

)で染色している(Scale bar=100 μm)。任意の視野で DHE陽性細胞 (Flg 9C)、
TUNEL陽性細胞 (Fig 9D)について定量した。
Flgure 9C‐Dデータは標準誤差を使用,BonferronVDunn検定 ★★Pく001,各
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3.ミトコンドリア機能評価

MlTO cdl移植後の心機能評価

ドキソルビシン心筋症モデルマウスの心機能評価 として、断層心エコー法に

より左室短縮率 (Fraction Shorte五ng)で評価を行つた (Flg 10)。 ドキソル
ビシン治療後 30日 日で心筋症モデルマウス Healthy群 と MITO‐cell群の 2群

で比較を行つたところ、両群間において左室短縮率では統計学的有意差は認め

なかったものの MITO‐cell群ではやや短縮率は低 下していた。

Healthy controlmice
(DOX untreaied mice)

MITO cell
()

0      10     20     30 50

Fraction Shortening(%)

Fittm 10 心臓超音波検査法による心機能評価

生存した ドキソルビシン心筋症モデルマウスについて、初回 DOX投与から 30

日目に経胸壁′き臓エコー評価により左室短縮率を求めた。

Student'sι検定,NS:P>005,N=3

ミトコンドリア関連遺伝子発現レベル評価およびミトコンドリア呼吸鎖複合体評価

移植心筋組 l「4の ミトコン ドリア関連遺伝子発現 レベルについて、心筋組織か

らRNAを抽出し、逆転写反応後に realtime PCR法 によりmRNAを 半定量す
るこ とで確認 した。 PGClα (peЮmsome prohferator‐ activated receptor

g‐cOactivator lα)や ESRRa(Estrogen Related Receptor a)な どのミトコンドリア

新生についての遺伝子、および OXPHOS(ミ トコン ドリア酸化的 リン酸化)に関

連する SDHA(呼吸鎖酵素複合体■)、 Coxl(複合体Ⅳ )、 ATP5al(複合体 V)とい

った遺伝子群について組織内 mRNA発 現レベルを測定した。MITO‐cen前投与に
より、PGClα /ESRRaの発現レベルは有意に保たれており、ミトコン ドリア新

生が遺伝子レベルで維持されていることが示唆されてお り、また OXPHOS遺伝
子群も有意に維持されていた (Fig ll_4)。 Blue‐ Nat市e PAGEを用いて、 ドキ
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ソルビシンによるミトコン ドリア内膜に存在する呼吸鎖酵素複合体 complex I

の高次構造への影響についてもタンパク質 レベルで確認 した。MITO cellを移

植することで、心筋組織内ミトコン ドリア呼吸鎖複合体 complex Iは 有意に保

持されていた (Flg nB)。
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Flttre ll心筋組織内ミトコン ドリア関連遺伝子と呼吸鎖酵素複合体タンパク

質についての解析

ドキソルビシン心筋症モデルマウス作製後、3日 目に心臓を摘出して RNAと ミ

トコン ドリアタンパク質抽出を行い、Realtlme PCR(Fig llA)と Blue Nat市e

PAGE(Fig llB)を 行った。定量的 PCRによるミトコン ドリア新生関連およ

び OXPHOS関連遺伝子発現レベルについての解析 と、Blue・ Nat市e PAGEによ
るミトコン ドリア呼吸鎖酵素複合体タンパク質 (coIIlplex I)バ ン ド定量を行つ

た。

データは標準誤差を使用,Bonfenon1/Dunn検 定・ Pく005,各群 N=6

SDHA
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考察

これまで CPCのみの細胞移植法の有用性 ″233245、 cPcに対する遺伝子導入
1や DDSを用いない低分子薬剤処理のみ 鰤での有用性を示 した報告は存在する。

北海道大学薬学研究院薬剤分子設計学研究室ではこれまでミトコン ドリア DDS
を用いて様々な病態モデルを対象に研究してきた成果があり、細胞内ミトコン

ドリアに核酸、タンパク質、低分子薬などを選択的に送達することで様々な細

胞機能の変化が得 られることを報告 してきた
506ヽ
そこで今回 ミトコン ドリア

DDSに より機能を高めた移植細胞 ソース MITO‐cellを作製 し、有効な治療法の

ない ドキソルビシン心筋症を対象として、力 vitЮ 系から力 ″″ 系まで実験を

行つた (実/Fn l-3)。

まず移植用細胞を既存の方法を用いて準備 し、細胞表面マーカーや発現遺伝

子について確認 した。移植細胞 ミトコン ドリアにレスベラ トロールを送達する

ための リポソーム型 ミトコン ドリア DDS(RES‐MITO Porter)を 、単純水和

法を用いて調製することに成功した。これまでの MITO Porterは ミトコン ドリ

ア膜との融合に適するように、メイン脂質を DOPEで 、ヘルパー脂質を SMま

たは PAで最適な比率となるように調製 し、リポソーム表面修飾をオクタアルギ

ニン (R8)で行い、細胞膜突破およびミトコン ドリア移行能をもたせていた。

RES‐ MITO Porterは当研究室で実績のある S2peptideを 細胞膜突破素子およ

びミトコン ドリア移行素子として表面修飾 した
26。 S2peptideは ミトコン ドリ

ア移行能のみならず、優れたミトコン ドリア内膜保護作用があると考えられて

お り、膜融合 を介 した際に薬理効果作用 を発揮す る可能性 がある
4■
'イ。

RES‐ MITO Porterに よリレスベラ トロールが ミ トコン ドリア |こ送達 された

CPCは膜電位が上昇 し、 ドキソルビシン毒性が軽減することが示唆されたが、
WSTl試 薬 (ホルマザン色素)を用いた細胞生存率試験であり、細胞内ミトコ

ン ドリアでの Succinate debydrogenase complex,subunit A(SDHA)(呼吸鎖

酵素複合体Ⅱ)を主にしたミトコン ドリア酵素活性を測定している点で、ミトコ

ン ドリア内の代謝がレスベラ トロールによリドキソルビシンのミトコン ドリア

毒性から保護されている可能性が示唆された。

MITO‐cellは CPCと 比較するとH9c2細胞 との共培養において、細胞生存率

を有意に改善させた。この結果を踏まえて、マウス病態モデルを用いた カ ガ"
実験を開始 した。マウス心臓に MITO cellを 移植 したところ、 ドキソル ビシン
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による毒性は軽減 し、個体生存率の有意な上昇を確認することができた (実験 2)。

MITO‐cellの効果を検証 したところ、心臓組織では ドキソルビシンによる酸化

ス トレスが軽減 してお り、アポ トーシス細胞についても大幅な減少を認めた。

また心臓超音波検査により心筋壁運動を計測 したところ、短縮率改善について

は有意差を認めなかった。計測 日が投与 日より間もなかつたので有意差がみら

れなかった可能性があり、左室拡張末期径計測など他のパラメーターで計測す

ることや cardiac MRIな どの別のモダリティー使用も今後検討 している。分子

機序についてミトコン ドリア呼吸鎖複合体タンパク質 (complex 1/cOmplex Ⅱ

ratio)と 遺伝子発現レベルについて検討 したところ、MITO cellを 移植するこ

とで、電子伝達系 complex Iタ ンパク質 レベルは比較的維持されてお り、 ドキ
ソルビシンにより傷害を受けることが予測される 28、 PGCl αや ESRRaな どの

ミトコン ドリア新生に関与する遺伝子群の発現も維持されていることが確認さ

れた (実験 3)。 遺伝子発現レベルを保つことがミトコン ドリア呼吸鎖複合体タ

ンパク質の高次構造維持につながっていることが示唆された。

これまでのCPC移植療法ではDe 4ngelisら が ドキソルビシンモデルラットで

治療効果治療/~D果の有効性を生存率の改善で示 しており″、また最近では

お numaら が虚血再灌流モデルマウスで梗塞層の縮小と左室駆出率の改善で有

効性を示 している1。 De島嘘elisら の実験では ドキソルビシン投与法が少量の分

割投与投与で行われてお り、また長期的な生存率の差でのみ比較 している点が

大きく本研究とは異なり、Aonumaら の研究では抗酸化遺伝子であるA4pe‐ 1遺伝

子が導入されたCPCを使用 している点、および病態モデルが大きく異なる点で

直接は比較できない。いずれの筆者もCPC移植の有用性は認めるものの、未処

理のナイーブなCPC移値では病的心筋組織内で有効性が限定されることを述べ

ている点は見逃せない。また、レスベラ トロールをCPCに投与する報告は既に

存在するが15、 虚血ラットモデルを用いている点、DDSを使用していない点、

移値細胞のin宙tro機能評価が全く行われず、エン ドポイン トが長期的な移植後

生着率の改善と左室短縮率の改善についての評価に留まっている点などで、本

研究とは大きく異なる。

本研究では MITO‐cellに ついてミトコン ドリア膜電位の上昇を確認 している

が、CPCミ トコン ドリアにレスベラ トロールを送達することで何 らかの遺伝子

発現に変化が出ている可能性があり、現在 RES MITO Porterが CPCの遺伝子

発現にどのような影響を及ぼしているかについて確認実験を進めている。また
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本研究ではマウス CPCを使用 しているが、今後 MITO cellの臨床応用化を見越
して、小児開心術で得 られる余剰心筋からCPCを樹立する方法を確立するため、

循環器外科と共同で倫理委員会への申請準備を行っている。また本研究では、

MITO‐cellの予防的投与により、細胞生存率、個体生存率の改善を認めたが、

ドキソル ビシン投与後の状態で MITO cellを 移植 して予後改善を検証する、い

わゆる治療的効果については確認 していない。今後我々は治療的効果の有効性

についても確認する予定である。また、心筋に直接送達可能な DDSが確立され
ていないため細胞移植療法を介 して DDSの有効性を証明したが、心筋親和性を

有 したキャリアを開発することができれば汎用性やコス トの面でも有望であり

173140、 現在当研究室では心筋 DDSの 開発を勢力的に進めている。
治療法のない ドキソルビシン治療関連の心筋症に苦 しむ小児 cancer surv市 or

に新たな治療法が提供できるように、大型動物を用いたカ ガ"実験
や、毒性評

価、更なる機序解明などを目指 して、本研究をいっそ う推進 していく。そして

心筋症に限らず世界の主要な死因である重症心不全に対 して、細胞移植療法が

DDSな どの技術 と合わさることで一層の改良がなされ、できるだけ速やかに臨

床応用されるように尽力を尽くしたい。
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総括および結論

・ ミトコンドリア作動薬 レスベラ トロール と MITO Porter systemを 用いて、
ミトコン ドリア DDSにより心筋前駆細胞 ミトコン ドリア活性を高めること
に成功 し、MITO‐cellと 命名 した。

・ MITO‐cellを用いた細胞移植療法により、 ドキソルビシン心筋症モデルマウ
スの生存率を、従来の心筋前駆細胞による移植法よりも有意に延長すること

ができた。

・ MITO‐cellを移植した心筋組織内では、 ドキソルビシンの標的となるミトコ

ン ドリア新生遺伝子や OXPHOS関連遺伝子の発現が比較的保たれており、
呼吸鎖酵素複合体タンパク質 レベルも一部保持 されていることが確認され

た。

・ ミトコン ドリア新生の充進が MITO cell移植の生存率への寄与に影響 して
いることが示唆された。

ミトコン ドリア病は、ミトコン ドリアや核ゲノムの異常を起因とする代謝性

疾患であり、発症頻度は 1/5,000程度で心筋罹患率は 10%を超える。近年分

子生物学の進歩により、生命維持を司るミトコンドリア異常そのものが,い不

全、癌、糖尿病、神経変性疾患などヒトの主要な死因の病態に大きく関与し、

研究対象 とした ドキソル ビシン心筋症では薬剤が,さ筋 ミトコン ドリアを傷

害 し、心筋症を発症することがわかってきている。病態の解明は進んできて

いるものの、最も重要な治療法に関しては、細胞内ミトコン ドリアの複雑な

heterogeneiサ や薬物送達の難 しさのため有効な治療法がないままである。

北海道大学薬学研究院薬剤分子設計学研究室の Lmadaら は DDSを用いた
ミトコン ドリア治療法開発の世界的なパイオニアであり、これまで数々の成

果を上げてきたことは既に本論で述べている。彼 らとの共同研究をより強力

に推進 し、札幌から新たなミトコン ドリア治療法を世界に発信 し、かつ臨床

研究を通 して多くの患者にとつての希望となるような新薬を開発できるよ

うに、更なる努力を続けていきたい。
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