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要  旨 

 

 
 
【背景と目的】間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cell: MSC) は、成体組織に存在

する多能性細胞であり、骨、軟骨、脂肪組織、腱、筋肉など多様な細胞系列へ分

化する能力を有している。さらに、MSC はサイトカイン放出を介して免疫細胞

と相互作用することにより抗炎症作用を示すことが知られている。自家および

同種 MSC 移植の有効性は、さまざまな疾患において報告されている。しかし、

移植後の MSC は酸化ストレスやエネルギー代謝障害にさらされることで生存

率や治療効果が制限されることがあり、ミトコンドリア機能の改善が移植効果

向上に寄与する可能性がある。我々はこれまでに、ミトコンドリアを標的とした

ドラッグデリバリーシステムである MITO-Porter を開発しており、これは膜融

合を介して多様な分子をミトコンドリアへ輸送することを可能にする。我々は

以前、マイクロ流体デバイスを用いて、コエンザイム Q10 (CoQ10) を内包した 
MITO-Porter の大量調製に成功している。さらに、我々はヒト心臓由来細胞 
(CDC) を CoQ10 内包 MITO-Porter で処理することでミトコンドリア呼吸能を

増強し、そのミトコンドリア機能活性化 CDC を静脈内投与することによって

心筋虚血再灌流マウスモデルにおいて治療効果を実証することに成功している。

本研究では、CoQ10 内包 MITO-Porter が MSC のミトコンドリア機能を増強し、

MSC の細胞移植療法の改善につながるか検証することを目的とした。 
【材料と方法】本研究では、高純度のヒト骨髄由来間葉系幹細胞  (rapidly 
expanding clone: REC) を使用した。MITO-Porter への CoQ10 内包量を制御する

ために、マイクロ流体デバイスを用いて、従来型の CoQ10 内包 MITO-Porter 
(MP-(CoQ10))、CoQ10 を従来型の約 2 倍および 3 倍内包する MITO-Porter (MP-
(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10))、および CoQ10 を含まない対照粒子 (MP-(Empty)) を
作製した。各粒子の平均粒子径、ポリ分散指数 (PDI) 、ゼータ電位を動的光散

乱法で測定し、脂質および CoQ10 の回収率、薬物/脂質比を算出した。REC に
対して最終脂質濃度 20 μM となるように各 MITO-Porter を 24 時間添加し、

細胞内取り込みは DiI 蛍光標識 MITO-Porter を用いてフローサイトメトリー

で評価し、細胞内のミトコンドリア共局在の評価には、DiI 蛍光標識および 
MitoTracker Deep Red を用いた共焦点レーザー走査型顕微鏡 (CLSM) で評価し

た。REC のミトコンドリア呼吸能の評価は、酸素消費速度 (OCR) を指標とし

て、Oligomycin、FCCP、Rotenone/Antimycin A の順次添加により測定し、基礎呼

吸能および最大呼吸能の相対 OCR を Non-treatment (NT) 群を基準として算出
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した。また、MITO-Porter の細胞毒性は WST-1 アッセイにより細胞生存率とし

て評価した。各解析は適切な対照群 (PBS 処理群、MP-(Empty) 群) と比較して

行った。 
【結果】本研究において、我々はまず、CDC におけるミトコンドリア機能活性

化を報告した先行研究に従い、最終脂質濃度 50–60 μM の MP-(CoQ10) を 24 
時間 REC に添加し、ミトコンドリア機能の増強を試みた。しかし、細胞外フラ

ックスアナライザーによる評価の結果、ミトコンドリア呼吸能に有意な変化は

みられなかった。REC におけるミトコンドリア呼吸能を増強するため、我々は

マイクロ流体デバイスを用いて、より多くの CoQ10 を内包した MITO-Porter の
調製を試み、その結果、CoQ10 懸濁液の濃度を変化させることにより、従来型の

約  2 倍および  3 倍量の  CoQ10 を含有する  MP-(2x CoQ10) および  MP-(3x 
CoQ10) の作製に成功した。MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、および MP-
(3x CoQ10) の平均粒子径は 41–58 nm、PDI は 0.18–0.22、ゼータ電位は 18–20 
mV であり、安定した脂質ナノ粒子が得られた。脂質回収率は 75–85%、CoQ10 
回収率は 75–80% であり、薬物/脂質比は MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、MP-(3x 
CoQ10) でそれぞれ 0.16 ± 0.01、0.36 ± 0.06、0.55 ± 0.07 (平均値 ± SD) であった。

フローサイトメトリー解析により、各 MITO-Porter は NT 群と比較して REC 
に有意に取り込まれることが示唆された。また、CLSM を用いた評価により、

MITO-Porter は REC のミトコンドリアと共局在することが示唆された。REC に
対して MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を最終脂質濃度 20 
μM で処理した 24 時間後に OCR を測定したところ、MP-(2x CoQ10) 処理群で

の REC の OCR が最大となった。REC に対して最終脂質濃度 20 μM となる

ように MP-(2x CoQ10) を 24 時間処理したところ、NT 群および MP-(Empty) 
処理群と比較して最大呼吸能が有意に増加した。WST-1 による細胞生存率評価

では、最終脂質濃度 10–40 μM の範囲内において各 MITO-Porter の細胞毒性は

認められなかった。 
【考察】本研究では、従来型の MP-(CoQ10) では REC におけるミトコンドリア

呼吸能を増強できなかったため、より多量の CoQ10 を内包した MITO-Porter を、

マイクロ流体デバイスシステムを用いて新たに調製した。MITO-Porter 調製前に 
CoQ10 懸濁液の濃度を変更することにより、CoQ10 を豊富に内包する MITO-
Porter を調製し、REC のミトコンドリア呼吸能を増強することに成功した。本

研究により、マイクロ流体デバイスを活用することで MITO-Porter に内包され

る CoQ10 量を精密に制御できることが示された。このことは、MSC 移植療法

において、ミトコンドリア機能改善が治療効果の向上に寄与する可能性がある

ことを示唆している。 
【結論】本研究により、マイクロ流体デバイスを用いることで MITO-Porter に
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内包される CoQ10 量を精密に制御できることを明らかにした。また、CoQ10 を
豊富に内包した MITO-Porter により、MSC のミトコンドリア機能を活性化でき

ることを示した。これらの知見は、MITO-Porter システムがミトコンドリア機能

を人為的に制御し得ることを示すものであり、MSC 移植療法の治療効果を高め

る新たな技術基盤となる可能性が示唆された。今後は in vivo 評価を含めた安全

性および有効性検討を進めることで、再生医療応用への展開が期待される。 
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略 語 集 

 

 
 
ATP  adenosine triphosphate 
AMSC  amnion-derived mesenchymal stem cell 
BP  band-pass 
BSA  bovine serum albumin 
CDC  cardiosphere-derived cell 
CH3CN  acetonitrile 
CLSM  confocal laser scanning microscope 
CO₂  carbon dioxide 
CoQ10  coenzyme Q10 
DDW  double-distilled water 
DiI  1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMG-PEG 2k 1,2-dimyristoyl-rac-glycerol–polyethylene glycol (MW 2000) 
DOPE  1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
EtOH  ethanol 
FBS  fetal bovine serum 
FCCP  carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 
FGF  fibroblast growth factor 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPLC  high-performance liquid chromatography 
MFI  mean fluorescence intensity 
Milli-Q  ultrapure water purified by Milli-Q system 
MSC  mesenchymal stem cell 
NT  non-treatment 
OCR  oxygen consumption rate 
PBS  phosphate-buffered saline 
PDI  polydispersity index 
PFS  perfect focus system 
REC  rapidly expanding clones 
SD  standard deviation 
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SM  sphingomyelin 
STR-R8  stearylated octa-arginine 
VC  vibration compensation 
WI  water immersion 
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緒  言 

 

 
 
間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cell: MSC) は、成体組織に存在する多能性細

胞であり、骨、軟骨、脂肪組織、腱、筋肉など多様な細胞系列へ分化する能力を

有している (Pittenger et al, 1999; Zuk et al, 2001)。さらに、MSC はサイトカイン

放出を介して免疫細胞と相互作用することにより抗炎症作用を示すことが知ら

れている (Uccelli et al, 2008; Shi et al, 2010)。自家および同種 MSC 移植の有効性

は、さまざまな疾患において報告されている (Han et al, 2019; Tavakoli et al, 2020)。
加えて、MSC の免疫抑制特性は臨床応用されており、移植片対宿主病 (graft-
versus-host disease) の治療薬として市販されている。しかし、移植後の MSC は
酸化ストレスやエネルギー代謝障害にさらされることで生存率や治療効果が制

限されることがあり (Denu et al, 2016; Salazar-Noratto et al, 2020; Prakash et al, 
2021)、ミトコンドリア機能の改善が移植効果向上に寄与する可能性がある。 
 我々はこれまでに、ミトコンドリアを標的としたドラッグデリバリーシステ

ムである MITO-Porter を開発しており、これは膜融合を介して多様な分子をミ

トコンドリアへ輸送することを可能にする (Yamada et al, 2008; Yamada et al, 
2020a; Yamada et al, 2020b; Yamada et al, 2022) (図 1)。 
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図 1  ミトコンドリア標的型ドラッグデリバリーシステムである 

MITO-Porter の模式図 
ミトコンドリアを標的としたドラッグデリバリーシステムである MITO-
Porter は膜融合を介して多様な分子をミトコンドリアへ輸送することを可

能にする。 
 
 
 
単純水和法により調製したミトコンドリア機能性分子であるレスベラトロー

ルを MITO-Porter に内包し、心臓由来細胞 (cardiosphere-derived cell: CDC) へ添
加することで、ミトコンドリア活性化心臓由来細胞 (MITO cell) を作製すること

に成功した (Abe et al, 2018) (図 2)。さらに、ドキソルビシン心筋症および心筋

虚血再灌流マウスモデルに対して、それぞれ心筋内注射による MITO cell 移植

の予防的・治療的効果を実証した (Abe et al, 2018; Sasaki et al, 2022) (図 2)。しか

しながら、単純水和法によるレスベラトロール封入 MITO-Porter の大量調製は

困難であり、また MITO cell 樹立のためには侵襲的なヒト心筋単離の工程が必

須であり、これらは臨床応用を妨げる要因となっていた。 
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図 2  MITO cell 作製、MITO cell 移植の模式図 

ミトコンドリア機能性分子を MITO-Porter に内包し、心臓由来細胞へ添加

することで、ミトコンドリア活性化心臓由来細胞 (MITO cell) を作製する

ことに成功した。さらに、ドキソルビシン心筋症および心筋虚血再灌流マ

ウスモデルに対して、それぞれ心筋内注射による MITO cell 移植の予防

的・治療的効果を実証した。 
 
 
 
 臨床応用に向けての大量調製に対して、北海道大学工学部で開発された基盤

技術から、基板上に形成されたマイクロチャネル内で脂質ナノ粒子を形成可能

なマイクロ流体デバイスを用いて MITO-Porter を調製する共同研究が開始され

た (Maeki et al, 2018)。しかし、レスベラトロールは疎水性が高く膜透過性も強

いため、マイクロ流体デバイスを用いた効率的な内包化は達成できなかった。一

方で、水溶性が低いミトコンドリア機能性分子であるコエンザイム Q10 (CoQ10) 
はマイクロ流体デバイスを用いて MITO-Porter に内包 (MP-(CoQ10)と称す) す
ることが可能であり、大量調製も実現可能となった (Hibino et al, 2019; Hibino et 
al, 2023)。さらに、ヒト CDC を MP-(CoQ10) で処理することでミトコンドリア

呼吸能を増強し、そのミトコンドリア機能活性化 CDC を静脈内投与すること

によって心筋虚血再灌流マウスモデルにおいて治療効果を実証することに成功

した (Shiraishi et al, 2024)。 
 ヒト心臓はその機能維持のために大量のアデノシン三リン酸 (ATP) を消費
しており、心筋におけるエネルギー産生の 90% 以上はミトコンドリアにおける

酸化的リン酸化に依存している (Allard et al, 1994; Da Dalt et al, 2023; Menendez-
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Montes et al, 2023)。これに対し、MSC は主に解糖系に依存していると考えられ

ており (Yan et al, 2021)、CDC と比較して MSC におけるミトコンドリア機能を

高めるには、より多くの CoQ10 をミトコンドリアに送達する必要がある可能性

がある。 
 本研究では、CoQ10 内包 MITO-Porter が MSC のミトコンドリア機能を増強

し、MSC の細胞移植療法の改善につながるか検証することを目的とした (図 3)。 
 
 

 
図 3 CoQ10 内包 MITO-Porter による間葉系幹細胞の 

ミトコンドリア機能強化の模式図 
本研究では、CoQ10 を内包した MITO-Porter が間葉系幹細胞のミトコンド

リア機能を活性化するかについて検証した。 
 
 
 
具体的には、市販されている高純度かつクローン原性ヒト骨髄由来 MSC 

(rapidly expanding clone: REC) を用い (Mabuchi et al, 2013; Mabuchi et al, 2016; 
Ukeba et al, 2022)、これに CoQ10 内包 MITO-Porter を添加し、その細胞内取り

込み、ミトコンドリアとの共局在、ミトコンドリア呼吸能の変化、および細胞毒

性を評価した。さらに、マイクロ流体デバイスシステムを活用することで、MITO-
Porter に内包される CoQ10 量の制御および増量を目指した (図 4)。 
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図 4  マイクロ流体デバイスを用いたコエンザイム Q10 (CoQ10) 内包 
MITO-Porter の調製と CoQ10 内包量の制御 

MITO-Porter に内包される CoQ10 量は、マイクロ流体デバイスを用いて制

御した。CoQ10 懸濁液の初期濃度を変化させることにより、従来の MP-
(CoQ10) と比較して、CoQ10 量が約 2 倍の MITO-Porter (MP-(2x CoQ10)) 
および約 3 倍の MITO-Porter (MP-(3x CoQ10)) を作製した。 
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方  法 

 

 
 
1. 実験試薬・材料 
 
 
1-1. 細胞培養・フローサイトメトリー・顕微鏡関連 
 
REC: PuREC (Shimane, Japan) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; low glucose, with L-glutamine and 
phenol red): Wako (Osaka, Japan) 
Fetal Bovine Serum (FBS): Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Penicillin-streptomycin: Thermo Fisher (Massachusetts, USA) 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES): Dojindo Laboratories 
(Kumamoto, Japan) 
Basic fibroblast growth factor (bFGF): PeproTech (NJ, USA) 
Trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (0.25%): Thermo Fisher 
(Massachusetts, USA) 
Phosphate-buffered saline (PBS): TAKARA Bio Inc. (Shiga, Japan) 
Heparin: Wako (Osaka, Japan) 
Sodium azide: Wako (Osaka, Japan) 
Bovine Serum Albumin (BSA): Wako (Osaka, Japan) 
MitoTracker Deep Red: Invitrogen Molecular Probes (Oregon, USA) 
DMEM (Low Glucose) with Sodium Pyruvate: Wako (Osaka, Japan) 
WST-1 reagent: Takara Bio Inc. (Shiga, Japan) 
 
 
1-2. 粒子調製関連 
 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE): Avanti Polar Lipids 
(Alabaster, AL) 
Sphingomyelin (SM): Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) 
1,2-dimyristoyl-rac-glycerol–polyethylene glycol (MW 2000) (DMG-PEG 2k): NOF 
Co. (Tokyo, Japan) 
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Stearylated octa-arginine (STR-R8): Toray Industries (Tokyo, Japan) 
CoQ10: Wako (Osaka, Japan) 
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI):  Thermo 
Fisher (Massachusetts, USA) 
Ethanol (EtOH): Wako (Osaka, Japan) 
Milli-Q (ultrapure water purified by Milli-Q system) (double-distilled water 
(DDW)): Merck Millipore 
HEPES: Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan) 
Methanol: Wako (Osaka, Japan) 
Acetonitrile (CH3CN): Wako (Osaka, Japan) 
 
 
1-3. 酸素消費速度関連 
 
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit: Agilent Technologies (Santa Clara, 
USA) 
XF DMEM Medium: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
XF Calibrant: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
1.0 mM glucose solution: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
100 mM pyruvate solution: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
200 mM glutamic acid solution: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
Seahorse XFp Cell Culture Miniplates: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
Seahorse XFp Extracellular Flux Cartridges: Agilent Technologies (Santa Clara, 
USA) 
 
  



 15 

2. 実験機器 
 
 
2-1. 細胞培養・フローサイトメトリー・顕微鏡関連 
 
Corning 100 mm TC-treated culture dish: Corning (NY, USA) 
Corning Costar 6-well Clear TC-treated multiple well plates: Corning (NY, USA) 
Corning Costar 48-well Clear TC-treated multiple well plates: Corning (NY, USA) 
Conical tube (15 mL, 50 mL): AS ONE Corporation (Osaka, Japan) 
Autoclave (LBS-325): TOMY 
CO2 incubator (5400): NAPCO 
CO2 incubator (MCO-19AIC, MCO-175): SANYO 
Clean bench (NS-13B): BIOLABO 
Clean bench (MCV-710ATS): SANYO 
Refrigerated centrifuge (EX-125): PerkinElmer 
35 mm glass-bottom dish: IWAKI (Shizuoka, Japan) 
 
 
2-2. 粒子調製関連 
 
Spectra/Por 4 dialysis membrane: Spectrum Laboratories 
Glass syringe (1 mL, 2.5 mL): HAMILTON 
Standard Infusion Only Pump 11 Elite: HARVARD APPARATUS 
Microfluidic device (iLiNP): Faculty of Engineering, Hokkaido University 
96-well black plate, non-treated surface, no lid, non-sterile: Thermo Fisher 
(Massachusetts, USA) 
COSMOSIL 5C18ARII column: Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) 
 
 
2-3. 測定機器関連 
 
Zetasizer Nano ZS: Malvern (Malvern, UK) 
pH Meter (D-71): HORIBA (Kyoto, Japan) 
Varioskan LUX multimode micro plate reader: Thermo Fisher (Massachusetts, USA) 
Arc™ HPLC system: Waters (Tokyo, Japan) 
CytoFLEX: Beckman Coulter (Tokyo, Japan) 
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ECLIPSE Ti series: NIKON (Tokyo, Japan) 
Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer: Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
CellDrop: DeNovix (DE, USA) 
 
 
2-4. その他 
 
Vortex-Genie 2: Scientific Industries (NY, USA) 
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3. 試薬調製 
 
 
3-1. 細胞培養・フローサイトメトリー・顕微鏡関連 
 
l 胎牛血清 (FBS) の熱不活化 
FBS は 37 ℃の水浴で解凍し、続いて 56 ℃ で 30 分間加熱処理した後、50 mL
ずつ分注し、−20 ℃で保存した。 
 
l HEPES 緩衝液 (1,000 mM、pH 7.4) 
HEPES (2.38 g) を 二重蒸留水 (DDW) に溶解し、NaOH で pH 7.4 に調整した

後、10 mL にメスアップし、フィルター濾過により滅菌した。調製後は 4 ℃で

保存した。 
 
l REC 培地 
熱不活化 FBS (100 mL) および抗生物質 (ペニシリン 50,000 単位およびストレ

プトマイシン 50 mg、5 mL)、HEPES 緩衝液 (1,000 mM、pH 7.4、5 mL) を、

DMEM (低グルコース、L-グルタミンおよびフェノールレッド含有、400 mL) に
添加した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l 線維芽細胞増殖因子 (bFGF) 溶液 (4 μg/mL) 
Basic FGF (10 μg) を 5 mM Tris 緩衝液 (100 μL) に溶解し、2.4 mL の REC 培
地と混合した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l PBS 溶液 
PBS タブレット (1 L 用) 1 個を DDW 1,000 mL に溶解し、オートクレーブに

より滅菌した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l FACS 緩衝液 
BSA (75 mg) および 0.1% アジ化ナトリウム (15 mg) を PBS 溶液 15 mL に溶
解した。調製後は 4 ℃で保存した。 
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3-2. 粒子調製関連 
 
l HEPES 緩衝液 (10 mM、pH 7.4) 
HEPES (119 mg) を DDW に溶解し、NaOH で pH 7.4 に調整した後、50 mL に
メスアップし、フィルター濾過により滅菌した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l DOPE溶液 (7.5 mM) 
DOPE (55.81 mg) を EtOH 10 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l SM溶液 (7.5 mM) 
SM (57 mg) を EtOH 10 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l DMG-PEG 2k溶液 (7.5 mM) 
DMG-PEG 2k (18.825 mg) を EtOH 1 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存し

た。 
 
l STR-R8溶液 (20 mg/mL) 
STR-R8 (5 mg) を EtOH 250 μL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l CoQ10 溶液 (1.5 mM) 
CoQ10 (12.95 mg) を EtOH 10 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l CoQ10 溶液 (3.0 mM) 
CoQ10 (7.77 mg) を EtOH 3 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l CoQ10 溶液 (5.0 mM) 
CoQ10 (12.95 mg) を EtOH 3 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l CoQ10 溶液 (7.0 mM) 
CoQ10 (6.05 mg) を EtOH 1 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
 
l CoQ10 溶液 (9.0 mM) 
CoQ10 (7.77 mg) を EtOH 1 mL に溶解した。調製後は −20 ℃で保存した。 
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3-3. 酸素消費速度関連 
 
l ランニング培地 
1.0 mM グルコース溶液 (55 μL)、200 mM グルタミン酸溶液 (200 μL)、および

100 mM ピルビン酸溶液 (125 μL) に XF DMEM 培地を加え、10 mL にメスア

ップした。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l オリゴマイシン (Oligomycin) ストック溶液 (50 μM) 
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit 内のオリゴマイシンにランニング培地 (252 
μL) を加えて溶解した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) ストック溶液 

(50 μM) 
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit 内の FCCP にランニング培地 (288 μL) を
加えて溶解した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l ロテノン /アンチマイシン  A (Rotenone/Antimycin A) ストック溶液  (25 

μM) 
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit 内のロテノン/アンチマイシン A にランニ

ング培地 (216 μL) を加えて溶解した。調製後は 4 ℃で保存した。 
 
l オリゴマイシン (Oligomycin) 溶液 (20 μM) 
オリゴマイシン (Oligomycin) ストック溶液 (80 μL) をランニング培地 (120 
μL) で希釈した。 
 
l FCCP 溶液 (15 μM) 
FCCP ストック溶液 (60 μL)、XF 100 mM ピルビン酸溶液 (60 μL) およびラン

ニング培地 (80 μL) を混合した。 
 
l ロテノン/アンチマイシン A (Rotenone/Antimycin A) 溶液 (5 μM) 
ロテノン/アンチマイシン A（Rotenone/Antimycin A）ストック溶液 (40 μL) をラ
ンニング培地 (160 μL) で希釈した。 
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4. 実験操作・方法 
 
 
4-1. ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（REC） 
 

REC は島根大学バイオベンチャー企業である PuREC 社より継代 5 の段階
で購入した。REC セルストック (0.5 mL) を 37 ℃に加温し、REC 培地 (9.5 mL) 
で溶解しながら回収後、遠心分離 (4 ℃、200 × g、5 分) した。上清をアスピレ

ーターで除去し、REC 培地 (10 mL) で再懸濁した後、5–10 × 104 cells/mL とな

るよう 10 cm 培養皿 に 10 mL を播種し、Basic FGF (4 μg/mL、50 μL) を加え

て 37 ℃、5% CO2 下でインキュベートした。細胞の継代は 80% コンフルエン

トになった際に行った。 
継代時は、培地を除去し、PBS 溶液 (5 mL) で洗浄後、0.05% トリプシン溶液

(2 mL) を加えて  37 ℃、5% CO2 下 で 2–3 分間インキュベートした。REC 培
地 (8 mL) を加えて細胞懸濁液を回収後、遠心分離 (4℃、200 × g、5 分)し、上

清を除去した。REC 培地 (10 mL) で再懸濁し、セルカウントを行った後、必要

量を 10 cm 培養皿に 10 mL となるように播種し、Basic FGF (4 μg/mL、50 μL) 
を加えて 37 ℃、5% CO2 下で培養した。培地は週 2–3 回交換し、実験には継代 
7–11 の REC を使用した。 
 
 
4-2. EtOH 中における CoQ10 の溶解性の評価 
 

MITO-Porter に内包可能な CoQ10 量の限界を検討するため、EtOH 中におけ

る CoQ10 の溶解性を評価した。CoQ10 溶液は 1.5、3.0、5.0、7.0、9.0 mM とな

るよう調製し、室温で 12 時間静置した。 
 
 
4-3. MITO-Porter の調製 
 

MITO-Porter は、脂質 DOPE:SM:DMG-PEG 2k:STR-R8 をモル比 9:2:0.33:1.1 
で 4.2 mM含む EtOH 懸濁液を用いて構築した。また、0.7、1.3、および 2.2 mM 
の CoQ10 を含む EtOH 懸濁液を用い、従来の MP-(CoQ10) と比較してそれぞれ

約 2 倍 (MP-(2x CoQ10))、3 倍 (MP-(3x CoQ10)) の CoQ10 を内包した MITO-
Porter を調製した。さらに、ネガティブコントロールとして CoQ10 を含まない 
MITO-Porter (MP-(Empty)) も作製した。 
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CoQ10 内包 MITO-Porter の調製は、まず CoQ10 溶液を調製した後、脂質懸濁

液と混濁する手順で行った。具体的には、1.5、3.0、5.0 mM の CoQ10 溶液を脂

質懸濁液に加え、それぞれ最終濃度 0.7、1.3、2.2 mM の CoQ10 を含有する MP-
(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) を構築した。 
蛍光標識のため、実験条件に応じて総脂質量あたり 0.1 または 0.5 mol% の

DiI を EtOH 懸濁液に添加した。MITO-Porter の調製は、マイクロ流体デバイス

システムを用いて EtOH 中の脂質と PBS 溶液を混合し、合計流速 500 μL/min 
(脂質相 100 μL/min、PBS 相 400 μL/min、EtOH 濃度 20%) で行った。流速の制

御にはシリンジポンプ  (Harvard Apparatus) を用いた。得られた懸濁液は、

Spectra/Por 4 透析膜 (分子量カットオフ 12–14 kDa) を用いて PBS に対して 2 
時間透析した。 
 
 
4-4. MITO-Porter の物性測定 
 
平均粒子径、ポリ分散指数 (PDI)、およびゼータ電位は Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments) を用いて測定し、粒径は体積分布として示した。粒径測定

にはサンプル (50 μL) を測定用セルに注入して測定した。ゼータ電位はサンプ

ル (50 μL) と HEPES 緩衝液 (pH 7.4、450 μL) を混合した溶液を測定用セルに

注入して測定した。 
脂質量の推定は、総脂質量の 0.5 mol% で DiI 標識したリポソームの蛍光強

度を、Varioskan LUX multimode microplate reader (Thermo Fisher Scientific Life 
Science) を用いて測定することにより行った (励起波長 549 nm、蛍光波長 565 
nm)。 

MITO-Porter に内包された CoQ10 量の確認は、既報の方法に従い、Arc™ 
HPLC system を用いた高速液体クロマトグラフィー (HPLC) により定量した 
(Hibino et al, 2019)。回収率は以下の式で算出した：回収率 (%) = (試料中の脂質

または CoQ10 量/初期脂質または CoQ10 量) × 100。 
さらに、脂質量に対する薬物含有量を確認するため、薬剤/脂質比 (w:w) を以

下の式により算出した：薬剤/脂質比 = 試料中の CoQ10 量 (μg)/試料中の脂質量 
(μg）。 
 
 
4-5. MITO-Porter の安定性評価 
 

MITO-Porter の安定性を評価するため、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x 
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CoQ10)、MP-(3x CoQ10) を遮光条件下、4 ℃ で 4 週間保存した。粒子特性は、

所定の時間間隔 (0 日、2 日、1 週、2 週、3 週、4 週) で測定した。 
 
 
4-6. フローサイトメトリーを用いた細胞内取り込み評価 
 

REC (1.0 × 105 cells/well) を 6 ウェルプレートに播種し、37 ℃、5% CO2 下で 
REC 培地を用いて 24 時間培養した。その後、PBS 溶液 (Non-treatment 群：NT 
群)、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を添加し

た。各 MITO-Porter は 0.5 mol% DiI で標識されており、ウェル内での最終脂質

濃度は 20 μM とした。 
添加後、37 ℃、5% CO2 下でさらに 24 時間培養し、細胞を PBS 溶液 (1 mL) 

で 1 回、ヘパリン (20 U/mL) を含む PBS 溶液 (500 μL) で 2 回洗浄した。続

いてトリプシン処理により細胞を回収し、REC 培地に懸濁した。遠心分離 (4℃、

700 × g、4 分) 後、上清を除去し、FACS 緩衝液に再懸濁した。得られた細胞懸

濁液はナイロンメッシュで濾過し、CytoFLEX (Beckman Coulter) を用いてフロー

サイトメトリー解析を行った。解析には Kaluza ソフトウェア (Becker Coulter) 
を使用した。 

DiI は 561 nm で励起し、582/42 バンドパスフィルター (BP) を用いて蛍光

を検出した。細胞内取り込みは平均蛍光強度 (MFI) として評価した。 
 

 
4-7. 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 

 

REC (2.0 × 104 cells/well) を 35 mm ガラスボトムディッシュに播種し、37 ℃、

5% CO2 下で REC 培地を用いて 24 時間培養した。その後、PBS 溶液 (NT 群)、
MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を添加した。

各 MITO-Porter は 0.1 mol% DiI で標識されており、最終脂質濃度は 20 μM と
した。 
添加後、37 ℃、5% CO2 下でさらに 24 時間培養後、培地を REC 培地に交換

し、MitoTracker Deep Red (最終濃度 60 nM) で 30 分間ミトコンドリアを染色し

た。続いて、フェノールレッドを含まない DMEM で 2 回洗浄し、20% FBS を
含むフェノールレッドフリー DMEM に交換した。 
細胞内動態は、ECLIPSE Ti 顕微鏡を搭載した A1 R シリーズ共焦点レーザー

走査型顕微鏡 (CLSM、Nikon)、水浸対物レンズ (Plan Apo Vibration Compensation 
(VC) 60x/1.20 Perfect Focus System (PFS) Water Immersion (WI))、および二色分光
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ミラー (DM405/488/561/640) を用いて観察した。DiI 標識 MITO-Porter は 561 
nm 励起で検出し、MitoTracker Deep Red で染色したミトコンドリアは 638 nm 
励起で検出した。蛍光検出チャンネルは以下の条件で設定した：Ch1：595/50 BP 
(緑：DiI 用)、Ch2：700/75 BP (赤：MitoTracker Deep Red 用)。得られたデータは 
NIS-Elements ソフトウェア (Nikon) により解析した。 
 

 

4-8. REC のミトコンドリア呼吸能の評価 

 
酸素消費速度  (OCR) は、Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer (Agilent 

Technologies) を用いて評価した。 
REC (1.0 × 104 cells/well) を 8 ウェルプレート (Agilent Technologies) に播種

し、REC 培地を用いて 37 ℃、5% CO2下で 24 時間培養した。その後、細胞に

PBS 溶液 (NT 群)、MP-(Empty)、または MP-(CoQ10) を最終脂質濃度 50–60 μM 
で添加し、37 ℃、5% CO2 下でさらに 24 時間培養した。 
解析前に、細胞をランニング培地 (グルコース、ピルビン酸、およびグルタミ

ンをそれぞれ最終濃度 55、12.5、40 mM 含む、フェノールレッド非含有 DMEM) 
に置換し、37 ℃、CO2 非存在下で 1 時間インキュベートした。OCR は、

Oligomycin、FCCP、および Rotenone/Antimycin A を順次添加することにより測

定した (最終濃度はそれぞれ 2.0、1.5、0.5 μM) (図 5)。なお、ピルビン酸枯渇を

防ぐため、FCCP 添加時にはピルビン酸を追加し、最終濃度 15.0 mM とした。 
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図 5 細胞外フラックスアナライザーを用いた酸素消費速度測定の模式図 
酸素消費速度 (OCR) は、Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer (Agilent 
Technologies) を用いて評価した。基礎および最大 OCR は、Oligomycin (複
合体 V 阻害剤)、FCCP (ミトコンドリアの酸化的リン酸化を脱共役し、ミ

トコンドリア呼吸脳を最大化する薬剤)、ならびに Rotenone (複合体 I 阻害

剤)/Antimycin A (複合体 III 阻害剤) を順次添加することにより算出した。 
 
 
 

OCR 測定後、各ウェルの細胞をトリプシン処理により回収し、細胞数を計測

した。得られた OCR 値は細胞数で正規化し、pmol/min/104 cells として表記し

た。さらに、基礎呼吸能  (Basal respiration) および最大呼吸能  (Maximal 
respiration) の相対 OCR は、NT 群 (対照) の OCR を基準として算出した。 
 
 
4-9. 従来型の MP-(CoQ10) より多くの CoQ10 を内包する MITO-Porter を添

加した REC のミトコンドリア呼吸能評価 
 

OCR は、Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technologies) を用い

て評価した。 
REC (8.0 × 103 cells/well) を 8 ウェルプレート (Agilent Technologies) に播種
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し、REC 培地を用いて 37 ℃、5% CO2 下で 24 時間培養した。その後、細胞に

PBS 溶液（NT 群）、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x 
CoQ10) を最終脂質濃度 20 μM で添加し、37 ℃、5% CO2 下でさらに 24 時間

培養した。 
解析前に、細胞をランニング培地 (グルコース、ピルビン酸、およびグルタミ

ンをそれぞれ最終濃度 55、12.5、40 mM 含むフェノールレッド非含有 DMEM） 
に置換し、37 ℃、CO2 非存在下で 1 時間インキュベートした。OCR は、

Oligomycin、FCCP、および Rotenone/Antimycin A を順次添加することにより測

定した (最終濃度はそれぞれ 2.0、1.5、0.5 μM) (図 5)。なお、ピルビン酸枯渇を

防ぐため、FCCP 添加時にはピルビン酸を追加し、最終濃度 15.0 mM とした。 
OCR 測定後、各ウェルの細胞をトリプシン処理により回収し、自動細胞カウ

ンター CellDrop (DeNovix) を用いて細胞数を算定した。得られた OCR 値は細

胞数で正規化し、pmol/min/104 cells として表記した。さらに、基礎呼吸能 (Basal 
respiration) および最大呼吸能 (Maximal respiration) の相対 OCR は、NT 群 (対
照) の OCR を基準として算出した。 
 
 
4-10. WST-1 assay を用いた MITO-Porter の細胞毒性解析 
 

MITO-Porter の REC に対する細胞毒性は、WST-1 試薬を用いた細胞生存率 
(Cell viability) アッセイにより評価した。吸光度の測定は、Varioskan LUX 
multimode microplate reader (Thermo Fisher Scientific Life Science) を用いて測定し

た。 
REC (8.0 × 103 cells/well) を 48 ウェルプレートに播種し、REC 培地を用いて 

37 ℃、5% CO2 下で 24 時間培養した。その後、PBS 溶液 (NT 群)、MP-(Empty)、
MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を最終脂質濃度 10、20、40 
μM で添加し、37 ℃、5% CO2 下でさらに 24 時間培養した。培養後、PBS 溶
液 (250 μL) で洗浄し、REC 培地に WST-1 試薬 (Takara Bio) を添加して 37 ℃、

5% CO2 下で 2 時間インキュベートした。 
細胞生存率はメーカーの指示に従い Varioskan LUX multimode microplate reader 

(Thermo Fisher Scientific Life Science) により吸光度を測定し、以下の式で算出し

た：細胞生存率 (%) = VS/VU × 100。ここで、VS は各試料の吸光度に基づく⽣存
率、VU は未処理細胞 (コントロール) の⽣存率を⽰す。 
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5. 統計解析 

 
データは、実施した実験回数に基づき平均値 ± 標準偏差 (SD) で示した。2 
群間の差は Student の t 検定により解析し、多群間の差は一元配置分散解析 
(one-way ANOVA) に続き Student-Newman-Keuls 検定で解析した。有意水準は p 
< 0.05 とした。 
 
  



 27 

結  果 

 

 
 
1. CoQ10 を内包した MITO-Porter の調製 
 
1-1. 既報の方法を用いた REC のミトコンドリア呼吸能の評価 
 
 本研究において、我々はまず、CDC におけるミトコンドリア機能活性化を報

告した先行研究 (Shiraishi et al, 2024) に従い、最終脂質濃度 50–60 μM の MP-
(CoQ10) を 24 時間 REC に添加し、ミトコンドリア機能の増強を試みた。しか

し、細胞外フラックスアナライザーによる評価の結果、ミトコンドリア呼吸能に

有意な変化はみられなかった (図 6)。これらの結果から、CDC と比較して REC 
におけるミトコンドリア機能の活性化はより困難であり、従来の MP-(CoQ10) 
では十分な効果が得られない可能性が示唆された。 
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図 6 心臓由来細胞においてミトコンドリア呼吸能を活性化した先行手法を

用いた REC のミトコンドリア呼吸能評価 
酸素消費速度 (OCR) は、最終脂質濃度 50–60 μM にて MP-(Empty) また

は従来型  MP-(CoQ10) で処理した後、Seahorse XFp Extracellular Flux 
Analyzer (Agilent Technologies) を用いて評価した (A)。基礎呼吸 (B) およ

び最大呼吸 (C) における OCR は、無処理 (Non-treatment: NT) 群 の OCR 
を基準として算出した。MP-(CoQ10) 処理後において、OCR に有意な変化

は認められなかった。データは平均値 ± 標準偏差 (n = 3) で示した。有意

差は一元配置分散解析 (one-way ANOVA) 後、Student-Newman-Keuls 検定
により算出した。 
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1-2. EtOH に溶解可能な CoQ10 量の評価 
 
 MITO-Porter に内包可能な CoQ10 量の限界を検討するため、まず EtOH にお

ける CoQ10 の溶解可能量を評価した。1.5、3.0、5.0、7.0、9.0 mM の濃度で CoQ10 
溶液を調製し、室温で 12 時間静置したところ、7.0 mM および 9.0 mM では肉

眼的に沈殿が確認された (図 7)。一方、1.5–5.0 mM では沈殿は認められなかっ

た。これらの結果から、CoQ10 内包 MITO-Porter の調製において、EtOH 中の適

正な最大 CoQ10 濃度は 5.0 mM であると考えられた。したがって、MITO-Porter 
に内包可能な CoQ10 の最大量は、従来の MP-(CoQ10) の約 3 倍に相当すると

推定された。 
 
 

 
図 7 EtOH 中における CoQ10 溶解量の評価 

1.5、3.0、5.0、7.0、9.0 mM の濃度で CoQ10 溶液を調製し、室温で 12 時
間静置したところ、7.0 mM および 9.0 mM では肉眼的に沈殿が確認され

た。 
 
 
 
1-3. 従来型の MP-(CoQ10) より多くの CoQ10 を内包する MITO-Porter の調
製 
 

REC におけるミトコンドリア呼吸能を増強するため、我々はマイクロ流体デ

バイスを用いて、より多くの CoQ10 を内包した MITO-Porter の調製を試みた 

(図 4)。その結果、CoQ10 懸濁液の濃度を変化させることにより、従来型の約 2 
倍および 3 倍量の CoQ10 を含有する MP-(2x CoQ10) および MP-(3x CoQ10) の
作製に成功した。また、ネガティブコントロールとして CoQ10 を含まない MP-
(Empty) も併せて調製した。 
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1-4. MITO-Porter の物性評価 
 
 平均粒子径、粒径分布を示す指標であるポリ分散指数 (PDI)、およびゼータ電

位を表 1 に示した。MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) の
粒子径はそれぞれ 41 ± 2.7 nm、51 ± 7.2 nm、57 ± 4.4 nm、58 ± 6.2 nm であり、

内包された CoQ10 量の増加に伴い粒子径も増大する傾向が認められた。MITO-
Porter は STR-R8 による粒子表面修飾により正電荷を帯びていた。各粒子の 
PDI およびゼータ電位は、それぞれおおよそ 0.180–0.220 および 18–20 mV で
あった。 
 脂質および CoQ10 の回収率を表 1 に示した。MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-
(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) の脂質回収率は 75–85% であり、MP-(CoQ10)、MP-
(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) の CoQ10 回収率は 75–80% であった。さらに、MP-
(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) の薬物/脂質比 (重量比) は、それぞれ 
0.16 ± 0.01、0.36 ± 0.06、0.55 ± 0.07 であった。これらの結果から、マイクロ流

体デバイスを用いることで MITO-Porter に内包される CoQ10 量を制御可能で

あり、REC におけるミトコンドリア機能の改変に有用である可能性が示唆され

た。 
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表 1 MITO-Porter の粒子特性 
 

 
調製用 
CoQ10 
初期量 

平均 
粒子
径 

PDI ゼータ 
電位 

脂質 
回収
率 

CoQ10 
回収
率 

薬物/ 
脂質比 

 (mM) (nm)  (mV) (%) (%) (w:w) 

MP- 
(Empty) − 41 ± 

2.7 
0.182 ± 
0.043 

20 ±  
1.4 

79 ± 
3.3 − − 

MP- 
(CoQ10) 0.7 51 ± 

7.2 
0.219 ± 
0.013 

20 ±  
1.8 

86 ± 
7.1 

75 ± 
4.0 

0.16 ± 
0.01 

MP- 
(2x CoQ10) 1.3 57 ± 

4.4 
0.202 ± 
0.025 

19 ±  
0.6 

78 ± 
11.5 

77 ± 
1.3 

0.37 ± 
0.06 

MP- 
(3x CoQ10) 2.2 58 ± 

6.2 
0.179 ± 
0.021 

18 ±  
1.8 

85 ± 
9.2 

80 ± 
2.9 

0.57 ± 
0.07 
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1-5. MITO-Porter の安定性解析 
 
 MITO-Porter の安定性を評価するために、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x 
CoQ10)、および MP-(3x CoQ10) を遮光条件下で 4℃ にて 4 週間保存した。粒

子特性は所定の時点 (0 日、2 日、1、2、3、4 週) で測定した。その結果、粒子

径は 4 ℃ で 4 週間保存してもほとんど変化がみられなかった。PDI およびゼ

ータ電位 (ζ-potential) は時間の経過に伴い徐々に増加する傾向を示したが、特に

保存初週においては概ね安定していた（図 8）。 
 
 

 
図 8 MITO-Porter の安定性 

MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、および MP-(3x CoQ10) を遮光

条件下で 4℃ にて 4 週間保存した。粒子径は 4 ℃ で 4 週間保存して

もほとんど変化がみられなかった。PDI およびゼータ電位 (ζ-potential) は
時間の経過に伴い徐々に増加する傾向を示したが、特に保存初週において

は概ね安定していた。 
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2. フローサイトメトリーを用いた細胞内取り込みの評価 
 
 細胞内への MITO-Porter の取り込みはフローサイトメトリー解析により評価

した。REC に対し、蛍光色素 DiI で標識した MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x 
CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を最終脂質濃度 20 μM で 24 時間処理し、その

取り込みによる蛍光強度を測定した (図 9)。 
 その結果、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、および MP-(3x CoQ10) の
細胞内取り込みは、無処理群 (NT 群) と比較して有意に増加していた。一方で、

CoQ10 の内包により MITO-Porter の細胞内取り込みは有意に低下し、内包した 
CoQ10 量の増加に伴ってさらに減少した。これらの結果は、CoQ10 を内包した 
MITO-Porter が REC に取り込まれているものの、その取り込みは CoQ10 の存

在によって部分的に影響を受けるということが示唆された。 
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図 9 フローサイトメトリーによる MITO-Porter の細胞内取り込み評価 
(A) 最終脂質濃度 20 μM にて MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、
または MP-(3x CoQ10) で処理した後に、REC に取り込まれた DiI の蛍光

強度を、無処理 (Non-treatment: NT) 群と比較して示したヒストグラム。 
(B) 平均蛍光強度として表した細胞内取り込み量。データは平均値 ± 標準
偏差 (n = 3) で示した。有意差 (*p<0.05、**p<0.01) は、一元配置分散解析 
(one-way ANOVA) 後、Student-Newman-Keuls 検定により算出した。 
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3. CLSM による細胞内動態の観察 
 
 DiI で標識した MITO-Porter の細胞内局在および動態を、CLSM を用いて評

価した。ミトコンドリアを MitoTracker Deep Red で赤色蛍光標識した REC に
対し、緑色蛍光標識した MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-
(3x CoQ10) を最終脂質濃度 20 μM で 24 時間処理し、CLSM により観察した 
(図 10)。 
 REC における緑色点の存在により、各 MITO-Porter の細胞内取り込みが可視

化され、いずれの MITO-Porter も細胞内取り込み能を有することが示唆された。

さらに、赤色蛍光で標識されたミトコンドリアと緑色蛍光の MITO-Porter の共
局在が、黄信号として観察され、一部の MITO-Porter がミトコンドリア内に取

り込まれていることが示唆された。 
 
 

 

図 10 共焦点レーザー走査型顕微鏡による MITO-Porter の細胞内観察 
ミトコンドリア (赤色蛍光、A–E) と MITO-Porter (緑色蛍光、F–J) との共

局在は、マージ画像 (K–O) において黄色のシグナルとして可視化された。

スケールバーは 50 μm。  
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4. REC におけるミトコンドリア呼吸能の細胞外フラックス解析による評価 
 
 REC におけるミトコンドリア呼吸能は、細胞外フラックス解析により OCR 
を測定することで評価した。まず、REC のミトコンドリア呼吸能を増強するた

めの最適な CoQ10 内包量を検証する実験を行った (図 11)。MP-(CoQ10)、MP-(2x 
CoQ10)、または MP-(3x CoQ10) を最終脂質濃度 20 μM で処理した 24 時間後に 
OCR を測定したところ、MP-(2x CoQ10) 処理群での REC の OCR が最大とな

った。 
 
 

 

図 11 REC におけるミトコンドリア呼吸能増強のための 
MITO-Porter に内包する CoQ10 最適量の検証 

最大酸素消費速度 (OCR) は、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-(3x 
CoQ10) を最終脂質濃度 20 μM で処理した後、Seahorse XFp Extracellular 
Flux Analyzer (Agilent Technologies) を用いて評価した。最大 OCR の増加
は MP-(2x CoQ10) 処理群が最も高かったが、その差は有意ではなかった。

データは平均値 ± 標準偏差 (n = 3) で示した。有意差は、一元配置分散解

析 (one-way ANOVA) 後、Student-Newman-Keuls 検定により算出した。 
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次に、無処理群 (NT 群)、MP-(Empty) 処理群、および MP-(2x CoQ10) 処理の

REC に対して、最終脂質濃度 20 μM で 24 時間処理後の OCR を測定した 
(図 12)。基礎呼吸能 (Basal respiration) に関しては各群間で有意な変化は認めら

れなかった。しかし、最大呼吸能 (Maximal respiration) は、MP-(2x CoQ10) 処理
群において NT 群および MP-(Empty) 処理群と比較して有意に増加した。これ

らの結果は、MP-(2x CoQ10) が REC におけるピーク時のミトコンドリア呼吸能

に最も大きな効果を示す一方で、基礎呼吸能には影響を及ぼさないということ

が示唆された。 
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図 12 MP-(Empty) および MP-(2x CoQ10) 処理後の 

ミトコンドリア呼吸能の細胞外フラックス解析による評価 
酸素消費速度 (OCR) は、無処理 (Non-treatment: NT) 群、MP-(Empty)、ま

たは MP-(2x CoQ10) で処理した後に評価した (A)。基礎呼吸 (B) および最

大呼吸 (C) における OCR は、NT 群の OCR で正規化して算出した。最

大 OCR は、NT 群および MP-(Empty) 群と比較して、MP-(2x CoQ10) 処
理群において有意に増加した。データは平均値 ± 標準偏差 (n = 12) で示

した。有意差 (*p<0.05) は、一元配置分散解析 (one-way ANOVA) 後、

Student-Newman-Keuls 検定により算出した。 
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5. WST-1 assay による MITO-Porter の細胞毒性評価 
 

MITO-Porter の細胞毒性は、WST-1 試薬を用いた細胞生存率 (Cell viability) 
の評価により検討した。MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、または MP-
(3x CoQ10) を 24 時間処理した REC の生存率を無処理群 (NT 群) と比較した 
(図 13)。 
最終脂質濃度 10 μM では、それぞれの MITO-Porter 群の細胞生存率は、108 

± 10.4%、95 ± 10.4%、103 ± 5.3%、102 ± 5.2% であり、最終脂質濃度 20 μM で
は 102 ± 13.4%、101 ± 7.6%、97 ± 2.2%、104 ± 8.2%、最終脂質濃度 40 μM では 
103 ± 8.2%、94 ± 11.0%、93 ± 4.0%、91 ± 6.5% であった。NT 群の細胞生存率は 
100 ± 4.6% であった。最終脂質濃度 10–40 μM の範囲において、NT 群、MP-
(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、MP-(3x CoQ10) 間で細胞生存率に有意差

は認められなかった。これらの結果から、CoQ10 を内包した MITO-Porter は、

内包量の増加に関わらず REC の生存率に影響を及ぼさないことが示唆された。 
 
 

 
図 13 WST-1 assay による MITO-Porter の細胞毒性評価 

MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-(2x CoQ10)、および MP-(3x CoQ10) の細胞毒

性は、WST-1 試薬を用いた細胞生存率試験により評価し、Varioskan LUX 
multimode microplate reader (Thermo Fisher Scientific Life Science) で測定した。

最終脂質濃度 10–40 μM の範囲において、MP-(Empty)、MP-(CoQ10)、MP-
(2x CoQ10)、および MP-(3x CoQ10) の各群間で細胞生存率に有意な差は認

められなかった。データは平均値 ± 標準偏差 (n = 3) で示した。有意差は

一元配置分散解析 (one-way ANOVA) 後、Student-Newman-Keuls 検定によ

り算出した。  
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考  察 

 

 
 
本研究では、従来型の MP-(CoQ10) では REC におけるミトコンドリア呼吸

能を増強できなかったため、より多量の CoQ10 を内包した MITO-Porter を、マ

イクロ流体デバイスシステムを用いて新たに調製した。MITO-Porter 調製前に 
CoQ10 懸濁液の濃度を変更することにより、CoQ10 を豊富に内包する MITO-
Porter を調製し、REC のミトコンドリア呼吸能を増強することに成功した。 
 以前の報告では、MP-(CoQ10) による処理がヒト心臓由来細胞およびラット骨

格筋におけるミトコンドリア呼吸能を増加させることが示されていた (Sato et al, 
2024; Shiraishi et al, 2024)。一方、本研究では、薬物：脂質比 0.16 ± 0.01 の MP-
(CoQ10) による処理では、REC の最大呼吸能は有意に増加しなかったが、薬物：

脂質比 0.37 ± 0.06 の MP-(2x CoQ10) による処理では、REC の最大呼吸能が有

意に増加した。さらに、MP-(2x CoQ10) 処理による REC の最大呼吸能の増加は、

ヒト CDC に対する MP-(CoQ10) 処理時の増加量よりも小さかった (Shiraishi et 
al, 2024)。これらの結果は、MSC におけるミトコンドリア呼吸能の増強が依然

として困難であることを示唆している。実際、REC におけるエネルギー産生の

約 40–50% は解糖系に依存しており（図 14）、CDC よりも高い割合である可能

性がある (Allard et al, 1994; Da Dalt et al, 2023; Menendez-Montes et al, 2023)。本研

究の結果は、マイクロ流体デバイス技術を用いて  MITO-Porter に内包する 
CoQ10 量を調整することで、任意の細胞種におけるミトコンドリア機能を制御

できる可能性を示している。 
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図 14 REC におけるエネルギー代謝の評価（細胞外フラックスアナライザー

を用いた解析） 
解糖系および酸化的リン酸化による  ATP 産生率は、Seahorse XFp 
Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technologies) を用いて評価した。ATP 産
生率は酸化的リン酸化において有意に高かったが、REC におけるエネルギ

ー代謝の 40–50% は解糖系が担っていた。データは平均値 ± 標準偏差 (n 
= 3) で示した。有意差 (*p<0.05) は Student の t 検定により算出した。 

 
 
 

REC における最大呼吸能の増加は、MP-(2x CoQ10) の方が MP-(3x CoQ10) よ
りも高かった。その理由は判然としないが、CoQ10 の供給量が REC の処理能力

を超えたためにミトコンドリア呼吸能がプラトーに達した可能性が考えられる。

また、WST-1 assay では細胞生存率は変化しなかったが、CoQ10 の過剰供給がミ

トコンドリアに対して毒性を示した可能性も考えられる。さらに、MITO-Porter 
に CoQ10 を過剰に内包することで、粒子の組成に構造変化が生じ、CoQ10 放出

に影響し、その効果が低下した可能性も考えられる。実際、以前の報告では、脂

質ナノ粒子に封入する分子量の増加は内部構造の変化をもたらし、その作用に

影響を及ぼす可能性があるということが報告されている (Satrialdi et al, 2021; 
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Kubota et al, 2023)。 
フローサイトメトリー解析では、REC における MITO-Porter の細胞内取り込

みは、CoQ10 の内包によって低下することが示された。先行研究では、ナノ粒子

の最小半径が小さくなるほど、粒子と膜との結合エネルギーが増加することが

示されている (Zhang et al, 2009; Canton et al, 2012)。CoQ10 内包による粒子サイ

ズの増加が、REC における細胞内取り込みに影響した可能性がある。また、粒

子の剛性が細胞内取り込みに影響し、内部分子を含む脂質ナノ粒子は空の粒子

よりも剛性が高くなることが報告されている (Kimura et al, 2024)。本研究では、

MITO-Porter に CoQ10 を内包することで粒子剛性が変化し、REC における細胞

内取り込みに影響を与えた可能性がある。 
骨髄由来未分化 MSC では、解糖系遺伝子発現を促進する低酸素誘導因子 1α 

(HIF-1α) が高発現しており、骨髄由来 MSC の骨形成または脂肪形成分化中に

は HIF-1α および解糖系酵素の発現が低下することが報告されている (Zhang et 
al, 2013; Shum et al, 2016; Yan et al, 2021)。したがって、MSC の分化は解糖系依存

低下およびミトコンドリア酸化的リン酸化の増加と関連していると考えられる 
(Yan et al, 2021)。CoQ10 内包 MITO-Porter によるミトコンドリア機能の増強は、

MSC の分化に影響を与え、MSC の細胞移植療法に有益な効果をもたらす可能

性がある。MSC の生理的環境である低酸素条件は、MSC の増殖、生存、遊走を

促進することが報告されている (Yang et al, 2022; Yang et al, 2023)。一方で、移植

部位は心筋のように必ずしも低酸素環境ではない可能性がある (Da Dalt et al, 
2023)。我々の以前の研究では、CDC に CoQ10 内包 MITO-Porter を処理するこ

とで抗酸化能を改善することができたことを示している (Shiraishi et al, 2024)。
したがって、MSC における CoQ10 内包 MITO-Porter 処理によるミトコンドリ

ア機能の増加が最小限または認められない場合でも、抗酸化物質である CoQ10 
を細胞に補充することは、特に移植先が低酸素環境でない場合に細胞生存に寄

与する可能性がある。この点については、今後 in vitro および in vivo でのさら

なる検討が必要である。 
近年、分娩後に医療廃棄物として従来は破棄されてきた羊膜が、有用な MSC 

の供給源として注目されている (Alviano et al, 2007; Kawakubo et al, 2016)。動物

実験においては、羊膜由来間葉系幹細胞 (amnion-derived mesenchymal stem cell: 
AMSC) の移植が、移植片対宿主病 (Yamahara et al, 2014)、心筋炎 (Ohshima et al, 
2012)、糸球体腎炎 (Tsuda et al, 2010)、膵炎 (Kawakubo et al, 2016)、Duchenne 型
筋ジストロフィー (Nitahara-Kasahara et al, 2023)、脊髄損傷 (Takamiya et al, 2022)
など、さまざまな疾患に対して有効であることが報告されている。また、AMSC 
は北海道大学病院臨床研究開発センター細胞プロセッシング室において使用実

績を有している。このことから、北海道大学病院において本細胞を用いた臨床研
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究を実施する際には、既存の体制や経験を活用できる点で有利であると考えら

れる。 
本研究で得られた知見を踏まえ、ミトコンドリア機能を活性化した MSC の
将来的な臨床応用を見据え、AMSC のミトコンドリア機能を強化する研究を新

たに開始した。我々は、CoQ10 内包 MITO-Porter を用いた AMSC 機能改変の

予備的検討として in vitro アッセイを実施し、良好な結果を得ている。具体的に

は、CoQ10 内包 MITO-Porter が AMSC に取り込まれることを確認するととも

に、AMSC のミトコンドリア呼吸能および抗酸化能の向上を示唆する結果を得

た。 
今後は、in vitro 研究において、ミトコンドリア機能改変型の AMSC を確立

することを目指す。さらに、MITO-Porter システムを用いて AMSC のミトコン

ドリア機能を改変し、動物モデルを用いた有効性の検証を経て、北海道大学にお

けるヒトへの臨床応用を目指す。本研究は、後任研究者と連携しつつ、北海道大

学大学院医学研究院小児科学教室、北海道大学大学院薬学研究院薬剤分子設計

学研究室との共同研究として実施していく。 
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結  論 

 

 
 
本研究全体から得られた新知見 
 
Ø マイクロ流体デバイスを用いることで、MITO-Porter に内包される CoQ10 
量を精密に制御することが可能となった。 

Ø CoQ10 を豊富に内包した MITO-Porter による処理により、MSC のミトコン

ドリア呼吸能を活性化することに成功した。 
Ø 臨床応用に向けて、市販されている MSC を用いて新たな MITO cell の創

成に成功した。 
 
 
新知見の意義 
 
 本研究により、マイクロ流体デバイスを用いることで MITO-Porter に内包さ

れる CoQ10 量を精密に制御できることを明らかにした。また、CoQ10 を豊富に

内包した MITO-Porter により、MSC のミトコンドリア機能を活性化できること

を示した。これらの知見は、MITO-Porter システムがミトコンドリア機能を人為

的に制御し得ることを示すものであり、MSC 移植療法の治療効果を高める新た

な技術基盤となる可能性が示唆された。 
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本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 
 
本研究では、 CoQ10 を内包した MITO-Porter によって MSC を改変するこ

とができるかを検証し、そのミトコンドリア機能を活性化することに成功した。 
本研究で得られた知見を踏まえ、ミトコンドリア機能を活性化した MSC の
将来的な臨床応用を見据え、AMSC のミトコンドリア機能を強化する研究を新

たに開始した。MITO-Porter system を用いて AMSC のミトコンドリア機能を改

変し、動物モデルを用いた有効性の検証を経て、北海道大学におけるヒトへの臨

床応用を目指す。本研究は、後任研究者と連携しつつ、北海道大学大学院医学研

究院小児科学教室、北海道大学大学院薬学研究院薬剤分子設計学研究室との共

同研究として実施していく。 
今後は、別種の間葉系幹細胞や他種の幹細胞のミトコンドリア機能改変につ

いても挑戦し、ドラッグデリバリーシステムと細胞移植療法を融合させる新た

なプラットフォームの構築を目指したい。その先に、ヒトへの臨床応用へ向けた

革新的な橋渡し研究を北海道大学で行うことを目標としている。 
 
 
今後の課題 
 
 本研究にはいくつかの課題が存在する。まず、MITO-Porter に内包可能な 
CoQ10 の量には限界があり、粒子径や安定性への影響を避けるため、EtOH 中の

溶解性の制約により最大内包量は制限される。さらに、本研究で用いた REC で
は、従来の MP-(CoQ10) によるミトコンドリア活性化効果が限定的であったこ

とから、細胞種によって効果の再現性や効率が異なる可能性がある。また、MITO-
Porter の長期的な安定性や輸送条件については十分に検証ができておらず、保

存期間中の粒子の凝集や CoQ10 の分解リスクが残ることも課題である。加えて、

本研究では in vitro での効果を確認したにとどまり、in vivo における分布、投

与効率、ミトコンドリアへの送達の精度、さらには MSC 移植療法との併用効

果や安全性については未検証である。これらの点について、今後の研究で検討す

る必要がある。 
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