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研究成果の概要（和文）：本研究では、膜透過型ホスホランバン・アプタマーを新たな心不全治療薬として開発
し、それを臨床応用するために必要な改良を行った。その結果、機能と安定性を保持した最小単位のホスホラン
バン・アプタマーを得ることに成功した。本アプタマーは単離心筋細胞の収縮・弛緩能の増大、及びそれに対応
したCa2+動態を示した。一方、心不全モデルマウスでは安定した効果が得られなかった。本アプタマーを新たな
心不全治療薬として臨床応用するためには、体内薬物動態や心臓への送達法についてさらに改善する必要があ
る。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a cell-penetrating phospholamban aptamer as a novel 
therapeutic tool for treatment of heart failure. We optimized the nucleotide sequence of the 
phospholamban aptamer which retains the functional activity and is stable in the serum. The obtained
 phospholamban aptamer enhanced contraction/relaxation of isolated adult rat cardiomyocytes as well 
as corresponding Ca2+ transients. However, no consistent improvement of cardiac function was 
obtained in a mouse heart failure model by administration of the aptamer. Further modification would
 be necessary to improve the pharmacokinetic property of the aptamer for clinical application.

研究分野：薬理学

キーワード： 心不全治療薬　アプタマー　細胞膜透過性ペプチド　ホスホランバン
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込みが促進される（図
弛緩を促進するだけでなく、次に放出される
Ca2+量が増加するため収縮力の増強がもたら
される。
 慢性心不全では、非リン酸化状態のホスホ
ランバンが増加し
下している。これらは、細胞レベルでの病態
と密接に関連しており、
デルで、ホスホランバン遺伝子のノックアウ
トやノックダウンが心不全
が報告されている
ンを標的とする心不全治療薬
弛緩の促
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こともない理想的な心不全治療薬
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ルスベクターを用いた遺伝子治療であり、ホ
スホランバンに直接作用するような心不全
治療薬は未だ開発されていない。
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作用を解除する薬物の開発に取り組み、ホス
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タマー）の創製に成功した
たアプタマー
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）ホスホランバン・アプタマーの安定性

ホスホランバン・アプタマーの安定性は、
アプタマ
、フェ

ノールにより抽出した。抽出物を電気泳動し、
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週齢のオス成獣ラットより
た。3 時

膜透過型ホスホランバ
時間培養



した。アプタマーの効果は、Ca2+蛍光プロー
ブの Fura-2 を心筋細胞に導入後、24 mM 
HEPES、126 mM NaCl、4.4 mM KCl、1.8 mM 
CaCl2、1 mM MgCl2、10 mM NaH2PO4、11 mM 
glucose、0.5 mM probenecid（pH 7.4）条件下
で IONOPTIX社製の心筋細胞内 Ca2+・収縮性
同時測定システムを用い、0.5 Hzの電気刺激
下の心筋細胞の収縮・弛緩力、及び Ca2+濃度
変化を解析することにより評価した。 
 
（5）ホスホランバン・アプタマーの動物で
の効果の解析 
 拡張型心筋症モデルマウスの MLP 欠損マ
ウスの尾静脈より膜透過型ホスホランバ
ン・アプタマーを投与し、心臓超音波検査、
及びカテーテルを用いて心機能を評価した。
ホスホランバン・アプタマーの体内動態の解
析には、ビオチン化ラベルした膜透過型ホス
ホランバン・アプタマーを用いた。アプタマ
ー投与したマウスより組織を採取し、凍結切
片を作製後、アビジン抗体を用いて組織への
アプタマーの局在を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）ホスホランバン・アプタマーの最適化
と安定性の解析 
 これまでの研究により効果が認められて
いるホスホチオエート修飾アデニンを導入
した 40 merの RNAホスホランバン・アプタ
マー19（Apt19）を用い、配列の最適化を行
った。表 1に示すように Apt19の両末端を部
分的に欠損したものを合成し、Ca2+依存性
ATPase活性への効果を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 結果の概要を表 2に示す。500 nMのアプタ
マー濃度において、11-31、11-25、17-31は全
長の Apt19（1-40）と同等の Ca2+依存性 ATPase
活性を示したが、17-25、11-18 では全く活性
が見られなかった。また100 nMの濃度では、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11-31 と 11-25 は全長と同等の活性であった
が、17-31 では活性が減弱し、17-25 と 11-18

は活性を消失した。以上より、40 merの Apt19
は 15 merの 11-25まで短縮可能であることが
示唆された。 
 次に、得られたアプタマーの安定性を評価
した。ヒト血清とアプタマーを混合し、37 °C
条件下における経過時間毎のアプタマー量
を解析した。その結果、以前の研究でホスホ
ランバンに特異的に結合し、Ca2+-ATPase活性
を増加することが見出されている DNA アプ
タマー9 は血清混合 6 時間後以降で分解され
るのに対し、Apt19の 11-25は少なくとも 24
時間まではほとんど分解されず、高い安定性
を保持していることが明らかになった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、心筋細胞におけるアプタマーの効
果を解析した。成獣ラットより単離した心筋
細胞にアプタマーを添加し、収縮・弛緩能及
び Ca2+動態への影響を解析したところ、コン
トロールに比べ有意なサルコメア長の短縮
や、収縮・弛緩速度の促進が認められた（図
3）。また、細胞内 Ca2+動態も同様に、アプタ
マーによる最大Ca2+濃度の有意な増大と濃度
低下時の時定数（tau）の短縮を示した（図 3）。
以上より、Apt19 の 11-25 が単離心筋細胞レ
ベルでホスホランバンに結合し、SERCA2a
に対する抑制効果を解除することにより
Ca2+-ATPase活性を増大し、収縮・弛緩能の増
強をもたらすことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ホスホランバン・アプタマーの心不全
モデル動物での効果の検証と体内動態解析 
 心不全モデルマウスに細胞膜透過性ペプ
チドを付加したホスホランバン・アプタマー
を投与し、アプタマーの心臓への送達及び心

0 1 2 3 6 12 24

Time (h)

図2．アプタマーの血清中での安定性解析

Apt19
(11-25)
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機能の改善効果を検討した。その結果、一部
のマウスでは心機能の改善効果が認められ
たが、一貫した結果が得られなかった。また、
ビオチン化した膜透過型ホスホランバン・ア
プタマーをマウスに投与し体内動態の解析
を行ったが、アプタマーの心臓への特異的な
集積は認められなかった。本研究で用いた細
胞膜透過性ペプチドは、分子量が小さいため、
速やかに腎臓から排泄されている可能性が
高い。また、細胞膜透過性ペプチドには細胞
特異性がないことから、マウスに投与したア
プタマーが様々な組織に取り込まれ、効果を
十分に発揮できない可能性もある。これらの
点について、アプタマーのさらなる改良が必
要である。 
 以上より、本研究では臨床応用を目指した
ホスホランバン・アプタマーの開発を試み、
配列の最適化や生体内で安定性の高いアプ
タマーを創製することに成功した。また、本
アプタマーは単離心筋細胞レベルで収縮・弛
緩能を著明に改善する効果が得られ、心不全
治療薬として利用できる可能性が示された
が、動物レベルでは安定した効果が得られな
かった。今後、アプタマーの体内動態や心臓
への送達を改善するような改良を加えて行
く必要がある。 
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