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研究成果の概要（和文）：本研究はドラッグデリバリーシステム(DDS)担体によりM2マクロファージ誘導分子を
心臓局所に作用させることで生体内マクロファージのサブタイプを調節し、治療効果および安全性を確認するこ
とを目的とする。In vitroの検討としてポリ乳酸(PLGA)を用いたDDSによるピオグリタゾン(Pio)投与条件の最適
化を行い、さらにもう一種類のDDSとしてのゼラチンハイドロゲルの有用性について液体クロマトグラフィーに
より検討した。In vivoの検討として心筋梗塞モデルのラットへのPioを包含したPLGAナノ粒子投与による有意な
M2マクロファージの比率の上昇、線維化領域の軽減および機能改善を実証した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine the therapeutic efficacy and safety 
of a drug delivery system (DDS) carrier to modulate macrophage subtypes in vivo by localizing the M2
 macrophage-inducing molecule to the heart. In vitro studies were conducted to optimize pioglitazone
 (Pio) administration conditions by DDS using polylactic acid (PLGA), and the usefulness of gelatin 
hydrogel as another type of DDS was investigated by liquid chromatography.In vivo, we found that the
 administration of PLGA nanoparticles containing Pio to a rat model of myocardial infarction 
significantly increased the ratio of M 2macrophage ratio, reduced fibrotic areas, and improved 
function.

研究分野： 心臓血管外科学

キーワード： ドラッグデリバリーシステム　マクロファージ　心不全

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞などに起因する重症心不全は治療抵抗性の重篤な病態である。マクロファージのサブタイプ調節により
局所炎症反応が調節しうることが知られており、動物心疾患モデルでのM2マクロファージ誘導による治療効果が
報告されている。一方、生体内局所で効率的かつ安全にサブタイプ調節を行うには、ドラッグデリバリーシステ
ム（DDS）が重要である。DDS担体の最適化により効率的にM2マクロファージを誘導する条件を同定し、心疾患動
物モデルに分子包含DDS担体を投与し、治療効果および安全性を評価することにより、生体の持つ再生能を賦活
化させる、新たな心不全治療としての広い普及に大きく寄与すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

急性心筋梗塞は重篤な疾患で本邦における死亡の一大要因だが、カテーテル治療やバイパス手
術といった再灌流技術の普及に伴い、その救命率は飛躍的に向上した。しかしながら、一部に再
灌流により救命したにも関わらず、後に心機能が低下し治療抵抗性の心不全に陥る患者が存在
する。心筋梗塞後の炎症、治癒過程では、心破裂を回避するため壊死心筋の除去と組織繊維化が
不可欠である一方、過剰な繊維化は心拡大、adverse remodeling の誘因となる。 

この過程においては、マクロファージが重要な役割を果たしている。マクロファージには M1/M2

の異なるサブタイプが存在し、M1 マクロファージは炎症性サイトカインを強く発現することに
より局所炎症を促進する一方、M2 マクロファージは抗炎症性メディエーターを産生し、組織損
傷反応の終息とその後の組織修復に働くことが知られている（Benoit, J Immunol 2008 など）。
昨今では心筋梗塞モデル動物に対し、心筋梗塞後のマクロファージの応答を意図的に M2 優位
に調節することで炎症・治癒過程が制御され、心機能低下が緩和されたという報告も出始めてい
る（Dick, Nat Immunol 2019 など）。生体環境を整え、自己の有する組織修復能力を快復させ
ることは再生医療において柱となる概念であり、マクロファージのサブタイプ調節が生体内で
可能となれば、生体システムを組織修復に適する形に誘導することができ、理想的な再生医療と
いえる。 

この治療方法の実現に向けた最大の障壁は、効率的かつ安全なドラッグデリバリーシステム
（DDS）の構築である。障害心の修復効果を有する化合物は種々知られているが、医療に応用す
るためには、いかに効率よく安全に生体に作用させるかが重要である。DDS を活用することで、
投与による全身性合併症のリスクを減らすことができ、また局所での治療効果および持続時間
を増幅することが可能となる。我々はこれまで、主にゼラチンハイドロゲルを用いた血管新生を
もたらすサイトカイン、およびポリ乳酸グリコール酸共重合体 (PLGA) ナノ粒子 (NPs) を用
いた micro-RNA による DDS の循環器疾患における有用性を数多くの動物実験および臨床研究
において示してきた。 

一方、研究分担者の田畑は、経口血糖降下薬のピオグリタゾンを用いたゼラチンおよび PLGA-

NP を用いた DDS により M2 マクロファージを誘導し（Momotori, Regen Ther 2019）、マウス
の皮膚欠損あるいは強皮症を修復しうることを見出した（Kanematsu, J Dermatol Sci 2019 / 

Sato, Inflamm Regen 2015）。これらの分子を用いた DDS の心疾患への応用についてはこれま
で報告がないが、同様の作用機序による心疾患への治療効果は十分期待されるものと考えられ
る。 

 

２．研究の目的 

 

心疾患モデル動物に対して、マクロファージを抗炎症型のサブタイプに誘導する作用を持つピ
オグリタゾンをそれぞれ DDS 担体に抱合させ投与し、マクロファージに対し持続的に作用させ
ることで、心疾患に伴う過剰な炎症と繊維化を抑制し、心不全に至らず心機能を温存しうるかを
実証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 
① ピオグリタゾン(Pio)併用による DDS 条件の最適化 

(ア) C57BL6 マウスの大腿骨骨髄から芽球を採取し、マクロファージコロニー刺激因子を投
与する。3 日後に単球を採取する。 

(イ) Pio をゼラチンハイドロゲルおよび PLGA を含むゲルに含侵させる（37℃、8-12 時間）。
同ゲルを細胞培養皿上に静置する。 

(ウ) 上記で採取した単球を播種し、24-48 時間培養する。 
(エ) ゲルを採取し、生化学的および細胞学的評価を行う。 
(オ) 上記の評価により、最も効率よく M2 マクロファージを誘導し、かつ炎症活性を抑える

ゲルの組成割合および濃度を最適化する。 
② 心筋梗塞ラットを用いた DDS の有効性および安全性に関する検討 

(ア) 体重 250-300g の Sprague-Dawley ラットを購入し、1 週間馴化させた後、イソフルレ
ンによる吸入麻酔下で気管内挿管を行なった後に開胸し、左前下行枝を結紮し、心筋
梗塞モデルのラットを作製する。 

(イ) 作製直後に梗塞部位に SEW および Pio を包含した DDS 担体ゲルを貼付投与する。 
(ウ) Vehicle 群：DDS 担体ゲルのみ（n=6-10） 
(エ) Pio 群：DDS 担体ゲル+Pio（n=6-10） 
(オ) 投与後に経時的心臓超音波検査による心機能評価を行う。また梗塞巣、梗塞周囲巣、

正常巣について組織学的検討を行う（ゲル残存の有無、炎症細胞浸潤および組織壊死



の有無、心臓線維化領域の評価、アポトーシスの評価など）。これらにより最も治療効
果および安全性の高い治療条件を同定する。 

 
４．研究成果 
 

① ピオグリタゾン(Pio;PGZ)併用による DDS 条件の最適化 

マクロファージからの代表的な抗炎症サイトカインである IL-10の放出に対する PGZ-MSの影

響を評価するため、マウスマクロファージを PGZ-MSで処理し、培養上清の IL-10 レベルを定

量化した。IL-10 のレベルは、処理時間に応じて 24 時間まで徐々に上昇した。PGZ、Placebo-

微粒子(MS)、PGZ-MS でそれぞれ 48 時間処理した後の上清の IL-10 レベルを比較したところ、

PGZ-MS 処理後の IL-10 レベルは、他の処理グループと比較して有意に高いことを確認した（下

図 A,B）。A 培養マウスマクロファージの免疫細胞化学的解析を行ったところ、PGZ-MS 投与に

より、PGZ-MS 未投与のものに比べ、全マクロファージのうち CD163（M2 マクロファージマー

カー）陽性マクロファージが増加した（下図 C）。 

 
 

さらにもう一種類の DDS としてのゼラチンハイドロゲルの有用性について検討した。Pio 含有

ゼラチンハイドロゲルにおいて、Pio が理論値通りの用量含包されることを液体クロマトグラ

フィーにより確認した。さらにその薬物動態について生体内で実施することを試み、一部の成

果を得た。 

② 心筋梗塞ラットを用いた DDS の有効性および安全性に関する検討 

ラット MI モデルにおいて、PGZ-MS を心筋内注射した後の心機能を心エコーで評価した。本試

験では、9 匹、11 匹、10 匹のラットをそれぞれ MI または MI+Placebo-MS 群、MI+PGZ-MS 群に

割り付けた。各群の 1、2、3 匹のラットが処置中または処置直後に死亡した。また、MI 群 1

例、Placebo-MS 群 2 例は、組織学的に MI 病変が見つからず、技術的・解剖学的に不適格と判

断したため、心機能評価から除外した。その結果、7 症例が登録され、検査が行われた（下図

A）。心筋梗塞誘発後 28 日目の FS（Fractional Shortening：LV の収縮機能を示す）は、心筋

梗塞誘発の成功を示す有意な低下を認めた。また、PGZ-MS 群では、FS が他の群に比べ有意に

高いことを確認した（下図 B,C）。 

 



投与 28 日後の LV の線維化を Sirius Red 染色により組織学的に評価した。PGZ-MS 投与によ

り、梗塞サイズは他群と比較して有意に縮小しなかったにもかかわらず、PGZ-MS 投与により

LV の梗塞領域の壁厚が有意に増加し、PGZ-MS 投与により MI 後の LV 有害リモデリングの予防

が示された（下図）。 

 
虚血境界域におけるマクロファージの極性化を評価するため、投与 28 日後に集積したマク

ロファージのサブタイプを免疫化学染色で評価した。その結果、PGZ-MS 群では、マクロフ

ァージの偏性比（M2/M1+M2）が他群に比べ有意に高かった（下図 A,B）。次に、処理後の虚

血境界域における心筋細胞のアポトーシスを TUNEL 染色により評価したところ、PGZ-MS 処

理により心筋細胞のアポトーシスが有意に減少した（下図 C,D）。 

 

 
 

本研究で確立されうる DDS を用いた心不全治療法は、最近注目されている iPS 細胞などの

幹細胞を用いた細胞治療とは異なり、生体自身が有する炎症反応を調節することで治療効

果を期待するものである。この点で全く新規の発想に基づいた心不全治療法であり、極めて

高い新規性および創造性を有するものである。細胞治療等において懸念される免疫学的問

題・腫瘍形成などについては、リスクがより低い医療を提供しうる可能性がある。 
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