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研究成果の概要（和文）：指定難病であるミトコンドリア病は未だ治療法が確立しておらず、早期発見につなが
る診断法の確立が急務である。われわれはミトコンドリア心筋症モデルとその評価系を含め、ミトコンドリア心
筋症診断基準の確立を目指してきた。基礎実験ではドキソルビシンミトコンドリア心筋症誘発モデル動物の作成
とその評価系およびミトコンドリアDDSを用いたレスキュー実験において成果を認めた。臨床ではミトコンドリ
ア心筋症の診断基準として、①心筋病理組織：電子顕微鏡像におけるミトコンドリア異常、②組織生化学：心筋
組織呼吸鎖酵素活性低下、③遺伝子変異の３点を必要な要素と断定した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial disease, which is a designated intractable disease, has not 
yet been established as a treatment method, and it is urgent to establish a diagnostic method 
leading to early detection. We have aimed to establish mitochondrial cardiomyopathy diagnostic 
criteria including mitochondrial cardiomyopathy model and its evaluation system. In the basic 
experiments, the results were confirmed in the preparation and evaluation system of doxorubicin 
mitochondrial cardiomyopathy-induced model animals and the rescue experiment using mitochondrial 
DDS. Clinically, as diagnostic criteria for mitochondrial cardiomyopathy, we identified three points
 of (1) myocardial pathology tissue: mitochondrial abnormality in electron microscopic image, (2) 
tissue biochemistry: myocardial tissue respiratory chain enzyme activity reduction, and (3) gene 
mutation as necessary elements.

研究分野：心筋症
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリア心筋症は既存の検査法や基準
では診断することが困難である。北海道大学
病院小児科では骨格筋生検や遺伝子検査を用
いることでミトコンドリア心筋症の診断に至
った例を報告してきた。また、北海道大学大
学院薬学研究院・薬剤分子設計学研究室でミ
トコンドリア創薬研究を専門とする山田准教
授と疾患細胞や心筋組織の顕微鏡イメージン
グを中心にミトコンドリア機能解析を始めた。
有効な治療薬を開発するためにも診断基準・
診断法の必要性を痛感し、小児循環器臨床で
頻用される様々なイメージングを主体とした
診断基準および診断法を創設することにした。 
２．研究の目的 
（１）モデル病態動物におけるイメージング
評価系の確立：ミトコンドリア心筋症誘発モ
デル動物を作製し各種イメージング評価系を
確立する。 
（２）ヒトにおけるイメージング評価基盤の
確立:ミトコンドリア心筋症の新規診断基
準・診断法の基盤構築を行う。 
３．研究の方法 
（１）モデル病態動物におけるイメージング
評価系の確立:心ミトコンドリア毒性を有す
る抗がん剤ドキソルビシンを投与したミトコ
ンドリア心筋症誘発モデル動物を作製し、各
種イメージング評価系を確立する。  
（２）ヒトにおけるイメージング評価法の確
立 ：遺伝子異常、呼吸鎖酵素活性低下によっ
て証明されたミトコンドリア心筋症のミトコ
ンドリア電顕異常について定性的、定量的に
検討する。 
（３）分子・細胞・個体レベルでの構造-機能
相関に基づく新診断基準・診断法の確立  
基礎研究と臨床研究で得られた解析結果を元
にミトコンドリア心筋症診断法の開発を目指
す。 
４．研究成果 
（１）モデル病態動物におけるイメージング
評価系の確立：ドキソルビシン処理心筋細胞
に対する、ミトコンドリアDDSを用いた心筋幹
細胞移植のin vitro検証 
① 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)単離はコラ
ゲナーゼ処理による分散法をもとにMACSシス
テムを用いてSca-1陽性CPCを確立した。 
② MITO-Porter systemを用いたミトコンド
リアDDSの創製：北海道大学大学院薬学研究院
薬剤分子設計学研究室ではカチオニックリポ
ソーム型DDSとしてMITO-Porter systemを開
発している。本研究では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)を
使用し、SS-RES-MITO-Porterと命名した。 
③ SS-RES-MITO-Porterを用いた心筋前駆細

胞に対する取り込み実験：共焦点走査型レー
ザー顕微鏡で蛍光修飾した粒子の細胞内動態
を確認したところ、粒子はミトコンドリアに
近接を示した。 
④  心筋前駆細胞ミトコンドリアへの
SS-RES-MITO-Porterの導入効果検証：CPCに対
してSS-RES-MITO-Porterを投与した群と未投
与群に対してCLSM観察したところ、JC-1色素
で膜電位の上昇が示唆された。Sca-1陽性CPC
に導入し、ドキソルビシン投与下にミトコン
ドリア呼吸酵素活性についてWST-1試薬で確
認したところ、酵素活性の上昇が確認された。
SS-RES-MITO-Porterを導入したCPCを MITO 
cellと命名した。 
⑤ レスベラトロール処理をした心筋前駆細
胞と心筋細胞との共培養系に対するドキソル
ビシンの影響検証 ドキソルビシン心筋症の
in vitroモデル：ラット心筋細胞 (H9c2 cell 
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
WST-1試薬を用いた細胞生存率試験で行い、
SS-RES-MITO-PorterでSca-1陽性CPC細胞を前
処理することは有意にラット心筋細胞生存率
を高めた。またこの効果は、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。 
 
図 心筋前駆細胞移植後のミトコンドリア呼
吸鎖タンパク質発現レベルおよび関連遺伝子
発現レベル評価 
MITO cell前投与により、PGC1α/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、またミトコンドリア酸化
的リン酸化遺伝子群も有意に維持されていた。
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complexⅠは有意に
保持されていたことがBlue-Native PAGEを用
いてタンパク質レベルで確認した。 

 
 
（２）ヒトにおけるイメージング評価法の確
立：遺伝子異常もしくは呼吸鎖酵素欠損によ
って確定診断されたミトコンドリア心筋症の
心内膜下心筋生検による心筋病理像を検討し



た。光顕像では空胞変性を伴う心筋細胞を認
めるも特異的所見に乏しかった。一方、電顕
像では筋原線維周囲におけるミトコンドリア
の異常増生、クリスタの変性を認めサルコメ
ア遺伝子異常やNoonan症候群にみられる肥大
型心筋症の電顕像とは大きな相違点を認めた。
ミトコンドリアの体積密度をステレオロジー
を用いて定量評価し、ミトコンドリア心筋症
ではミトコンドリア体積密度が有意に高いこ
とを認めた。 
 
（３）分子・細胞・個体レベルでの構造-機能
相関に基づく新診断基準・診断法の確立：  
上記（１）および（２）の結果および既存の
ミトコンドリア病診断基準を踏まえ、ミトコ
ンドリア心筋症の診断基準として、①心筋病
理組織：電子顕微鏡像におけるミトコンドリ
アの異常増生やクリステの変形、②組織生化
学：心筋組織を用いた呼吸鎖酵素活性の低下、
③遺伝子変異の3点が重要であることを認め
た。また、組織生化学検査ではBN-PAGEを用い
た呼吸鎖酵素複合体の欠損を証明することで
も診断可能である。遺伝子変異はミトコンド
リアDNAと核遺伝子の異常が存在し、報告遺伝
子は250以上に及ぶため、現在は難治性疾患実
用化研究事業：「ミトコンドリア病診療の質を
高める、レジストリシステムの構築、診断基
準・診療ガイドラインの策定および診断シス
テムの整備を行う臨床研究」においてミトコ
ンドリア病遺伝子パネルおよび全エクソーム
解析によって新規遺伝子変異を同定するシス
テムが確立している。 
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