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研究成果の概要（和文）：心不全などの心臓の病的状態では、心筋細胞内のカルシウム貯蔵部位である心筋小胞体への
カルシウム輸送能が著しく低下し、細胞質カルシウム濃度が上昇して細胞機能不全を起こしている。この心筋小胞体へ
のカルシウム輸送の調節蛋白質であるホスホランバンは、心不全の治療の有力な標的である。本研究では、ホスホラン
バンに特異的に結合する短い核酸であるアプタマーを含めてホスホランバンに作用する薬物の検討を行った。その成果
は、ホスホランバン・アプタマーの最適化など新たな心不全治療薬の開発に繋がるものである。

研究成果の概要（英文）：In the failing heart, the Ca2+ pumping activity of the intracellular Ca2+ storage 
site, the sarcoplasmic reticulum (SR), is significantly reduced, resulting in dysfunction of 
cardiomyocytes due to intracellular Ca2+ overload. The Ca2+ pumping activity of SR is regulated by 
phospholamban, which is a potential target to the treatment of heart failure. Here we studied a 
phospholamban inhibitor which augments the Ca2+ pumping activity of SR, including a phospholamban 
aptamer. Our results including optimization of a phospholamban aptamer provide a basis for the 
development of new therapeutic agents for heart failure.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 心臓の収縮・弛緩の制御は、心筋細胞内 Ca2+

の貯蔵部位である心筋小胞体による Ca2+輸送
が主要な役割を果している。この心筋小胞体
Ca2+輸送は、Ca2+ポンプ ATPase（SERCA）によ
る能動輸送であり、心筋小胞体膜蛋白質ホス
ホランバンによる調節系を有する。本研究者
らは、長年にわたり心筋小胞体の Ca2+輸送機
構の解析を進めてきた。その結果、ホスホラ
ンバンがSERCAに直接結合すると抑制系とし
て働き、ホスホランバンが燐酸化されると抑
制が解除されてSERCAが活性化されることを
明らかにし、その作用機序及び両者の機能部
位を明らかにしてきた。 
 心不全などの病的状態では、心筋小胞体の
Ca2+輸送能が著しく低下し、細胞質の Ca2+濃度
が上昇し、細胞機能不全を起こす。この際、
ホスホランバンのノックアウト・マウスでホ
スホランバンの抑制が解除され心筋小胞体
Ca2+輸送能が亢進すると、心肥大や不全心が
改善されることが報告された。以降、ホスホ
ランバンを標的とする心不全の治療が注目
を集めている。 
 ホスホランバンを標的とする心不全治療
では、ウイルス・ベクターを用いた shRNA に
よるホスホランバンの発現抑制、変異ホスホ
ランバン発現などが試みられ、その効果が報
告されている。しかし、これらの遺伝子発現
を変化させる治療法は、実際の臨床応用で多
くの問題点を抱える。 
 本研究者らは、ホスホランバンに特異的に
結合するアプタマーを開発し、その効果を確
認した。遺伝子発現を変化させる治療法でし
か出来なかったことが、薬物としてのホスホ
ランバン・アプタマーで可能であることが明
らかとなった意義は極めて大きく、低分子化
合物としての治療薬開発に道を拓くもので
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ホスホランバンに結合して
SERCA への抑制作用を解除し強心作用を発揮
する低分子の薬物を見出し、その作用を確認
することを目的とした。具体的には、以下の
検討を行った。 
(1) ホスホランバン・アプタマーの機能と安
定性を温存する最小機能単位を明らかに
して、最適化を図る。 
(2) ホスホランバンとSERCAの相互作用の超
微細構造を基にした薬物の可能性を検討
する。 

 
３．研究の方法 
(1) 心筋小胞体 Ca2+ポンプ ATPase 活性測定 
 ヒト SERCAとホスホランバンを発現するバ
キュロウイルスを作成し、High Five 細胞に
感染させた。感染した High Five 細胞からミ
クロゾーム画分を調製し、このミクロゾーム
画分を用いて Ca2+依存性 ATPase 活性を測定
し、種々の薬物の効果を検討した。Ca2+依存

性ATPase活性測定では、20 mM imidazole-HCl 
(pH 6.9), 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM NaN3, 
0.1 mM ATP, 5 µM ionomycin,ATP 再生系（2.5 
mM phosphoenolpyruvate and 30 IU/ml 
pyruvate kinase）存在下で、Ca2+-EGTA バッ
ファーを用いて遊離Ca2+濃度を0から16.3 µM 
までに調製した。反応は、ATP を添加するこ
とによって開始し、37°Cで 5分間行い、 0.3 
mM 2,4-dinitrophenylhydrazine と 0.35 M 
HCl を加えることにより停止した。発色によ
り ATPase 活性を定量化し、Ca2+存在下から
EGTA 存在下での ATPase 活性を差し引くこと
により Ca2+依存性 ATPase 活性とした。 
 
 (2) 成獣ラット単離心筋細胞のサルコメア
長変化と細胞内 Ca2+動態の測定 
 単離心筋細胞は、6-8 週齢のラットの左心
室から酵素処理に単離した。実験は、山口大
学動物使用委員会の承認を受けて行われた。
単離した心筋細胞は、 0.8 µM Fura-2 
acetoxymethyl ester で室温、20 分間処理し、
24 mM HEPES (pH 7.4), 126 mM NaCl, 4.4 mM 
KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM NaH2PO4, 
11 mM glucose, 0.5 mM probenecid を含む液
で洗浄した。サルコメア長と細胞内 Ca2+濃度
は、上記液中で 0.5 Hz で電気刺激し、
IonOptix 社の筋細胞 Ca2+-収縮性測定装置を
用いて同時に測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ホスホランバン・アプタマーの最適化 
 アプタマーを心不全治療薬として利用す
るためには、血中で安定かつ高力価なアプタ
マーを得ることが重要である。これまでの研
究で得られているホスホランバン・アプタマ
ーのうち、Apt-19 をもとに最適化を行った。
Apt-19 は、アデニンをホスホロチオエート修
飾した 40 mer の RNA アプタマーである。
Apt-19と同様にホスホランバンによるSERCA
への抑制を解除し Ca2+依存性 ATPase の活性
化作用を有する配列に絞り込むため、表１に
示すようなアプタマーを合成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのアプタマー存在下での Ca2+依存性
ATPase 活性を測定し、アプタマーによる活性
化率を全長アプタマー（1-40）と比較した。
アプタマーの濃度 500 nM で検討した結果、
表２に示すように 11-31, 11-25, 17-31 と絞
り込んでも全長アプタマーと同等の活性化
を示した。これに対し、17-25 と 11-18 では
活性化は消失した。低いアプタマー濃度 100 



nM で検討すると、11-31 と 11-25 は全長アプ
タマーと同等の活性化を示したが、それ以外
のアプタマーは活性化が減弱或いは消失し
ていた。実際、11-31 と 11-25 の濃度依存性
を調べると、全長アプタマーと同様の濃度依
存性を示し、Apt-19 は 11-25 にまで絞り込め
ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、100 nM の低濃度のアプタマーでホス
ホランバンによるSERCAへの抑制を解除する
全長、11-31、11-25 のアプタマーについて、
血中での安定性を調べた。ヒト血漿へアプタ
マーを加え、37°C で時間経過を追って血漿
中から抽出し、アクリルアミド電気泳動でア
プタマーの分解を調べた。その結果、全長の
アプタマーや11-31が血漿への添加後５分間
以内にほぼ完全に分解してしまうのに対し、
11-25は興味深いことに24時間後でもほとん
ど分解されずに残っていた。これは、11-25
が強固な構造を維持しているためにRNase等
に対し抵抗性を示すものと考えられる。以上
の結果は、SERCA-ホスホランバン系への作用
並びに血中での安定性の観点からも優れた
アプタマーの機能単位であることを示して
いる。 
 さらに、この 11-25 のアプタマーが心筋細
胞でも実際に働くかどうかを調べた。この際、
細胞内への 11-25 の導入は、本研究者らが新
たに開発している心筋細胞透過性アプタマ
ーを利用した。この心筋細胞透過性アプタマ
ーに11-25を繋げたアプタマーを合成して実
験に供した。「研究の方法」のセクションで
示したようにラットの左心室から単離した
心筋細胞を用いて、サルコメア長と Fura-2
による細胞内 Ca2+濃度の同時測定を行い、
11-25 の効果を調べた。11-25 は、サルコメ
ア長の短縮、短縮速度並びに伸長速度を著明
に促進した（図１）。即ち、11-25 による収縮
性の増強と弛緩能の亢進が認められた。細胞
内 Ca2+濃度変化においても、これに対応した
Ca2+濃度の増大と Ca2+濃度低下の時定数（tau）
の著明な減少が認められた（図１）。これら
の結果は、11-25 が Apt-19 の全長と同様にホ
スホランバンに結合し、ホスホランバンによ
る SERCA への抑制を解除し、Ca2+依存性
ATPase を活性化していることを示している。
その結果、心筋細胞の収縮性の増強と弛緩能
の亢進がもたらされている。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ホスホランバンとSERCAの相互作用の超
微細構造を基にした薬物の可能性の検討 
 ホスホランバンと SERCA の相互作用は、細
胞質ドメインと膜ドメインの両者で起こっ
ている。ホスホランバンによる SERCA 抑制が
ホスホランバンの細胞質ドメインのリン酸
化や抗体で解除されることから、まず、ホス
ホランバンの細胞質ドメインの超微細構造
の解明を試みた。ホスホランバンの細胞質ド
メインと GST の融合蛋白質を作成し、シッテ
ィングドロップ法にて結晶化条件のスクリ
ーニングを行った。960 条件を検討し、さら
に最適化を行った結果、0.1 M MES, pH 6.3, 
29% PEG-200, 5% PEG-3000 存在下 4°C にて
蛋白質結晶を得ることが出来た。しかしなが
ら、この結晶では十分な解像度でホスホラン
バン細胞質ドメインの構造を得ることが出
来なかった。これは、ホスホランバン細胞質
ドメインの構造が一定ではなく、幾つかの構
造間の平衡状態にあるためと考えられる。実
際、最近の NMR による研究もこの仮説を支持
している。 
 次に、膜ドメインの相互作用を標的に検討
を進めた。膜ドメインでのホスホランバンと
SERCA の相互作用に関しては、完全ではない
が結晶構造解析のデータが報告されている。
このデータを基に C 末端部分の Val49付近の
構造から薬物デザインを行い、心筋小胞体の
Ca2+ポンプ ATPase 活性への効果を調べた。こ
の薬物は、ホスホランバンの抑制を解除し、
Ca2+依存性 ATPase 活性を増加させた。しかし
ながら、その EC50は 10 µM 程度と Apt-19 等
のホスホランバン・アプタマーに比べ 100〜
1,000 倍高く、力価が極めて低いものであっ
た。今後、更なる検討が必要である。 
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