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研究成果の概要（和文）：本研究では、ホスホランバンに特異的に結合し、心筋小胞体へのCa2+取り込みを促進する核
酸アプタマーを新たな心不全治療薬として開発することを試みた。その結果、細胞膜透過性ペプチドの改変型TATペプ
チドを付加した膜透過型ホスホランバン・アプタマーが、成獣ラットより単離した心筋細胞の収縮・弛緩能、及びCa2+
濃度変化の促進効果を示すことが明らかになった。また、この膜透過型アプタマーは、心不全モデルマウスにおいて一
部のマウスであるが、心機能の改善効果を示した。以上より、膜透過型ホスホランバン・アプタマーが新たな心不全治
療薬として利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop phospholamban aptamer as a novel therapeutic tool for 
treatment of heart failure. We conjugated the phospholamban RNA aptamer with a cell-penetrating peptide, 
the modified TAT peptide. This cell-penetrating phospholamban aptamer enhanced contraction/relaxation of 
isolated adult rat cardiomyocytes as well as corresponding Ca2+ transients. In the mouse heart failure 
model, the cell-penetrating phospholamban aptamer improved cardiac functions some mice. These results 
suggested that the cell-panetrating phospholamban aptamer is a potential therapeutic tool for treatment 
of heart failure.

研究分野： 薬理学

キーワード： ホスホランバン　アプタマー　心不全治療薬　細胞膜透過性ペプチド

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 心臓の収縮・弛緩では、心筋細胞内の心筋
小胞体による Ca2+輸送が重要な役割を果た
す。この Ca2+輸送は、心筋小胞体 Ca2+ポン
プ で あ る sarco/endoplasmic reticulum 
Ca2+-ATPase（SERCA）が行い、心筋小胞体
に特異的な膜蛋白質であるホスホランバン
により調節される。ホスホランバンは、
SERCA と相互作用することにより Ca2+の取
り込みを抑制するが、カテコラミン刺激によ
って cAMP 依存的にホスホランバンがリン
酸化されると SERCA との相互作用が解除さ
れ、心筋小胞体 Ca2+の取り込みが促進される。
心筋小胞体 Ca2+取り込みの促進は、心筋の弛
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加をもた
らす（図 1）。 

 
 心不全などの病的状態では、心筋小胞体
Ca2+輸送の異常が深く関与することが知ら
れている。現在、心不全治療に用いられてい
る強心薬は、細胞外から内への Ca2+流入を増
加させるが、心筋細胞内の Ca2+動態を制御す
るものではない。そのため、心筋小胞体への
Ca2+取り込みによる弛緩が十分に行われず、
有効な心拍出量が得られないことがしばし
ばある。従って、細胞外からの Ca2+流入を伴
わず、弛緩が十分に達成されることで収縮力
の増強作用が得られる強心薬の開発が望ま
れている。心筋小胞体の SERCA−ホスホラン
バン系は、その理想的な作用点であり心不全
治療の格好の標的であるが、現在までにホス
ホランバンに直接作用する心不全治療薬は
開発されていない。 
 申請者の所属する研究室では、ホスホラン
バンに特異的に結合し、SERCA との相互作
用を解除することにより心筋小胞体の Ca2+

取り込みを促進する一本鎖オリゴヌクレオ
チド（アプタマー）を選定することに成功し
た（Tanaka Y. et al., J. Pharmacol. Exp. 

Ther. 329:57-63, 2009）。アプタマーとは、
抗体のように標的分子に強く結合する短い
一本鎖オリゴヌクレオチドであり、それ自体
が遺伝情報を持たない、遺伝子発現制御を伴
わない、免疫原性がない、化学合成による大
量生産や化学的修飾による最適化が可能と
いった多くの利点があり、次世代の医薬品と
して注目されている。 
 アプタマーを新しい心不全治療薬として
開発するためには、血中での安定性を確保す
ることや、心筋細胞内への導入法を確立する
ことが必須である。申請者らはこれまでに、
分解耐性を持つホスホチオエート修飾アデ
ニンを導入した改良型ホスホランバン・アプ
タ マ ー の 開 発 に 成 功 し た （ 特 願
2012-028555）。この改良型アプタマーは、血
中での安定性が高いことに加え、ホスホラン
バンに高親和性を示し、心筋小胞体の Ca2+

取り込みを促進することが見出されている。
一方、ホスホランバン・アプタマーの細胞内
への導入方法については有効な方法が得ら
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、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すること
を目的とし、細胞膜透過性ペプチドを付加し
たアプタマーによる効果を検討した。細胞膜
透過性ペプチドは、一般的に塩基性アミノ酸
に富む 10-20残基程度のアミノ酸で構成され、
生体への安全性も高いことから、ドラッグデ
リバリーの観点からも近年注目されている
（Gupta B. et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 
57:637-651, 2005）。本研究ではまず単離心筋
細胞での細胞膜透過性ペプチドを付加した
アプタマーの効果を検証した。さらに心不全
モデル動物を用いて、生体におけるアプタマ
ーの効果を評価した。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞膜透過性ペプチドを付加したホス
ホランバン・アプタマーの合成 
本研究では、細胞膜透過性ペプチドとしてよ
く知られているアンテナペディア、TAT、改
変型 TAT を選択した。これらペプチドとホス
ホランバン・アプタマーを連結し、膜透過型
ホスホランバン・アプタマーを合成した。 
また、対照群としてアプタマーの配列をラン
ダムに入れ替えたスクランブル・ホスホラン
バン・アプタマーを合成した。 
 
（2）単離心筋細胞の収縮・弛緩及び Ca2+動態
の解析 
6-8 週齢のオス成獣ラットよりコラゲナーゼ
灌流法により心筋細胞を単離し、膜透過型ホ
スホランバン・アプタマーを添加した。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、IONOPTIX 社製の心筋細
胞内 Ca2+・収縮性同時測定システムを用い、
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。 
 
（3）心筋小胞体 Ca2+量の測定 
膜透過型ホスホランバン・アプタマーを添加
した単離心筋細胞に Ca2+蛍光プローブの
Fluo-3 を導入し、電気刺激下 20 mM のカフェ
イン処理前後の心筋細胞における Ca2+濃度を
蛍光顕微鏡により測定した。 
 
（4）膜透過型ホスホランバン・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。 
 
４．研究成果 
（1）膜透過型ホスホランバン・アプタマー
の単離心筋細胞での効果 
膜透過型ホスホランバン・アプタマーを添加
した心筋細胞の収縮・弛緩力、及び Ca2+動態
を解析した。その結果、改変型 TAT ペプチド
を付加したアプタマー（mTAT-Apt）により促
進効果が認められた（図 2）。一方、スクラン
ブ ル ・ホス ホ ランバ ン ・アプ タ マ ー
（mTAT-Scr）では促進効果は認められなかっ
た。次に、mTAT-Apt の添加濃度や添加時間を
検討したところ、2.5 μM 以上で 2〜16 時間
効果が持続することが判明し、単離心筋細胞
における mTAT-Apt の効果は、5 μMで 4時間
添加することが最適と判断した（図 3）。 

 
 
 

mTAT-Apt を添加した心筋細胞では、mTAT-Scr
に比べ最大短縮率の増加や収縮・弛緩速度が
促進された。また、Ca2+動態に関しても
mTAT-Apt により最大 Ca2+濃度の増加、及び弛
緩時の時定数の短縮が認められた（図 4）。さ
らに、カフェインを用いて心筋小胞体の Ca2+

量を測定したところ、mTAT-Apt 添加により有
意に増加することが明らかとなった（図 5）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、現在心不全治療薬として使用されてい
るβ受容体遮断薬と mTAT-Apt が併用可能か
どうか解析した。mTAT-Apt を添加した単離心
筋細胞にβ受容体遮断薬のプロプラノロー
ルを添加したところ、mTAT-Apt による促進効
果は阻害されなかった（図 6）。従って、
mTAT-Apt はβ受容体遮断薬と併用すること
が可能であると考えられた。 

 
（2）膜透過型ホスホランバン・アプタマー
の心不全モデル動物での効果 
単離心筋細胞でmTAT-Aptによる収縮・弛緩、
及び Ca2+動態の促進効果が得られたため、
mTAT-Apt の生体での効果を検討した。本研究
では、拡張型心筋症モデル動物である MLP 欠
損マウスを用いた。尾静脈より mTAT-Apt を
投与し4時間後のマウスの心機能を解析した
ところ、mTAT-Apt 投与により心機能の改善効
果が確認されたが、一部のマウスでは十分な
効果を得ることができなかった。 
 



（3）以上の結果より、mTAT-Apt は新たな心
不全治療薬として利用できる可能性が示さ
れた。また、生体での安定性や心臓への効率
的な輸送方法については、今後さらに検討す
る必要があると考えられた。 
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