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Ⅰ．緒 言 

急性心筋梗塞などの急性の致死的な虚血性疾患は、

発症の数時間後の治療開始でも、細胞死・組織障害を

抑制し、生存だけではなく社会復帰や病気前と同様の

社会生活を可能にするような治療法の開発が不可欠

である。これまで、虚血再灌流障害(IR) 障害の研究は、

虚血時または IR後早期の病態解明と治療法の開発が

中心であったため、実臨床における新しい治療法には

なりにくかった。例えば、シクロスポリンは、心臓に

おける IR 直後に生じるミトコンドリアの mPTP の

開口を防ぎ、細胞死の抑制が期待されたが、ヒトを対

象とした第3相試験では、その効果が得られなかった

1)。一方、我々は、水素ガスの効果を検証した二重盲

検無作為化比較試験で、心筋梗塞に対する発症の数時

間後から水素ガスの吸入投与を開始しても、長期の心

機能低下を抑制したことを報告した 2)。つまり、水素

ガスは、IR 数時間後からの投与であっても、臓器障

害の進行を抑制していることが示唆される。これは、

虚血再灌流障害に伴う細胞障害の一部は、虚血時・IR

直後ではなく、再灌流後の遅いタイミング（数時間後

以降）に存在していることが想定される。 

そこで、水素ガスの IR抑制のメカニズムを解明す

るために、本研究では、IR後の遅延相（IR後6時間

以降）に生じる細胞死・組織障害のメカニズムを検証

することを目的とする。 

 

Ⅱ．対象・方法 

１．モデル動物 

心筋梗塞の in vivo実験には、8週齢の雄性C57BL/6J

マウス(22-26 g; Clea Japan, 東京, 日本)または、

Wistar系雄性ラット（12-14週齢、体重 280-320g）

を用いた（三共ラボサービス株式会社、東京、日本）。

動物には常に餌と水を自由摂取させた。動物は温度

22±1℃、湿度55±5％、12：12：12時間の明暗サイク

ルで飼育した。動物は到着後少なくとも5日間、環境

に順応させた。本試験は動物実験委員会（慶應義塾大

学 No.12094）の承認を得た。すべての動物実験は

ARRIVEガイドラインに準拠して行われた。 

 

２．in vivo心筋虚血再灌流モデル  

胸腔切開を行い、心膜を剥がして心臓を露出させた。

左冠動脈前下行動脈（LAD）を 5-0絹縫合糸で囲み、

小さなプラスチックチューブに通した。チューブを心

臓表面に密着させて虚血を誘発した。30 分間の虚血

後、心筋梗塞に使用したチューブを外し、胸郭を閉鎖

した。  

 

心臓における低分子代謝産物マップの開発と新規の

IR時の代謝フローの発見 

３．13C標識代謝物の投与  

グルコースの代謝動態を追跡する実験のために、マウ

スはLAD結紮の 10分前に 13C6-グルコース（1mg/g

体重、生理食塩水中）を腹腔内投与した。13C3-乳酸（27

μg/g体重、生理食塩水中）は、LAD結紮の1分前に

眼窩後注射で投与した。この時点で血中乳酸濃度が7

～8mMに上昇し、生理的範囲内にあることを確認し

た。 

 

４．FMW（マイクロ波）による心臓代謝物の固定化 

実験用マウスとラットの安楽死用に設計された実験

用マイクロ波装置 (MMW-05 室町機械、東京) を使

用した。この装置は、特に最大出力(5 kW)とマイクロ

波ビームがきつく絞られている点で台所用装置と異

なっている。全ての装置は、マイクロ波エネルギーを

動物の特定の解剖学的位置に向ける。マウスをイソフ

ルランで麻酔し、透明なウォータージャケットホルダ

ー（室町機械、MH28-HZ）に入れた。マイクロ波エ

ネルギーを使って心臓の温度をできるだけ均一に上

昇させるために、ホルダーの円錐部分には 1mLの水

を入れた。気泡が入らないように注意した。次に、マ
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イクロ波照射が脳と心臓の両方に照射されるような

位置で、これを装置に挿入した。信頼できる固定のた

めには、動物を正しい位置に維持することが非常に重

要である；すなわち、マウスは鼻がコーンの上部に触

れるようにまっすぐでなければならない。ホルダーの

後端は B6/J マウス（8 週齢の雄）に最適であった、

挿入溝の入り口から 43mm の位置にセットした。

5kW で 0.96 秒のマイクロ波照射は、心臓の温度を

80℃以上に上昇させ、アセチルコリンエステラーゼの

ような代謝酵素を不活性化するのに十分である。米国

獣医師会の勧告（ AVMA Guidelines for the 

Euthanasia of Animals: 2013 Edition）によると、高

エネルギーマイクロ波照射は、100ミリ秒未満で意識

がなくなり、1秒未満で脳機能が完全に失われる小型

実験用げっ歯類を安楽死させる人道的な方法である。 

FMW固定法の有効性を評価するため、他の2つの方

法と比較した：i) 急速凍結：開胸直後に心臓を分離し、

液体窒素中で凍結（全処置時間は～20秒） ii) 遅延凍

結：頸椎脱臼の 10分後に心臓を分離し、死後の分解

を待つ。 

 

５．メタボロームおよび MALDI（Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization）画像解析のための組織

切片の調製  

FMW後、心臓を室温で手術用ナイフで剥離し、超低

温包埋培地（SCEM、株式会社セクションラボ、広島

県）に包埋後、液体窒素中で凍結し、-80℃で保存した。

短軸（横方向）組織切片を5セット作製し、各セット

は、代謝産物定量用の厚さ450µmの「ブロック」と、

MALDI イメージング分析用の隣接する 8µm の薄い

「切片」で構成された。対照群の左心室の頂部3分の

2を4つの短軸ブロックに細分した。 

薄切片はクライオミクロトーム（CM3050、Leica 

Microsystems）で切り出し、-16℃でインジウム薄酸

化物コーティングしたスライドグラス

（BrukerDaltonics、ドイツ）に融解マウントした。

FMWで処理された心臓組織は、他の方法で処理され

た組織よりももろくなる傾向があり、しばしば組織の

切片化が困難になる。しかし、代謝物のイオン化効率

を妨げないSCEM（Super Cryoembedding Medium）

培地で組織を包埋することで、うまく切片化すること

ができた。 

 

６．キャピラリー電気泳動-エレクトロスプレーイオ

ン化（CE-ESI）-MS  

定量的なメタボローム解析は CE-MS を用いて行っ

た。組織から代謝物を抽出するために、SCEM培地に

包埋した凍結組織ブロックを内部対照化合物（下記参

照）とともに、手動ホモジナイザー（フィンガーマッ

シャー（AM79330）；Sarstedt、東京、日本）を用い

て氷冷メタノール（500μL）中でホモジナイズし、次

いで等容量のクロロホルムと 0.4 倍量の超純水

（LC/MSグレード；和光）を加えた。懸濁液を15,000 

g、4℃で15分間遠心した。遠心後、水相を限外ろ過

チューブ（Ultrafree-MC, UFC3 LCC NB; Human 

Metabolome Technologies, Tsuruoka, Japan）を用い

て限外ろ過した。濾液を真空濃縮機（SpeedVac; 

Thermo, Yokohama, Japan）で濃縮した。この濃縮

プロセスは微量代謝物の定量に役立つ。濃縮ろ液は

50μLの超純水に溶解し、CE-MSに使用した。 

すべての CE-MS 実験は、空気圧ポンプ、Agilent 

6520 Accurate Q-Tof 質量分析計、Agilent 1200 シリ

ーズアイソクラティック高性能 LC ポンプ、7100 

CE-システム、G1603A Agilent CE-MS アダプター

キット、G1607A Agilent CE-MS スプレイヤーキッ

ト (Agilent Technologies) を備えた Agilent CE シ

ステムを使用して実施した。 

 

７．マトリックスコーティングとMALDI-IMS測定 

マトリックスコーティングの前に、組織スライスを乾

燥剤中に 10分間置き、室温に平衡化させた。マトリ

ックスとして9-アミノアクリジンを用い（10 mg/mL、

80%エタノールに溶解）、アーティスティック・エア

ブラシ（プロコンボーイFWAプラチナ0.2 mm口径

エアブラシ、ミスターホビー、東京、日本）を用いて、

この溶液を組織切片に手動でスプレーコートした。マ

トリックスコーティング中は、エアブラシとターゲッ

トの距離を 5cm 程度に保ち、コーティングサイクル

の間に切片を乾燥させることで、ターゲット化合物の

非局在化を最小限に抑えた。 

MALDI-IMSは、Nd:YAGレーザーを装備したUltra 

Flextreme MALDI-飛行時間型（TOF）質量分析計

（Bruker Daltonics, Leipzig, Germany）を用いて行

った。正確なMSおよびMS/MS分析は、プロトタイ

プの 「Mass microscope」（島津製作所、京都、日本）

を用いて行った。どちらの装置でも、レーザー出力は

リン酸ヌクレオチドのソース内減衰を最小限に抑え

るように最適化された。データは、100μmのピッチ

でラスタースキャンを行い、ネガティブリフレクトロ

ンモードで取得した。各マススペクトルは、各データ
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ポイントで 300 回のレーザーショットを行った結果

である。m/z 50から1000までのシグナルが収集され

た。画像再構成はFlexImaging 4.0 software（Bruker 

Daltonics）を用いて行った。特定の代謝物分子のピー

クは、MALDI-IMS の実験およびプレゼンテーショ

ンガイドラインに従って、イオントラップ TOF 装置

を用いた正確な MS 分析、および組織上の MS/MS 

分析によって割り当てられた。組織切片の光学画像は、

光学顕微鏡によって得られ、その後、同じ切片の

MALDI-TOF MSイメージングが行われた。 

 

代謝の in vivo代謝モニタリング手法開発と新しいIR

障害によって進行する細胞死の解明 

８．心筋梗塞組織のTTC/エバンスブルー染色 

再灌流から 24時間後に開胸し、冠動脈周囲の縫合を

戻し、心筋梗塞の危険部位を遡及的に描出するために

2％エバンスブルー色素を左室腔内に注入した。心臓

を摘出し、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、1mm厚

の切片に順次スライスした。切片を 2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride（3％）で染色し、梗塞

部（白）、非梗塞部（赤）、非虚血部（青）、危険部位（白

と赤）を測定した。 

 

９．心臓マイクロダイアリシス法 

動物を側臥位とし、左側の第3肋骨と第4肋骨を部分

的に切除して心臓を露出させた。LAD の周囲に 5-0

絹縫合糸を通し、後で閉塞させた。 

透析プローブの材質と特性については、半透膜からな

る透析ファイバー（長さ：6mm、外径：310μm、内

径：200μm、分子量カットオフ：50,000、PAN-1200、

旭化学工業、東京、日本）の両端をポリエチレンチュ

ーブ（長さ：25cm、外径：500μm、内径：200μm）

に取り付けた。透析プローブを細いガイド針で左室壁

に横向きに留置した。 

 プローブにはリンゲル液（147.0mM NaCl、4.0mM 

KCl、2.25mM CaCl2）を灌流した。120分間のベー

スライン透析液サンプリング（定常状態）の後、30分

間の LAD閉塞と 120分間の再灌流を行い、10分間

隔で透析液を採取した。透析液サンプル中の代謝物は

質量分析を用いて分析した。 

すべての実験プロトコルの終了時に、LAD を再閉塞

し、Evans blue 溶液を静脈内注射して、透析プロー

ブが留置された心室壁の虚血領域を確認した。ラット

を安楽死させ、心臓を解剖して透析プローブが心室腔

を貫通していないことを確認した。 

 

10．マイクロ透析液と心臓組織の質量分析に基づくメ

タボロミクス 

微量透析で得られた透析液はタンパク質含量が低い

ため、前処理を行わずに直接メタボローム解析に供し

た。メタボローム解析のための心臓組織からの代謝物

抽出は、前述の方法６と同様に行った。内部標準物質

は抽出溶媒（MeOH）に添加し、陰イオン測定には2-

モルフォリノエタンスルホン酸を、陽イオン測定には

L-メチオニンスルホンを内部標準物質として用いた。

試料調製中の内因性代謝物の損失は、IS を用いて各

試料測定の回収率（%）を計算することにより補正し

た。 

 

１１．液体クロマトグラフィー-高分解能質量分析法

による酸化ホスファチジルコリンの検出 

ラット心臓サンプルは直ちに液体窒素で凍結した。脂

質抽出のために、100μM ジブチルヒドロキシトルエ

ン、100μM エチレンジアミン四酢酸、および 5mM

ギ酸アンモニウムを含む抽出溶液（1-ブタノール：メ

タノール＝1：1）1mLを凍結組織サンプル（湿重量：

約 50mg）に加え、Minilysホモジナイザーを用いて

ホモジナイズした。その後、抽出液を氷浴中で5分間

超音波処理した。遠心分離（15,000×g、10 分、4℃）

後、500μLの上清を回収し、液体クロマトグラフィー

-高分解能質量分析（LC/HRMS）分析前に-80℃で保

存した。 

LC/HRMS分析は、UltiMate 3000システム（Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA）とオービトラップ

型質量分析計（Q Exactive focus, Thermo Fisher 

Scientific）を組み合わせて行った。質量分析計はエレ

クトロスプレーイオン化源を備えていた。 

LC条件は以下の通り：注入量＝8 µL、オートサンプ

ラー温度＝4 °C、カラム＝Accucore C18（2.1 × 150 

mm、粒子径＝2. 6 µm、Thermo Fisher Scientific）、

カラム温度=35 °C、移動相=10 mM ギ酸アンモニウ

ム、アセトニトリル/H2O（1:1、v/v）（A）および2 mM

ギ酸アンモニウム、アセトニトリル/イソプロパノー

ル/H2O（10:88:2、v/v）（B）、流速=0. 4mL/min、グ

ラジエント=35%B、0-1.0分；35-60%B、1.0-4.0分；

60-85%B、4.0-12.0 分；85-100%B、12.0-21.0 分；

100%B、21.0-24.0分；100-35%B、24.0-24.1分；お

よび35%B、24.1-28.0分。 

イオン化条件は、イオン化モード=ポジティブ、シー

スガス流量=60任意単位、補助ガス流量=20任意単位、
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スプレー電圧=3000 V、キャピラリー温度=285 °C、

Sレンズレベル=45、ヒーター温度=370 °C。 

フルスキャン MS の実験条件は次の通り：分解能

=70,000、自動利得制御ターゲット=1×105、トラップ

フィルタイム=80 ms、スキャン範囲=m/z 250-1200。

LC/HRMS/MS 分析は、Xcalibur ソフトウェア

（Thermo Fisher Scientific）を用いて制御した。 

 

１２．細胞培養 

新生児ラット心筋細胞の初代培養については以下の

方法で行った。1～2日齢のWistarラットから得た新

生児心室心筋細胞は、断頭して犠牲にし、心臓を 直

ちに取り出してPercoll勾配遠心分離とディファレン

シャルプ レーティングを行い、心筋細胞集団を濃縮

し、非心筋細胞を 除去した。心筋細胞は、ダルベッコ

改変イーグル培地（DMEM）に 10％ウシ胎児血清

（FBS）を加えた混合培地で培養した。 

 

１３．心筋細胞の無酸素・再酸素化モデル  

細胞を低酸素ストレスに曝すために、アネロパック

（三菱ガス化学）を入れた嫌気ジャーを使用した。心

筋細胞の培養に使用した培地は、細胞を低酸素ストレ

スに曝す前にグルコースを含まない DMEM に交換

した。低酸素に 5時間暴露した後、培地を 10％FBS

含有 DMEM（すなわち再酸素化培地）に交換した。 

 

１４．siRNA オリゴヌクレオチドとトランスフェク

ション  

siRNA オリゴヌクレオチドのトランスフェクション

は、Lipofectamine RNAiMAX試薬（Invitrogen）を

用いて行った。 

 

１５．RNA 抽出とリアルタイムポリメラーゼ連鎖反

応  

定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（PCR）の

ために、マウス左心室または新生児ラット心室心筋細

胞（NRVM）から得た全 RNA サンプルを Sepasol-

RNA I Super G（Nacalai tesque）を用いて調製した。

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

（Applied Biosystems）を用いて、全RNAサンプル

（0.2～0.5μg）を逆転写した。定量的mRNA発現は、

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を用い

たリアルタイム PCRで評価した。サンプルはViiA7

（Applied Biosystems）で実行し、データはデルタデ

ルタCT法で解析した。内部コントロールとしてハウ

スキーピング遺伝子 GAPDH を用いた。プライマー

ペアの配列はPrimer3 plusを用いて設計した。 

 

１６．in vitroでの細胞内および細胞外グルタチオン

測定 

GSH-GSSG-Gloグルタチオンアッセイキット（プロ

メガ社製）を用いて、製造元の説明書に従って、

NRVM の細胞内および細胞外の GSH およびグルタ

チオンジスルフィド（GSSG）濃度を測定した。GSH

および GSSG 濃度は標準曲線を用いて算出し、各サ

ンプルの総タンパク質量に対して正規化した。 

 

１７．in vivoでの細胞内グルタチオン測定 

マウス心臓サンプルを 0.5-1.0 mLの 5% 5-スルホサ

リチル酸でホモジナイズした。その後、ホモジナイズ

した心臓サンプルを 8000 g で 10 分間遠心した。上

清を新しいチューブに移し、二重脱イオンした H2O

を加え、スルホサリチル酸濃度を 0.5%まで低下させ

た。総グルタチオンおよび酸化グルタチオン含量は、

総グルタチオン定量キット（同仁堂モレキュラーテク

ノロジーズ、熊本、日本）を用いて、メーカーの説明

書に従って測定した。GSHおよびGSSG濃度は標準

曲線を用いて算出した。 

 

１８．共焦点顕微鏡観察 

NRVM 細胞をガラス底ディッシュ（マツナミ）で培

養した。ミトコンドリア由来の活性酸素の蓄積を検出

するため、細胞を5μM MitoSOX（同仁堂）で10分

間前処理した。脂質ペルオキシダーゼの蓄積とその局

在を検出するために、細胞を 10μM Liperfluo（同仁

堂）で 30 分間前処理し、その後 MitoTracker red

（Thermo fisher scientific）で15分間インキュベー

トした。その後、核を 1μg/mL Hoechst 33342, 

Trihydrochloride, Trihydrate solution （ Thermo 

fisher scientific）で5分間染色した。すべてのスライ

ドをFV3000蛍光顕微鏡（オリンパス）で可視化し、

画像化した。MitoSOX または Liperfluo の強度は、

Olympus cellSensTM Entry ソフトウェアを用いて

評価した。 

 

１９．細胞生存率アッセイ 

細胞生存率は、LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity 

Assay Kit (L3224; Invitrogen)を用いて測定した。

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay Kitは、細

胞内エステラーゼ活性と細胞膜の完全性にそれぞれ
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特異的なカルセイン AM プローブとエチジウムホモ

ダイマー-1プローブを用いて、生細胞と死細胞を同時

に測定するものである。細胞の蛍光イメージングを蛍

光顕微鏡（BZ-9000；Keyence）で行った：生細胞は

緑色に、死細胞の核は赤色に標識された。 

 

２０．ウェスタンブロッティング  

細胞抽出液は、培養細胞またはラット左心室細胞を、

ホスファターゼ阻害剤（ナカライ）、0.1％ドデシル硫

酸ナトリウムを添加し、1mM ジチオスレイトール、

100nM MG132、プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカ

ライテスク、京都、日本）を加えた放射免疫沈降バッ

ファー（ナカライ）で溶解した。タンパク質濃度は、

ビシンコニン酸タンパク質アッセイ（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて測定し、等重量のタンパク質を

12％プレキャストポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad 

Laboratories）に結合させ、ニトロセルロース膜（GE 

Healthcare）に転写した。タンパク質のついたニトロ

セルロース膜は、0.05% Tween-20 in Tris-buffered 

saline で洗浄した後、22℃で 1 時間ブロッキング

（Blocking one; Nacalai）し、その後4℃で一次抗体

（1:1000希釈）と一晩インキュベートした。洗浄後、

膜を二次抗マウス西洋ワサビペルオキシダーゼ抗体

（1:2000）（NA931V, GE Healthcare）または抗ウサ

ギ西洋ワサビペルオキシダーゼ抗体（1:2000）

（NA934, GE Healthcare）と22℃で1時間インキュ

ベートした。タンパク質の発現は、enhanced 

chemiluminescence（Chemi-Lumi One; Nacalai）を

用いて可視化し、LAS-3000 luminoimage analyzer

（富士フイルム）を用いて検出した。実験には以下の

一次抗体を用いた：β-アクチンに対するマウスモノク

ローナル抗体（A5316、Sigma-Aldrich）、GPx4に対

するウサギポリクローナル抗体（bs-3884R、Bioss）。 

 

２１．統計解析 

データは平均値±平均値の標準誤差で表した。生存率

の差はKaplan-Meier解析を用いて評価した。生存率

の比較には log-rank 検定を用いた。一元配置分散分

析、続いて Tukey-Kramer 多重比較検定を、群間の

変数の比較に用いた。変数間の相関の評価には

Spearman順位相関係数を用いた。P値 0.05を有意

とした。すべてのデータは、SPSS 25.0 統計ソフト

（SPSS Inc, Chicago, Ill）またはR 3.4.4を用いて解

析した。 

 

Ⅲ．結 果 

心臓における低分子代謝産物マップの開発と新規の

IR時の代謝フローの発見 

質量分析法の改良が進み、2007年には imaging mass 

spectrometry (imaging MS)を応用し、低分子代謝産

物を空間的に解析する技術が開発され、低分子代謝産

物を中心とする未知の物質の組織内での局在を代謝

イメージングで評価することが可能となった。そこで、

我々は、心臓における虚血再灌流障害後に遅発性に生

じる細胞障害の実態を解明するために、まずは虚血再

灌流障害後の急性期における代謝の時空間分布の変

化に注目した研究を進めてきた。しかし、心臓の正確

な代謝マップを作成する際に、死後の低分子代謝産物

の分解が急速であるため、急速冷却によるサンプル収

集方法では重要な代謝産物が損失する問題があった。

そこで、代謝産物の分解酵素を瞬時に死活化させ、低

分子代謝産物を安定化させる処理方法として、マイク

ロ波を用いたサンプルの処理を心臓に応用し、マウス

心臓における高い空間解析度の代謝イメージング技

術の開発を進めた。マイクロ波を心臓に照射すると、

瞬時に酵素活性が死活し、代謝活動が停止することを

利用した解析で、いわゆる心臓代謝のスナップショッ

トを可視化できる。まず、代謝アーチファクトを防ぐ

という点で、マイクロ波を用いた方法が従来のサンプ

ル調製法よりも優れているかどうかを調べた。3つの

異なる方法（マイクロ波法、急速凍結法（従来のサン

プル調製法）、遅延凍結法（サンプル処理後10分間放

置））で得られた心臓の代謝物をキャピラリー電気泳

動/質量分析計（CE-MS）で定量すると、急速凍結に

よる従来のサンプル調製では、マイクロ波法と比較し

て、乳酸産生がかなり増加し、TCA中間体（アセチル

-CoA、クエン酸、イソクエン酸、コハク酸、リンゴ酸）

が蓄積した。特に重要なことは、急速凍結法で得られ

た心臓のNADH/NAD+比は、遅延凍結法で得られた

心臓と同じレベルまで上昇していたことである。対照

的に、NADH/NAD+比はマイクロ波法では急速凍結

法で得た心臓よりも著しく低いままであった。これら

の所見を総合すると、死後の虚血性変化を最小限に抑

えるためには、マイクロ波による処理が不可欠である

ことがわかった。 

そこで、心筋梗塞を作成したのち 10分後にマイク

ロ波法で処理した心臓を、左心室を短軸連続スライス

に細分し、キャピラリー電気泳動質量分析とマトリッ
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クス支援レーザー脱離イオン化イメージング質量分

析で代謝物を空間的に分析した（図1）。マイクロ波法

によるサンプル調整では、心臓の構造が保たれ、また

代謝産物の解像度のいいマッピングを得ることがで

きた。虚血部位に一致してNASHが蓄積し、ATPが

減少、乳酸はコハク酸の上昇を認めた。さらに、これ

らの手法を応用し、外因的に投与された炭素13（13C）

でラベルした基質（13C6-グルコースと 13C3-乳酸）を

用いることで、代謝産物の流れを可視化することを試

みた。これらのラベルした基質を用いた心筋梗塞モデ

ルのグルコースおよび乳酸のトレースイメージング

では、、虚血の中心部ではグルコースを乳酸に変換す

るとともに、乳酸を積極的にTCAサイクルで代謝し

ていること、虚血の周辺部位ではグルコースを積極的

にTCAサイクルで代謝していることが明らかとなっ

た（図2）3)。 

 

代謝の in vivo代謝モニタリング手法開発と新しいIR

障害によって進行する細胞死の解明 

しかし、心筋障害部位での超急性期の代謝の継時的

な変化については、代謝がドラスティックかつ急速に

変化するため、前出の代謝のスナップショットのみで

は、代謝の変化を正確に評価することが困難であった。

特に、個体によって程度の異なってしまう虚血再灌流

障害の代謝変動マップを作成するためには、in vivoで

の同一個体の局所の代謝変化を連続的に解析する必

要があった。そこで、透析膜を用いた同一個体での細

胞外の代謝変化を連続的に測定する技術である心臓

マイクロダイアリシス法を開発した。これは、半透膜

の特性を利用して、心筋間質に存在する低分子生体内

物質を、中空糸状透析膜を介して灌流液中に分離採取

する方法である（図3）。 

秋山らは、マイクロダイアリシスを用いて、心筋の

虚血・再灌流時における局所のセロトニン(5-HT)、ミ

オグロビン、ヒドロキシラジカルの挙動を検討し、虚

血から再灌流時の変化を追跡した結果、セロトニンが

心臓における虚血再灌流障害に抵抗性があることを

証明した 4)。我々は、このマイクロダイアリシス技術

と質量分析計を組み合わせることで、心筋局所の代謝

産物の時間的変化を網羅的に評価した。Wistar ラッ

トの心筋内に透析膜を中央に配したカテーテルを留

置し、冠動脈閉塞・再灌流中の、細胞外の代謝産物を

経時的に質量分析器にかけ、各時相での代謝産物を網

羅的に解析し、IR 時の代謝のダイナミクスな変化を

明らかにした（図 4：心筋局所の代謝産物の IR時の

時間的変化。赤が代謝量の増加、緑が低下）。これまで

の報告とおり、乳酸、アデノシン２リン酸(ADP)、ア

デノシン１リン酸（AMP）、アデノシン、解糖系の代

謝産物、クエン酸サイクルの一部（リンゴ酸、フマル

 

図1 心筋梗塞作成10分後のマウス心臓の代謝マップ 

 

図2 心筋梗塞10分後の代謝 

 

図3 マイクロダイアリシス法 

 

図４ IR時の代謝産物のヒートマップ 

代謝産物ヒートマップ

10 10
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酸、コハク酸など）は虚血で上昇した。これらの物質

は再灌流後数時間以上も細胞外の濃度が高めに維持

されていることが観察された。一方で、アミノ酸、グ

ルコース、フルクトース、アデノシン三リン酸(ATP)、

ピルビン酸、クエン酸サイクルの一部（オキサロ酢酸、

クエン酸、磯クエン酸、αケトグルタル酸、スクシニ

ルCoAなど）、アセチルコリン、ノルエピネフリンな

どは、虚血時には上昇せず、再灌流後から細胞外濃度

が上昇することが観察された。同一生体における虚血

再灌流障害時の代謝変化をモニタリングすることに

世界で初めて成功した。 

その中で、生体における抗酸化剤として、主要な働

きを持つグルタチオンが、虚血領域から細胞外腔へ虚

血時から再灌流後に有意な放出が明らかになった。特

に、再灌流直後は、急激な再酸素化が生じ、細胞内の

ROS の産生が上昇し、それが再監修障害（細胞死な

ど）の原因といわれているが、細胞内ではその ROS

を除去するためのグルタチオンが細胞外に漏出する

という矛盾が生じていた。グルタチオンの細胞外腔へ

の放出とそれに伴う細胞内グルタチオン濃度の低下

は、in vitro心筋細胞モデルにおける無酸素-再灌流時

にも観察された。この細胞外グルタチオン放出は、

MRP1 (Multidrug resistance-associated Protein 1)

の化学的阻害または遺伝的抑制によって阻止された。

MRP1阻害剤を投与すると、細胞内の活性酸素種レベ

ルと脂質過酸化が減少し、細胞死が抑制された。これ

らの技術を通して、虚血及び IR早期に、還元型グル

タチオンが、MRP1を通して積極的に細胞外に放出さ

れていることが判明した。逆に細胞内のグルタチオン

は再灌流後早期に枯渇し、連鎖的脂質過酸化反応の防

御機構として働く GPX4 の活性が急速に低下し、

Liperfluoを用いた酸化脂質の蓄積は確認された。 

さらに、我々が保有する465種の酸化脂質ライブラ

リを用いて、虚血再灌流障害の過程でどのような種類

の酸化脂質が、どの時相で、どれほどの量生成し、心

筋細胞死にどの程度寄与するのかを高分解能質量分

析(HRMS)により包括的に解析した。その結果、心臓

では、IR6時間以降と遅発性のタイミングで、フェロ

トーシスにつながる脂質アルコキシルラジカル（図5）

が蓄積することが確認された。Fer-1というフェロト

ーシスを抑制することが知られている物質を IR作成

前に投与すると、IR 障害は抑えられたが、特記すべ

きは、IR後 3時間という遅れたタイミングで投与し

ても IR障害が抑えられることであった。この事実は、

フェロトーシスが IR直後ではなく、IR後数時間以上

たった後に顕在化し、その抑制のためには IR後しば

らくたったタイミングでの介入が可能であることを

示している。さらに、この効果は、MRP1の薬理学的

な阻害によっても、in vivo での細胞内グルタチオン

枯渇を緩和し、ox-PCの生成を有意に減少させ、さら

には、IR損傷後の梗塞サイズを有意に減少させた(図

6) 5)。 

 

Ⅳ．考 察 

心臓という、代謝産物の分解が急速に進む臓器におけ

る正確な代謝の状態の空間的かつ時間的把握を確立

するために、マイクロ波によるサンプル処理やマイク

ロダイアリシス法の開発を進めてきた。これらの方法

と、高分解能質量分析を組み合わせることで、虚血再

灌流という、代謝変化が瞬時に代わる病態における代

謝を正確に評価することができ、そのメカニズムの解

明を進めることができた。特に、これまで不明であっ

た、虚血時、再灌流時の代謝産物の放出、遅延相にの

み起こる酸化脂質の蓄積などから、新しい治療標的の

同定に成功した。 

グルタチオンは一般的なチオール含有代謝産物であ

 

 

図5 IR6時間後から脂質過酸化物・ 

脂質アルコキシラジカルが増加 

 

 

図6  グルタチオンの放出によるフェロトーシス誘導 
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り、細胞内で合成され、GPx4などの酵素を介して還

元系で利用される。最近、細胞外グルタチオン輸送機

構の生物学的重要性が示唆されている 6)。 

細胞外グルタチオンは、免疫系 7,8)や中枢神経系 9,10,11)

における生理機能の維持に重要な役割を果たす一方、

呼吸器疾患の病態 12)や腫瘍細胞の微小環境 13)におけ

る相互作用にも関与している。 

しかし、心臓における細胞外グルタチオン輸送を報告

した研究はない。我々は、心筋細胞がグルタチオンを

細胞外に放出するメカニズムが、IR 中に著しく亢進

することを証明した。さらに、再灌流後の細胞内GSH

の枯渇は、活性酸素と脂質過酸化に対する細胞防御機

構の崩壊につながる。これらの結果は心筋細胞に限っ

たものであり、放出されたグルタチオンが周囲の非心

筋細胞の機能を変化させるかどうかは、まだ解明され

ていない。 

IR 誘導心筋細胞グルタチオン輸送を担うMRP1 は、

当初、がん細胞に多剤耐性を付与する因子として同定

された 14,15)。MRP1の主な輸送基質は、かつてはグル

クロン酸抱合体のようなゼノバイオティクスである

と考えられていたが、GSHやGSSGの細胞排出にも

一役買っている 16)。 

MRP1 トランスポーター活性を亢進させる様々な異 

生物質（ベラパミル、ビンクリスチン、抗ウイルス剤） 

が示されているが 15) 、生理的・病的状態において

GSH輸送を活性化する内因性分子は不明である。 

MRP1 に対する化学的阻害剤である MK571 は広く

使用されており、喘息における気道過敏性 17)やアテロ

ーム性動脈硬化ストレス下の内皮細胞に対する有益

な効果が証明されている 18,19)。ミトコンドリア透過性

移行孔を直接標的とする従来の治療法（シクロスポリ

ン A、シクロフィリン D など）とは治療ポイントが

異なるため、これらの治療法を併用することで治療成

績の向上が期待される 20,21)。 

フェロトーシスは、心筋梗塞の原因の一つとして関与

しており、鉄依存性の脂質過酸化によって駆動される

制御された細胞死の一形態として正統的に定義され

ている 22)。フェロトーシスの病因における鉄の重要な

役割のため、鉄キレーティングと鉄輸送タンパク質の

阻害は、心筋梗塞の際のフェロトーシスの抑制に効果

的であると報告されている 23)。 

 それにもかかわらず、鉄代謝を標的とした介入は、

貧血などの副作用を誘発する可能性もある 24)。したが

って、活性酸素防御系を標的とすることも、IR 傷害

の治療に有益である可能性がある。本研究では、

MRP1 依存性のグルタチオン放出に着目し、MRP1

阻害剤による細胞内グルタチオン濃度の維持がフェ

ロプターシスの抑制に有効であることを解明した。ま

た、GPx4活性の障害は、酸化脂質の除去効率を低下

させることにより、フェロトーシスを引き起こすこと

が報告されている 25)。心筋梗塞は、GPx4活性の障害

を誘発し、虚血の 24時間後にフェロトーシスを誘導

する 26)。したがって、細胞内のGSH保持によるGPx4

活性の維持とGPx4タンパク質の存在量は、脂質過酸

化を防止する2つの重要なメカニズムである。 

水素ガスは、新しいタイプの抗酸化物質として作用

し、細胞を酸化ストレスから守る現象が報告されてき

た 27)。水素は、ヒドロキシラジカルを選択的に消去す

るだけではなく、連鎖的脂質過酸化反応を抑制する効

果があることも報告された 28,29)。さらに、我々は、水

素ガスの効果を検証した二重盲検無作為化比較試験

で、心筋梗塞に対する発症の数時間後から水素ガスの

吸入投与を開始しても、長期の心機能低下を抑制した

ことを報告した 2)。つまり、水素ガスは、IR数時間後

からの投与であっても、臓器障害の進行を抑制してい

ることが示唆される。これまでに我々がおこなってき

たマウス・ラットの研究を踏まえると、虚血再灌流障

害で持続的にグルタチオンが細胞外に放出され、細胞

内 GPX4 活性が落ちても、水素ガスの再灌流後から

の投与が、酸化脂質の生成を抑え、フェロトーシスが

関与する遅延相の細胞死を抑制している可能性が示

唆される。しかし、水素ガスは、無触媒の生体内条件

下では、酸素ガスを含むいかなる生体化合物とも反応

しない、反応性に乏しい物質で、生体内における有機

触媒の存在が示唆されてきたが、その具体的な機序は

不明である。 

本研究では、脳や心臓に豊富に存在する多価不飽和

脂肪酸をターゲットとする、IR障害後の遅延相（6時

間以降）に生じる連鎖的脂質過酸化反応に注目した。

連鎖的脂質過酸化反応は、ラジカルの存在に加え、Fe

（鉄）やヘム（鉄ポリフィリン）が重要な役割を担っ

ている。鉄、特にヘムは、酸素ガスの有機触媒として

の役割を持っており、水素ガスの有機溶媒としての役

割を同時に担っている可能性がある。我々は、これま

での検証結果から、水素ガスがヘムの酸化を抑制する

（ヘムの還元状態を維持する）ことで、酸化力の強い

鉄（Fe2+やヘム）を介した脂質の連鎖的過酸化反応と

それに続く細胞死（フェロトーシス）を抑制し、細胞

死や組織障害に抵抗性を示す可能性を考え、さらなる

研究をすすめている。 
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Ⅴ．結 論 

心臓という、代謝産物の分解が急速に進む臓器にお

ける正確な代謝の状態の空間的かつ時間的把握を確

立するために、マイクロ波によるサンプル処理やマイ

クロダイアリシス法の開発を進めてきた。これらの方

法と、高分解能質量分析を組み合わせることで、虚血

再灌流という、代謝変化が瞬時に代わる病態における

代謝を正確に評価することができ、そのメカニズムの

解明を進めることができた。特に、これまで不明であ

った、虚血時、再灌流時の代謝産物の放出、遅延相に

のみ起こる酸化脂質の蓄積などから、新しい治療標的

の同定に成功した。これらの成果を踏まえ、臨床現場

で実現可能な治療となりうる薬物または医療機器の

開発につなげる研究を継続することが重要である（図

7）。 
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非心筋細胞の心不全病態及び多臓器連関における役割の

全貌解明とそれに基づく新規治療法開発 

 

 

 

東京大学医学部附属病院循環器内科 特別研究員 

小室 仁 

 

 

Ⅰ.緒 言 

心不全（HF）の患者数は世界的に増加してお

り、HFは加齢による死因の中で最も多いもの

の一つである 1。心肥大は血行力学的過負荷に

対する代償反応として形成され、壁応力を減少

する。しかし、長期にわたる過負荷は、左室の

拡張や線維化などの心筋リモデリングを伴う心

機能障害を誘発し、最終的には HF に至る。カ

ルシウム動態の異常 2、アドレナリン受容体の

過剰活性化 3、アポトーシス 4、心筋細胞

（CM）における DNA損傷 5,6など、HFのメカ

ニズムに関する研究は数多くなされているが、

HFの複雑な病態生理はまだ完全には解明され

ていない。 

CMは心臓を形成する細胞の 20～30％を占め

るに過ぎず、70％以上は内皮細胞、線維芽細

胞、平滑筋細胞、血液細胞などの非心筋細胞で

ある 7。このことは、非心筋細胞が HF発症に

おいて極めて重要な役割を果たす可能性を示唆

している。非心筋細胞の中でも、心臓線維芽細

胞（CF）は、CMを含む複数の細胞種と強く相

互作用している 8。しかし、CFは、特に心筋梗

塞（MI）後の線維化という観点から主に研究さ

れてきた。CF は心筋梗塞後に活性化され、瘢

痕を安定化させるために多くの種類の細胞外マ

トリックスタンパク質を発現する 9。著明な線

維化は不全心においても観察され 10、左室の硬

さを増加させることによって拡張機能障害に関

与していることが報告されているが 11、CF が

CMに影響を与えるか、あるいは収縮機能障害

を引き起こすかどうかは不明である。本研究で

は、マウスの心臓に圧負荷を与え、単一細胞

RNA-seq (scRNA-seq)を行ったところ、不全心

において CFは不均一であり 6つのサブグルー

プに分かれることが判明した。その中で心不全

期に特異的に出現する CF が存在すること、さ

らにその CFにのみ転写因子 c-Mycが高発現し

ていることを発見した。そこでこの心不全特異

的線維芽細胞における c-Myc の役割を明らかに

するために、CF特異的 c-Myc KO マウスと c-

Myc OEマウスを作成した。圧負荷による心不

全を誘導したところ、WT マウスに比較して

OEマウスにおいて心機能の低下が顕著とな

り、逆に KO マウスでは心機能の低下が抑制さ

れた。次に、c-Mycを発現するこの心不全特異

的線維芽細胞が心不全の病態に関与するメカニ

ズムを解明するために WT sham マウスと WT 

TACマウス、CF特異的 c-Myc KO TAC マウス

の心臓の RNA-seqを行い、発現変動遺伝子の

パスウェイ解析の結果から CFと CM の

interaction が病態に関与していることが示唆さ

れた。そこで、RNA-seq のデータと scRNA-

seqのデータと合わせて液性因子の絞り込みを

行い、Xというケモカインが候補因子として見
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つかり、ChIP qPCRや in vitro の実験を行うこ

とで c-Mycが Xを CF内で直接のターゲットと

して発現を上昇させ CFから分泌させること

で、CM に発現する X の受容体に作用して心不

全を引き起こすことを示した。 

そこで申請者は、上記の結果をヒトの検体（心

不全患者）でも検証することとし、さらに、心

不全期に CFにおいてどのようなメカニズムで

c-Mycの発現が上昇するのか、また、CFと CM

の間での interaction の後、どのようにして心不

全の病態に関与するのかなど CFによる心不全

病態への関与の全貌を解明し、新たな心不全の

治療法を開発することを目的とした。 

 

Ⅱ. 対象・方法 

1) ヒトにおける c-MYC-X経路の検証 

これまでマウスで示された、c-Myc-X経路を介

した CFと CMの interaction が心不全の病態

に関与することをヒトの心不全患者においても

認められることを検証するため、健常者と拡張

型心筋症(DCM)患者の心筋生検サンプルを用い

て、単核 RNA-seq（snRNA-seq）と単一分子蛍

光 In-situハイブリダイゼーション（smFISH）

を行った。 

2) 心臓線維芽細胞において c-Myc を発現する

上流機序探索 

不全心における CFで c-Myc の発現が上昇する

メカニズムとしては、メカニカルストレスや酸

化ストレス、アンジオテンシンⅡやエンドセリ

ンなどの神経体液性因子やサイトカインによる

ものが考えられる。そこでメカニカルストレス

による影響を見るため、CFを初代培養し、

1.5mlチューブに回収後、2000rpm 20分で遠

心して機械的なストレスを与え（Arch Oral 

Biol. 2016 Oct;70:158-164.）、その後 RNAを回

収して遺伝子発現を検証した。また、低張スト

レスで物理的に細胞膜を膨張させる方法（Adv 

Sci (Weinh). 2019 Jul 22;6(18):1900865.）でも

同様に RNAを回収して遺伝子発現を検証し

た。さらに、酸化ストレスについては H2O2、神

経体液性因子についてはアンジオテンシンⅡと

エンドセリンを CFに添加し、その後 RNAを

回収して遺伝子発現を検証した。最後に、炎症

に関与する細胞が分泌するサイトカインのうち

線維芽細胞に作用しうるもので、既報にて c-

Myc を発現上昇する可能性あるサイトカインを

絞り込み、CF に添加し、その後 RNAを回収し

て遺伝子発現を検証した。 

3) 心臓線維芽細胞と心筋細胞の間での

interaction 後の経路探索 

Xの受容体は G タンパク質共役受容体の Gαi/o

と結合することが知られているので、Xは Xの

受容体を介して Src/Ras/Raf/MEK/ERK 経路を

活性化するすることが予想されたので、リン酸

化 ERK の活性化を western blot で検証した。 

 

Ⅲ. 結 果 

1) ヒトにおける c-MYC-X経路の検証 

snRNA-seqでは、マウスと同様に、ヒトのサン

プルでも心不全患者の CF には不均一性を認

め、健常者と比較して CF のうち c-MYCを発現

している細胞の割合は心不全で増加した。ま

た、smFISHと免疫染色にて c-MYC-X陽性 CF

を確認したところ、心不全の心臓では有意に c-

MYC-X陽性 CFの割合が多かった（図①）。 

 

2) 心臓線維芽細胞において c-Myc を発現する

上流機序探索 

まず、我々は心臓線維芽細胞を遠心する

図① smFISH による健常者の心臓組織と心不全患者の心臓組

織における c-MYC-X 陽性心臓線維芽細胞の割合評価 
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-
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Y
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) 
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（Spin）、低張液（50%HBSS）または水

（Water）で培養することによってメカニカル

ストレスを与えたが、下図②の通り、c-Mycの

発現は controlの CF に比べて有意な上昇は認め

られなかった。 

 

次に、酸化ストレスを与えるために H2O2 

0.6mM を（データなし）、神経体液性因子によ

る影響をみるために AngⅡ 5uM, ET-1 1uMを

CFに添加したところ、下図③の通り、いずれ

の条件でも有意に c-Mycの発現は上昇しなかっ

た。 

 

最後に、炎症に関与する細胞が分泌するサイト

カインのうち線維芽細胞に作用しうるものとし

て TNF-α、TGF-β、PDGF、IL-4、IL-6、IL-13

を CFに添加したところ、下図④の通り、IL-4

のみ有意に c-Mycの発現を上昇させることがわ

かった。 

 

3) 心臓線維芽細胞と心筋細胞の間での

interaction 後の経路探索 

新生仔ラットの初代培養心筋細胞に Xを添加し

24時間後にタンパク質を回収したサンプルと、

Xと共に Xの受容体の中和抗体を添加し 24 時

間後にタンパク質を回収したサンプルを用いて

western blotを行った。結果は、下図⑤の通

り、X によって pERK の活性化が起こり、Xの

受容体の中和抗体でその活性化が抑制されるこ

とを確認した。 

 

 

 

 

Ⅳ．考 察 

ここまでの研究によって、心臓への負荷に反応

して心臓線維芽細胞で c-Myc の発現が上昇する

結果、発現上昇し分泌された Xが心筋細胞の X

の受容体に作用して心不全が惹起される。c-

Myc の発現上昇の原因としては、何らかの細胞

が分泌する IL-4の可能性が考えられた。 

これまで心不全の研究では、心筋細胞に着目

して研究が行われることが多かったが、このよ

うに不全心では心筋細胞だけではなく、線維芽

細胞などの非心筋細胞も相互作用しながら心不

全の病態に関与していることが示唆された。 

今後は、心不全時に IL-4 を分泌している細胞を

図② 心臓線維芽細胞における c-Myc の発現変化 

図④ 心臓線維芽細胞における c-Myc の発現変化 

図⑤ 心筋細胞に X及び X+X 受容体中和抗体を添加した際

の p-ERK/ERK/GAPDH の発現変化 

図③ 心臓線維芽細胞における c-Myc の発現変化 
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同定するとともに、抑制することによって IL-4

の心不全における役割を解明していく予定であ

る。 

 

Ⅴ．結 論 

IL−4 に刺激を契機として、c-Myc-X経路を介し

て心臓線維芽細胞と心筋細胞は相互作用し、心

筋細胞内で ERK の活性化が起こり心不全が進

行することが示唆された。 
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心筋細胞の 4 倍体化を忠実に再現する 

iPS 細胞心筋症モデルの開発 

   公益財団法人東京都医学総合研究所 再生医療プロジェクト・プロジェクトリーダー 

 宮岡 佑一郎 

Ⅰ．緒 言 

ヒト iPS細胞由来心筋細胞（iPS-CM）は、従来の

マウスなどの実験動物モデルと異なり、ヒト細胞に

より心筋症を再現できる点で極めて有用である 1。特

に、ゲノム編集により遺伝子改変した iPS-CMは、

遺伝性心筋症発症の詳細な分子機序の解析を可能に

した。しかしながら、一般的に iPS-CMは未熟であ

ることが、iPS細胞心筋症モデルにおいて常に課題

である。iPS-CMは胎児期の心筋細胞に近く、成人

になってから発症する心筋症を再現できるかについ

ては、常に議論の対象となっている。生体における

心筋細胞の成熟過程においては、思春期に入る頃

に、細胞分裂を伴わないDNA複製を介して、２倍

体から４倍体へと染色体数が倍加することが大きな

転換点である。成人の心筋細胞は、実にその80%以

上が４倍体以上に多倍体化している 2。しかし、通常

の iPS-CMは約10%しか４倍体化せず、生体の心筋

細胞を全く再現できていない。真に心筋症を iPS細

胞を用いてモデルするには、生体の心筋細胞の染色

体数を再現する必要があると考えられる。しかしこ

れまで、小分子やサイトカインの添加など、様々な

手法で iPS-CMの成熟度を高める試みがなされてき

たが、倍数性を増加させるほどの成熟を促すことは

できていない 3。 

 そこで申請者は、２倍体 iPS細胞同士の融合によ

り、４倍体 iPS細胞を樹立してから心筋細胞へと分

化誘導を行うことで、４倍体 iPS-CMを得ることに

世界で初めて成功した（国際特許申請済み

PCT/JP2024/080141）。本研究では、この４倍体

iPS-CMがより忠実に成人の心筋細胞を再現し、心

筋症モデルとして優れていることを全世界に示すこ

とを目的とした。４倍体 iPS-CMの有用性を明らか

にすることで、心筋症の発症機序解析技術を革新す

るとともに、創薬スクリーニングへの活用も促し、

治療薬開発にも貢献したい。 

Ⅱ．対象・方法 

（１）健常者由来 iPS細胞同士の融合により樹立され

た４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の成熟度評価 

 健常日本人男性由来 iPS細胞（WTC11）4の融合に

より４倍体 iPS 細胞を樹立した。この４倍体 iPS 細

胞から分化させた心筋細胞について、２倍体 iPS細胞

由来心筋細胞との比較を下記の通り実施して、その成

熟度を評価した。まず、CardioExcyte 96 (Nanion 

Technologies)を用いて、心筋細胞の電気抵抗値を測定

し、収縮力、収縮速度、心拍数を評価した。次に、カ

リウムチャネル阻害効果が知られている抗アレルギ

ー薬であるTerfenadineを、900 nMまで濃度を調整

しながら培地に添加し、電気抵抗値を測定することで

心筋細胞の薬剤に対する抵抗性を評価した。 

（２）RBM20 R636S ヘテロ点変異を持つ iPS 細胞

同士の融合による４倍体 iPS細胞の樹立 

 ゲノム編集によって、拡張型心筋症の原因である

RBM20 R636S点変異をヘテロで導入済みのWTC11 

iPS細胞 5同士を融合し、RBM20 R636S変異をヘテ

ロで有する４倍体 iPS 細胞株を、下記の通り樹立し

た。まず、RBM20 R636S ヘテロ変異２倍体 iPS 細

胞に、レンチウイルスベクターを用いて Puromycin

耐性遺伝子と Blasticidin 耐性遺伝子を、それぞれ導

入した株を樹立した。次に両細胞株を、センダイウイ

ルス粒子を用いて融合し、Puromycin と Blasticidin

の二重薬剤選択を行い、RBM20 R636Sヘテロ変異４

倍体 iPS細胞を樹立した。 

Ⅲ．結 果 

（１）４倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、２倍体 iPS細

胞由来心筋細胞よりも収縮力が向上していた 

 通常の２倍体 iPS細胞であるWTC11と、WTC11

同士を融合して樹立した４倍体 iPS細胞を、それぞれ

心筋細胞へと分化誘導し、その電気抵抗値を測定した。

その結果、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の方が、より
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電気抵抗値の変化量が大きく、またその状態がより長

期間にわたって持続されることが明らかとなった（図

１A, B）。生体心筋細胞も成熟に伴って収縮力が向上

するため、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の方がより成

熟しているという、期待通りの結果が得られた。 

 

図1. ２倍体および４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の電気抵抗値 

（A）２倍体 iPS細胞由来心筋細胞（2N-iPS-CMs）と４倍体 iPS細

胞由来心筋細胞（4N-iPS-CMs）の電気抵抗値の時間変化。細胞を電

気抵抗値測定用プレートに播種してから、７日後の典型的な波形。

4N-iPS-CMs の方が、電気抵抗値の振幅が大きく、より強い収縮力

を持つことが明らかとなった。（B）電気抵抗値の細胞播種後の経時

変化。播種後６日目までは、２倍体および４倍体 iPS 細胞由来心筋

細胞の間で有意な差はないが、播種後７日後から４倍体 iPS 細胞由

来心筋細胞の方が、より強い収縮力を維持することが明らかとなっ

た (NS: not significant, P>0.05; **P<0.01 determined by Student’s 

t-test, n=15 for 2N-iPS-CMs, n=11 for 4N-iPS-CMs)。 

 

（２）４倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、２倍体 iPS細

胞由来心筋細胞よりも収縮速度が向上していた 

 次に、電気抵抗値の収縮に伴う変化の速度を計算し

たところ、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の方が、２倍

体 iPS細胞由来心筋細胞よりも、有意に速い収縮を示

すことが明らかとなった。その傾向は、細胞を電気抵

抗値測定用プレートに播種後５日目から観察され、そ

の後も維持された（図２A）。一方で、弛緩速度につい

ては２倍体および４倍体 iPS 細胞由来心筋細胞の間

で有意な差は観察されなかった（図２B）。その結果、

両者の電気抵抗値の波形を重ね合わせると、異なる形

状となることが明確に示された（図２C）。これは、４

倍体 iPS細胞由来心筋細胞が、より成熟した心筋細胞

としての特徴を示すことを端的に表している。 

 

図２. iPS細胞由来心筋細胞の収縮・弛緩速度 

（A）２倍体 iPS細胞由来心筋細胞（2N-iPS-CMs）と４倍体 iPS細

胞由来心筋細胞（4N-iPS-CMs）の収縮速度。細胞を電気抵抗値測定

用プレートに播種してから、１４日間収縮速度を電気抵抗値変化か

ら測定した。4N-iPS-CMs の方が、より速く収縮することが明らか

となった。（B）２倍体 iPS細胞由来心筋細胞（2N-iPS-CMs）と４

倍体 iPS細胞由来心筋細胞（4N-iPS-CMs）の弛緩速度。両者の間で

弛緩速度にはほとんど有意な差がないことが明らかとなった (NS: 

not significant, P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 

****P<0.0001, *****P<0.00001) determined by Student’s t-test, 

n=15 for 2N-iPS-CMs, n=11 for 4N-iPS-CMs for both A and B)。(C) 

２倍体 iPS細胞由来心筋細胞（2N-iPS-CMs、黒）と４倍体 iPS細

胞由来心筋細胞（4N-iPS-CMs、赤）の典型的な電抵抗値波形の重ね

合わせ。収縮力と収縮速度の相違により、異なる波形となった。 

 

（３）４倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、２倍体 iPS細

胞由来心筋細胞と比較して、より強い心毒性に対する

対抗性を示した 

心筋細胞は、成熟とともに心毒性を持つ薬剤などに

より強い抵抗性を示す 6。また、iPS 細胞由来心筋細

胞を創薬に活用するためには、心毒性を持つ薬剤に対
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する反応性は非常に重要な特性となる。そこで、２倍

体および４倍体 iPS細胞由来心筋細胞に、カリウムチ

ャネル阻害効果を持つ Terfenadine を異なる濃度で

添加し、電気抵抗値測定によって拍動に対する影響を

評価した。 

その結果、２倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、500 nM

のTerfenadine添加により、拍動を完全に停止したが、

４倍体 iPS 細胞由来心筋細胞は、900 nM の

Terfenadine存在下でも拍動を維持することが明らか

となった（図３）。この結果は、心毒性への抵抗性とい

う観点でも、期待した通りに４倍体 iPS細胞由来心筋

細胞の方が、より成熟した特性を持つことを示してい

る。 

 

図３. iPS細胞由来心筋細胞の心毒性に対する抵抗性評価 

２倍体 iPS細胞由来心筋細胞（2N-iPS-CMs）と４倍体 iPS細胞由

来心筋細胞（4N-iPS-CMs）のTerfenadine添加に対する拍動の反応

性評価。Terfenadine 添加前の電気抵抗値の振幅を１として、

100~900 nMのTerfenadineを添加後３０分までに振幅がどの程度

減弱するかを fold-change で示す。２倍体 iPS細胞由来心筋細胞で

は、500, 900 nM Terfenadine添加で拍動が完全に停止した。一方で

４倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、900 nM Terfenadine存在下でも拍

動を維持した。典型的な１例を２倍体および４倍体 iPS細胞由来心

筋細胞のそれぞれに示すが、独立して実施した他の２例ずつについ

ても同様の結果が得られた。 

 

（４）RBM20 R636Sヘテロ変異を持つ４倍体 iPS

細胞の樹立と心筋細胞への分化誘導に成功した 

 上記の通り従来の２倍体 iPS 細胞由来心筋細胞よ

りも成熟した特徴を示す４倍体 iPS 細胞由来心筋細

胞を、ゲノム編集 iPS細胞に活用して、遺伝性心筋症

モデルとして活用するために、RBM20 R636Sヘテロ

点変異を持つ２倍体 iPS細胞 5の融合を実施した。そ

の結果、期待通りにR636S変異をヘテロで有する４

倍体WTC11 iPS 細胞の樹立に成功した（図４）。さ

らに、樹立した４倍体 iPS 細胞を、Wnt シグナルを

小分子で調整する一般的な分化誘導プロトコル 7で心

筋細胞に分化させたところ、拍動する心筋細胞を得る

ことができた。現在、分化誘導プロトコルの最適化を

進めている。 

 

図４. RBM20 R636Sヘテロ変異4倍体 iPS細胞の樹立 

(A) フローサイトメトリーによるDNA量の比較。通常の２倍体 iPS
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細胞（WTC11 2N iPS Cells）と、樹立済みの４倍体 iPS細胞（WTC11 

4N iPS Cells）を比較対象として、RBM20 R636S変異をヘテロで

持つ４倍体 iPS細胞（RBM20 R636S Het 4N iPS Cells）のDNA

量を比較した。その結果、RBM20 R636S変異をヘテロで持つ４倍

体 WTC11 細胞が樹立できたことが確認できた。(B) 単離した４倍

体RBM20 R636S Het 4N iPS細胞の標的領域のSanger sequensing

の結果。確かに、CからAの点変異がヘテロで導入されていた。 

 

Ⅳ．考 察 

期待した通り、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞は、２

倍体 iPS細胞由来心筋細胞よりも強く、速い収縮を示

し、より成熟した特徴を持っていた。本研究開始前に

実施済みであった RNAseq による網羅的な遺伝子発

現解析から、サルコメア関連遺伝子やイオンチャネル

遺伝子の発現を２倍体および４倍体 iPS 細胞由来心

筋細胞の間で比較したが、明瞭な差は認めることがで

きなかった。それにも拘らず、このように収縮様式に

明確な差が生じたことは予想外であった。既に観察し

ているミトコンドリア量の増加によって、収縮に必要

なATPが４倍体 iPS細胞由来心筋細胞においてより

多く供給されていることが原因の１つである可能性

が考えられる。別の可能性として、mRNA レベルで

は発現に有意な差が認められなくとも、タンパク質レ

ベルでは、サルコメア関連遺伝子やイオンチャネル遺

伝子の発現量が変化している可能性も考えらえる。し

たがって、現在定量的かつ網羅的な質量分析により、

２倍体および４倍体 iPS 細胞由来心筋細胞において

発現するタンパク質の解析を進めている。この解析に

よって、観察された倍数性に依存した収縮の様式の変

化が生じる機構を明らかにしていきたい。 

収縮様式の相違に加えて、Terfenadineに対する抵

抗性に、２倍体および４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の

間で差が認められた。生体心筋細胞の特性から期待さ

れた通り、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の方が、成熟

した心筋細胞の特徴であるより強い抵抗性を示した。

現在のところ、この抵抗性の相違が生じる分子機構も

明らかとはなっていない。上記の通り、RNAseqの結

果からは、イオンチャネルなどのmRNAレベルの発

現には倍数性による相違が認められない。今後実施す

る質量分析によるタンパク質レベルの発現解析によ

り、４倍体 iPS細胞由来心筋細胞の抵抗性を生み出す

分子機構を明らかにしたい。 

また、遺伝性拡張型心筋症の４倍体 iPS細胞由来心

筋細胞モデルを作製するために、RBM20 R636S点変

異を持つ 2 倍体 iPS 細胞同士を融合し、４倍体 iPS

細胞の樹立に成功した。現在は、この４倍体 iPS細胞

の心筋細胞分化を進めている。RBM20 R636Sヘテロ

変異４倍体 iPS 細胞由来心筋細胞が作製できた段階

で、RBM20 R636S ヘテロ変異２倍体 iPS 細胞由来

心筋細胞の表現型との比較を行う。具体的には、

RNAseq による遺伝子発現様式およびスプライシン

グ様式の比較、本研究で実施したものと同様の電気抵

抗値の測定による収縮様式の比較、さらに

Terfenadineなどの心毒性を持つ薬剤への抵抗性の比

較などを実施する。これらの解析を通して、４倍体

iPS細胞の樹立とその心筋細胞分化によって、従来の

２倍体 iPS細胞由来心筋細胞に比較して、より忠実に

生体心臓を再現する優れた疾患モデルが作製できる

ことを示したい。 

 

Ⅴ．結 論 

細胞融合により樹立した４倍体 iPS 細胞から分化

させた心筋細胞は、従来の２倍体 iPS細胞由来心筋細

胞よりも成熟した心筋細胞としての特徴を示した。ゲ

ノム編集により心疾患の原因となる変異を導入した

iPS細胞から４倍体 iPS細胞を樹立し、心筋細胞を作

製することによって、これまでにない、生体をより忠

実に反映する疾患モデルが確立できると期待される。 
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GPR68に着目した新規心不全治療薬シーズの導出 
―CryoEM を活用した電子レベルの分子機構解析を目指して― 

 

 

 

 

九州大学大学院薬学研究院 薬物動態学分野 助教 

 吉田 優哉 
 

 

Ⅰ．緒 言 

G protein-coupled receptor 68 (GPR68)は近年、

酸性条件および圧力 (せん断応力)で活性化するこ

とが解明した G タンパク質共役型受容体である 

(1,2)。生理機能への関与は長らく不明であったが、

我々は単球に発現する GPR68 が慢性腎臓病 

(CKD)性心不全の悪化に寄与すること、およびこの

受容体の機能抑制がCKD 性心不全の予後を改善す

ることを明らかにした (3)。特に心臓は常に拍動し

圧力が大きく変化する臓器であるため、単球GPR68

が圧力を介して心不全全般に大きく寄与している可

能性がある。しかしながらGPR68 には生理リガン

ドが存在しないことが示唆されており (1,2)、

GPR68 の明確な分子活性化機構は解明されていな

い。一方、我々は以前の研究において、GPR68 依

存的な炎症を阻害する化合物ホモハリントニン 

(HHT)を同定た (4)。しかしながら HHT の心不全

全般への効果、およびその詳細な作用様式は殆ど未

知である。そこで本研究では①HHT の心不全への

効果、②HHTの作用様式の解析、③HHTの構造最

適化、3 点について検討を行った。本報告書では各

項目の進捗状況を述べる。 

 

Ⅱ．対象・方法 

実験動物 

実験には自由摂食摂水、明暗周期条件下 (明期 

7:00-19:00) で飼育した ICR 雄性野生型 (WT) マ

ウスを用いた。 

 

CKDモデルマウスの作製 

ICR雄性マウスについて、7週齢時に左腎2/3摘出、

8週齢時に右腎全摘出を行い、その後 8週間飼育し

た16週齢マウスをCKDモデルマウス (5/6Nxマウ

ス) として使用した。 

 

肺高血圧症性心不全モデルマウスの作製 

ICR 雄性マウスについて、7 週齢時より 5 週間、

10%酸素条件下にて飼育したマウスを肺高血圧症モ

デルマウスとして使用した。 

 

タンパク質の精製とクライオ電子顕微鏡 

(Cryo-EM)データ取得 

HEK293 細胞で発現させた FLAG-GPR68 タン

パク質は FLAG タグのアフィニティ精製およびӒ

KTA pure TM micro (Cytiva) を用いたゲルろ過クロ

マトグラフィーにて精製した。データ取得には九州

大学グリーンファルマ構造解析センターが所有する

K3検出器 (Gatan)とCRYO ARM 200 (JEOL)を用

いた。 

 

Ⅲ．結 果 

CKDモデルマウスに対するHHTの効果 

5/6Nx マウスに対し、飲水中に溶解させた HHT

を0.4μmol/kg/dayにて6週間投与を行った。その

結果、溶媒投与群では認められた心臓の線維化、左

心駆出率の低下、および僧帽弁 E/A 比の低下が、

HHT投与群では有意に抑制された (図1)。 

 

21



 図1  CKDモデルマウス (5/6Nx)にHHTを投与した際の

左心駆出率 (LVEF)および僧帽弁E/A比 (E/A ratio)。n=6, **;P < 

0.01. 

 

肺高血圧症性心不全モデルマウスに対するHHTの

効果 

10%酸素飼育マウスに対し、飲水中に溶解させた

HHTを0.4μmol/kg/dayにて6週間投与を行った。

その結果、CKD モデルマウスと同様に、溶媒投与

群では認められた心臓の線維化、左心駆出率の低下、

および僧帽弁E/A比の上昇が、HHT投与群では有

意に抑制された (図2)。 

 

 図 2  肺高血圧症モデルマウス (Hypoxia)に HHT を投与

した際の左心駆出率 (LVEF)および僧帽弁E/A比 (E/A ratio)。n=6, 

**; P < 0.01, *; P < 0.05. 

 

HHTの構造最適化に関する検討 

HHTの構造最適化にあたり、まず、HHTの代謝

物が薬効を有するか否かを検討した。RAW264.7へ

の曝露実験を実施した結果、いずれの代謝物も

GPR68 阻害活性を有していないことが示唆された 

(図3)。そこで現在、生体内でエステラーゼ等による

代謝を受けない誘導体の開発を進行中である。 

 
 図 3  HHT および代謝物を RAW264.7 に曝露した際の

GPR68活性。化学発光によるGPR68活性の評価は以前の報告 (4)

と同様に行った。n=3. 

 

HHTの作用様式解析に関する検討 

HHTの作用様式解析にあたり、GPR68がどのよ

うにして圧力 (せん断応力)を感知しているかを構

造レベルで解析することを試みることとした。クラ

イオ電子顕微鏡に用いるための高純度のGPR68 タ

ンパク質を精製するため、HEK293 細胞に

FLAG-GPR68 を発現する Tet-On システムを構築

した。この細胞からFLAGによるアフィニティー精

製とゲルろ過クロマトグラフィーにより、高純度の

GPR68 タンパク質の生成に成功した。圧力感知時

の電子密度解析を解析する手法および詳細な現在の

状況については進行中のため割愛させて頂くが、解

析に必要な試料の精製が鋭意進行中である。 

 

Ⅳ．考 察 

GPR68阻害剤であるHHTがCKDのみでなく肺

高血圧症に対しても効果を示したことから、GPR68

が肺高血圧症の病態にも深く関与していることが示

唆された。そこで現在、GPR68 と肺高血圧症との

関係についてより詳細な解析を進行中である。また、

HHTの代謝物を用いた検討により、GPR68阻害に

必要なセファロタキサン骨格上の置換基のいくつか

が判明したと考えられる。加えて現在進行中の

GPR68の構造解析が進めば、HHTの構造最適化に

必要なツールが揃う見込みである。  

 

Ⅴ．結 論 

本研究助成により、GPR68 阻害剤として開発し

たHHTの心不全に対する有効性を示すことが出来

た。加えて、HHTの構造最適化のためのCryo-EM

によるGPR68 構造解析に必要な各種試料の調整が

進行した。頂いた助成によって得られたこれらの成

果を基に、画期的な心不全治療薬の導出を実現する

予定である。 
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