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研究成果の概要（和文）：ATP産生と同時に酸化ストレスを産生するミトコンドリアの機能異常によるミトコン
ドリア病は確立した治療法のない難病である。我々はミトコンドリア病患者細胞でATP産生を増加させて酸化ス
トレスを減少し、細胞の生存率を改善するミトコンドリア特異的機能改善薬 MA-5を開発した。MA-5はミトコン
ドリアの構造と機能維持するミトコンドリア内膜蛋白質のMitofilinと結合してATP合成酵素の重合化を促進する
ことでATP増加と酸化ストレス減少効果を発揮し、ミトコンドリア病マウスの寿命を延長しと心臓と腎臓のミト
コンドリア機能を改善しと急性腎障害モデルマウスで腎障害を改善した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial dysfunction causes various mitochondrial diseases, kidney　
injuries and cardiomyopathy. Intracellular ATP depletion and the increasing mitochondria-derived　
reactive oxygen species (mitROS) are considered as major pathophysiologic mechanisms of disease　
progression in mitochondrial abnormalities. Recently we reported mitochondria homing drug, 
mitochonic acid-5 (MA-5) increased intracellular ATP, decreased mitochondrial ROS and improved cell 
survivals of fibroblasts from mitochondrial disease patients by binding mitochondrial protein 
Mitofilin and promoting oligomelization of ATP synthases .MA-5  improved mitochondrial respiratory 
function in kidney and heart of mitochondrial disease model mice (mitomice).MA-5 also improved the 
renal function and tubular cell injuries in murine renal ischemia reperfusion,cisplatin induced 
nephropathy and contrast medium induced nephropathy models.

研究分野： 腎臓内科

キーワード： ミトコンドリア　ミトフィリン　酸化ストレス　ミトコンドリア病　急性腎障害　慢性腎臓病

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ATP産生と同時に酸化ストレスを発生するミトコンドリアの異常は難治性疾患のミトコンドリア病だけでなく、
大量のエネルギーを必要とする臓器の難治性疾患であるであるパーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、心不全・
心筋症、慢性腎臓病・急性腎障害の原因ともなる。申請者らが開発した新規ミトコンドリア病治療薬MA-5はミト
コンドリア病患者細胞の生存率を改善し、細胞内ATPを増加しながも、酸化ストレスは減少させ、ミトコンドリ
ア病モデルマウスの心臓と腎臓のミトコンドリア機能を改善して寿命を延長し、マウスの虚血、抗癌剤、造影剤
による急性腎障害を改善するため、より広い難治性疾患の治療薬となる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 急性腎障害(AKI)の発症と慢性腎臓病(CKD)の進行は末期腎不全/透析導入の原因となり、 
心血管疾患の高率な合併により患者の高い死亡率と高額な医療費が世界的な課題である。 
AKI は腎臓の虚血や腎毒性物質により惹起される急性尿細管障害が主要な病態であるが、 
有効な治療法は確立されていない。AKI と CKD では尿細管障害によるアポトーシス誘導と細胞
脱落・細胞萎縮や機能障害により機能的尿細管喪失を介して腎機能が低下する。  
 多様な輸送と代謝を担う尿細管上皮は活発なミトコンドリア代謝に依存しており AKI におい
てはミトコンドリア機能傷害はミトコンドリア由来 ROS(mtROS)蓄積とアポトーシスシグナルに
より尿細管細胞死を起こす。糖尿病性腎症に代表される CKD に置いても尿細管のミトコンドリ
ア機能低化と不良ミトコンドリアの蓄積が尿細管萎縮・脱落や慢性炎症による尿細管間質線維
化が進行して、それらがさらに CKD 進行を促進する悪循環を形成する。 
 糸球体濾過の選択的バリア機能を担う糸球体上皮細胞(podocyte)も豊富なミトコンドリアで
ATP を産生してその特殊な細胞構造と機能を維持する。 
 さらに治療抵抗性ネフローゼ症候群患者にミトコンドリアでの生体エネルギー産生(ATP 合
成)の過程で行われる酸化的リン酸化(OXPHOS)の電子担体である Coenzyme Q の合成酵素の変異
が多数報告されている(PDDS2, COQ2, COQ6, ADCK4, Int J Biochem Cell Biol; 45:2109, 2013)。
ミトコンドリア DNA (mtDNA)の変異(A3243G,tRNALEUmut) を持つミトコンドリア病の MELAS でも
尿細管障害(Fanconi 症候群)や糸球体上皮細胞障害と治療抵抗性ネフローゼを伴う巣状糸球体
硬化症(FSGS)などの腎疾患が合併する(Nat Rev Nephrol;12:267,2016)。 
 
(2) 我々はミトコンドリア内膜の蛋白質 mitofilin に結合することで高いミトコドリア特異性を
持ち、ATP 合成酵素の重合化を促進してミトコンドリア病患者細胞のミトコンドリアにおい
て、mtROS を減少させながら ATP 産生を増加させて細胞の生存率を改善する新規のミトコンド
リア特異的機能改善薬 MA-5 を開発した(図 1. 図 2.図 3,図 4  Suzuki T.Tohoku J Exp 
Med ;236 :225-232:2015.2015. Suzuki T. J Am Soc nephrol; 27 :1925-1932,2016. Matushashi T. 
EBioMedicine ;20:27-38, 2017.)  

 

 
 

 
 



MA-5 は虚血再灌流腎症と抗癌剤の 
シスプラチンによるシスプラチン腎症の 
２つ異なる AKI モデルでも腎機能と 
急性尿細管壊死の改善を認めた 
(図 5 Suzuki T. J Am Soc Nephrol/ 2016)。 
さらにミトコンドリア病マウス(Mitomice, ミト
コンドリア病/MELAS の mtDNA 変異) 
への長期投与でも心臓と腎臓の 
ミトコンドリア呼吸機能を改善し短命な 
モデルマウスの寿命延長効果を認めた 
(図 6. Suzuki T. J Am Soc Nephrol/ 2016) 
 
(3)MA-5 は mtROS を減少させながら細胞内 ATP 
産生を維持し、ミトコンドリア機能異常によるア
ポトーシス・細胞死を抑制することから、ミトコ
ンドリア機能障害が主要な 
原因・傷害機序となる、AKI（腎虚血やシスプラ
チンなどの薬剤性腎障害による急性尿細管障害）
や糸球体上皮細胞障害によるネフローゼ症候群や
FSGS、及び CKD 進行に対して有効な新規ミトコン
ドリア特異的腎疾患治療薬となる可能性があった
(図 1)。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はミトコンドリア機能異常症に対する新規のミトコンドリア特異的治療薬
MA-5 により、ミトコンドリア機能異常を伴う腎疾患の新規治療法を確立することである。 
 
３．研究の方法 
 
(1)培養細胞モデル 
 グルタチオン合成酵素阻害薬の(L-buthionine-(S,R)-sulfoximine：BSO)による酸化ストレス
誘導細胞死モデルはミトコンドリア病モデルとして治療薬のスクリーニングに用られ、 
これまでミトコンドリア病患者細胞での MA-5 治療効果を検討してきた。 
正常人及び FSGS 患者由来の糸球体上皮細胞株：HUPECs(Human Urine derived Podocyte-like 
Epithelial Cells)(Am J Physiol;298:F557,2010)を NIDDK/NIH の Dr.Kopp JB より供与されて
おり、BSO や尿毒素のインドキシル硫酸による酸化ストレス/ミトコンドリア障害誘導モデル 
での検討を行う。 
 ヒト尿細管上皮由来 HK2 細胞は造影剤やシスプラチンの添加でミトコンドリア機能障害と 
酸化ストレスによる細胞障害を起こす薬剤性腎障害の培養細胞モデルとして使用する。 
 MA-5 の細胞保護効果の検討は生存率(WST-8 assay)、細胞傷害(LDH 活性 assay)、 
細胞内 ATP 定量、細胞質 ROS とミトコンドリア ROS の測定、培養液中 GDF-15 測定 
（ミトコンドリア病のバイオマーカー)で評価する。 
 ミトコンドリア呼吸機能の改善効果は細胞外フラックスアナライザー(Seahorse)を用いて 
好気的ミトコンドリア呼吸と解糖系呼吸(嫌気的非ミトコンドリア呼吸)を計測して評価する。 
 ミトコンドリア患者培養細胞や培養細胞疾患モデルの障害ミトコンドリアで認められる 
形態や Mitochondrial Dynamics の異常に対する MA-5 の治療効果は、MitRed 染色用いた 
高解像度共焦点蛍光顕微鏡によるミトコンドリア形態（面積、ネットワーク構造）の定量評価、
Time Laps による経時的動態変化(Mitochondrial dynamics)の定量評価、電顕標本での 
超微細形態の定量評価などにより検討する。 
 
(2) 疾患動物モデル  
 MA-5 による腎保護効果の評価をマウス虚血再潅流モデル、シスプラチンモデル、 
mitDNA 欠損モデル(Mitomice:ミトコンドリア病モデルマウス)、造影剤腎症モデルで行い 
各種腎疾患での有効性と in vivo でのメカニズムの検討を行う。 
造影剤腎症モデルは急性モデルでの初期検討で MA-5 の保護効果を確認しており、 
今後は造影剤連日投与による CKD モデルの検討と予防を目的とした投与法/量の検討を行う。

高血圧性腎傷害・心不全でも虚血とミトコンドリア機能障害が認められるため、疾患モデルと 



して DOCA-Salt 高血圧マウスモデルでの検討を行う(Curr Hypertens Rep;19:32,2017)。 
 臓器障害保護効果の評価として腎臓は腎機能(BUN,Cr)、組織評価(PAS, EM 染色による細胞 
壊死、線維化評価と AKI マーカーの KIM-1 染色)、尿細管上皮再生は細胞周期マーカーKi67 の 
免疫染色、糸球体上皮(Podocyte)の評価は podocin, nephrin, WT-1 などの糸球体上皮細胞の 
分化マーカーで行う。尿中バイオマーカーとして尿アルブミンと尿中 NGAL(AKI マーカー)を 
用いる。 
疾患モデルの臓器ミトコンドリア機能障害に対する治療効果は、心腎組織ミトコンドリア 
呼吸能：チトクロム C Oxidase 活性染色(C-IV の酵素活性)、心臓・腎臓組織中 ATP 定量、 
電顕によるミトコンドリア形態(クリスタ構造の定量評価)を行う。 

 疾患モデルで MA-5 が改善するミトコンドリア機能の機序を明らかとするため、
1)Mitohondrial Dynamics を制御する fission (Drp1)と fusion(Mnf2,Opa1)の遺伝子/蛋白質 
発現、2)mitochondrial biogenesis をつかさどる転写因子 PGC1α,SIRT1,NRF1,Tfam の遺伝子/ 
蛋白質発現、3)Mitophagy は LC3-I, LC3-II,p62 の Western blot を評価する。 
 
４．研究成果 
 
(1)急性腎障害モデルとミトコンドリア病モデル 
MA-5 はミトコンドリア内膜の蛋白質 mitofilin に結合することで高いミトコドリア特異性を 
持ち、ATP 合成酵素の重合化を促進してミトコンドリア病患者細胞のミトコンドリアにおい
て、ミトコンドリア ROS を減少させながら ATP 産生を増加させて細胞の生存率を改善する(図
3,図 4, Suzuki T. Tohoku J Exp Med(TJEM); 236 :225-232,2015, Suzuki T. J Am Soc 
Nephrol(JASN); 27:1925-1932,2016)。 
MA-5 は AKI モデルであるマウス虚血再灌流モデルとシスプラチン腎症モデルでも、 
50mg/kg 体重/日の経口投与で腎機能(血清 CR,BUN)と急性尿細管壊死(ATN)の改善を認め 
(図 5. Suzuki T. JASN 2016)、ミトコンドリア病マウス(Mitomice,ミトコンドリア病/MELAS

のミトコンドリア DNA 変異)への長期投与でも心臓と腎臓のミトコンドリア呼吸機能を改善し 
短命なモデルマウスの寿命延長効果を認めた(図 6. Suzuki T. JASN 2016) 

 
(2)MA-5 のミトコドリア膜局在 
ミトコンドリアは内膜と外膜の二重膜構造を持ち、内膜がくびれてクリスタ構造を形成し、 
クリスタ構造の根元の部分が crista junctions (CJs)である。酸化的リン酸化の駆動力となる
内膜を介したプロトン濃度勾配を作り出す呼吸鎖電子伝達系蛋白質複合体 Complex(C)Ⅰ〜Ⅳと
ATP 合成酵素(ATP synthase,C-Ⅴ)、ATP/ADP キャリアーなどの ATP 合成蛋白質群がクリスタに
集積することで効率的に ATP が合成される(図 2)。 
 
 電子伝達系から発生する mtROS は抗酸化 
システム(SOD2,GSH,UCP2 など)で除去され 
CJs は電子担体のチトクロム Cをクリスタ内に隔
離することで 電子伝達を促進し、チトクロム C の
細胞質漏出による apoptosis signal を防ぐ。この
ため、ATP 合成酵素の重合化は 
ATP 合成蛋白質群の集約による協奏効果と 
クリスタの維持により ATP 産生を促進して 
細胞を生存させる(図 3,図 7)。 
我々は MA-5 がミトコンドリ内膜クリスタ構造の
crista junctions(CJs) に 存 在 す る MINOS 
(mitochondrial inner membrane organizing system)の構成蛋白質でミトコンドリアの機能と
形態維持に必須の蛋白質である mitofilin に 
結合することをMA-5結合ビーズによる結合蛋白質の単離/解析とmitofilin組換え蛋白質とMA-
5 との結合実験で明らかとした。さらに MA-5 がミトコンドリア内膜に局在することを、MA-5 
蛍光標識体による培養細胞の共焦点蛍光顕微鏡観察で確認した(Suzuki T. JASN 2016)。 
 
(3)ミトコンドリア形態異常の改善 
ミトコンドリア患者培養細胞ではミトコンドリアは細断化して正常なミトコンドリアの形態や
Dynamics を失うことでも機能障害を来す。申請者らは MA-5 の投与により、ミトコンドリア病
患者細胞のミトコンドリア細断化と Dynamics の異常が改善することを電子顕微鏡と高解像度 
共焦点蛍光顕微鏡の Time laps で定量的に評価して報告した (EBioMedicine 2017) 
 
(4) ATP 合成酵素重合化による ATP 合成促進作用 



ミトコンドリアでの ATP 合成酵素の活性と蛋白質相互作用への MA-5 作用を明らかとするため、
ウシ心臓からの単離ミトコンドリアを用いて、蛋白質を変性させずにその重合体や酵素活性を
評価できる電気泳動法である Blue-Native-PAGE 法と Clear-Native- -PAGE 法を用いた検討を
行った。 
MA-5 添加によりミトコンドリア内膜に存在する ATP 合成酵素はその単量体の重合化が促進され
て、２量体から多量体が増加し、ATP 合成活性が増加することが明らかとなった。  
（図 7. Matsuhashi T, Suzuki T. EBioMedicine;20: 27-38, 2017） 
 
(5)造影剤性腎症 
臨床での X線造影検査で用いられる造影剤の 
副作用とし起こる造影剤腎症は最も頻度の高い 
薬剤性腎障害の１つであるが、その治療法は確立 
されていない。 
造影剤投与後の腎虚血と尿細管上皮細胞への 
直接毒性があり、ミトコンドリア障害がその 
病態機序にあるとされている。 
まず、ヒト尿細管上皮由来培養細胞 HK-2 に臨床で
用いられる低浸透圧・非イオン性の代表な 
造影剤、Iohexol, iopamidol の細胞障害作用を 
評価するため、浸透圧コントロールとしての
mannitol, 現在は副作用頻度が高いため使用され
ない高浸透圧性造影剤の diatorizoate を比較対照
として、実際に検査時に尿細管暴露される濃度に 
相当濃度で各造影剤を培地に添加後 24 時間の 
細胞生存率(WST-8 活性)と細胞膜障害(LDH 活性)で
評価したところ、いずれの造影剤も有意な細胞障害
を示した。これに MA-5 10μM濃度を同時に添加 
すると有意な細胞保護効果を示した（図 8）。 
そこで動物モデル実験として臨床で用いられる造

影剤の Iohexol を 2g iode/kg 体重で静注投与した 
片腎摘マウスの急性造影剤腎症モデルに MA-5 を

50mg/kg 体重/日で経口投与してから 24 時間の評価
では、腎機能と尿細管病理所見の改善傾向と尿中 AKI
マーカーの NGAL の有意な減少を認めた(図 9)。 
次に慢性期の造影剤腎症による腎障害のモデルと
して 10 週齢以降に高脂肪食を開始して 72 週齢まで
60 週以上の長期高脂肪食付加により高度の病的 
肥満(体重 45-50g)と耐糖能異常を発症した 

高齢マウスを用いてさらに片腎摘を施行後、 
10 日後に造影剤の Iohexol を 3g iode/kg/日で 
5 日間連続腹腔投与するモデルを作製した。 
MA-5 は 50mg/kg 体重/日もしくは溶媒の滅菌水を 
造影剤投与開始と同時に 1日 1回 5 日間連続で 
投与した。その結果、急性モデルと比較しても 
著明な腎機能悪化と尿中 N-GAL 上昇を呈し、 
MA-5 投与はこれらの腎障害を改善した（図 10）。 
 
  以上の研究成果から我々新規のミトコンドリア特異的な機能改善薬 MA-5 が虚血再灌流、 
シスプラチン腎症、造影剤腎症などの腎障害 
モデルに有効であることを示した。 
今後は DOAC-SALT 高血圧モデルなどの高血圧性腎症・心不全モデルとネフローゼモデルへの有
効性の検証が課題である（図 11）。 
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