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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、ATP産生制御因子G0S2のタンパク質分解を阻害することでATP産生を
増強させる化合物、ATP合成酵素活性化剤を同定した。本化合物の作用機序およびミトコンドリア病の治療薬と
しての妥当性を検証した。本化合物がG0S2の1か所のアミノ酸に共有結合することを明らかにし、その分解阻害
機序の一端を解明した。ミトコンドリア病患者細胞にG0S2が発現することを見出し、ミトコンドリア病への治療
介入の可能性を見出した。構造展開によりin vivo投与可能な化合物の開発に成功し、今後は患者細胞での本化
合物による治療効果および既に保有・飼育中の動物モデルへの投与を進めていく。

研究成果の概要（英文）：We identified a compound that enhances ATP production by inhibiting the 
protein degradation of the ATP production regulator G0S2. In this study, we verified the mechanism 
of action of this compound and its validity as a therapeutic agent for mitochondrial diseases. We 
found that the compound covalently binds to one amino acid within G0S2, and partly elucidated the 
mechanism of inhibition of its degradation. We confirmed that G0S2 is expressed in cells derived 
from patients of mitochondrial diseases and raised the possibility of therapeutic intervention for 
mitochondrial diseases. We have succeeded in developing a compound that can be administered in vivo 
by structural optimization, and will proceed with the therapeutic effects of this compound in 
patient-derived cells and administration to animal models that we already possess and are breeding.

研究分野：分子心臓学

キーワード： ミトコンドリア病　ATP　タンパク質分解　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア病は、ミトコンドリアATP合成の低下により細胞死を引き起こし様々な臓器機能の低下を引き起
こす希少疾患である。ミトコンドリア病の本質的な治療薬は未だ開発されていない。本研究で明らかにしたATP
合成酵素活性化剤は、直接的に細胞内ATPを増産できる点において、画期的なミトコンドリア病の治療薬開発に
つながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) ミトコンドリア病に対する革新的治療薬の必要性 
ミトコンドリア病は、ミトコンドリア ATP合成の低下によるエネルギーバランス不全によ
り細胞死を引き起こし様々な臓器機能の低下を引き起こす希少疾患である。現行のミトコ
ンドリア病の治療は症状に応じたエネルギー消費の制限やビタミン剤の投与など対症療法
のみであり、酸化的リン酸化（OXPHOS）活性を直接的に上昇させるミトコンドリア病の
本質的な治療薬は未だ開発されていない。一方で、OXPHOSの活性化はミトコンドリア病
の病態を改善させることが報告されており（Cell Metab. 2008, 8, 249–256, Cell Metab. 
2011, 14, 80–90）、ATP 合成を増強させる薬剤の開発は革新的な治療薬になることが期待
される。 

 
(2) ATP産生制御因子 G0S2の同定と分解制御機構 
我々は心筋細胞におけるエネルギー
代謝の重要性を考え、蛍光プローブ
を用いた生細胞および生体における
ATP濃度測定系を開発した。この開
発を通じて、低酸素に応答して発現
誘導され、ATP合成酵素と結合して
ATP 産生を増加させることにより
細胞保護的に働くタンパク質 G0S2
の同定に成功した（Kioka H, Kato H 
et al. PNAS 2014, 111, 273-278）。
また、G0S2 の短いタンパク質寿命
に着目し、G0S2 タンパク質分解に
関わる新規因子や新規化合物のスク
リーニングを発案し、ハイコンテントイメージング装置を用いた細胞ベースのハイスルー
プットスクリーニング系を構築した。このスクリーニング系を利用して、G0S2タンパクの
分解に寄与する E3 リガーゼをスクリーニングし、新たな G0S2 特異的 E3 複合体として
RNF126・Bag6を同定した（図 1, Kamikubo K, Kato H, et al., JBC 2019, 294, 14562–
14573） 
 

(3) G0S2タンパク質安定化による ATP合成酵素活性化剤の開発 
G0S2の低酸素における ATP合成酵素活性化と細胞保護的役割は、虚血性心疾患における
治療戦略になり得ると考え、先述のスクリーニング系を利用して G0S2 のタンパク質分解
を阻害する化合物のスクリーニングを実施し、心筋細胞の ATP産生能を増強する複数のヒ
ット化合物の同定に成功した。また細胞ベースのスクリーニングで同定したヒット化合物
が G0S2に直接的に結合することも明らかにした。 

 
２．研究の目的 
これまでに得られたATP合成酵素活性化剤によるG0S2の安定化とATP産生の増強効果は、
OXPHOS 機能が障害されるミトコンドリア病の新たな治療薬の開発につながることが期待
される。本研究では、ATP合成酵素活性化剤による G0S2 タンパク質安定化メカニズムの解
明を目指すとともに、G0S2の安定化がミトコンドリア病患者細胞の機能を改善させるかを検
討し、ATP 合成酵素活性化剤の新規ミトコンドリア病治療薬としての妥当性を検証すること
を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) ATP合成酵素活性化剤の G0S2タンパク質特異的分解阻害メカニズムの解明 

G0S2 が RNF126・BAG6 複合体によって分解されること、その分解を阻害する化合物は
G0S2に直接的に結合することを明らかにした。そこで、以下 2点について検討する。 
(1)-1 質量分析によって G0S2-化合物の結合部位を探索し、同定したのちに変異体を用いて
詳細な検討を行う。 
(1)-2 G0S2を分解する E3複合体の分子特異的な選別機構は未だ明らかではない。そこで、
我々が特異的な結合タンパク質を同定する技術として開発してきた部位特異的細胞内光ク
ロスリンク法を用いて、G0S2特異的な分解メカニズムに関わる因子の同定を進め、ヒット
化合物と G0S2との結合に及ぼす影響についても検討する。 

 
 
 

図 1 G0S2タンパク質の分解メカニズム 



(2) ミトコンドリア病患者細胞における G0S2の介入の可能性検証 
種々のミトコンドリア病患者細胞（線維芽細胞、筋芽細胞）における G0S2 の発現を検討
し、これらの細胞への G0S2の導入により、酸素消費量や ATP産生量が改善できるかを検
討する。 
 

(3) in vivo投与を目指した ATP合成酵素活性化剤の最適化 
ヒット化合物は確かに ATP産生を増強するが、物性・薬物動態が不十分であることが分か
っている。そこでヒット化合物の合成展開およびその活性評価を行い、溶解度、薬物動態を
改善し動物に投与できる物性化合物を同定する。 
 

(4) ミトコンドリア病患者細胞における ATP合成酵素活性化剤の薬効評価 
(2)で検討した知見をもとに、ヒット化合物および項目(3)で得られる化合物をミトコンドリ
ア患者細胞に処理し、酸素消費量や ATP産生量、細胞生存率などを検討する。 

 
４．研究成果 
(1) ATP合成酵素活性化剤の G0S2タンパク質特異的分解阻害メカニズムの解明 

(1)-1化合物の G0S2への結合部位同定 
ATP産生増強化合物の G0S2タンパク質への結合部位を同定する目的でリコンビナントタ
ンパク質の精製を行った。293T 細胞に FLAG-HA タグ付き G0S2 を発現させたのち化合
物を添加して 4時間後に細胞を回収し、FLAG-HA-G0S2タンパク質を精製した。この精製
物をトリプシン分解し質量分析（LC-MS/MS）を行うことで、化合物が修飾されているアミ
ノ酸を同定した。その結果 1 か所の進化上保存されているアミノ酸のみに共有結合してい
ることが明らかとなった。次に、その結合部位のアミノ酸を置換した変異体 G0S2 を心筋
細胞にレンチウイルスを用いて導入し、化合物を添加したところ、野生型と異なり、変異体
は化合物投与下でも分解阻害による G0S2 タンパク質の蓄積を認めなかった。これらのこ
とから、研究代表者が同定した新規ヒット化合物は G0S2 の１か所のアミノ酸に共有結合
することで、タンパク質分解から免れていることが示唆された。 
 
(1)-2 部位特異的光クロスリンク法を用いた G0S2特異的分解メカニズムの解明 
大阪大学薬学研究科・樋野展正講師との共同研究により開発した部位特異的光クロスリン
ク法を用いて、G0S2に結合する新規タンパク質を探索し、G0S2の分解メカニズムの解明
を試みた。クロスリンクによって G0S2に共有結合し、SDS-PAGE上での分子量シフトを
認めた複数の候補バンドを切り出して質量分析を実施した。その結果 G0S2 の新規結合タ
ンパク質 Xを同定することに成功した。タンパク質 Xは既に BAG6と結合することが報告
されていたが、siRNAを用いたノックダウン実験により G0S2タンパク質の分解阻害を認
めた。このことからタンパク質 Xが G0S2特異的分解の分子機序としての役割を持つこと
が示唆された。 

 
(2) ミトコンドリア病患者細胞における G0S2の介入の可能性検証 
種々のミトコンドリア病患者細胞（線維芽細胞、筋芽細胞）および健常者から樹立した細胞
を用いて、内因性 G0S2の発現をWestern Blotおよび RT-qPCR法にて検討した。その結
果線維芽細胞では正常、患者問わず発現が全く見られなかった。一方で筋芽細胞ではいくつ
かの患者細胞で G0S2の発現を認めた。G0S2の遺伝子導入は現在も検討中である。 

 
(3) in vivo投与を目指した ATP合成酵素活性化剤の最適化 

BINDSの協力によりヒット化合物の合成展開による物性改善を進め、これまで約 100化合
物の新規合成と活性評価を終え、複数の高活性を示す化合物を得た。化合物は脂溶性・タン
パク質結合率が高いものの、最適な溶媒を見出し、マウスでの良好な薬物動態を明らかにし
た。ミトコンドリア病モデルマウスの前段階として、野生型マウスでの化合物の薬効を検討
した。野生型マウスに化合物を複数濃度で腹腔内投与し、心臓抽出サンプルのWesternブ
ロットで G0S2 タンパク質の上昇を確認し投与化合物の G0S2 タンパク質分解阻害効果を
明らかにした。 

 
以上より、G0S2 の分解阻害により ATP 産生を促進する化合物は、G0S2 の 1 か所のアミノ酸
に共有結合することを明らかにし、その分解機序の一端を解明した。ミトコンドリア病患者細胞
に G0S2が発現することを見出し、ミトコンドリア病への治療介入の可能性を見出した。構造展
開により in vivo投与可能な化合物の開発に成功しており、今後は患者細胞での本化合物による
治療効果および既に保有・飼育中の動物モデルへの投与を進めていく。 
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