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研究成果の概要（和文）：本邦では末期腎不全になり透析にいたる可能性が高い慢性腎臓病（CKD）の患者が増えてい
る。現在までに腎機能を保護する薬剤はない。申請者は腎不全患者の血中メタボローム解析を行いエリスロポエチン（
Epo）産生促進作用のある物質を発見した。そこでその化合物誘導体ライブラリーを合成しEpo産生能を指標にスクリー
ニングしたところ数種類の物質にEpo産生促進作用、細胞内ATP増加作用があることを見いだし特許出願を行った。そこ
で本研究では我々の開発した新規化合物群を用いてこの薬物のin vitroでの細胞保護作用と各種動物腎症モデルに投与
して化合物新たな腎臓病治療薬としての可能性を検討することを目的とする。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease (CKD) is a global health problem that carries a 
substantial risk for cardiovascular disease and death.
We recently found that several indole-derivatives increased ATP levels in cells by screening of 41 newly 
synthesized indole derivatives. Among those compounds, we focused on the most potent indole derivative #5 
(Mitochonic acid 5；MA-5) (Suzuki T et al. Tohoku journal Exp Med ;236:225-232:2015). The aim of this 
study was to clarify the effects of MA-5 in kidney injury to prevent CKD.

研究分野：腎臓内科
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１．研究開始当初の背景 
本邦では末期腎不全になり透析にいたる	
 
可能性が高い慢性腎臓病（CKD）の患者が
増えており、透析にかかる費用は１兆５	
 
千億円を越え今後更に増加してゆく。また
腎機能の悪化とともに腎性貧血が起こり	
 	
 
エリスロポエチン(Epo)製剤が使用される
が薬価は高く医療費を押し上げている。	
 
現在までに腎機能を保護する薬剤は降圧剤
である ACEi/ARB 以外上市されていない。
また腎性貧血に対する治療薬剤も注射薬で
ある Epo製剤以外はない。 
 
２．研究の目的 
申請者は腎不全患者の血中に 100種類以上
ある尿毒症物質のメタボローム解析を行い、
その中から Epo産生促進作用のある物質
を発見した（JASN2009, HTN Res2010, 
CEN2011, JSAN2013）。 
 
そこでその化合物をリード化合物として	
 
岡山理科大と共同で化合物ライブラリーを
合成し、その中の代表化合物41種類をさら
にEpo産生能を指標にスクリーニングした
ところ数種類の物質にEpo産生促進作用と
細胞内ATP増加作用があることを見いだし
特許出願を行った（特願2012-258027：エリ
スロポエチン産生を促す化合物群、特願
2013-209539腎機能障害の予防又は改善剤）。	
  
一般に細胞内の ATP の増加は細胞ストレ
ス増加に惹起された可能性が考えられるが、
細胞増殖アッセイ等から本剤は細胞毒性が
無いこと、ミトコンドリア機能低下状態で
も細胞の生存率を上げる事が確認された。
さらに LC/MS/MS を用いた血中濃度測定系
を立ち上げ経口投与したところこれらの	
 
新規の化合物は有効血中濃度が確認された。 
そこで脳虚血・再灌流マウスに経口投与し
たところ、血中 Epo 濃度が上昇し脳内の	
 
虚血巣面積の減少が確認され、またミトコ
ンドリアストレスが解除された。従って
我々の合成した新規化合物群はミトコンド
リアを介して臓器保護作用を有している	
 
可能性が示唆された。そこで本研究では
我々の開発した新規化合物群を用いてこの
薬物の in vitroでの腎細胞保護作用と各種動
物腎症モデルに投与して化合物新たな腎臓
病治療薬としての可能性を検討する事を	
 
目的とした。 
 
３．研究の方法 
そこで本研究は新規化合物の腎保護作用を
メインに以下の検討を行なった。	
 

• ヒト腎臓Epo産生 REPC細胞を用いて
Epo	
 mRNA の増加・培地中 Epo 濃度の
増加を確認する。	
 

• 腎不全動物は主にラットのため、	
 
本化合物をラットに投与し腎臓での
Epo 増加効果を再確認する。	
 

• マイクロアレー・リガンド結合ビー
ズを用いた結合蛋白質の網羅的探索

を通して化合物の作用機序、シグナ
ル伝達経路、解毒遺伝子（Cyp や解毒
酵素）の誘導の有無の検討を行う。	
 

• 糸球体・尿細管細胞に病因とされる
負荷（高血糖、低酸素、酸化・小胞
体ストレス、尿毒素、シスプラチン、
造影剤）を与え化合物による生存率、
増殖率、修復能改善を検討する。	
 

• 虚血・再灌流による急性腎不全ラッ
トに化合物を投与し尿細管を主体	
 
とした病理所見と腎機能の比較検討
を行う。	
 

• 動物に投与された化合物の血中、	
 
組 織 中 濃 度を測定するために
LC/MS/MS を用いて精密測定系を開発
する。	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 申請者は腎不全患者の血中尿毒症物質
110 種類の中から	
 エリスロポエチン産生
促進作用のある物質を見つけ、その物質を
ヒット化合物として岡山理科大と共同で	
 
化合物ライブラリーを作成した。そのうち
代表例４１種類をスクリーニングしたとこ
ろ数種類がエリスロポエチン産生促進作用
と細胞の生存率を上げ ATP を増加させるこ
とを見いだした。これら化合物をミトコ
ンドリア病患者の皮膚線維芽細胞
に曝露し生存率を検討したところ
化 合 物 #2,4,5 は 生 存 率 を 有 意 に	
 
上昇させ、細胞内 ATP 濃度を上昇	
 
さ せ るとともに腎不全マウスの腎
機能を改善させた。その作用機序は
EPI-743 とは異なりミトコンドリア	
 
結 合 蛋白質を介した新規作用機序
であった。	
 
	
 
	
 細胞内の ATP の増加は細胞ストレス	
 
増加に惹起された可能性が考えられるが、
細胞増殖アッセイ等から本剤は	
 細胞毒性
が無いこと、ミトコンドリア機能低下状態
でも細胞の生存率を上げること及びシスプ
ラチン等の薬剤による	
 腎毒性を軽減させ
る効果がある事が確認された。さらに
LC/MS/MS を用いた血中濃度測定系を立ち
上げ経口投与したところこれらの新規の	
 
化合物は有効血中濃度が確認された。 

 
 



	
 そこで脳虚血・再灌流マウスに経口投与	
 
したところ、血中 Epo濃度が上昇し脳内の
虚血巣面積（下図の白矢印部分）の減少が
確認され、またミトコンドリアストレスが
解除。従って我々の合成した新規化合物群
はミトコンドリアを介して臓器保護作用を
有している可能性が示唆された。  

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
ヒト腎臓由来細胞HK-2はATCCから入手し、
DMEM/F12 培地に 10％牛胎児血清とペニシ
リン・ストレプトマイシンを添加して培養
した。HK-2 細胞を９６穴プレートに５００
０個/ウエルでまいて一晩静置した。コント
ロールを除いた全ての培地にはシスプラチ
ン 30 µM（入っており、更に各ウエルに化
合物を10	
 mMから 0.03mMまで希釈して添加
して更に２４時間５％Co2、３７度でインキ
ュベートした。その後生細胞の割合を同仁
化学研究所の Cell	
 counting	
 kit	
 (W8)を用
いて測定した。	
 
その結果、化合物は 0.03µM から 10µM まで
の濃度でシスプラチンによる細胞死を有意
に抑制した。このことは化合物は薬物によ
る腎毒性を解除する働きがあると考えられ
た。また我々はすでに本薬剤が脳虚血モデル、
急性腎不全モデルや側索硬化症モデル、アト
ピー性皮膚炎モデル動物で臓器障害が回復
することも確認、特許申請の中に含めており
本化合物の用途の裾野は広いと考えられた。	
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