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略語 
〈英語〉アルファベット順 
ATP (adenosine triphosphate) 
BSO (L-buthionine-(S,R)-sulfoximine) 
CNS (central nervous system) 
CoQ10 (Coenzyme Q10)  
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
DMSO (dimethyl sulfoxide) 
ED (Erectile Dysfunction) 
ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) 
ETC (electron transport chain) 
FBS (fetal bovine serum) 
FDA (Food and Drug Administration) 
GCS (γ-glutamylcysteine synthetase) 
GDF-15 (growth differentiation factor 15) 
GSH (glutathione) 
GSSG (glutathione-S-S-glutathione) 
LHON (Leber’s hereditary optic neuropathy) 
LS (Leigh Syndrome) 
mTOR (mammalian target of rapamycin) 
MELAS (myopathy encephalopathy lactic acidosis and stroke-like episodes) 
MERRF (myoclonic epilepsy and ragged red fibers) 
mt DNA (mitochondrial DNA) 
NADP (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 
OCR (oxygen consumption rate) 
PD (Parkinson’s Disease) 
ROS (reactive oxygen species) 
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1. はじめに	
	

	 ミトコンドリアは、細胞の活性酸素（reactive oxygen species; ROS）や adenosine 

triphosphate（ATP）産生あるいはアポトーシスの制御誘導といった細胞エネルギー

代謝において重要な役割を果たす細胞内小器官である (1,2)。ミトコンドリア病はミ

トコンドリア DNAあるいは核 DNAの変異によって起こるミトコンドリア電子伝達

系（Electron transport chain; ETC）やミトコンドリア遺伝子の転写・複製あるいは複

製・維持・分裂等の機能不全から生じる疾患の総称で、小児では最も多い遺伝性代

謝性疾患であり 500人に 1人の頻度で発症する  (1-4)。ミトコンドリア病の臨床病

型は多様であり、Leigh脳症（Leigh syndrome; LS）、ミトコンドリア脳筋症・乳酸ア

シドーシス・脳卒中様発作症候群（myopathy encephalopathy lactic acidosis and stroke-

like episodes; MELAS）、myoclonic epilepsy and ragged red fibers (MERRF)、Pearson’s 

syndrome、Kearns-Sayre syndrome、レーバー遺伝性視神経炎（Leber’s hereditary optic 

neuropathy; LHON）などがある (1,5) 。その中でも LSおよびMELASは小児ミトコ

ンドリア病の約 60%を占め、小児領域における二大病型とみなされている (6)。 

	 LSは、基底核や脳幹の左右対称性の壊死性変化を特徴とする遺伝性神経変性疾患

である。約 80%が 2歳以内に筋緊張低下や精神運動発達遅滞などの中枢神経症状を

発症する。進行性に精神運動発達退行やてんかん、脳幹病変に起因する眼球運動障

害や嚥下障害、呼吸障害などを認め、しばしば感染などを契機に急速な進行を示す 

(7,8)。MELASは脳卒中様発作、けいれんや認知障害を伴う脳症、高乳酸血症や筋病

理での赤色ぼろ線維（ragged red fibers）を特徴とする疾患で、約 70%が 20歳以下で

発症し、精神運動発達退行やてんかんのみならず、感音性難聴や低身長、心機能障

害、糖尿病などを合併することもある。MELASの約 80%の症例がミトコンドリア
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DNA（mitochondrial DNA; mtDNA）の m.3243A>G変異により引き起こされるが、他

の mtDNA変異や POLG1変異などの核 DNA変異も報告されている (9-11)。しかし

ながら、LS、MELASをはじめとするミトコンドリア病では、いずれも根本的な治

療方法が確立していない。 

	 ミトコンドリアの機能障害では酸化ストレスの増加や ATP産生の障害が起こり、

これにより細胞のアポトーシスが引き起こされる。このため、酸化ストレス時にお

ける活性酸素や有害代謝物の除去や好気性 ATP産生を担う電子伝達鎖機能/呼吸鎖複

合体活性の向上は、ミトコンドリア病の主な治療戦略となる (12)。ミトコンドリア

の治療薬として承認されている薬剤としては、補酵素 Q10の類縁体であるイデベノ

ンが、LHONに対する治療薬として欧州において認可されているのみである (13)。

このため、ミトコンドリア病に対する有効な治療薬が切望されている。 

	 最近の薬剤開発研究では、既に承認され臨床の場である疾患に使用されている薬

剤を対象と、ドラッグリポジショニングにつながる新しい生物学的活性や標的分子

の発見、または新規作用機序の発見により別の疾患に有効な薬物効果を見つけ出す

研究手法が盛んに行われている (14)。ミトコンドリア病では全臓器が罹患対象とな

りうるが、脳や筋のようにエネルギーを大量に必要とする臓器は、ATP産生不全と

酸化ストレスの増加に特に感受性が強い (5,15)。LSやMELASでは特に、進行性か

つ不可逆性の中枢神経（central nervous system; CNS）症状が予後と強く関係してい

る (5)。このため、我々はスクリーニングの対象薬剤として、Prestwick Chemical 

Library (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)から、脳血液関門を通過することのできる

275種の薬剤を含む CNS薬剤ライブラリを選択した。Prestwick Chemical Library

は、アメリカ食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）により臨床での使
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用が認可された薬剤およそ 1200を含む薬剤ライブラリで、多くの研究でドラッグリ

ポジショニングの候補薬剤を探索するために使用されている (16-18)。また、ミトコ

ンドリアは全ての細胞にあり全身性疾患であることから、患者皮膚由来の線維芽細

胞も疾患の病態生理学的な特徴を保持しているため、ex vivoモデルの薬剤探索にお

いて有用なサンプルと考えられる (19,20)。 

	 以上の背景から、本研究では、ミトコンドリア病の中でも小児領域で頻度の高い

LSとMELAS患者の皮膚線維芽細胞を用いて、既存の CNS薬剤ライブラリからの

新規ミトコンドリア病治療薬の検索を第一主題とし、更に抽出された治療候補薬に

関して、そのミトコンドリアに対する作用の確認や作用機序の検索をすることを第

二主題とした（図 1）。 

 
（図 1）研究概略図 
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2. 対象と方法 

2.1	 対象 

1) ミトコンドリア病患者の皮膚線維芽細胞樹立 

a) 対象患者とコントロール	  

	 対象としたミトコンドリア病患者は、自治医科大学付属病院小児科および関連病

院の通院患者とし、LSおよびMELASの症例選択は臨床症状や生化学検査所見およ

び病原性遺伝子変異が確認された症例とした。検体の採取に関しては自治医科大学

附属病院の倫理委員会により承認されており、全ての患者家族からインフォームド

コンセントを得た（自治医科大学遺伝子解析研究	 第遺 18―変 07）。 

	 以下の実験は 4例のミトコンドリア病患者を対象として、ミトコンドリア遺伝子

変異による LS患者の症例 1（LSND3、m.10158 T>C (p.S34P)、ND3）、核遺伝子変異

による LS患者の症例 2（LSNDUFA1、c.55 C>T (p.P19S) 、NDUFA1）、ミトコンドリア

遺伝子変異によるMELAS患者 2例の症例 3（MELAStRNA-Leu、m.3243 A>G、tRNA-

Leu）と症例 4（MELAStRNA-Trp、m.5541 C>T、tRNA-Trp）からそれぞれ樹立した皮

膚線維芽細胞を使用した（表 1）。また、対照の皮膚線維芽細胞として、Promo Cell

社から購入した健常皮膚線維芽細胞（#C-12300, GmbH, Heidelberg, Germany）を使用

した。LS患者 2例の ND3、NDUFA1はいずれも呼吸鎖複合体Ⅰのサブユニットの

構成蛋白であり、変異により複合体 Iの活性低下を引き起こすことが知られている

（図 2）。MELAS患者の m.3243 A>G変異はMELAS患者の約 80%に認める最も多く

みられる変異であり、tRNALeuのタウリン修飾の障害が病態と関わるとされる(21)。

また我々が対象としたミトコンドリア病患者 4症例のうち、症例 1（LSND3）、症例 2

（LSNDUFA1）、症例 4（MELAStRNA-Trp）はそれぞれ症例報告されている (22-24)。 
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症例 Cell ID 疾患 
年齢 
(歳)  

遺伝子変異 蛋白 変異率 (%) 

1 LSND3 LS 0 m.10158 T>C, 
p (S34P) ND3 90 

2 LSNDUFA1 LS 5 c.55 C>T, 
p(P19S) NDUFA1 100%  

(X linked) 

3 MELAStRNA-Leu MELAS 14 m.3243 A>G (tRNA-Leu) 21 

4 MELAStRNA-Trp MELAS 23 m. 5541 C>T (tRNA-Trp) 49 

 
（表 1）ミトコンドリア病患者の線維芽細胞 

線維芽細胞は、LSおよびMELAS患者から樹立された。 患者の年齢、遺伝子変
異、タンパク質、突然変異率などの特徴を表に示す。全ての線維芽細胞は 15継
代未満で使用した。ミトコンドリア遺伝子変異を有する各症例のヘテロプラス

ミー率は変異領域の Deep sequencingによって変異率を分析した。 
 

（図 2）呼吸鎖の全体像 
LS患者の ND3、NDUFA1はいずれも呼吸鎖複合体Ⅰのサブユニットの構成蛋白
であり、変異により複合体 Iの活性低下を引き起こす。MELAS患者の m.3243 
A>G変異はMELAS患者の約 80%が有する最も多くみられる変異である。 

 

b) 細胞培養 

	 患者由来の皮膚線維芽細胞は、非動化した 10% (v/v) FBS (fetal bovine serum) と

100 units/mlペニシリンおよび 100µg/ml ストレプトマイシンを加えた DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 培地 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を

使用し、5% CO2下、37℃で培養した。培養細胞の継代数は Passage 5〜15の細胞を

使用した。 
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2) 薬剤ライブラリ 

	 LSまたはMELASは中枢神経系において主要な症状が発現する。そこで、血液脳

関門を通過し得ることが知られている市販の薬剤ライブラリである Prestwick 

Chemical Library Ver.16; 中枢神経作動薬（PerkinElmer, Waltham, MA, USA）を使用し

た。この薬剤ライブラリは、275個の公知の薬剤を含む。ライブラリのすべての化

合物（粉末）は、DMSOに溶解し、使用時まで−20℃で保存した。 

 

2.2	 方法 

2.2.1 薬剤スクリーニング 

	 ミトコンドリアの機能障害を有する個体では、正常な個体と比較して、酸化スト

レスに対して脆弱であることが報告されている (19)。そこで、各患者の皮膚線維芽

細胞に酸化ストレスを付与してアポトーシスを誘導した条件下で、各細胞に薬剤ラ

イブラリの対象薬剤を投与する一次スクリーニングを実施した。次いで、一次スク

リーニングで選抜された治療薬候補薬剤を用いて、ミトコンドリア機能の評価試験

による二次スクリーニングを実施した。さらに有望な候補薬剤に関しては、マイク

ロアレイ発現解析やバイオマーカー、細胞内の代謝物質等の in vitro評価試験を行っ

た。 

 

1) 酸化ストレス負荷試験（一次スクリーニング） 

	 酸化ストレス負荷試験は、L-ブチオニン-(S,R)-スルホキシミン（BSO）（Wako Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan）の添加によって細胞死を誘導した (25)。BSOは細

胞内における抗酸化物質であるグルタチオン（glutathione; GSH）の合成を阻害し

GSHを枯渇させることにより、細胞内の活性酸素の過剰を引き起こし細胞のアポト
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ーシスを誘導することが知られている（図 3）(19,26,27)。 

 

（図 3） グルタチオン代謝と BSO 
（A）通常の状態、（B）BSO使用時の代謝図を示す。BSOは GSH合成阻害によ
り H2O2を始めとする活性酸素の過剰産生を生じ、細胞のアポトーシスを引き起

こす。GCS: γ-glutamylcysteine synthetase, GSH: glutathione, GSSG: glutathione-S-S-
glutathione, BSO: L-buthionine-(S,R)-sulfoximine, NADP: nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate。 

 

酸化ストレス負荷試験の実験手順を図 3に示す。試験に用いる患者由来皮膚線維芽

細胞を、細胞培養用 96ウェルプレートに 5,000細胞 / ウェルおよび 100 µL培地 / 

ウェルの濃度になるよう播種し、炭酸ガスインキュベーター内で 37℃、5% CO2の

条件で 24時間培養した。培養 24時間後に、BSO非添加群、BSO添加群（最終濃度

100〜500 µM）、BSOおよび薬剤ライブラリの対象薬剤（最終濃度 1 µM）共添加群

の 3群に分け、添加 48時間後に生細胞率を測定した。生細胞率の測定には、生細胞

数測定試薬 SF（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を使用し、生成されたホルマザンの吸

光度を Benchmark Plusマイクロプレートリーダー（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）に

より測定し、BSO非添加群と比較解析した。BSO濃度は、BSO添加群（酸化ストレ

ス負荷群）の生細胞率が約 10-20%となるように、各細胞において 100〜500µMの範

囲で調整した。この生細胞率を BSO添加群（酸化ストレス負荷群）と比較した時の

生細胞率の向上を確認することにより、対照薬剤の酸化ストレスに対するミトコン

1
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ドリア機能障害の改善効果を評価した。 

 

 

(図 4) 酸化ストレス負荷試験のプロトコール 
BSOの添加によって細胞死を誘導した条件下で行い、実験行程で BSO非添加
群、BSOのみの添加群、BSOと対象薬剤の共添加群の 3グループに分け、48時
間後に、患者細胞の生細胞率を BSO添加群と比較し、生細胞率の向上を確認す
ることで改善効果を評価した。 

 

また、陽性コントロールとして、我々はイデベノン（最終濃度 1 µM）を使用した。

イデベノンはキノンに属するコエンザイム Q10（Coenzyme Q10; CoQ10）の類似体

で、親水性であることから CoQ10よりも幅広い臓器に分布することが可能な薬物特

性をもつ。抗酸化作用に加え、呼吸鎖複合体Ⅰを迂回し複合体Ⅲに直接電子を移す

ことによる電子伝達鎖機能の改善作用を有しており、複合体Ⅰ機能障害によるミト

コンドリア視神経症である LHONに対して有効性が示されている。ミトコンドリア

病に対する治療薬としては唯一、ヨーロッパにおいて 2015年 9月に LHON患者の

視機能維持薬として承認されており（Roxane○R、Santhera Pharmaceuticals社）、LHON

患者への使用が開始されている (13)。 
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2) ミトコンドリア機能の評価試験（二次スクリーニング） 	  

	 一次スクリーニングで得られた治療薬候補薬を対象とした二次スクリーニングと

して、ミトコンドリア病患者細胞に対象化合物を添加した際のミトコンドリア機能

の評価試験を行った。ミトコンドリア機能の評価試験は、細胞外フラックスアナラ

イザーである Seahorse XFe96（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を使用し

て実施した。細胞外フラックスアナライザーは、細胞の ATP合成時にミトコンドリ

アで使用される酸素消費速度（oxygen consumption rate; OCR）を測定することで、

生細胞においてミトコンドリア機能の評価を行うことができる。評価項目は、本ア

ッセイのミトコンドリア機能評価における主要な指標とされる Basal OCR、ATP-

linked OCR、Maximal OCRおよび Spare Capacityについて算出した (28,29)。測定時

には、ATP合成酵素阻害剤（オリゴマイシン、ロテノンおよびアンチマイシン A）、

および脱共役剤（カルボニルシアニド-p-トリフルオロメトキシフェニルヒドラゾン

（FCCP））を添加しながら継続的に測定することで、各評価指標を産出した（図

5）。試験の手順は、下記の通りである。試験に用いる細胞を、細胞培養用 96ウェル

プレートに、20,000細胞 / ウェルおよび 80 µL培地 / ウェルの濃度になるよう播種

し、炭酸ガスインキュベーター内で 37℃、5% CO2の条件で 24時間培養した。培養

24時間後に、候補薬（濃度 100 nM）または対照として 0.1%のジメチルスルホキシ

ド（dimethyl sulfoxide ; DMSO）をウェル中の細胞に添加し、次いで薬剤添加 20分

後にオリゴマイシン（濃度 2µM）を、薬剤添加 50分後に FCCP（濃度 2µM）を、薬

剤添加 80分後にロテノンおよびアンチマイシン A（濃度 0.5µM）を、順次添加し

て、OCRを経時的に測定し、化合物添加 24時間後における測定結果を解析した。 
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(図 5) 細胞外フラックスアナライザーを用いたミトコンドリア機能の評価   
細胞の ATP合成時にミトコンドリアで使用される酸素消費速度（OCR）を測定し
た。A; 評価項目、B; 細胞外フラックスアナライザー Seahorse XFe96を用い、C; 
ATP合成酵素阻害剤（オリゴマイシンおよびロテノン）、および脱共役剤
（FCCP））を添加しながら継続的に OCRを測定し、D; Basal OCR、ATP-linked 
OCR、Maximal OCRおよび Spare Capacityについて、添加薬剤と時間経過により
解析した。 
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3)	 細胞内の ROS産生と GSHレベルの分析 

	 治療薬候補薬を使用した際の LS患者の患者細胞（LSND3）における ROSとレドッ

クス代謝物への影響を調べるため、既報の方法を用いて ROSおよび GSHをそれぞ

れ測定した (27,30)。ROS測定には OxiSelect ROS Assay Kit（Cell Biolabs, San Diego, 

CA, USA）を使用した。測定時には細胞に対し Assay Kitに付属している H2O2

（1mM）による酸化ストレス処理を行い、DMSO（0.1%）または候補薬（10nM、

100nM、1µM）を添加した際の蛍光強度をマルチプレートリーダーARVO

（PerkinElmer, Waltham, MA, USA）により測定することで、ROS産生レベルを定量

的に評価した。GSHレベルの測定には GSH-GloTM Glutathione Assay kit （Promega, 

Madison, WI, USA）を使用した。測定時には BSO処理または非処理の状態で候補薬

（1µM）を使用した際の蛍光強度をマルチプレートリーダーARVOにより測定し、

GSHレベルを定量的に評価した。 

 

4)	 バイオマーカーの growth differentiation factor 15(GDF-15)測定 

	 GDF-15はミトコンドリア病患者の血液中で特異的に上昇することが知られている

蛋白で、ミトコンドリア病の診断や治療におけるバイオマーカーとして、その臨床

的有用性が報告されている (31)。加えて、BSOによる酸化ストレス負荷試験におい

てミトコンドリア病患者由来細胞の培養培地の GDF-15を測定しその変動を評価す

ることにより、化合物のミトコンドリア病に対する有効性を検討した報告もある 

(30)。我々は既報(30,31)と同様の手法を用い、Quantikine Human GDF-15 ELISA Kit

（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）を使用し、Enzyme-Linked Immuno Sorbent 

Assay（ELISA）法にて GDF-15レベルを測定した。検体は、酸化ストレス負荷試験

の際の LS患者の細胞（LSND3）の BSO非添加群、BSO添加群、BSOおよび候補薬
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の共添加群の 3群について、培養 48時間後の培養培地を測定に使用した。測定値は

内部標準の値を参照して算出し、酸化ストレスを負荷しない BSO非添加群の細胞の

培養培地の値を 100%として、それぞれ GDF-15の値を比較した。 

 

2.2.2	 候補薬により発現が変化した分子検索	  

1) 候補薬投与時の LS患者細胞の total RNA抽出 

	 LS患者細胞（LSND3）を播種して 24時間後に、BSOを添加して酸化ストレスを付

与した群と、BSO（200µM）および候補薬（最終濃度 1µM）を共添加した群を 2検

体ずつ作成した。炭酸ガスインキュベーター内で 37℃、5% CO2の条件で 48時間培

養した後に、細胞ペレットを作成し、RNeasy® Mini Kit（QIAGEN, Valencia, CA, 

USA）を用いて RNAを抽出した (32)。 

 

2) マイクロアレーを用いた RNA発現解析 

	 Low Input Quick Amp Labeling Kit（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）を使

用し、5.0ugの RNAに Cyanine-3（Cy3）でラベルを付与し cRNAを作成し、RNeasy 

column (QIAGEN, Valencia, CA, USA)により精製した。その後、Cy3ラベル化 cRNA

を 25ulの Agilent fragmentation bufferと 2x Agilent blocking agentの混合溶液内で 30

分、60℃で反応させ断片化した。そこに 25 ulの 2x Agilent hybridization bufferを加え

て、65℃で 17時間、SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K Microarray Ver3.0

（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）に断片化混合を交雑させた。交雑後に

GE Wash Bufferで洗浄し、8x60kアレイスライドの一色法で Agilent SureScan 

Microarray Scanner（G2600D）を使用してスライドをスキャンした。スキャン後の解

析は Feature Extractionソフトウェア・プログラム（バージョン 12.0.3.1 Agilent 
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Technologies、Santa Clara, CA, USA）を使用して行い、２群間の遺伝子発現比率を解

析した。 

 

3)	  Western blot analysis 

	 LS患者の皮膚線維芽細胞（LSND3）を用いて、BSO処理下で候補薬添加時と非添加

時の蛋白発現をウエスタンブロット法により評価した。患者細胞は播種して 24 時間

後に、BSO（200µM）を添加して酸化ストレスを付与した群と、BSOおよび候補薬（最

終濃度 1µM）を共添加した群を 2 検体ずつ作成した。炭酸ガスインキュベーター内

で 37℃、5% CO2の条件で 48時間培養した後に、PBSで洗浄後に TNEバッファ（20 

mM Tris-HCL [pH 7.4], 150 mM NaCl, and 1 mM EDTA [pH 7.4]）を用いて蛋白を抽出し

た。細胞溶解液は超音波破砕し、氷上で 5分静置した。その後、4 ºC、20,600 x gで

30分遠心分離し、上清の一部を用いて Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

で蛋白濃度を測定した。上清は、5x SDS サンプルバッファーと混合し、最終蛋白濃

度が 2 µg/µlとなるよう調整し、95 ºC 、3分で熱処理した。SDSポリアクリルアミド

ゲル電気泳動（SDS-PAGE）は、DRC ERICA MP 電気泳動槽（XV PANTERA MP 

SYSTEM; DRC CO. LTD., Tokyo, Japan）で行った。熱処理後の細胞溶解液は、各 well

に 10 µl （総蛋白量 20µg）を XV PANTERA MP Gel（ゲル濃度 10%）（丸幸商会、東

京、日本）にアプライし、300V、12分間の SDS-PAGE電気泳動を行い、その後 45V、

22 分間で PVDF メンブレンに蛋白転写した。蛋白転写後のメンブレンを用いて

immunoblot analysisを行った。メンブレンは、5%スキムミルク、0.1%Tween20を含む

PBS (PBST) で室温、1時間でブロッキングし、一次抗体として以下を用いた; anti-S6 

kinase (1:1000) (#2708; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、anti-phospho-S6 

kinase (#9234; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、mouse monoclonal anti-beta-
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actin (1:2000) (A1978; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)。一次抗体は 4 ºCで静置し一晩反

応させた。PBSTで 3回洗浄後、二次抗体は goat anti-rabbit IgG Horse Radish Peroxidase

（1:5000）（sc-2005; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）および anti-mouse 

IgG HRP（1:2000）（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を用いて室温、1

時間で反応させた。PBSTで 3回洗浄後、Hyper HRP Substrate（TAKARA BIO INC, Shiga, 

Japan）で 2分反応させ、ImageQuant LAS 4000で蛍光検出した。 

 

2.2.3 統計学的解析 

統計解析は、GraphPad Prismソフトウェアプログラム（バージョン 7.0、GraphPad 

Software Inc.、La Jolla、CA、USA）を用いて行った。 サンプル間の比較は、二群間

の比較についてはスチューデントの t検定を、多群間比較については One way 

ANOVA法用いて行った。結果は平均±標準偏差として表され、いずれの検定法につ

いても P < 0.05を有意差ありと判定し、* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001で示し

た。 
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3. 結果 

3.1酸化ストレス負荷試験 

3.1.1 酸化ストレス負荷時の正常細胞と患者由来細胞の生細胞率の比較 

正常細胞とミトコンドリア病患者由来皮膚線維芽細胞を用いて、酸化ストレス負

荷条件下での生細胞率を比較した結果を示す（図 6）。 

 
（図 6）正常細胞と患者由来細胞の生細胞率の比較 

A; コントロールの細胞に対して BSOによる酸化ストレス負荷をかけた際の生
細胞率。B; LSおよびMELAS患者由来の細胞に対して BSOによる酸化ストレ
ス負荷をかけた際の生細胞率。 

 

BSOにより酸化ストレス負荷を各細胞に付与した結果、正常細胞では BSOの濃度

によらず生細胞率はほぼ 100%を保った一方で、患者由来の皮膚線維芽細胞では

BSOの濃度が高くなるにつれ濃度依存性に生細胞率の低下がみられた。既報告のミ

トコンドリア病由来の皮膚線維芽細胞の酸化ストレスに対する脆弱性が本研究で用
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いた患者由来細胞においても見られた (19)。LS患者由来細胞と比べてMELAS患

者由来の皮膚線維芽細胞の方が、全体的に生細胞率が高かった理由としては、

MELAS患者ではヘテロプラスミーにより変異率が規定され（MELAStRNA-Leu：

21%、MELAStRNA-Trp：49%）、正常ミトコンドリアがある一定の割合で存在している

ことが要因の一つとして考えられた。以上の結果から、これらの細胞を用いた BSO

による酸化ストレス負荷下での薬剤スクリーニングが可能であると考えた。 

 

3.1.2 患者細胞を用いた酸化ストレス負荷試験による薬剤スクリーニング 

	 4系統の患者由来細胞で薬剤スクリーニングを行った結果を図 7に示す。それぞ

れ一番左のバーが BSO非添加群（酸化ストレスの負荷がない群）、二番目が BSO

のみの添加群（酸化ストレス負荷のある群）、三番目が BSOとイデベノンを添加し

た群で、以降は BSOと対象薬剤を共添加した際の生細胞率を示す。陽性コントロ

ールとして使用したイデベノンは、いずれの患者細胞に対しても酸化ストレスに対

する細胞保護効果を示した。このイデベノンと同等以上の生細胞率を示した薬剤を

「有効」と定義した。 
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（図 7）酸化ストレス負荷テストによる薬剤スクリーニング結果 

ミトコンドリア病患者 4例の皮膚線維芽細胞の生細胞存率アッセイの結果を示
す。上から Case 1; LSND3、Case 2; LSNDUFA1、 Case 3; MELAStRNA-Leu、Case 
4; MELAStRNA-Trpの結果を示す。それぞれ一番左のバーが BSO非添加群（酸化
ストレスの負荷がない群）、二番目が BSOのみの添加群（酸化ストレス負荷の
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ある群）、三番目が BSOとイデベノンを添加した群で、以降は BSOと対象薬剤
を共添加した際の生細胞率を示す。 
 

 

図 7に示す通り、スクリーニングの結果少なくとも 1例の患者細胞において有効と

判定された薬剤が計 12種類（#5: R(-) Apomorphine hydrochloride hemihydrate 

(Apomorphine), #38: Olanzapine, #49: Phenothiazine, #51: Perphenazine, #82: 

DO 897/99, #85: Promazine hydrochloride, #92: Methotrimeprazine maleate salt, 

#170: Trazodone hydrochloride, #200: Metergoline, #226: Ethopropazine 

hydrochloride (Ethopropazine), #252: (-)-Eseroline fumarate salt, #261: 

Perospirone）存在した。そのうちの 4種類の薬剤（#5: Apomorphine, #38: 

Olanzapine, #49: Phenothiazine, #226: Ethopropazine）は、全ての患者細胞にお

いてイデベノンよりも高い生細胞率を示していたことから、これらを一次スクリー

ニングにおける治療薬の候補薬とした。 

 

3.1.3 治療薬候補薬の 50%効果濃度の算出 

	 続いて、4種類の治療薬候補薬（#5: Apomorphine, #38: Olanzapine, #49: 

Phenothiazine, #226: Ethopropazine）についてそれぞれ 50%効果濃度（EC50）を

算出した（図 8）。 
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（図 8） 4種の候補薬剤の構造と EC50値 

これらの 4つの候補薬は、酸化ストレス下で全例の患者細胞を細胞死から救済
した。＃5：Apomorphine（A）、＃38：Olanzapine（B）、＃49：
Phenothiazine（C）、＃226：Ethopropazine（D）の各候補薬の EC50値は、異

なる濃度で使用した際の LS患者細胞（LSND3）の生細胞率を評価し算出した。 
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各薬剤の細胞保護効果はいずれも用量依存的に確認され、それぞれの EC50値は、

#5: Apomorphineが 88 nM、#38: Olanzapineが 168 nM、#49: Phenothiazineが

699 nM、#226: Ethopropazineが 111 nMであり、#5: Apomorphineが最も低濃度

の EC50値を示した。 

 

3.2 患者細胞に候補薬を添加した際のミトコンドリア機能の評価試験   

	 ATP合成時にミトコンドリアで使用される酸素消費速度（OCR）を測定し、そこ

からミトコンドリア機能の評価指標である Basal OCR、ATP linked OCR、

Maximal OCRおよび Spare Capasityについて産出した（図 9A）。第一に、評価に

用いた LS患者の細胞（LSND3）と正常細胞のミトコンドリア機能について評価した

（図 9B）。その結果、LS患者細胞（LSND3）では、Basal OCR、ATP linked 

OCR、Maximal OCR、Spare Capasityのいずれの指標も正常細胞に比べて有意に

低下しており、患者細胞の呼吸鎖複合体機能障害によるミトコンドリア機能障害を

示す所見がみられた。続いて、酸化ストレス負荷テストにおいて見出した 4種類の

薬剤（#5: Apomorphine, #38: Olanzapine, #49: Phenothiazine, #226: 

Ethopropazine）を添加し、培養 24時間後の OCRを評価した（図 9 C〜F）。3種

類の候補薬（#38: Olanzapine, #49: Phenothiazine, #226: Ethopropazine）に関し

ては、対照の DMSO（0.1%）と比べ、いずれの指標も有意な変化を示さなかった一

方で、#5: Apomorphineのみがいずれの指標においても有意な改善を示した。この

結果から、#5: Apomorphineが LS患者由来の皮膚線維芽細胞に対してミトコンド

リアの ATP産生低下を改善し得ることが示された。 
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（図 9）候補薬添加時の患者細胞のミトコンドリア機能の評価 
細胞外フラックスアナライザーにより、ATP合成時にミトコンドリアで使用さ
れる酸素消費速度（OCR）を測定し、候補薬添加時のミトコンドリア機能の評
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価を行った。（A）ミトコンドリア機能評価試験のプロトコール。（B）正常細胞
と LS患者（LSND3）のミトコンドリア機能の比較結果。（C-F）4種類の候補薬
（#5: Apomorphine, #38: Olanzapine, #49: Phenothiazine, #226: 
Ethopropazine）添加時の患者細胞におけるミトコンドリア機能の評価。 

 

ここまでの一次スクリーニングおよび二次スクリーニングの結果から、我々は

Apomorphineを治療薬の第一候補薬として、以後の検討を行った。 

 

3.3 Apomorphine添加時の患者細胞における細胞内 ROSおよび GSH 

	 ROS測定は、DMSO（0.1%）を対照とし、Apomorphine 10 nM、100 nM、お

よび 1 μMを添加した際の LS患者線維芽細胞（LSND3）の ROSレベルを H2O2処

理下で測定した。Apomorphineは生細胞率アッセイにおける所見と同様に濃度依存

性に抗酸化効果を示し、1μMの濃度では細胞 ROSレベルを有意に低下させた（図

10A）。一方、GSHを LS患者線維芽細胞（LSND3）に対して BSO処理下で測定し

たところ、 GSHレベルは BSO処理下で濃度依存性に減少を示した（図 10B）。さ

らに、BSO非添加および添加群（200µM）を作成し、DMSO（0.1%）を添加した

場合と、Apomorphine（1µM）を添加した際の GSHレベルを比較したところ、

DMSOおよび Apomorphine添加時の GSHレベルに関しては有意な変化はみられ

なかった（図 10C）。 
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（図 10）Apomorphine添加時の患者細胞における細胞内 ROSおよび GSH 
（A）DMSO（0.1%）および Apomorphine（10 nM、100 nM、1 µM）を添加
時の LS患者由来の線維芽細胞（LSND3）における細胞 ROSレベルを
H2O2(1mM)処理下で測定した。（B）BSO処理時（0 µM、10 µM、100 µM、お
よび 1mM）の患者細胞における GSHレベルを測定した。（C）BSO非添加お
よび添加（200µM）下で、DMSO（0.1%）および Apomorphine（1 µM）によ
る GSHレベルへの影響を評価した。Apo; Apomorphine、** p < 0.01、NS; Not 
significant。 
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3.4 GDF-15による Apomorphineの有効性の予測 

	 ミトコンドリア病の診断および進行や治療効果予測のためのバイオマーカーであ

る GDF-15について (31)、我々は酸化ストレス負荷試験時の LS患者の線維芽細胞

（LSND3）培養培地中の GDF-15レベルを測定した。BSOによる酸化ストレス負荷

により、患者細胞の生細胞率は約 10-20％に低下するが、Apomorphine添加により

生細胞率の改善を認めた（図 11A）。 一方 GDF-15レベルは、酸化ストレス負荷に

よって 2倍近くに上昇するものの、Apomorphineの添加により有意に減少した（図

11B）。これらの結果から Apomorphineのミトコンドリア病への有効性が示唆され

た。 

 

 
（図 11）GDF-15に対する Apomorphineの効果 

BSOによる酸化ストレス負荷テスト時の Apomorphine添加時の患者細胞
（LSND3）培養培地中の GDF-15レベルを測定した。それぞれ BSOなし（左パ
ネル）、BSOおよび 0.1％DMSO共添加（中央パネル）、BSOおよび
Apomorphine共添加（右パネル）群について評価した。（A）酸化ストレス負荷
テスト時の生細胞率の比較。（B）酸化ストレス負荷テスト時の培養上清中の
GDF-15レベル。DMSO群を対照として Student- t検定により統計処理を行っ
た。n = 4、Apo; Apomorphine、*** p < 0.001。 
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3.5 マイクロアレイによる Apomorphine投与前後の遺伝子発現解析	  

	 これまでの結果から見出された #5: Apomorphineに関して、作用メカニズムを検

討するため、Apomorphine投与前後の遺伝子発現量の変化をマイクロアレイ発現解

析により検討した。LS患者細胞（LSND3）に BSO（200 µM）を添加し酸化ストレ

スを付与した群と、Apomorphine（1 µM）を共添加した群を発現解析に用いた。グ

ループ間の発現比率データを元に、シグナル強度に 2倍以上発現差を認めた遺伝子

を抽出した。Apomorphine添加により発現低下していた遺伝子が 293個、および

発現上昇していた遺伝子が 148個みられ、計 441種類の Apomorphine応答遺伝子

が確認された。そのうち、共通して発現変化がみられていたシグナルや経路につい

て検討した。Log2 ratioは 1の場合が 2倍、2の場合が 4倍の発現変化を示す。発

現が低下している遺伝子の中では、表 2Aに示した通り 12種の炎症や自然免疫に関

わるサイトカイン、ケモカインの発現低下を認め、Apomorphine添加による炎症抑

制効果が示唆された。さらに、表 2Bおよび図 12に示した通り、13種類の遺伝子

発現がmTOR（mammalian target of rapamycin）シグナル経路に関連する遺伝子

であり、これらはmTORシグナル経路を最終的に抑制する方向の発現変化を認め

た。 
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(A)  炎症・⾃然免疫に関わるサイトカインやケモカイン関連遺伝⼦ 

Log2 ratio between 
two groups 

Gene 
Symbol KEGG pathway 

− 5.58 CSF3  
− 4.34 CXCL8 Autoimmune pathology 
− 3.72 CXCL3 Neutrophil recruitment 
− 2.68 CXCL2 Immunity to extracellular pathology 
− 2.41 CCL7  
− 1.40 MMP1  
− 3.32 LIF  
− 2.98 CCL3 Inflammatory cytokine 
− 1.77 IL24  
− 4.92 CCL19 Lymphoid-tissue homing 
− 3.25 DUSP6 MARK signaling pathway 
− 2.71 IL12A Proinflammatory effects 

   

(B)  WNT-mTOR signaling pathway 

Log2 ratio between 
two groups 

Gene 
Symbol KEGG pathway 

− 1.23 LEF1  
− 2.06 FZD8  
1.66 DKK4 WNT signaling pathway 
1.70 SOST  
1.24 FRAT/GBP  
− 1.61 FLCN  
− 1.37 CAB39L  
− 1.22 RPS6KA1  
− 1.26 RRAGC mTOR signaling pathway 
− 2.27 RRAGD  
1.41 SESN2  
3.06 DEPTOR  
4.19 PRR5  

 
（表 2）Apomorphine投与前後のマイクロアレイ発現解析結果 

患者細胞（LSND3）に Apomorphine添加した際の遺伝子発現量の変化をマイク
ロアレイ分析で行った。計 441種類の応答性遺伝子が同定され、（A）2倍以上
の発現低下がみられた 12種類の炎症および自然免疫に関連するサイトカインお
よびケモカインに関連する遺伝子、（B）2倍以上の発現差を認めたWNT-
mTORシグナル伝達経路中の 13個の遺伝子。 
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（図 12）mTORシグナル伝達経路に関連すると考えられた遺伝子の略図 
数字は 2つのグループ間の Log2比の値を示す（Log2比 1は遺伝子発現の 2倍
の変化を示す）。色は遺伝子発現の増加または減少を表す（青、減少;黄、増
加）。 

 

3.6 患者細胞における ApomorphineのmTOR活性への影響 

	 マイクロアレイ解析により示された LS患者細胞（LSND3）におけるmTOR活性

阻害を評価するために、ウェスタンブロッティング法によりmTOR複合体の標的で

あるリボソームタンパク質 S6キナーゼ（S6K）のリン酸化状態を評価した。ウエ

スタンブロット法において、Apomorphineを添加した患者細胞における S6Kのリ

ン酸化は、未添加の患者線維芽細胞と比較して有意に減少を認めた（図 13）。 これ

らの結果は、ApomorphineがmTOR1活性を抑制することを示しており、マイクロ

アレイ発現分析の結果を支持する内容を示した。 
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（図 13）Apomorphine添加時のmTOR活性への影響 

S6Kのリン酸化(p-S6K)によって示されるmTOR活性を、LS患者由来の線維
芽細胞（LSND3）において、Apomorphineの添加による影響をウエスタンブロ
ット法により評価した。健常皮膚線維芽細胞を Controlとして使用した。n = 
3、Apo; Apomorphine、** p < 0.01。 
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4. 考察 

	 ミトコンドリア病では細胞内の酸化ストレス増加や ATP産生の減少が細胞死に関

わる (1,33,34)。本研究では、ミトコンドリア病の治療薬探索にしばしば用いられて

いる BSOを使用した細胞生存アッセイを実施した (25,26,30)。これまでにこのア

ッセイ系で CNSに特化した薬剤ライブラリに対して行われたスクリーニングの報

告はない。こうした公知の薬剤からなる本ライブラリは、全ての薬剤が生物学的利

用能や安全性がヒトで確認され、脳血液関門を通過できるという利点を持つ。すで

にヒトで特性の確認された化合物は、治験が容易であり、開発経費が安価で、臨床

薬として承認される可能性が高い (14)。我々はこのライブラリを用い、本研究にお

いて、酸化ストレス負荷条件下で細胞保護効果を示す有望な薬剤として 4つの薬剤

（#5: Apomorphine, #38: Olanzapine, #49: Phenothiazine, #226: Ethopropazine）

を見出した。その中では EC50の値からは Apomorphineが最も有効と考えられ、4

系統の線維芽細胞のいずれに対してもほぼ完全に細胞死からの保護を示した。そし

て第二次スクリーニングとして、これらの候補薬で処置を行った LS患者の線維芽

細胞（LSND3）を使用してミトコンドリア機能を調べた。その中で、#5: 

Apomorphineのみが細胞外フラックスアナライザーで測定した全 4種の評価指標の

OCR値の有意な改善を認めた。これらの結果は Apomorphineが酸化ストレスに対

する細胞保護効果とともに、細胞内ミトコンドリア呼吸鎖活性を改善することを示

唆する。さらにミトコンドリア病のバイオマーカーである GDF-15が

Apomorphineの投与により有意に減少したことからも、ミトコンドリア病に対する

有効性が示唆された。 

	 また、Apomorphineが BSOによる酸化ストレスの有無にかかわらず、患者細胞
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の GSHレベルにほとんど影響を与えなかったことから、Apomorphineが示す細胞

保護効果は GSHレベルの改善や維持によるものではないことを示した。 

	 Apomorphineは特にドパミン D2受容体に親和性を有する広域ドパミンアゴニス

トとして知られており、パーキンソン病（Parkinson’s Disease: PD）や勃起障害

（Erectile Dysfunction: ED）に対して使用されている治療薬である (35-37)。通常、

進行した PD患者のオフ現象に対するレスキュー薬として単回投与で追加される

(35,38)。我々の酸化ストレス負荷テストでは、薬剤ライブラリに含まれる他のドパ

ミンアゴニストである #192: Ropinirole hydrochlorideおよび #243: Pramipexole 

dihydrochlorideは細胞保護効果を示さなかったことから、Apomorphineの酸化ス

トレスに対する細胞保護効果はドパミンアゴニスト作用とは独立した効果ではない

かと推測された。また近年、Apomorphineの持続皮下投与がパーキンソン病の運動

症状のみならず、脳グルコース代謝や非運動症状（認知機能、実行機能や

Apathy）をも改善させることが報告されたが、詳細な作用機序については明らかに

なっていない。一方、ミトコンドリア機能障害はパーキンソン病においても主要な

病態生理の一つであり、治療ターゲットとして研究されてきた(39-43)。こうした背

景から、ミトコンドリア病患者の皮膚線維芽細胞に対してみられた細胞保護作用

が、PD患者で報告されている有効性に寄与している可能性がある。 

	 続いて、我々は、マイクロアレイ遺伝子発現分析によってこの新しい生物活性に

関連した作用機序を調べた。結果として、多くの炎症性ケモカインとサイトカイン

が Apomorphine投与により下方制御されることが示された。さらに、mTORシグ

ナル経路におけるいくつかの遺伝子の発現でmTOR活性を抑制する方向への変化が

確認され、ウエスタンブロット法によるmTOR活性を標的とした S6Kのリン酸化



 

31  

が抑制される結果が示された。mTORは酵母からヒトまで保存されたセリン/スレオ 

ニンキナーゼであり、Wntシグナル、サイトカインなどの細胞内情報伝達系で、成

長因子やアミノ酸、ストレスなど細胞の内外からのさまざまなシグナルを感知し、

細胞の増殖分化、代謝、生存など多彩な機能を担っている(44)。mTOR経路の特異

的阻害剤であるラパマイシンは結節性硬化症などでの腫瘍増殖抑制効果が示されて

きた。さらに、ラパマイシンは LSのモデルマウスである Ndufs4-/-マウスにおい

て、生存期間と疾患進行を改善することが報告され、mTOR抑制はミトコンドリア

病患者に治療的な有益性があることが示されている(45)。mTOR複合体 1はリボソ

ームタンパク質 S6キナーゼや 4E-BPを介して翻訳を促進し、転写因子を介して転

写を制御し、オートファジーを抑制している。またmTOR複合体 1の下流のタン

パク質は、代謝酵素の活性や発現を制御することにより、細胞の増殖分化や糖・脂

質代謝、タンパク質の生合成のみならず、ミトコンドリアの形態や活性にも影響を

及ぼす (44-46)。このことから、mTOR活性に対する抑制効果は、Apomorphineの

細胞死抑制効果や ATP産生能上昇を説明しうるが、今後より詳細な分子機構の解明

を行いたい。また LSのモデルマウスである Ndufs4-/-マウスにおいて、全身性に炎

症が惹起され、神経病変の形成にも炎症が関与することが予想されており(47)、

我々が見出したマイクロアレイでの炎症性サイトカインや自然免疫に対する抑制効

果が、BSO下の細胞死抑制に関わる可能性がある。また発現低下している分子には

ERK-MARK系の DUSP6が含まれ、Apomoprhine のmTOR系抑制作用の他、

ERK-MARK系との相互作用も今後の検討課題である(47-49)。また、Apomorphine

は、10 µM以上の濃度では 6-OHDAによって誘発された細胞死から神経 SH-SY5Y

細胞を保護することや、PDおよびアルツハイマー病のモデルマウスにおいて Nrf2-
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ARE経路を通して保護作用を持つことが既に示されている (50-52)。しかしなが

ら、我々の行った、BSOによって誘発された酸化ストレス状態の下でのマイクロア

レー発現解析では、Nrf2-AREシグナリング経路と関連した遺伝子の発現における

有意な変化を見いだすことができなかった。先行報告と、我々の検討では使用する

細胞や細胞死誘導法が異なっており、異なる経路が細胞死抑制効果の候補として示

されたと考えられる。しかしながら我々の見いたした BSO投与下での保護作用は

EC50は 88 nMであり、強固な効力を示した。 

	 今後は BSOによる酸化ストレスに対する保護作用のターゲット分子を、蛋白レ

ベルでの解析により明らかにし Apomorphineによるミトコンドリア病細胞保護機

構のメカニズムを見出し、新規のミトコンドリア病治療薬への開発につなげたい。 

	 結論として、我々は、Apomorphineが酸化ストレスの下で細胞死から患者皮膚由

来の線維芽細胞を救済すること、およびミトコンドリア呼吸活性を改善することを

見出した。Apomorphineは PDにおける既承認薬であることから、今後臨床治験を

へて、LS, MELAS患者に対する有効性と安全性を検証し、ミトコンドリア病治療

薬としての承認につなげたいと考える。 
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5. おわりに 

	 今回の研究により、有望な薬剤として Apomorphineを見出した。酸化ストレス

負荷テストおよびミトコンドリア機能の評価試験の結果から、Apomorphineは酸化

ストレスに対する細胞保護効果を有するとともに、ミトコンドリア機能を改善しう

る薬剤であると考えられた。さらにマイクロアレイおよびウエスタンブロット法の

結果から Apomorphineの添加によって有意な発現変化を示した炎症免疫やmTOR

シグナル経路に関与する遺伝子は、ミトコンドリア機能に関連している可能性が示

唆された。この薬剤はすでに他の目的で中枢神経治療薬として用いられているた

め、迅速に治験実施につなげることが可能と考える。既に特許は国内・PCT出願を

終了しており、ミトコンドリア病モデルマウスで POC検証試験を行ったのち、治

験実施を目指す。また Apomorphineの結合蛋白とその下流の細胞保護メカニズム

を見出すことにより、新しいミトコンドリア病治療薬のターゲットを示したい。 
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