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緒緒  言言  

 
 ミトコンドリア病（指定難病 21）の病因は、核DNA 上の遺伝子の変異の場合とミトコンドリアDNA（mtDNA）
の異常の場合があり、核DNA上の場合は200近い遺伝子の変異、mtDNAには欠失／重複、点変異など100を超える

病的変異が同定されている。すなわち、ミトコンドリア病は多様な遺伝子変異によって引き起こされる不均一なミトコ

ンドリア機能障害疾患の総称である。ミトコンドリア異常はアルツハイマー病、パーキンソン病、加齢に伴う認知機能

障害等、多くの神経疾患にも認められ、臨床上重要な病態群を形成するものの、ミトコンドリア病とこれら神経疾患に

根本的な治療法はない。基礎研究においても、低下したミトコンドリア機能を回復できる技術は確立されていない。  

ミトコンドリア病における病態発現の主要因は、ミトコンドリア呼吸機能の低下によるエネルギー産生低下と考えられ

ており、特にエネルギーを多量に必要とする神経組織で臨床症状が現れるが、同時に代謝系全体の変調が見られる。  

代謝の変動が臨床症状として表れる事例として、ミトコンドリアによる ATP 産生障害の結果、解糖系へのエネルギー

依存度が高くなるため、乳酸アシドーシスが引き起こされる。このようなミトコンドリア内を超えた、代謝ネットワー

ク全体の変化がどのように病態と関連するかは不明な点が多い。 
 本研究開発では、解糖系阻害によるミトコンドリア機能の適応的向上が神経変性の治療標的となるか検証することを

目的とする。既にエネルギー産生が低下しているミトコンドリア障害に由来する神経障害において解糖系を抑えるとい

う、一見逆説的なアプローチに妥当性があるか、HK1、PFK1、LDH の解糖系酵素阻害でミトコンドリア病マウスモ

デルNdufs4 KOで病態改善し、寿命が延びたデータと複数の細胞でもミトコンドリア機能を向上させた予備データを

もとに発展・展開する。特に我々が独自に見出した PFK1 新規阻害剤である TLAM を中心にデータを取得し、検証  

する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．解解糖糖系系阻阻害害時時ののRRNNAA  SSeeqq解解析析  
解糖系阻害が転写応答を介して中長期的に作用する機構をRNA-Seqを用いて解析した。TLAM（PFK1阻害）と乳

酸（LDH 阻害）がともに数分以内にミトコンドリア呼吸を向上した細胞株3 種類を用いて解析を行った。以下は主成

分分析による全体の変動を記載する。ミトコンドリア病の原因となるミトコンドリア遺伝子変異を有する細胞（143B 
Cybrid m.3243A>G 97％）と、保有しない親株（143B Cybrid m.3243A>G 0％）での発現パターンには大きな差異が

あった。一方で、TLAM 投与後 48 時間経過の時点における遺伝子変異以上の結果から、ミトコンドリア病型の発現 

パターンから正常型の発現パターンへの回復は認めなかった。乳酸添加において、発現パターン自体に大きな変化は 

見られたが、こちらも正常型の発現パターンへの回復が起こる遺伝子群は認めなかった（図1a）。 
上記細胞同等に解糖系阻害でミトコンドリア機能向上が見られたHeLa細胞でも検討を行った。TLAMは48時間以

内において顕著な遺伝子発現変動を引き起こす一方で、直接の標的である PFK1 をゲノム編集で欠損させた細胞では

遺伝子変動を起こさなかった。一方で、TLAMによる遺伝子変動は、PFK1 KO HeLa細胞と親株HeLa細胞における

遺伝子発現変化と比較して、非常に小さかった（図1b）。 
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図1．解糖系阻害剤によると遺伝子発現変動パターンの変化 
a） ミトコンドリア病型遺伝子変異を持つ細胞（h143B_97）と持たない親株（h143B_0）

へTLAMもしくは乳酸（lac）を投与して48時間後におけるRNA-Seq解析の主成分 

分析。TLAMの対象群はDMSOを投与し、乳酸の対象群は非投与（unt）とした。 
b） HeLa細胞（HeLa_WT）とPFK1 KO HeLa細胞（HeLa_TLAM）へTLAMを投与

して48時間後におけるRNA-Seq解析の主成分分析。 
 
22．．異異ななるる遺遺伝伝子子変変異異をを有有すするる患患者者由由来来 iiPPSS細細胞胞ででのの検検証証  
ミトコンドリア病で最も重篤な類型であるLeigh 脳症の原因遺伝子変異（Ndufs4 KO）を導入した疾患 iPS 細胞を

ゲノム編集で作製した。Ndufs4 KO iPS細胞と野生型（健常者由来）iPS細胞から線維芽細胞へ分化誘導を行い、解糖

系阻害剤投与によるミトコンドリア呼吸能への影響を細胞外フラックスアナライザーで評価した。TLAM もしくは乳

酸のいずれかの添加により、疾患 iPS 細胞と健常者 iPS 細胞に由来する線維芽細胞において、ミトコンドリア呼吸能

が向上した（図2）。神経幹細胞にも分化誘導して行った同様の検討においても、解糖系阻害により呼吸能が向上した。 

 

図2．解糖系阻害によりミトコンドリア病 iPS由来細胞において呼吸能を改善する 
ヒト Ndufs4 KO iPS 細胞より分化した線維芽細胞における細胞外フラックスアナ 

ライザー解析（N＝3）。縦軸は酸素消費量を示し、横軸は化合物添加からの時間（分）

を示す。TLAM（TL）、乳酸（LA）とそれぞれの対象群（ctrl）の結果を示す。 
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33．．ミミトトココンンドドリリアア病病ママウウスス（（NNdduuffss44  KKOO））ででのの解解糖糖系系阻阻害害時時のの病病理理学学的的評評価価  
Leigh 脳症モデルマウス Ndufs4 KO マウスにおいて、TLAM（100 mg/kg）と乳酸投与（給水瓶で 0.05～2％の       

4点）、GlcNAc（HK1阻害剤、0.5 mg/kg）で寿命が延長するとともに、運動機能（rotarod assay）が向上した。予備

的検討において前所属機関でも得られていたが、現所属機関の動物実験施設においても同等の効果があり、ある程度の

実験室環境の差異を超えて再現性があることを確認した。病理学的解析を行ったところ、主要な病変で神経細胞死の抑

制と Iba-1神経炎症（ミクログリア活性）の低下がこれらの介入で起きることを確認した。主要な病変である小脳と脳

幹において、TLAMと乳酸は Iba-1染色強度を低下し、GlcNAcは小脳においてのみ減弱した（図3）。 
 
a)       b））             
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．Leigh脳症モデルマウスにおける解糖系阻害と神経炎症への影響 
Ndufs4 KOマウス小脳（a）と脳幹（b）における iba-1染色強度の評価。脳組織は7～8週令時点で、野生型（WT）、
Ndufs4 KO （KO）マウスに乳酸（LA）、GlcNAc、TLAM、もしくはTLAMの溶媒（V）を投与した群で採取

した。Iba-1染色強度を、最も強い病巣を強拡大（対物レンズ×40）で観察した際の陽性細胞の占拠面積で分類し、

score1：0～5％、score2：6～15％、score3：16～30％、score4：30～50％、score5：50～100％とした（N＝5）。 
 
44．．加加齢齢促促進進モモデデルルママウウススででのの解解糖糖系系阻阻害害のの評評価価  
ミトコンドリアの遺伝子異常に起因しないが、加齢によりミトコンドリア機能異常と神経変性を誘発するモデルマウ

スへのPFK1阻害剤の効果を検証した。SAMP8（Senescence-accelerated mouse-prone 8）は老化加速の表現型を呈

し、加齢に伴いミトコンドリア機能低下とアルツハイマー病に近い症状を示す［1］。検討はTLAM（100 mg/kg/day、 
腹腔内投与）を8週間投与する実験群（N＝6、短期投与）と16週間投与する実験群（N＝8～10、長期投与）の2種

類の投与プロトコルで行った。長期投与にはSAMP8の親系統に当たり、早老症やアルツハイマー病の症状を呈しない

SAMR1 マウスを合わせて検討した。短期投与、もしくは長期投与終了後に、空間認知記憶、精神疾患様の行動変化、

運動能力、筋力、のいずれかを評価する9種類の行動試験を行った。その結果、短期投与と長期投与のいずれにおいて

もTLAMにより有意に変化した試験は、空間認知記憶を評価する指標であるBarnes迷路試験（装置は小原医科産業）

だった。3日間のトレーニング終了後の評価試験において、12個ある穴のうち、トレーニング中に正解と記憶させた穴

に繰り返し注意を向ける行動が、TLAM短期投与において有意に改善した（図4）。TLAM長期投与においてもSAMR1
と同等の頻度で当該行動を行い、溶媒のみ投与したSAMP8は有意に頻度が低かった。残りの11個の不正解の穴に対

しては、同一の行動は全ての実験群においてほとんど観察されなかった。また長期投与においては、別の空間認知記憶

を評価するY迷路試験（装置は小原医科産業）でもTLAM投与群における成績の有意な向上が確認された。 
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図4．アルツハイマー病モデルマウスにおける解糖系阻害と空間認知記憶への影響 
SAMP8にTLAM 100 mg/kgを8週間投与したのちの、Barnes迷路試験における、正解の 

穴への振り返り行動回数の評価。Tはトレーニング日、Probe testは、正解の穴から逃避可

能な巣箱を除去した上で、180秒間マウス個体の行動を記録したもの。*P＜0.05（t検定、

N＝6）。 
 

考考  察察  

 
本研究開発では、解糖系阻害によるミトコンドリア機能の適応的向上が神経変性の治療標的となるか検証した。ミト

コンドリア病 iPS 細胞とマウスモデルを用いた検討においては、PFK1 阻害剤TLAM とLDH 阻害作用を持つ乳酸に

おける神経系細胞と脳における改善効果を確認した。さらに加齢性でミトコンドリア機能が障害されるアルツハイマー

病モデルマウスにおいて、TLAM による認知記憶能力の改善が見られた。複数の病因で、ヒト疾患細胞 iPS 細胞と  

マウスモデルにおいて病態改善効果を示したこれらの結果から、解糖系阻害、特にPFK1阻害剤はミトコンドリア異常

を伴う神経変性への治療戦略として有効性があると期待される。これまでの検討において、PFK1阻害による作用機序

は数分以内に生じる糖代謝に使われる経路の変化と、それに伴うAMPK などの栄養代謝センサーの活性化が関与する

ことを示している［2］。本研究開発では細胞やマウスモデルでのより長期期間における作用機序の解明に資する目的で

RNA-Seq 解析を行ったが、投与後 48 時間の時点では病態改善を示す顕著な遺伝子発現パターンは得られなかった。 

マウスでの長期投与による効果も含めた一連の病態改善効果に伴う分子作用機序の解明は今後の課題となる。今回使用

したミトコンドリア病モデルマウスにおいて、3週間にわたる別の薬剤の長期投与後に脳で解糖系酵素群のタンパク量

が低下するなど多くのタンパク群の正常化が見られた結果［3］を考慮すると、病態改善効果に連動する時系列データ

を取得した上で、分子メカニズムの解析を進めていくことが望ましいと考える。 
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