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カルパインとはCa2十依存性中性システインプロテアーゼで、基質を限協海し、様々

な細胞機能を調節する細胞内融行因子として機能している [1， 2]0カノレパインは細胞質

にのみ局在すると広く考えられていたが、 1労9年、遠藤ら [3]によってミトコンドリ

アにカノレパインが相生することが示唆された。報告された重要な発見が、本研究を推進

する引き金となったO グノレタミン酸脱水素酵素、オルニチンアミノ基転ヂバ捧素、グノレタ

ミナーゼ、アスパラギン酸アミノ基転移酵素 (AAT)などのグノレタミン酸代謝に関わる

酵素群は、主にミトコンドリアに局在している。虚血状態においた網目蘇間包では、来閉包

内Ca2濃度が上昇し、この上昇がミトコンドリアへの Ca2涜入を引き起こし、様々なミ

トコンドリア酵素を滑f釘ヒさせると考えられる。グルタミン酸代謝に関わる酵素群の中

でも、特に AATが最も高い活性を有している[4-6]ため、遠藤らは虚血@低酸素状態

においたラット網膜における A地可活性の変化に着目した [3]0その結果、 30、60、切

分間の虚血@低酸素下においたラット網膜において、時間依存的にミトコンドリアの

AAT (mAAT)活性が減少¥し、棚包質のAAT(cAAT)樹生はほとんど変化しなかった。

さらに低酸素下では細胞内臼2+濃度が上昇するので¥Ca2+依存性のカノレパインがこの

mAATの変化に関与しているかを調べた。

ミトコンドリアで、のカノレパイン活性は、 90分間の虚血イ臨唆素下で 2.5倍上昇し、細

胞質で、のカルパイン活性は 40%程減少した。カノレベフ。チンやカルパイン阻害剤ペプチ

ドなどのカノレパイン阻害剤を作用させることで、mAAT活性の減少が抑制された。こ



れらの結果から、ミトコンドリア内にカノレパイン様プロテアーゼが存在し、それが虚血@

健竣素下で活問乙しmAATを切断することにより、mAAT活性を減少させることが示

唆された。

1労9年当時、カノレパインは系剛包質のみに存在すると広く考えられていたが、遠藤ら

の研究グノLーフo以外にもミトコンドリアにカノレパイン様の活'r生があるという報告があっ

た [7-問。そこで、ミトコンドリアにカノレパインが街生するの村鶴、し、そのミトコンド

リアカノレパインを同定し、その性質と機能を調べることを目的として、本砂院を開始し

た。

カノレパイン

(1)カノレパインの構造と性質

カノレパインは活性に Ca2+を必要とする細胞内システインプロテアーゼで、細胞質内

に存在し、基質を限膨士解することで様々な繍搬能を調節する[1，2]0

カノレパインは、一部の酵母や細菌など単細胞生物から多元、問胞生物までほとんどの生物

種に相生し、多種多様なサブクラスからなるスーパーファミリーを形成する [11，12]0 

捕手L類では発現様式の異なる 14遺伝子が荷主し、それらの分子種では、活性ドメイン

(ドメイン II)は良く保存されているものの、それ以外は多様なドメインからなる個性

的な構造を有している。 日甫手し類のカノレパインは、その発現様式によって大きく紘織翫雇

的分子種と系H織特異的分子種に分けられる(表 1-1)。系邸哉普遍的に存在する分子種と

して、カノレパイン 1(μ目カノレパイン大サブユニット)[13]、カノレパイン 2(m圃カルパイ

ン大サブユニット)[13]、カノレパイン 10[14]など、系il1r.翻寺異的に発現するものとしてカ

ルパイン 3(筋特異的 p舛)[15]、かレパイン 8(胃特異的 nCL-2)[1旬、かレパイン 9

(消化管特異的nCL-4)[17]などが挙げられる。
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カルパインファミリーの中でも最も研究が進んで、いるものが、組織普遍的に存在する

伊および、m四カルパインである[13]。両分子種は1針生化に必要なci+濃度が異なり、各々

in vi仰では数 10J.lMおよび 1mM前後のci+によって活十封じされるO これらのCa2+濃

度は生理的な ci+濃度と比較すると圧倒的に高い。後述するが、生体内ではカノレパイ

ンのci十感受性を充進させる何らかの樹需が相生すると考えられる。

科目および、 m-カノレパインは、分子量約 8万の活性サブユニット(カノレパイン大サブユ

ニット)と、約 3万の調節サブユニット(カノレパイン小サブユニット:30K)からなる

ヘテロ 2量体を形成し柄生している(図 1-1)。活性サブユニットは、ド目、 m由カノレパイ

ンで約 60%のアミノ酸配列相同性をもっ異なった分子(J.lCL、mCL)であるが、調節

サブユニットは両者とも同一の分子である。

活性サブユニットの典掛端造は、 4つの機能ドメインに分けることができる。 ドメ

イン Hは、パパインやカテプシン B、目、 Lなど他のシステインプロテアーゼと弱し沖日

同性を示す?舌性ドメインである [11]0 ドメイン I凶舌性化にイ料、 N末端が自己消化を

受け、これにより Ca2十感受性がア議する [18]0 ドメイン盟は、リン脂質"Ca2+と相互

作用するc2様ドメイン (C2 ドメイン;プロテインキナーゼ C に柄3うするドメイン構

造)であり、 Eドハンド構造が 1ヶ所存在することから活性制御の一端を担っていると

考えられる [19ラ 2句。 ドメインW は、カルモデ、ユリンなどのEFハンド型ci+，結合タン

パク質と弱い相向性を有する Ca2+結合領域で、プロテアーゼ活性の ci+依存性を象徴

していると考えられる。

調節サブユニットの C末端則ドメイン(ドメイン VI) もEFハンド型 C;+結合領域

で、活性サブユニットのドメイン IVと約 50%のアミノ酸相同性を示す。 N末端則ドメ

イン(ドメイン V)はグリシンがi輸する除k性領域となっており、膜系などとの相互

作用に関与すると考えられている。
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(2)カルパインの生瀦幾能

カノレパインが細胞内で重要な働きをしていることは、以下の報告から推測できる。 ffi-

カルパイン大サブユニット遺伝子 (Capn2)および、カルパイン小サブユニット遺伝子

(Capn4)の欠損マウスが腔性致死となること [21，22]、ヒト p94(カノレパイン 3a)遺

伝子 (CAPN3)変異が肢帯型筋ジストロフィ'-2A型を引き起こすこと [23]、ヒトカノレ

パイン 10遺伝子 (CAPN10)多型が 2型糖尿病発症に関与すること [24]などが知られ

ている。また、カノレパインの活性を抑制すると分化に異常をきたす [25]0カルパイン

の機能不全が病態と密接に関係していることは、疑いの余地がなし、

カルパインは細胞遊走(基質:系剛包骨格タンパク質等)、シグナルトランスダクショ

ン(基質:プロテインキナーゼ℃等)、アポトーシス(基質:カスパーゼファミリ一等)、

遺伝子発現(基質:p53等)およひ涼矧副司期(基質:サイクリン Dl等)など種々の細

目舗幾能を調節している [11]0

(3)カノレパインの活性制街機構

カルパインの活性制{向井繍普は、未だ不明な点が多しL 通常、活性ドメインであるドメ

イン Hが開裂した不活性状態で柄生するが、そのドメインへの2分子の Ca
2
+の結合に

より構造を変化させ、活性中心を形成して活性化する [26-28]0ci+はドメイン E以外

にも、 ドメイン W とVIのEFハンドモチーフや、 q ドメインに似た構造をとるドメ

イン田にも結合する。 Ca2+が結合すると考えられる部位が複数存在することから、カ

ルパインへの ci+の結合は単に活性のオン/オフのみを決定するので、はなく、各部位

に ci+が結合することで多種多様な機能を発揮し、基質特異性や局在部位をコントロ

ーノレしているとし、う偏見が提唱されている。

カノレパイン活性化に関して、カノレパイン大サブユニットの N 末端i県或の自己消化お

よびリン酸化、リン脂質との結合、カノレパイン小サブユニットとの解離などにより ea2
+
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要求性が低下すると提唱されている[11，12]0また、アシノレCoA結合タンパク質などの

活性化因子が存在し、カノレパインに直接作用して ci+要求性を低下させることが報告

されている [29]0

以上のことから、細胞内で、のカノレパイン活性の制{鯛鎖骨士、複雑かっ厳密で、あると考

えられる。

カノレノ《ス

カルパイン酎蛾1制因子としては、唯一の内在性阻害タンパク質で、あるカノレパスタチ

ンが挙げられる [30，31]。カルパスタチンの綱包内荷主量により、カルパイン活性が制

御されているといった報告もある [32ラ 33]0カノレパスタチンは、 N末端側の塩基性アミ

ノ酸残基の豊富な fLドメインj とC末端則の酸性アミノ酸残基の豊富な「カノレパイ

ン阻害ドメインjの4つの繰り返しから構成されている(図 1-2)0 L ドメインは L型

カノレシウムチャネル制御に関与し、生側莫への局在に必要な配列があるとされるが、詳

細な機能は明らかにされていなし、カノレパイン阻害ドメインは、さらに4つの A、B、

C領域に細分され、 B領域がカノレパインの活性ドメイン近傍で阻害中心として働く。 A

領域と C領域はカルシウム依存的にカノレパイン大および小サブユニットの EFハンド領

域(ドメインW、VI)に相互作用することでB領域での阻害活性を高める。
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ミト口ンドリ

1節

本研究を開始した当5寺、カノレパインは系閉包質のみに局在すると広く考えられていた。

カルパインファミリーの中でも、最も研究が進んでいる伊およひ、 m田カルパインが網膜

系間包の細胞質画分から精製されたことからも、そのことが伺える。しかしながら、第1

章で述べたように、遠藤らの報告からミトコンドリア内にカノレパイン様プロテアーゼが

相生し、それが虚血@低酸素下で活断七しmAATを切断することにより、mA虹活性

を減少させることが示唆された向。さらに他のいくつかの研究グループ。においても、

ミトコンドリアにカノレパイシ様の活性が栴生すると報告されていた [7問問。

そこで、ミトコンドリアに特異的に局在するカノレパイン分子を精製し、その分子が 14

種類あるE歎口のカノレパイン分子のどれに相当するのか、または新規なカノレパイン分子で

あるかを同定することを目的とした。さらにその性質を明らかにしようと試みた。

具体的には、ミトコンドリアにおけるカルパイン活性の分布を調べ、種々のカラムク

ロマトグラフィーによりミトコンドリアカノレパインと細胞質μ申および m-カノレパインを

精製し、それらの性質を比較した。またミトコンドリアカルパインの組織分布とミトコ

ンドリア分布も調べた。研究をさらに掘り下げ、ミトコンドリアカルパインが何を基質

として機能しているかを検証した。
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2 料および方法

訴薬は記載がなし、限り和対様(株)またはシグマ社の詐喋特級を使用した。

(1)ブタ肝臓の細胞分画

全ての実験操作をか4
0

Cです子った。菊漁手なブタの月刊蔵をホモジェナイジングバッファ

ーで洗い、血液を抜いた。月刊蔵にその湿重量(訪の5倍容のホモジェナイジングバッ

ファー [20mM  Tris-HCl (pH 7.5)、 1mMEUfA、lmMEGTA、0.25M sucrose、5mM2-

merlωptoむthanol]を加え、ハサミを用いて月刊蔵を裁断し、ガラスーテアロンホモジェナ

イザーを用いてホモジェナイズしたO 核画分、ミトコンドリア面白3¥リソソーム両分、

ミクロソーム画分は、各々縦覧)xgで5分間、 4，5∞xgで 10分間、 20ラ伐)()x gで20分間、

間，側 xgで、60分間の遠心分離により得た。各画分は、 0.14MNaClを含んだホモジェ

ナイジングバッファーで懸濁しホモジェナイズした後、同じ条件で遠心分離を行い、上

清を取り除き、他の両分からのコンタミネーションを防いだ。 3回洗い終わった各画分

は、バッファーA [20 mM  Tris四日CI(pH 7.5)、 1mM  EDTA、1mM  EGTA、5mM  2-

me悶 ptl∞:thanol]で再現ま濁した。また、 1∞脚 xgで60分間の遠JL分離した上清を 1∞

倍容のバッファ--Aによって一瞬溺庁し、糊包質画分とした。

(2)ミトロンドリアの単離と分画

ミトコンドリアの単離と分闘は、 P訂叩n らの方法 [34]に従って行なったO 記載がな

い限り、全ての実験操作を Or4O
Cで行った。遠心分離によって得られたミトコンドリア

画分を 10，ぽ治 xgで 10分間遠心分離し、その沈殿を2倍容の0.2mg/mLの牛血清アル

ブミンを含んだ 20mMリン酸カリウム緩衝液(PH7.4)に懸濁した。この低張条件下

で 1時間静置し、ミトコンドリアを膨潤させた後、その緊議絞を3，iぼ治 xgで 10分間遠
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心分離した。その上清には外膜と膜間スペースが含まれ、沈殿にはマイトプラスト(内

膜とその中身で、あるマトリクス)が含まれる。上清を 105脚 xgで30分間遠心分離し、

外膜(沈澱)と膜間スペース(上清)に分離した。 没;殿をバッファ--Aで懸濁し、超音

波処理し内膜を断片化しマトリクス成分を可溶化し、 7η7鮒 xg でで、 6鎚O~分J間遠心分離し、

内膜 (t沈尤殿) とマトリクス (上j清青)に分離した丸o 外膜と内膜はそれぞれノバミツブア」一一Aでで
、

懸濁し仏、 膜間スべ一スは 10∞of倍音容のノパ〈ツブア一Aを用1しいJハ、ててででm一一一一一但-一守-一-

ミトMコンド門リア各画分の精製度は、各酪:¥iこ対する特異抗体を用し、たウエスタンプロ

ット解析により確認した。細胞質のマーカーとしてグリセノレアルグ、ヒド 3-リン酸蹴℃

素酵素 (GAPDH)抗体 (S組組 CruzBiotechnology Inc.)、外膜のマーカーとして電位依

存性陰イオンチャンネノレ (VDAC)抗体(Calbi∞hem)、内膜のマーカーとしてアポト

ーシス誘導因子 (AIF)抗体 (Abcam)、マトリクスのマーカーとしてヒ。ノレピン酸脱水

素酵素(冊目)抗体制:01倒防Probes)を用し叱。ウエスタンプロット鰯庁の結果、

高純度の両分が採取できていることが確認された。

。)カノレパイン活性測定

カルパインの酵素活性は、 Suωinyl-Le怯Tyr-7-aminか4-methyl∞ 班 醐in(Su∞-Leu-Tyr -

AMC; BACHEM)を基質として測定した [35]0Suω-Leu-Tyr-品在Cはカノレパインによっ

て特異的に切断され、蛍光物質を形成する。各サンフ。ル50μL(1∞開タンパク質)を

450~ の基質叡夜 [1∞mMT出回HCI(pH7.5)、 10mM2四 merc邦制加.01、1∞mMKQ、

5 mM  CaC12、20μ，MSu∞四Leu-Tyr由AMqに加え、 25
0
Cで20分間インキュベートする。

その後、 5∞ μLの 1∞mMEDTAを加え、 80
0

Cで 3分間煮沸し酵素即芯を停止する。

室温で30分間静置させ、 10，側 xgで、5分間遠が灘し、その上清の蛍光強度を蛍光光

度計(日立)で測定する(励起波長:380 nm;蛍光波長:460 nm)。カノレパイン1舌性は1

分間当たりに増加する蛍光値として定義する。カラムクロマトグラフィーにより溶出さ
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れた各画分においても同様の活性測定法を用い、カノレパインj舌性を測定した。

(4)タンパク質の定量

タンパク質の定量は、 Bradford法に従って行なった [36]0訴料2~L に Bradford 染色

液(Bio-Rad)798件を加え撹祥し、室温で 15分間静置したG その後 OD.弧 m の吸光度

を測定した。タンパク質の標準曲線は、牛血清アルブミン (BSA)を用いて作成した。

(5)カラムクロマトグラブィー

細胞質伊カルパインおよび m-カノレパイン、ミトコンドリアカルパインを精製するた

め、異なる 3つのカラムクロマトグラフィーを行なったO 用いたカラムは、 D弘 E由

Sepharose CL-6B、 SephacrylS-3∞、 Sepharose6Bカラム仏me路h部nP加rmaciaBiotech) 

である。記載がない限り、全ての実験操作を04
0Cで行った。

細胞質伊カルパインおよび m四カノレパインは、吉村らの方法 [13]に従って、ブタ月刊蔵

細胞質郎:¥から精製したO 細胞質酪士をスターラーで撹持しながら、粉末硫安 (60%飽

和;lmLに対して0.39g)を徐々に糊日し、完全に溶解させ、 1時間静置した。 20，鯛xg

で30分間遠心分離し、沈殿をバッファ--B[20 mM  Tris抗 Cl(pH7.5)、 1mMEI江A、lmM

EGTA、5mM  2-meliωp脱出錨101、50mMNaQ]で癒濁した。その懸濁液をバッファーB

で、平衡化したD出 E四Sep加roseCL-6Bカラム (26.4x 7∞ mm)ρ説湘した。吸着したタ

ンパク質は、 NaCl濃度勾配を 5(}4∞mMまで直線的に上げる溶出方法(リニアグラジ

エント法)を用いて溶出した。その溶出には、 2Lのバッファーを用いたO

NaCIのリニアグラジエント法により吸着タンパク質を溶出した結果、 2つのカルパ

イパ舌性ピークが検出された。 1つ目のピークが 120mM  NaCl付近で溶出され、 2つ

目のピークが 250mM  NaCl付近て耀出された。 2つのピークのカノレパイン活性におけ

るCa2+要求性を調べたところ、前半のピークが科目カノレパイン、後半のピークが m四カル
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パインを含むフラクションであることが解ったO

アミコン PM由 10膜(Millipore)を用いて2つのピークを各々限外憶過濃縮し、バッ

フア--C[20mMTris四日C1(pH7.5)、lmMEDTA、lmMEGTA、5mM2同開閉P脱出ano1、

140 mMNaCl]で斬新七したSephacrylS-3∞カラム (19x l(粉 mm)ハ初湘した。カル

パイン活性がみられたフラクションを集め、アミコン PM目的膜を用し市防1摘過濃縮し

た。濃縮したサンプノレをバッフア---cで平衡化したSepharose6Bカラム(19xH閥 mm)

へ添加した。カノレパイン活性がみられたフラクションを集め、アミコン PM四 10膜を用

い約4mLまで限外癒品濃縮した。

ミトコンドリアカルパインも同様の精製方法を用いて、ブタ丹刊蔵ミトコンドリア膜間

スペース(品位S)より精製した。肱屈をスターラーで撹洋しながら、粉末硫安 (60%飽

和;1 mLに対して0.39g)を徐々に糊口し、完全に糊卒させ、 1時間静置したo 20即時

で 30分間遠心分離し、沈殿をバッファ--Bで癒潤した。 その懸議持被夜をノバ〈ツブア、'--圃a白一一一一目一一司一-

平衡化したD臥 E-S匂e叩p加加ro舗S鵠eC包L-由 6儲Bカラム(儲2筋6.4x 7禍∞ mm凶)へ添加したO 吸着したタン

パク質は、 NaCI濃度勾配を50-4∞mMまで直線的に上げる溶出方法(リニアグラジエ

ント法)を用いて溶出した。その溶出には、 2Lのバッファーを用いた。

NaCIのリニアグラジエント法により吸着タンパク質を溶出した結果、 150mM  NaCI 

付近に 1つのカノレパイン?舌性ピークが検出された。

アミコン PM-I0膜(Mil1ipore)を用いて活性ピークを馴櫛品樹首し、バッファーc

で平衡化したSephacrylS-3∞カラム(19x l(朔 mm)-/¥拐ミ加した。カノレパイン?舌性がみ

られたフラクションを集め、アミコン PM-I0膜を即、て限列強過濃縮した。濃縮した

サンフツレをバッファーCで平衡化したSepharose6BカラムC19x1成治mm)ハ諸効日した。

カルパイン活性がみられたフラクションを集め、アミコンPM目的膜を用い約4mLまで

限外髄品濃縮した。

ミトコンドリアカノレパイン精製標品を、Laemm1iらの方法 [3η に従って SDS-酷 GE
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にかけ、その精製度を編忍した。電気泳動後、銀染色 MSキット (Wako)を用い、分

離されたタンパク質を検出した。

(動銀染金』法

電気泳動したゲルを 1∞mLの固定液1(メタノール50mL、画撤5mL、ミリ Q水諮

問L)に浸し、 20分間振とうした。ゲノレを 100mLの固定液2 (メタノーノレ50mL、ミ

リQ水50mL)に浸し、 10分間振とうした。ゲルを 1∞mLのミリ Q水に浸し、 10分

間振とうした。ゲ〉レを50mLの増感液(増感液5mLを脱イオン水45mLで希釈)に浸

し、 1分間振とうした。ゲルを 1∞mLのミリ Q水に浸し 1分間の振とうした。この操

作を2回繰り返した。ゲノレを50mLの染色液傑色原液5mLを脱イオン水45mLで希

釈)に浸し、 20分間振とう。ゲルを 100mLのミリ Q水に浸し、 1分間の振とうを2回

繰り返した。ゲルを50mLの現像液(現像粉末0.5gを脱イオン71<47.5mLに溶解し、

現像原液 2.5mLを加える)に浸し、適当な染色増が得られるまで振とうした。適当な

染色像が得られたら5mLの停止液を加え1分間振とうし、現像液を捨て、ゲ〉レを 1∞mL

のミリ Q水に浸し、 10分間の振とうを5回繰り返した。

明ca併による活性化、最適p盟、阻害剤の効果

科目、 m聞かレパインおよびミトコンドリアカルパインの全ての酎生測定を、 Su∞-Leu-

Tyr四品t1C を基質として行なったO 試料として、塩析およびカラムクロマトグラフィー

により部分精製した科目、 m四カノレパインおよびミトコンドリアカルパインを用いた。

種々のカノレパイン阻害剤および他のブOロテアーゼ阻害剤に対する伊、 m-カノレパイン

およびミトコンドリアカノレパインの感受性を比較するため、前述した基質樹夜に各々l

帥fカノレパインインヒビタ---I、カノレペフ。チン(Calbi∞hem)、ロイベプチン、キモスタ

チン、 10μMペプスタチン、 0-フェナンスロリンを加えたものを用いた。活性測定は、
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前述した通りに行なったO

科目、 ffi-カノレパインおよび、ミトコンドリアカノレパインの活性化における ea2
+感受性を

比較するため、 Ca2+，石，GTAバッファーシステム [8]を用いて測定した。各濃度の ci+

(終濃度制側mM)を含んだ基質溶液を郎、た。カルパイン活性測定は、前述した

方法に従って行なった。

μー、 m-カルパインおよびミトコンドリアカルパインの活性化における最適 pHを比較

するため、 pH6.0から 8.8まで、の異なった pHに調整した基賛瀦夜を用いて、活性測定

を行なった。活性測定は、前述した通り行なった。

(8)ウエスタンプロット解析

ウエスタンプロッティングは、 Towbinらの方法 [38]に従って行なったo SDS-品 GE

後のめレをBlottingbl動 r(25 mM Tris、192mM  Glycine、20%Meth組 01)に浸し、 5分

間振とうした。そのゲ〉レをニトロセルロース膜に重ねウエスタンブロット装置(マリソ

ノレ)に設置し、 18Vで 18時間プロッティングした。プロッティングしたニトロセルロ

ース膜を四回PBS[10 mMリン勝雄被 (pH7.め、 0.14MNaO、0筋 %Tw醐 2切に浸

し、 5分間振とうした。その後、 B1∞kingbuffer (0.5% BSAと1%正常ウサギまたは正常

ヤギ血清を含む TW手BS)に浸し、室温で 4時間振とうした。各種一次抗体を BI∞king

bufferで適当に希釈し、一晩 4
0Cで静置した。ニトロセルロース膜を T料開Sに浸し、

室温で 10分間振目指争し、これを3回繰り返した。関P(Ho悶 radishperoxid鰯)標

識された二次抗体を Bl∞kingbufferで希釈し、一晩 4
0

Cで育争置した。ニトロセルロース

膜を TW回PBSに浸し、室温で 10分間振とう出争し、これを3回繰り返した。免疫反応

シグナルは、 ECLまたは ECLPlusウエスタンブロッティング検出キット(Amersh釦 1

Biosciences)を用いて化学発光に変換し、免疫反応をルミノ@イメージ@アナライザ、

LAS-湖周~mi剖 (Puj出1m) で検出した。
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使用した抗体とその希釈倍率は、次の通りである。マウスモノクロ一ナノレ抗伊カルパ

インドメイン盟抗体(1:5伎町;Alexis Biochemica1s)、抗カノレパイン小サブユニット抗体

(1:敏治;Chemicon Intema柱。naIInc.)、ヤギポリクローナル抗カノレパスタチン抗体(1:

細胞;S組踊 CruzBiotechnology Inc.)、ウサギポリクロ一ナノL抗伊カノレパインドメインW

抗体(1:5側;Sigma Aldrich)、抗日1-カノレパインドメイン盟抗体(1:4鮒 ;Chemi∞n)、

抗AIF抗体(1:5蜘)、抗GAPDH抗体(1:1蜘)、抗VDAC抗体(1:5側)、抗冊目

抗体 (1:5側)、理P標識ウサギ抗マウス柄、ウサギ抗ヤギ頃およびヤギ抗ウサギ

IgG抗体(1:5蜘;Dako)。

(9)カゼインザイモグラブイ}

カゼインザイモグラフィーは、R鎚erら [39]とA吋mrら [40]の方法に従って行った。

各寺株十60fJLをSamplebuffer [0.1 M Tris-HO (pH 6.8)、20%グリセローノレ、 10mM 2-

mercapto拍組01、10mM EDTA]で希釈し、 10%ポリアクリノレアミドゲル(1mglmLカ

ゼインを含む)にアプライした。電気泳動は、 4
0

Cで 3時習、 125Vで行ない、泳動バ

ッファーには 125mM glycine、1mMED弘、 10mM 2-mercapthoet加nolを含む25mM 

Tris-HCl (PH 8.0)を用いた。電気泳動後、ゲルはCa2+バッファー [20mM  Tris-HCl (pH 7.4)、

10 mM 2-mercaptoet加nol、20mMCaClz]に浸し、室温で一晩振とうした。対照実験とし

てCa2+を含まなしVミッファー [20mM  Tris-HCI (pH 7.4)、 10mM 2-mercap脱出加01、5mM

E朗'A." 1 mM EGTA]を用しザ〉レに作用させた。その後、ゲルを CBB染色液に浸し、

室温で 30分間振とうし、脱色液に移し、一晩室温で振とうした。カノレパイン分子が存

在しゲルに含まれたカゼインを切態斤すると、 CBBに染まらず白色のバンドで検出され

る(バックはCBBに染まるため全体育く染まる)。
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(期内樹生ミトコンドリアカノレパインによ の限定分解

ブタ月刊蔵から単離したミトコンドリア画分を、 1mMCao2を含むバッファー [20mM

T討s-HCI(pH 7.5)、 0.25M SUCJi側、 5mM 2-mercap脱出組01]で癒濁し、 37
0
Cで5"，120分間

の範囲で各時間インキュベートした。カルベプチンを終濃度5~M となるように添加し、

反応を停止した。ミトコンドリア画分は、前述した方法に従って行った。AlFの限お¥

解とミトコンドリアカルパイン活十批を鞘面するため、各町士はウエスタンプロット解

析に使用した (20開タンパク質/レーン)。

(盟)単離ミトロンドリアのトリプシン処理

ミトコンドリア画分への細胞質酪¥の;昆入を掛徐するため、陥賦:haらの方法 [41]~こ

従って、単離したミトコンドリアの外膜表面をトリプシン処理した。ブタ月刊蔵から単離

したミトコンドリアをホモジェナイジングバッファーで癒濁し、 50~g/mLの TPCK司ト

リプシン (Wo曲 19ton)を納日した。 30および 60分間氷上で静置した後、大豆トリプ

シン阻害剤を2∞開/mLになるように添加し、トリプシンi舌性を停止させた。4
0

C、10，側

x g、10分間遠心分離し、その沈殿を 0.14M NaClを含んだホモジェナイジングバッフ

ァーで、懸濁しホモジェナイズした後、同じ条件で遠心分離を行い、上清を取り除いた。

3回洗い終わったミトコンドリア画分は、さらに前述した通り、外膜、膜間スペース、

内膜、マトリクスに分画し、ウエスタンプロット角特斤に用いた。

ほめグ〉レタミン離脱水素欝棄の潤生測定

ミトコンドリア各両分の精製度は、マトリクスに特異的に局在するグルタミン酸脱水

素酵素 (GDH)の活性を測定することにより認可面した [42]。各サンプ。ノレ 1μL(8開)

を1労 μLの基質溜夜間mMTris四日Q(pH8.0)、2.5mME間入、O.2mMNADH、lmMADP、

1∞ μM側 no凹 nace脇、 7mM 2-oxoglu回総:] ~こ加え、 250Cでインキュベートした。
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下に示すこの反応の平衡は、グルタミン酸を形成する方に傾く。オキソグノレタル般と

~+を基質とし、酵素関忘中の ODc問問の吸光度を測定することで、その減少を GDH

活性と定義した。

測定した結果、 GDH活性の分布はマトリクスが 47.5%、内膜が 45.4%、膜間スペー

スが 4.5%、外膜が 2.6%で、あったo GDH 活性は主にマトリクスと内膜に局在していた

ことから、膜間スペース画分へのマトリクス画分混入の可能性は掛除された。

L-Glut翻縦十日20+ NADP+←→ 2-0xoglu組問ie+NH3十NADPH+
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3鱒

(1) ミトコンドリアにおけるカルパイン活性

ブタ月刊蔵におけるカルパイパ舌性の系聞包内分布を調べた(図 2-1A)。系問包質画分に多

くのかレパイン活性が相生したが、ミトコンドリア画分にも活性が相生した。遠藤らの

報告 [3]には、正常ラット網膜におけるカルパイン活性の細胞内分布が示されていた

が、その結果とおおよそ一致していた。ミトコンドリア内で、のカルパイン活性の分布を

さらに詳しく調べた(図 2-1B)。その結果、膜間スペースで非常に多くのカノレパイン活

性がみられ、マトリクス画分においても活性があった。

(2)細臨質料圏、 m圃カノレパインおよびミト3 ンドリアカノレパインの精製

ミトコンドリアカルパインの性質を、既知の細胞質伊およびffi-カノレパインと比較す

るため、まず各酵素を種々のカラムクロマトグラフィーにより部分精製した(図2♂)。

ブタ開麟醐質画分をD出 E-SepharosεCL-6Bカラムクロマトグラフィーにかけ、細包

質伊および、m四カノレパインを分離した(図2-2A)oNaCI濃度をリニアグラジエント法で

上げたところ、 μーカルパインは 120mMNaCIで溶出され、 m四カノレパインは250mMNaCI

で溶出された。各ピークをSephacrylS-3∞カラムクロマトグラフィーにかけさらに精

製を行った(図2-2B;μーカノレパイン、 2C;m四カノレパイン)。共にカノレパイン活性のある単

一ピークがみられたので、それを集め、 Sepharose6Bカラムクロマトグラフィーにかけ

精製を行ったO

ミトコンドリアカルパインも同様の対去で精製を行ったO ブタ月刊蔵から単離した膜間

スペースをDEAE-SepharoseCL-6Bクロマトグラフィーにかけ、リニアグラジエント法

で、NaCI濃度を上げてタンパク質を溶出した(図2-2D)。その結果、 150mMNaCI~こカ

ルパイン活性のピークが1つみられた。この溶出位置は、細胞質伊およびm目カノレパイ
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ンの溶出位置と異なっていたO この活性ピークを次にSephacrylS-300カラムクロマト

グラフィーにかけた(図2-2E)。カノレパイン活性のある 1つのピークがみられたので、

それを集め、 Sepharose6Bカラムクロマトグラ.フィーにかけ精製を行った。精製度27

倍のミトコンドリアカノレパイン精製擦品を得た。

(3) ミトロンドリアカルパインの精製度とウエスタンブ口ツト解析

ミトコンドリアカルパインの精製度を磁忍するため、 SDS品 GEおよ悦膜色を行

った(図2-3A)。イ明鞍頁かのタンパク質が混在していたが、カノレパイン大サブユニット

に相当する75，...，80回hバンド、およびカルパイン小サブ、ユニットに相当する 26----30k助

バンドが観察された。細胞質伊カノレパインおよびミトコンドリアカノレパインの部分精製

標品を、科目カルパイン大サブユニット(ドメイン漉)抗体を用いてウエスタンプロッ

ト角献したところ、両分子とも反応した(図2-3B)。両者の分子量は若干異なり、細胞

質伊カノレパインが約78組加でミトコンドリアカノレパインが約75kDaで、あった。一方、

ミトコンドリアカルパインはモノクロ一ナノレ抗日1巴カノレパイン抗体には即芯しなかった

(図2-3C)。細胞質伊、 ffi-カルパインおよび、ミトコンドリアカノレパインの精製標品を、

カノレパイン小サブユニット抗体を用いてウエスタンブロット角特斤した(図2-3D)。細胞

質μーおよび、ffi-カノレパインは約30kDa小サブユニットとヘテロ 2量体を形成しているの

に対し、ミトコンドリアカノレパインは約26姐)a小サブユニットとヘテロ 2量体を形成

してし、ることが示唆された。

(4) ミトコンドリア額分の純度

細胞質伊カノレパインがミトコンドリア外膜に結合していないことを硲忍するため、単

離したミトコンドリアをホモジェナイジングバッファ一、 0.14MNaOを含むホモジェ

ナイジングバッファ一、 0.01% Triton忘 1∞を含むホモジェナイジンク、バッファーで、3
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回洗った。ウエスタンブロット角勃市こよって、前述のように外膜を処理したミトコンド

リア画分においても伊カノレパイン大サブユニットおよび、カノレパイン小サブユニットを示

すバンドが検出された。

また単離したミトコンドリアをトリプシン処理した場合でも、ミトコンドリア画分で

伊カノレパイン大サブユニットおよびカノレパイン小サブユニットが柄生していることが、

ウエスタンブロット角勃庁より示された。従って、細胞質怜カノレパインがミトコンドリア

外膜に結合するなどして、ミトコンドリア両分に混入している可能性は低いと考えられ

た。

さらに、ミトコンドリア伊カノレパイン大およひしj、サブユニットの分子量が、細胞質伊

カノレパインのものとわずかに異なっていた(図2-3) ことからも、ミトコンドリア画分

への細包質郎士混入の可能性は非常に低い。従って、ミトコンドリアには細胞質廿カル

パインとは異なる伊カノレパインが特異的に局在していることが示唆された。

(5)細胞質料ヘ臨阻およびミトロンドリアfAr'カノレパインの騨棄特惟債の此鍛

部分精製したミトコンドリア廿カルパインの酵素判勺性質(種々のプロテアーゼ阻害

剤に対する感受性、活性化における劇画pHおよびCa2+要求性)を、細胞質伊およびffi-

カルパインのそれと比較した。

まず3種フoロテアーゼ、の酵素活性に及ぼすフ。ロテアーゼ、阻害剤の効果を検討した(図

2-4A)。カルパインインヒビタ~I、カルペフ。チン(カノレパイン阻害剤)、ロイペプチン

(システインフ。ロテアーゼ阻害剤)に対する細胞質伴、 m四および、ミトコンドリア廿カル

パインの感受性は、ほとんど違いがなかった。一方、ミトコンドリア伊カルパインは、

細胞質伊および、m田カノレパインよりも、キモスタチン(セリンプロテアーゼ阻害剤)に

対する感受性が高かっt~ 細胞質伊、 ffi-およびミトコンドリア伊カノレパイン共に、ペプ

スタチン(酸性プロテアーゼ阻害剤)および、。フェナンスロリン(メタロプロテアー
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ゼ阻害剤)によって阻害されなかった。

細胞質科目、 m四および、ミトコンドリア廿カノレパインの活性化における最盛酬は、各々

7.6、7.8、7.2で、あった(図2-4B)。

細胞質伊および、ミトコンドリアμ四カノレパインの活f封乙におけるCa2+要求性は、ほとん

ど変わりがなく、細胞質問自カノレパインとは異なり低Ca2濃度で活断どすることが解っ

た(図2-4C)。

(6)細胞質およびミト3ンドリア商分でのカゼインザイそグラブイ}とウエスタン

ブ口ット解析

カゼインザイモグラフィーは、カルパインj舌性を制面するために寸舶に即、られて

いる手法で、ゲル内で、カノレパインを活↑封ヒさせ、ゲルに含まれているカゼインを切断さ

せる。切断されたカゼインはCBBで染色されないので かレパインが柄生してカゼイ

ンを切断した箇所は、白く色が抜けて観察される。ゲ〉レ電気泳動の移動度の違いにより、

活性だけでなくカノレパイン分子種の違いも半切IJできる。

この手法を用いて、ブタ肝臓から単離した細胞質およびミトコンドリア画分における

かレパイパ舌性と、そこに桐生するかレパイン分子の種類について調べた(図2-5A)。

系間包質画分では、 2本の活性バンドが観察されたO 移動度が小さい上方のバンドはμーカ

ノレパインを示し、移動度が大きい下方のバンドはffi-カノレパインを示す。科目カノレパイン

が多く含まれる赤血球をμーカノレパインの陽性対照として用いたが、細胞質yカノレパイ

ンと同じ移動度であることが編忍できた。膜間スペース邸側では2本の活性バンド、

マトリクス (M鍛ix)では1本の活性バンドが検出された。時岱で見られた移動度が小

さい上方の活性ノミンドと、マトリクスで、見られた活性バンドは、移動度が一致していた。

いずれにせよ、模開スペースおよびマトリクスで検出された活性バンドの移動度が、細

胞質伊および、ffi-カノレパインとは異なることから、それらは系醐包質と同じカノレパイン分
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子ではないことが示唆された。ミトコンドリア外膜および、内膜では、カノレパイン活性バ

ンドが検出されなかった。

カゼインザイモグラフィーにおける膜間スペースおよびマトリクスの活性バンドが、

カルパイン分子によるものかどうカ曜かめるため、カノレパイン阻害剤で、あるカノレペフ。チ

ンで前処理し、カゼインザイモグラフィーを行なった(図2-5B)。その結果、膜間スペ

ースでみられた2本の活性バンドとマトリクスでみられた1本の活性バンドが、カノレペ

プチン相生下で消失した。このことから、ミトコンドリア画分に前生する活性バンドは、

カルパイン分子によるものだと示唆された。また予備実験により、細胞質科目、 m-およ

びミトコンドリアカノレパインの活性バンドがCa2+非栴生下で消失することから、それら

はCa2~依硝旬こ活断どすることも解った。カゼインザイモグラブイーを船、た以上の実

験から、ミトコンドリア膜問スペースに街生する 2種のフ。ロテアーゼ、とマトリクスに存

在する 1種のフ。ロテアーゼは、カノレパイン分子であることが解った。

ミトコンドリア画分に前主するカノレパイン分子が、既知のどのカノレパイン分子に相当

するのカ調べた。カゼインザイモク、ラフィーで得られた活性バンドを切り出し、 SDS-

PAGE展開し、戸田カノレパインドメイン盟、 IV、m-カノレパインドメイン圏、カノレパイン

小サブユニットおよび、カノレパイン10に対する各抗体を用いウエスタンプロット角斡斤を

行なった(図2-5C)。細胞質廿カノレパイン(バンドNo，1)と移動度の小さいミトコン

ドリアカノレパイン(バンドNo，3および5)は、伊カノレパインドメイン臨、 IV抗体に各々

染まったO しかし2種のミトコンドリアカルパインは、 m-カノレパイン(ドメイン田)

抗体で、もカルパイン 10(ドメインT)抗体でも染まらなかったO 細胞質科目、 ffi-および2

種のミトコンドリアカノレパインは、カノレパイン小サブユニットを有していた。以上の結

果から、 2種のミトコンドリアカノレパインはCa2+伽字的に活性化され、カノレベプチン

により阻害され、細胞質μーおよびm四カノレパインと移動度が異なるカノレパイン分子であ

ることが角卒った。
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部会¥精製したミトコンドリア伊カノレパインと膜間スペースで、検出された移動度の小さ

いカノレパイン分子(バンドNo，3)は、同じ分子であると考えられた。一方、膜間スペ

ースで検出された移動度の大きいカノレパイン分子は、科目、 m-カノレパインおよびカルパ

イン 10とは異なる未知のカノレパイン分子であると考えられた。この未知のカノレパイン

分子に関しては、第4章で詳しく述べる。

(7)ミト 3 ンドリア伊カノレパインのミト::zンドリア分布と組織分布

ミトコンドリア伊カノレパインのミトコンドリア分布と来品織分布、さらにカノレパイン内

在性阻害剤で、あるカノレパスタチンのミトコンドリア分布を調べた(図2-6)。ブタ月刊蔵

から単離した系醐包質商分およびミトコンドリア各画分において、科目カノレパイン(ドメイ

ン盟)抗体および、カノレパイン小サブユニット抗体を用い、ウエスタンプロット角勃庁を

行なった(図2-6A)。μーカノレパイン(ドメインIII)抗体を用いたウエスタンプロット解

析では、糊包質、膜間スペースおよびマトリクス画分において、約78および、80励に

2本のバンドが検出されたが、外膜および内膜では約80組)aバンドのみが検出された。

カノレパイン小サブユニットを用いたウエスタンプロット角林斤では、系捌包質画分vで約28

および30姐)aに、外膜および内膜では約30沼海に、膜間スペースおよびマトリクスで

は約26財)aに各々バンドが検出された。このことからミトコンドリア伊カノレパイン大

および小サブユニットの分子形が、細胞質伊カノレパインと異なり、さらにミトコンドリ

ア内においても異なっていることが示された。

興味深いことに、ミトコンドリア各画分においてカノレパスタチン抗体に反応する分子

が見られなかった(図 2-6B)。この結果から、カルパインの内在性阻害剤で、あるカノレパ

スタチンは、ミトコンドリア各町¥に桐生しないことが示された。

ミトコンドリア伊カノレパインの系iltr.務長布を調べるため、ブタの各系H織からミトコンド

リアを単離し、ウエスタンプロット角噺を行なった(図2-6C)。胸阪L外の各樹哉悩:
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Brain、心臓:日切民、腎臓:Ki命ley、日朝蔵:Spleen、月刊蔵:Liver、胸腺:Thymus、姉:

Lung、胃 :Sωmach、網膜:Retina)のミトコンドリアにおいて、ミトコンドリア伊カ

ルパイン大および小サブユニットが局在していることが解ったO また、その分子形も組

織によって異なっていることが解った。

(8) ミトロンドリアカノレパインによるA曹の限定分解と避難

ミトコンドリアに稲生するアポトーシス誘導因子 (AIF;apoptosis-inducing 批 ωr)の

限定分解に、ミトコンドリアカノレパインが関与しているカ曜かめるため、単離したミト

コンドリアにおいてミトコンドリアカルパインを活性化させ、それに伴って AIFが限

定分解されるのかをウエスタンプロット角勃庁により確かめた(図 2-7)。ミトコンドリ

ア内膜において、 62組h の完全長 AIFが検出された(図 2ヴA)。単離したミトコンド

リアに 1mM Ca2+を作用させ、 3TCでか120分間インキュベーションし、その後ミトコ

ンドリア各画分に分離した。膜間スペースでは、時間依存的に57kDa切断型AIFG仏1F;

位眼目印刷 AIF)が増加しているのが確認された(図 2-7B)。カノレベブoチン存在下で、は、

限定分解に伴う仏IFの膜間スペースへの遊離は完全に阻害された。内膜においては、

AIFは顕著にぽ減少していなかったO この結果から、ミトコンドリアカルパインにより

限局士解され、内膜に調栓する仏IFの量は、 AIFに荷主する完全長 AIFの量のほんの

一部であると示唆された。完全長 AIFと仏IFの分子量が異なっていること計四月する

ため、単離したミトコンドリアを ci+荷主下で 120分間インキュベートした時の膜間

スペースと内膜を混ぜてウエスタンプロット角勃庁を行なった(図 2ヴC)。その結果、膜

間スペースと内膜を混ぜたレーン飾品岱18)では、完全長 AIFと凶IFが分離され2

本のバンドが検出された。従って、これらの分子量は明らかに異なることが示された。

次に、 AIF切断が観察される条件と同じ条件でミトコンドリア伊カルパインの活性化

が起こっているのか、ウエスタンプロット角特斤により確認した(図 2-7D)。カノレパイン
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の特徴の1つに自己分解がある。カノレパインは活十釘七lこ伴って、 ドメイン Iの N末端

が自己消化を受け若干分子量が小さくなり、これにより ci~感受性が充進する[18]0 こ

の自己分解産物がウエスタンプロット角税庁により観察されることにより、カノレパインが

活性化したとしづ指標になる。膜間スペースにおいてミトコンドリアμーカノレパインは、

Ca2+インキュベーション5分後に、すでに約80姐)aから約78kDa自己分角樫に変化し

ていた。カノレパイン小サブユニットも Ca2+インキュベーション5分後に、約 30kDaか

ら約28財hおよひ納26kDaの自己分解型に変化していた。カノLパフ。チン前主下で、は、

このミトコンドリアμーカノレパインの自己分解が完全に阻害された。これらの結果から、

ミトコンドリアへの Ca2+の流入に伴い、膜間スペースに局在するミトコンドリアμ由カノレ

パインが活性化され(それに伴い自己分解が起こり)、内膜に結合している AIFを限定

分解し仏IFを内膜にi蹴佐させたことが示唆された。内膜で、はカノレパイン活性が非常に

低い(図 2-1)ので、内膜に局在するミトコンドリアカノレパインにより AIFが切断され

たとし、うよりも、膜間スペースに柄生するミトコンドリアカルパインがAlFの限定分

解に大きく関与していることが示唆される。
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本章では、細胞質科目、 m回およびミトコンドリアカルパインの性質を比較し、その共

通点およひ粕違点lこついて詳しく調べた。単離ミトコンドリアにおいてカノレパイン様の

活性が相生するという実験結果が報告されていたが [7四時、ミトコンドリアに局在する

カルパインは同定されておらず、さらにその性質も全く調べられていなかったO 一般的

にカノレパインは系捌包質のみに局在する酵素であると広く考えられてきたが、本研究によ

ってミトコンドリアにもかレパインが柄生することが明確に示された。

ミトコンドリアカルパインは、膜間スペースに多く前生すること個別B)、伊カル

パインドメイン盟およびW抗体に染まること(図2-2B、-5C)、カノレパイン限害剤で

あるカノレベプチンで阻害されること(図2-4A、-5B)活性化における Ca2+要求性が細胞

質伊カノレパインと等しいこと(図2-4C)など、種々の性質が明らかとなった。一方で、

ミトコンドリア伊カノレパインと細胞質伊カノレパインは、いくつか異なった性質を有して

いるとしづ重要な知見を得た。ミトコンドリア伊カルパインは細胞質μーカノレパインと比

較し、最適pHが低く(図2-4B)、キモスタチンに対し感受性が高く(図2-4A)、ザイ

モグラフィーにおいて移動度が大きい(図2-5A) とし、った違いがあった。このことか

ら、ミトコンドリア伊カノレパインと細胞質μ四カノレパインは全く同じ分子ではないと考え

られる。

カゼインザイモグラフィーにより、ミトコンドリアには少なくとも 2種のカルパイン

分子が前生することが示された(図2-5)。ミトコンドリアμーかレパインを示す活性バン

ドは、細胞質廿カノレパインよりも移動度が大きく、 m-カノレパインよりも移動度が小さ

かった。 3種フOロテアーゼ、の活性バンドの移動度は、 D弘 E-Sep加工悦カラムクロマト

グラフィーでの溶出位置(図2-2A、2D) と一致している。ミトコンドリアカルパイン

が150mMNaO時に溶出されたのに対し、細胞質伊カノレパインは 120mMNaα 特に、
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細胞質ill-カノレパインは250mMNaCI時に溶出された。この結果から、ミトコンドリア

伊カノレパインは細胞質伊カノレパインよりも負に荷電し(簡苛が小さし、)、 m聞かレパイン

よりも正に荷電している(電荷が大きしすことが考えられる。また、ミトコンドリアμ由

カノレパインにはシャペロン分子など未知の制御因子が結合していることが示唆される。

ミトコンドリアには、ミトコンドリア伊カノレパイン以外のカノレパイン分子が局在する

という重要な実験結果を得た(図2-5)。その対日なカノレパイン分子は、 ci+依前旬こ活

十自七され、カルベブ。チンにより阻害され、カノレパイン小サブユニットを有しているなど

カルパインの特徴を有している。しかしながら、仲、 m田カルパインおよび、カノレパイン 10

に対する各抗体に反応せず(図2-5C)、カゼインザイモグラフィーにおいて細胞質伊お

よびm田カノレパインと移動度が異なる(図2-5A)ことから、伊、 m四カルパインおよびカ

ノレパイン 10以外の既ま日のカノレゾミイン分子、または新規カノレパイン分子であると考えら

れる。ミトコンドリアμーカノレパインはAIFの限定分解を介してアポトーシス経路を制

御するとしづ重要な機能をもっ(図2-7)ことから、新規ミトコンドリアカルパインを

同定し、その機能を角斬することは、今後の重要な研究課題と言える。

カルパインの内在t部且害剤で、あるカノレパスタチンがミトコンドリアに局在しなし、(図

2-6B) というニとも、重要な知見である。系醐包質において、カノレパスタチンはカノレパイ

ンと結合、解離を繰り返し、その活性を厳密に制御している。カノレパスタチンがミトコ

ンドリアに局在しないことから、来剛包質とミトコンドリアにおけるカノレパイン~?主性の制

街勝繍は、全く異なっていると考えられる。ミトコンドリアにはカノレパスタチンに代わ

る抑制因子が相生し、カルパイン?舌性を制御している可能性が考えられる。または、ミ

トコンドリアカノレパイン特異的な活性化因子が相生し、通常ほとんど不活性状態のミト

コンドリアカノレパインに作用して活性化される、といった樹誇が荷主することも考えら

れる。ミトコンドリアがCa2+の保存競庁であるとしづ説を考慮すると、カノレパインの

抑制因子がミトコンドリアに柄生しない場合、高Ca2+濃度に保たれているミトコンド
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リアでは常にカノレパインが活性化することが想、定できる。ミトコンドリアカノレパイン分

子と Ca2+濃度変化のみでは、厳密にカノレパイン活性が制御されているとは思えない。

従って、ミトコンドリアにおいてカルパイン抑制因子およひ活十封七因子を探索すること

は、生体内でミトコンドリアカノレパイン活性がどのようにコントローノレされているかの

解明に繋がる。特lこ系糊包死におけるミトコンドリアカノレパインの寄与を解明するにあた

り、重要な鍵と言える。

先に述べた活性制御因子明舌性化因子の他に、ミトコンドリア外膜および内膜が、ミ

トコンドリアカノレパイン活性の制御に関与しているのではなしゅ吃思われる。ウエスタ

ンプロット角物?により、ミトコンドリア外膜、膜間スペース、内膜、マトリクス全ての

画分に、ミトコンドリア伊カノレパインが局在していることが示された(図2-6A)。しか

し外膜および、内膜では、ほとんどカノレパイン1舌性が荷主しない(図2-1B、ろ)。単離ミ

トコンドリアへCa2+を作用させると、膜間スペースに局在するミトコンドリア伊カノレパ

インは活性化され自己分解を起こすが、内日期詰合型ミトコンドリアμ回カノレパインは自己

分解を起こさない(図2-7D)。この結果から、ミトコンドリアμーカノレパインは膜と結合

することで、 Ca2+濃度の上昇に関わらず不活性状態に保たれること、またはミトコンド

リア伊カノレパインの抑制因子が膜に存在することなどが考えられる。ミトコンドリア膜

の膨潤や膜電位低下に伴う蹴蛮品性の瓦進などにより、ミトコンドリア機能が障害され

た時に、膜からミトコンドリア伊カルパインがi顕在してカノレパイン活性を増大させるこ

とも考えられる。例えば近年、系間協莫、小胞体 (ER)、ゴノレジ体、多胞性エンドソーム

などの細胞内膜系におけるかレパインの局在、およひ糠輸政系 (membrane岡部c蛤19)

関連因子とカノレパインとの相互作用が明らかlこなってきた [43，44]0このように来醐包内

膜系を介したカノレパインの新たな機能が見出されてきており、ミトコンドリア膜とカル

パインの相互作用についても、重要な生理機能が隠されていると思われる。

遠藤らの報告により、ラット網膜を90分間虚血または依酸素状態におくと、mAAT
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活性が20%減少し、ミトコンドリアにおけるかレパイパ針生が2.5倍上昇することが示

された [3]。虚血状態のミトコンドリアでは、 Ca2+;à~蓄積するとし、う報告もある [45-47]0

本研究において、マトリクスで、は膜間スペースに比ベカノレパイン?舌性が比較的低く保た

れていた(図2-1B)。このため90分間の虚血イ底酸素状態で¥mAAT活性が20%しか

減少しなかったと考えられる。

本研究で、ミトコンドリアカルパインの基質分子の 1つがAIFだということが明ら

かになった(図2ヴ)0AIFはミトコンドリアを介したアポトーシスにおいて主要な機能

を有するタンパク質で、あり [48]、それを限定分解するミトコンドリアカルパインが如

何に重要な相生であるかを認識できる。 AIFは通常内膜に結合しており、ミトコンドリ

ア内在性フ。ロテアーゼで切断されることにより、細包質へ遊離し、その後核へ新子し、

DNAaseを活性化することでDNAの切断を誘導する [49-51]0 Polsむ~r らは、 tBid が Bax

やBakと新交してミトコンドリア外膜にチャネノレを形成し、そのチャネルを凶IFが通

り糊包質へ遊離すると示唆している [52]。さらに彼らは、開歳および脳から単離した

ミトコンドリアで、カルパイン活性があることを確認しているが、来蹴包内Ca2+濃度の

上昇に伴し畑包質からミトコンドリア河田カルパインが移行し、 AIFの限脳士解を促進

する可能性を説いている。内在性ミトコンドリアカノレパインのみでもAIFを限定分解

しうることが、本研究における重要な知見である。もちろん、来剛包内Ca2+濃度の上昇

に伴し、細胞質伊カノレパインがミトコンドリアハ移行する可能性を否定している訳ではな

しL虚血/低酸素下ラット網膜でのミトコンドリアカノレパイン活性の上昇は、細胞質伊

カルパインが虚血@健駿素下でミトコンドリアハ新子したことを示唆しているのかもし

れなしL

本章を要約すると、細胞質伊カノレパインとは少し性質の異なる伊カノレパインがミトコ

ンドリアに相生していること、それは生麟句条件下で紺哉普遍的にミトコンドリアに局

在すること、 AIFを限おう解することでミトコンドリアを介したアポトーシスシグナノレ
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を制御して令いることなどを明らかにした。
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圏2-1.ブ、タ前糠におけるカノレパイン活性の細胞内分布

(A) 大部分のかレパイン活性は細胞質 (solublefraction)に新生するが、他の細胞ノj、器

官に比べミトコンドリア(mitωhondrialfraction)で、は、比較的カノレパイン活性が高し、。ブ

タ間勝祖画分における全カノレパイン活性は、 790+40(平均値土標準偏差、検体数T=5)

FIlm加/mgである。

問 カノレパイン活性のミトコンドリア内分布を、外膜 (Ul聡rmembrane)、膜間スペー

ス (Intennembranes問 e)、内膜 (Innermembrane)、マトリクス邸倣ix)に分離し制面

した。多くのカノレパイン活性が膜間スペースに荷主し、マトリクスにも活性がみられた。
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図細胞質料ヘ醜聞カノレパインおよびミトロンドリアカノレパインの精製

実験方法の詳細士、本章第2節(実験材料およひ淵去)昨日載した。

(A) DEAE四 Sephar偲 eCL-6Bカラムクロマトグラフィーによる細胞質μ-、ID-カノレパイン

の分青色 120mMNaCI時と 250mMNaCI時lこ2つのカルパイン?舌性ピークがみられる。

この結果は吉村らの結果 [13]と一致することから、前半のピークに伊カノレパインが含

まれ、後半のピークにID-カノレパインが含まれると示唆される。
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D酷 E-SepharoseCL-6Bカラムクロマトグラフィーで得られたμーカルパインのピーク

1つの(120 mM NaCI)をSephacrylS-3∞カラムへ諸効日し、バッファ--cで溶出した。

カノレパイン活性ピークがみられる。

Sephacryl S-3∞カラムクロマトグラフィーによる細胞質m-カノレパインの精製(。

D出 E-Sep加'OseCL-6Bカラムクロマトグラフィーで得られたm由カノレパインのピーク

伊カル(250 mM NaCI)をSephacrylS-3∞カラムρ 初訪日し、バッフア--cで溶出した。

1つのカノレパイン活性ピークがみられる。
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150mMNaCl時に 1つのカノレパイン活性ピークがみられる。ンの精製

Sephacryl S-300カラムクロマトグラフィーによるミトコンドリアカノレパインの精(E) 

D酷 E-Sep加roseCL-6Bカラムクロマトグラフィーで得られたミトコンドリアカノレ車止

1つのカパインのピークをSephacrylS-3∞カラムへ拐効日し、バッフア--cで溶出した。
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図2戸3.ミトコンドリアカノレパインのSI格闘PAGEとウエスタンブ口ツト解析

(A)ミトコンドリアカノレパイン部分精製標品の SDS田PAGE。ミトコンドリアカノレパイン

部分精製標品 (5開タンパク質)を SDS由肱GEにかけ、その後、銀染色4を行なった。

黒矢頭および、白知如、各々ミトコンドリア大サブユニットおよび小サブユニットと思

われるバンドを示ホ

領)伊カノレパイン(ドメイン臨)抗体を用いたウエスタンプロット角勃庁(10開タンパ

ク質)。レーンムミトコンドリアカノレパイン ;2、伊カルパイン。ミトコンドリアカル

パインは科目カルパイン抗体に反応し、分子量rJ拘 75姐)a(白矢鳴で、細胞質伊カノレパ

インの分子量係句78虹)a;黒矢頭)よりもやや小さし、

(り曲目カノレパイン(ドメイン闇)抗体を用いたウエスタンブロット角材庁(10開タンパ

ク質)。レーンムミトコンドリアカノレパイン ;2、m-カノレバイン。ミトコンドリアカル

パインは問問カノレパイン抗体に反応しなし、。

師)カノレパイン小サブユニット抗体を用いたウエスタンブロット角勃庁(10開タンパク

質)。レーン 1、伊カルパイン ;2、m-カルパイン ;3、ミトコンドリアカルパイン。細

胞脇田およaび、m-カノレパイン儲句30励(黒知見、ミトコンドリアカノレパインは約26励

(白矢鵡のかレパイン小サブユニットを各々有している。
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国細胞質料ヘ翻ヘおよびミトロンドリア科圃カノレパインの静棄特惟質の良識

細胞質伊、 m四および、ミトコンドリア伊カノレパイン部分精製標品 (25~g タンパク質Y反応

瀦夜)のを用いた。結果は、土標準偏差(検体勢判で表す。

(A)細胞質廿、 m-およびミトコンドリア伊カノレパイン活性化に及ぼすカノレパイン阻害斉Jj

の影響。カノレパイン阻害剤 (1凶fカノレパインインヒピタ--1:calpain inhibitor 1、カルペ

プチン:calpeptin、ロイペフ。チン:1切符p加、キモスタチン:ch戸n邸酬がは、 3種のカル

パイン活性を阻害するが、アスパラギン酸フ。ロテアーゼ阻害剤(10帥rfpeps鋭的と金

属プロテアーゼ阻害剤 (10帥rfo-phenanthroline)は阻害効果がなし、ミトコンドリア伊

カルパインのみキモスタチンに感受性が高い。
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繊細胞質伊、 m由およびミトコンドリア伊カノレパイン活性化における五蕗pHo

細胞質~-、 ffi-および、ミトコンドリアμーカノレパインの査車 pH は、各々7.6、 7.8 、 7.2であ

り、ミトコンドリア伊カノレパインはより低し¥pHでi舌性化する。

(り細胞質ドー、郎国および、ミトコンドリア廿カルパインす舌性化における Ca2+要求'也

。吋1臼泊料恥1の範囲で各ci+濃度の反応括討夜を用いて、カノレパインj舌性測定を行なったO

ミトコンドリア伊カノレパインの活性化におけるCa2+要求性は、細胞質伊カノレパインとほ

とんど変わりがなく、低Ca21濃度でも活断じする。
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関細飽鷺およびミトロンドリアでのカゼインザイモグラブイ}とウエスタンプロ

ット解析

(A)細胞質μ-、ffi-および、ミトコンドリアカノレパインのカゼインザイモグラム。詩科は、

ブタ赤血球 (E巧rthr∞ytes;1∞μgタンパク質)、月刊麟翻包質 (Cytosol;250開)，膜間ス

ペース(路t1S;4∞開)およびマトリクス(Matrix;4∞ ~g)。赤血球は~-カノレパインの陽

性対照として使用。細胞質で、はドーカノレパインを示すノミンド(白矢安局と m田カノレパイン

を示すバンド(黒矢現の2本が検出された。膜間スペースでは、上方の魚判月なバンド

と下方の号弘、バンドが検出された。上方の鮮明なバンドは、マトリクスでも観察できる。

膜間スペースとマトリクスでの活性バンドは、いずれも細胞質廿およびffi-カノレパイン

の移動度とは異なる。

傍)カノレペプチン処理したミトコンドリアカノレパインのカゼインザイモグラム。

カルペフ。チン処理により、膜間スペースおよびマトリクスで、みられた活性バンドは消失

する。
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80 kDa anti-m四 calpain

30 kDa 

26 

anti-calpain 1 0 
75 kDa 

68 

(りカゼインザイモグラフィーにおける活性バンドのウエスタンプロット角材斤。

カゼインザイモグラフィーで、検出された活性バンドを切り出し、 SDS明日生GEにかけ、

それに含まれるタンパク質を分離し、ウエスタンブロット角特斤を行なった。上のパネル

からJI慎に、伊カルパインドメイン盤、 ドメイン W、m-カルパイン(ドメイン盟)、カ

ルパイン小サブユニット、カルパイン 10(ドメイン T) に対する各抗体を用いた。陽

十生対照として繍包質、膜間スペース、マトリクス(各20開タンパク質)を使用。細胞

質伊カノレパイン(バンドNo.l)と上方のミトコンドリアカノレパイン(バンドNo.3と5)

は、 μーカノレパインドメイン盟およびW 抗体で染まる。来悶包質 m四カノレパイン(バンド

No.2)は、 m司カノレパイン抗体のみに染まる。全ての活性バンドは、カノレパイン小サブ

ユニット抗体に即芯するが、カノレパイン 10抗体には防むしな川
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匂嘩輯蝿磁噛 健輔曲線輔昏媛鶴瞳韓趨.

Lane 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 

図ミトコンドリアJ.t-:lJノレパイン鎌職分布

各レーン4O ~g の謝斗(タンパク質)を添加した。

咽婦輔

(A)ブタ月刊蔵ミトコンドリア各彫;¥におけるμ-カノレパイン(ドメイン盟)およびカルパ

イン小サブユニットのウエスタンプロット角勃庁。膜間スペースとマトリクスでは、約80

鼠)a(黒矢鳴と約78組)a(白矢現の2つのバンドがみられる(パネル上)。繍包質

カルパインは、約30闘)a(黒矢鳴と約28姐)aの小サブユニットを持つが、ミトコン

ドリアカノレパインは外膜と内膜では約30姐為、模開スペースとマトリクスでは約26組)a

(白矢支局の小サブユニットと相互作用している。

縄)ブタ月刊蔵ミトコンドリア各画分におけるカノレパスタチンのウエスタンプロット角初予。

カルパスタチンは細胞質で、は検出で、きる(黒矢頭:約 110組制ものの、ミトコンドリ

アでは検出されなし、。

(りミトコンドリア伊カルペインの総僻摘。 閥舵排の各組織悩:B閉口、心臓 :HI側、

腎臓民地1旬、閥蔵:Spleen、月刊蔵:Liver、胸腺:官lymus、肺 :Lung、胃:Stomach、

網膜:Retina)のミトコンドリア画分において、ミトコンドリアドーカルパイン大および、

小サブユニットが検出される。それらの分子形は、総織によって異なっている。

41 



国

(kDa) 
250 

1 SO 

100 

7S 

SO 

37 

M Cyt OM IMS 1M Mat 

anti-AIF 

c ~alo-incubation 120 min 

(kDa) 

107 
94 

S2 

37 

28 

19 

M 1M IMS IM+IMS 

anti-AIF 

62司kDaAIF 

Caへincubation 0 

Inner Membrane I晦臨

Intermembrane 
Space 

Calpeptin 

-上一
5 10 30 60 120 120 (min) 

趨都機健窃静号砲篭穆磯抑 一

anti-AIF 

同62-kDa
AIF 

<357崎kDa
tAIF 

!ほ則的t>!5!t:t~お飽 C士tin

Caへincubation 0 5 10 30 60 120 120 (min) 

anti下ーcalpain阿南朝刊吋一-FTFT四一!郡3koa

anti-calpain I吋時離

small subunit 

樹~~g kDa 
26 

圏各ア@ミトzンドリアカノレパインによるA留の限定分解と内膜からの遊離

九験方法の詳細は、本章第2節(実験持;t料およひ坊法)に言己載した。

的ブタ肝臓ミトコンドリア各画分におけるAIFの局在。約62闘)aAIF(黒矢鳴がミ

トコンドリア内膜(捌)のみに局在する。 倍~ Ca2七インキュベーションによる内膜お

よひ清莫照スペースでのAIFの局在変化。内膜では約62姐)aAIFの増減がみられないが、

膜間スペースではインキュベーション時間依存的に約 57励切島眼 AIF(tAIF)が顕

著に増加している。カルベプチンは AIFの切断と膜間スペースへの遊離を完全に阻害

する。(c)ci+ーインキュベーション 120分後の内膜およひ清期首スペースにおける AIF

分子形の違い。内膜での62ゆ aAIF (黒矢現と膜間スペースに趨離した57騒)a仏IF

(白矢頭)は、共に分離されて観察される。 の)ミトコンドリア廿カノレパイン大およ

び小サブユニットは、Ca2+_インキュベーション 5分後に既に活性化を示唆する自己分

解が始まっている。その自己分解はカノレペフ。チンにより完全に阻害される。
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3 

ミトコンドリ

1節

第2章では、ミトコンドリアにはカノレパイン分子が2種類相主し、その 1種はI-t-カル

パイン抗体に即忘することからミトコンドリア科目カノレパインと名付けたが、もう 1種は

未知のカノレパイン分子である。さらにカノレパインの内在十部旦害悶子で、あるカルパスタチ

ンが、ミトコンドリアには局在しないことが明らかとなり、ミトコンドリアには細胞質

とは異なる独自のかレパイン活性制御槻毒が相生することが考えられる。ミトコンドリ

アには、カルパスタチンに代わる阻害因子や、活性化因子および安定化因子が相生し、

ミトコンドリアカノレパインを制御していると推測される。そこで本章では、ミトコンド

リアに局在するカノレパイン制御因子を同定し、その機能を解明しようと試みた。

ラット月刊蔵ミトコンドリアからミトコンドリア伊カルパインを部分精製し、その部分

精製標品に含まれるタンパク質を MALDI-TO間 Sおよび PMF法により同定した。同

定されたタンパク質の 1つに、プロテインジスルフィドイソメラーゼ (PDI)に属する

ERp57分子シャペロン [53-閉が前生したo ERp57はシャペロン分子であるため、ミ

トコンドリア伊カノレパインと相互作用しているのではなしゅ吃考えられた。そこで、様々

な手法を用いてそれらが相互作用しているのカ検証した。さらにERp57がミトコンド

リア伊カノレパインに対してどのような機能を有しているのか確かめた。

ミトコンドリアカルパインはCa2+依存的に AIFを限定分解することが示された(第2

章)。しかし2種のカノレパイン分子のどちらがそれに関与するのか明らかにしておらず、

本章で汰その限おう解がミトコンドリアμーカルパインによるものかどうカ検証した。
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2 

第2章で既述した実験方法は、省略する。

試薬は言識がない限り和光純薬(株)またはシグマ社の試薬侍級を使用した。

(めラット前轍からの細胞分聞とミト口ンドリア分画

全ての実験操作を仏4
0Cで、行ったO ミトコンドリアμーカルパインを精製するため、 8

週令の Spra郡le-Dawleyラット 20匹の月刊蔵を摘出し、ミトコンドリア膜間スペースを調

製した。繍包分画とミトコンドリア分画は、第2章で言謎した方法に従って行った。各

画分の精製度は、各画分に対する特異抗体を用いたウエスタンプロット角斬により確認

した。細胞質のマーカーとしてグリセノレアルデヒド子リン酸脱水素酵素 (GAPDH)抗

体、外膜のマーカーとして電位依存:Ir封会イオンチャンネノレ (VDAC)抗体、膜問スペー

スのマーカーとしてアデ、ニル酸キナーゼ(AK2)、内膜のマーカーとしてアポトーシス

誘導因子 (AIF)抗体、マトリクスのマーカーとしてピルビン酸脱水素酵素 (PDH)抗

体を用いた。

ゆミトコンドリアカノレパインの部分精製

ミトコンドリアカルパインを部分精製するため、膜間スペースを Phenyl-Sepharoseお

よび、D酷 E四 Sephar鴎 CL-6B(Ame路h翻 P胎m回ciaBiotech.)カラムクロマトグラフィーに

かけた。記載がない限り、全ての実験操作を0-4
0

Cで行った。

ラット月刊蔵から採取したミトコンドリア膜間スペースをスターラーで撹砕しながら、

粉末硫安(1M飽和)を徐々に納日し、完全に溶解させ 1時間静置した。その懸謝夜を

1M硫安を含むバッファ--A(第 2章「実験材料および方法J，こ言識)で平衡化した

Phenyl-Sepharoseカラム (15x 3∞mm)ハ初主力目した。その後 1M硫安を含むバッファー
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A を220mL流し、吸着しないタンパク質を除き、樹脂に吸着しているミトコンドリア

カノレパインを 180mLのバッファーB (第 2章「実験材料および方法J~こ言識)でj容出

した。流速は 1.0mU分で、 1フラクション当たり 4mL回収した。各フラクションか

ら50~とり、カルパイン活性測定に使用した。カルパイン活性が荊生するフラクショ

ンを集め、期比のバッファ--Bで一晩溺庁を行った。

溺斤した試料をバッファ--Bで、平衡化したD出 E田 Sep加問CL-6Bカラム (26.4x 7∞ 

mm)へ添加した。吸着しないタンパク質は、 500mLのバッファ---Bで洗い流し、樹脂

に吸着しているミトコンドリアカルパインは、 NaCl濃度勾配を50--3∞mMまで臨線的

に上げ(リニアグラジエント法)溶出した。 50mMNaClを含むバッファ--B500 mLと

3∞mMNaClを含むバッファーB5∞mLを用いた。その溶出には、 1Lのバッファーを

用いた。揃衷は 1.o mU分で\1 フラクション当たり 10mL回収し、各フラクション50~止

をカノレパイン活性測定に使用した。カノレパイン活性が存在するフラクションを集め、ア

ミコンPM-10膜を用い4mLまでド聞編品糊告した。濃縮した諒料を4∞mLのバッフ

ァーC 傍 2章「実験材料および方法Jに諮りで一晩溺庁した。

ミトコンドリアカルパイン精製襟品を、Laemmliらの方法 [37]に従って SDS-PAGE

にかけ、その精製度を確認した。電気泳動後、銀染色キット (Wako)を用い、分離さ

れたタンパク質を検出した。

。)使用した抗体と障害剤

ウサギ抗 ERp57抗血清は、ヒト ERp57の C 末ペプチド 17アミノ酸残基

(判明西支PK駆 KKAむEDL) に対して作裂したもので、岩手大学農学部の山下哲郎博

士より分与された [57]0 ウサギ抗カノレネキシンおよひ執 BiP抗血清も、山下哲郎博士

より分与されたものを使用した [58]0

その他の抗体は、次の通りである。第 2章で既述した抗体は、省略する。ウサギポリ
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クローナル抗悶ーカノレパイン四ドメイン園 (Chemi∞nInc.)、抗カノレパイン小サブユニッ

トドメインV抗体(TriplePoint Biologics Inc.)、抗AK2抗体(s組組CruzBio肱胎lologyInc.)。

プロテインジスノレブイドイソメラーゼ、 CProteindisulfideiω!merase; PDI)阻害剤である

5-5可ithiobis-2-ni柱。benwicacid (DTNB)、phenyla路ineo泊de(肱 0)、住iiodothyronine(T3)は、

シグマ社より、カノレパイン阻害剤で、あるカノレペフ。チンと PD15係船は、Calbiochemより

購入した。 D官唱はチオーノレ基の S-s結合に直接作用し、 s-S結合を切断する機能を有

する [59]0PAOは、 AS+3を介して ERp57などのタンパク質に含まれる CXXCモチーフ

の近接チオーノレ基と配位結合を形成する [60]0PDIはね受容体と相向性を有しており、

2カ所の T3結合南河立をもち、 1つは高親和性で、もう 1つは低親和性で、あるO 甲状腺

ホルモンであるおはいくつかの異なった生物作用に影響を及ぼすが、 PDIにも結合し

その機能を弱く阻害する [61]0

(4)ゲル内トリプシン消化

銀染色したタンパク質バンドをゲノレから切り出し、 Hellmanらの方法 [62]に若干の

修正を加えた方法に従い、ゲノレ内トリブ。シン消化を行った。記載がない限り、全ての実

験操作を室温で行った。タンパク質バンドを愛膜色ゲノレから切り出し、細片化し、 2∞件

の脱色液(室長染色MSキットの脱色液A と脱色液Bの等量混合樹夜)を加えて 15分間

振とうした。脱色液を取り除き、 5∞ μLのミリ Q水で、 3回洗い、 50%アセトニトリノレ

を含む25mM炭酸水素アンモニウム繍夜を 2∞~加え、 5分間振とうした。上清を

取り除き、 1∞%アセトニトリルを 200~L 加え、 5 分間静置した。上清を除き、ゲノレ片

の入ったチューブを遠心式濃維機 (S伊edVac)に約50
0
C、15分間かけ真空乾燥させた0

2∞~の還元締夜 (0.1 M炭酸水素アンモニウム、 10mMジチオスレイトーノV:DTI) 

を加え、ブロック型インキュベーターぐThermoAlm泊 B柚， Iwa却を用い56
0
Cで45分

間保温した。還苅叡夜を取り除き、 2∞ μLのアルキルイt摘夜 (0.1M炭側議アンモニ
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ウム、 55mMヨードアセトアミド)を加え、遮光し 30分間静置した。アノレキノレイり叡夜

を取り除き 5∞~のミリ Q 水で 2 回洗った後、 50%アセトニトリルを含む 25 mM炭

酸水素アンモニウム瀦夜を 2∞~加え 10 分間振とうした。上清を除き 1∞%アセトニ

トリノレを200~加え、室温で 5 分間静置した。上清を除き 0.1 M炭酸水素アンモニウ

ム瀦夜を200体加え、室温で、5分間静置した。上清を除き、 1∞%アセトニトリルを2∞

f!L加え、室温で15分間静置する。上清を除き、遠心式濃縮機に約500Cで30分間かけ、

ゲル片を真空乾燥させた。乾燥させたゲル片に0.01~g/mLのトリプシン瀦夜(酌'Omega)

をゲノレが浸る程励日え染み込ませ、 37
0

Cに設定した恒温機で 20時間インキュベートし

た。

ゲル内トリプシン消化されたペプチドを回収するため、 50%アセトニトリルを含む25

mM炭酸水素アンモニウム瀦夜を 2∞件加え 15分間振とうし、上清を回収した。さ

らに 50%アセトニトリルを含む 5%トリプルオロ轍繍夜 2∞科Lをゲノレ片の入ったチ

ューブに加え、 15分間振とうし、上清を回収した。回収したペプチドが入ったチュー

ブを遠心式櫛轍鮒500C)にかけ、濃縮機させた。

(5)蹴組 回TOF関a錨スベクトロメトリーとヂータベース解析

濃縮乾燥させたペプチドを 0.1%トリプルオロ酢酸 20件で懸濁した。 D酪 (2，5闇

dihydroxybenzoic acid)をマトリクスとして使用した。 DHBを33%アセトニトリノレ /0.1%

トリプルオロ留搬に溶かした飽桝械を、 33%アセトニトリノレ/0.1%トリプルオ口密機

で 3倍に希釈した瀦夜(マトリクス蹴夜)を作製し、サンプルプレートに 0.4~L 滴下

した。質量校正用標準ペプチド混合物(Peptide袖 5SStandard， Applied Biosystems)をサ

ンフツレプレートに0.4f!L滴下した。同様にペプチド瀦夜を 0.4件滴下した。サンフツレ

プレートを 10分間静置して、風乾させた。そのサンフツレプレートを MALDI-TOF型質

量分相官十 (Voyager田DERP， Applied Biosystems)で測定 (MALDI四TO時宿角勃庁)したo mJz 
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値の範囲は、 8∞から 3側に設定し測定し、アンジオテンシン1(angiotensin I)と副腎

皮質束l撒ホルモン (adenωr封印佐opichormone)のフラグメント 18四 39を用いて、得られ

たマススベクトルを校正したO 得られたペフプ。チドの質量をべフプ。チド@マス@ブインガ一

フプ。リント法 (p伊むp戸6耐d偽ema鰯a

z酌加苛切協otデデ、一夕ベ一スを基にした M路S四抗日悶tブプ。ログラム (伍h枝即p:/，均伊脚m郎 S伊悶附詑刻t蹴O偲E印日恥cs託f.e吋d伽制u似)を用即し、モノ

アイソト一フプ。質量で検索したo

(動非謝金ポリアクリノレアミドゲル電気詠動(陥説明髄GE)

タンパク質ータンパク質相互作用を角勃庁するため、カゼインザイモグラフィーの方

法に若干の修正を加えた非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行なった [39，40]0 

分離ゲノレには、 7.5%ポリアクリルアミドゲ、ルを使用し、サンブ。ルバッファーと泳動ノミ

ッファーはカゼインザイモグラフィーに用いたものと同じものを使用した。

紛失渡沈静

ウサギポリクローナル抗 ERp57抗体に含まれる IgG含量を測定するため、石黒らの

方法 [63，64]に従ってEnzyme-linkedimm阻 osorbeI革路線y(EUSA)法により測定し丸

コントローノレとして側附inLの正常ウサギI棋を用し叱o EUSAの結果、 3.87mgmL

のIgGが含まれていたo 5∞ μLのバッファ--cに懸濁した膜間スペース (4∞開タン

パク質)に、各濃度 (0ふ 50開)のウサギポリクロ一ナノレ抗 ERp57抗体および正常ウ

サギIgGを添加し、4
0

Cで18時間ローターにより撹持した。民鴫inG四 Sephar慨 4FastFlow

(Ame副都lP加盟国ciaBio託児h.) を 12~添加し、 40Cで2 時間ローターにより撹持した0

4
0

C、12，{胸中m で 5分間遠心分離し、その上清の一部をカノレパイン活性測定に使用し

た。沈殿はバッファーCで6回洗い、 SDS四 PAGEまたはNativePAGE用サンフツレバッフ

ァーを加え、ウエスタンプロット角特T~こ使用した。
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(邸内樹生ミトこヨンドリア砕かレパインによるA罫の隈定分解

8週令の SDラット 2匹の月刊蔵からミトコンドリア画分を単離し、 0.2mglmLの牛血

清アルブミンを含んだ、20mMリン酸カリウム緩衝液(PH7.4)に懸濁した。 10帥1D国 B、

5μMカルベブ。チン、 10酬 PD15飴06の相生下および非相主下で、その癒濁夜を4
0

Cで

1時間静置した。等張バッファー [20mMTris由HCI(pH 7.5)、 5mM  2-mercap脱出加01]を

添加し、さらに仏Cl2を終濃度 1mMとなるように加えた。 37
0

Cで 1時間インキュベー

ションし、その後EGTAを終濃度5凶fとなるように添加した。ミトコンドリア分画を

第 2章に述べた方法に従って行い、得られた膜間スペースと内膜はウエスタンブロット

角勃庁に用い、 AIFの限定分解に伴う内膜からの仏IF遊離を観察した。
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3 

(1) ミト:lンドリア伊カノレパインの部分精製

ミトコンドリアμーカルパインと相互作用するタンパク質を同定するため、ラット月刊蔵

ミトコンドリア膜間スペースから種々のカラムクロマトグラフィーを用いてミトコンド

リア伊カノレパインを部分精製した。 Phenyl申 Sepharoseカラムクロマトグラフィーにより

1つのピーク活性ピークが得られた(図 3-1)。得られた活性ピークを D臥 E叩 Sepharose

CL-6Bカラムクロマトグラフィーにかけ、リニアグラジエント法で NaCI濃度を上げて

タンパク質を溶出した。その結果、 150mM NaO時にカノレパイン活性のピークが1つ

みられた。精製標品の回収率は5.3%で、 14.7倍の精製度で、あった。

(2) ミトエ立ンドリアカノレパインの精製度と悶A五宜り路盤解析

ミトコンドリア~-カノレパインの精製度を確かめるために、 SDS甲払GE およひ活感発色を

行なった(図 3-2)。約 10本のバンドが検出された。その分子量5()-.，80同)aのバンドを

各々切り出し、ゲ〉レ内トリプシン消化によりペプチドを抽出し、 MALDI-TOF型質量分

析計にかけ、 PMF法によりタンパク質を同定した(図 3-3)0MALDI-TOF型質量分析

計で検出された 11ペプチドが、ラット ERp57(MW 56，624)のアミノ酸配列と一致し

た。その 11ペプチドは、ラット ERp57の全アミノ醜配列の 27%をカバーしており、平

均誤差は152ppmで、あったo SDS四PAGEで示された57組)aバンド(図3-2;白矢現が

ERp57に相当する。また、 16ペプチドが、ラット propionylぐoAωrboxylase(MW77，712) 

のアミノ酸配列と一致した。そのカバー率は 14%で、平均誤差は 124ppmで、あったo

SDS田監GEで示された70kDaバンド(図 3-2;黒矢闘がpropionylぐ'oAcar加，xyl蹴に

相当する。ミトコンドリア伊カノレパインの部分精製標品から、伊カノレパイン抗体および

カルパイン小サブユニット抗体に反応するバンドが検出され、確実にミトコンドリア伊
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カノレパインを部分精製したことが確認された(図3-2B、2C)0

(3) E動157のミトコンドリア局在

ERp57 およびミトコンドリア~-カノレパインのミトコンドリア分布を調べた。ラット肝

臓から単離した系棚包質およびミトコンドリア各画分において、 ERp57抗体、科目カノレパイ

ン(ドメイン盟)抗体およびカノレパイン小サブユニット抗体を用い、ウエスタンプロ

ット角勃庁を行なった(図 3-4)。各画分に特異的に局在するタンパク質をマーカーとし

て、それらに対する抗体を船、たウエスタンブロット鰯庁より、各画分の精度を確認し

た。選択した各マーカーは、細胞質ではグリセルアルデヒド 3-リン酸脱水素酵素

(GAPDH)、ミトコンドリア外膜で、は電位依存性陰イオンチャンネル (VDAC)、膜間

スペースで、はアデ、ニル骸キナーゼ(AK2)、内膜ではアポトーシス誘導因子 (AIF)、マ

トリクスで、はヒ。ノレビン酸脱水素酵素 (PDH)、ERで、はカルネキシン (ωlnexin)とBiP

である。

ERp57はER画分のみならず、ミトコンドリア各面分およひ湘胞質齢刊こも局在して

いた。ミトコンドリア画分では、特に外膜に多く前生していた。ミトコンドリア伊カル

パインは、主に模開スペースとマトリクスに局在していた。

ヒトミトコンドリアタンパク質を網羅的に解析および同定したリストを検索したとこ

ろ、 ERp57がミトコンドリアに局在することが報告されている [65]0ERおよひ可細胞質

における ERp57の機能は詳しく調べられているが、ミトコンドリアでの機能は全く知

られていない。

(4)細胞質およびミトコンドリア画分でのカゼインザイモグラブィーとウエスタン

プロット解析

第2章では、ブタ月刊蔵から単離した細胞質およびミトコンドリア画分におけるカルパ
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イン活性と、そこに存在するカノレパイン分子の種類について調べた(図 2-5A)。本章で

はラット月刊蔵を材料として全ての実験を行なっているので、同様にカゼインザイモグラ

フィーによりラットのミトコンドリアカルパインの存在と、その分子の種類について調

べた(図 3-5A)。細胞質酪士では、 2本の活性バンドが観』察され、移動度が小さい上方

のバンドは伊カノレパインを示し、移動度が大きい下方のバンドはm四カノレパインを示す。

膜間スペースおよびマトリクスでは、 2つの活性バンドが検出され、それらは細胞質伊

および、臨ーカノレパインの移動度と異なっていた。マトリクスにおいて下方の活性バンド

が検出されたとしづ実験結果以外は、ブタ月刊蔵を用いて行なった結果(図 2-5A)と同

様で、あった。

カゼインザイモグラフィーにおける膜間スペースおよびマトリクスの活性バンドが、

カルパインによるものかどうか確かめるため、カノレパイン阻害剤で、あるカノレペフ。チンで、

前処理し、カゼインザイモグラフィーを行なった(図 3-5B)。その結果、膜間スペース

およびマトリクスで、みられた全ての活性バンド (No.1-4)が、カノレベフoチンにより阻

害された。このことから、膜間スペースとマトリクスには少なくとも 2種のカノレパイン

分子が局在していることが示唆された。

細胞質および、ミトコンドリアで検出された活性バンドを各々切り出し、 SDS-B生GE

展開し、 μーカルパイン(ドメイン IV)、m品カノレパイン(ドメイン盟)、カノレパイン小サ

ブユニットおよびカノレパイン 10に対する各抗体を用いて、ウエスタンプロット角勃庁を

行なった(図 3-5C)。細胞質伊カルパインと移動度の小さいミトコンドリアカノレパイン

(バンドNO.lおよび3)は、伊カノレパイン抗体に染まった(パネル上段)。しかし2種

のミトコンドリアカルパインは、いずれも m四カルパイン抗体に反応しなかった(パネ

ル上から 2段目)。細胞質伊、 m由および、 2穏のミトコンドリアカルパインは、カノレパイ

ンノトサブユニット抗体に反応した(パネル上から 3段目)。興味深いことに、移動度の

小さいミトコンドリア伊カノレパイン(バンドNO.lおよび3)のみがERp57抗体に染ま
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った(パネル下段)。この結果から、ミトコンドリア伊カノレパインのみが ERp57と結合

(相互作用)していることが示唆された。

(5) ミトコンドリア伊カノレパインと E持の相互作用

ミトコンドリア怜カルパインと ERp57が結合しているカ曜かめるため、 ERp57抗体

によって膜間スペースからミトコンドリア伊カノレパインが免疫沈降されるカ調べた。正

常ウサギ IgGを対照として用いた。ポリクローナル抗 ERp57抗体を膜間スペースに作

用させ、免疫沈降し、その上清をカノレパイン活性測定(図 3-6A) とカゼインザイモグ

ラフィーに使用した(図 3-6B)。免疫沈降によって 膜間スペースにおけるカノレパイン

活性が最ブ味句 75%も減少した。さらにカゼ、インザイモグラフィーにおけるミトコンド

リア伊カルパインの活性バンドが、 ERp57抗体による免疫沈降によって消失したO 免疫

沈降物をウエスタンプロットにより角勃庁したところ、ミトコンドリアμ-カルパイン大サ

ブユニットおよび小サブユニットが ERp57抗体で免疫沈降されていることが示された

(図3-6C)。

ミトコンドリアμーカルパインと ERp57が相互作用していることをさらに調べたo

ERp57抗体で免疫沈降した複合体に抗原として用し叱ERp57ペプチド(1∞附加L)を

添加し、複合体のみを遊離@回収した。回収した試料にSDS-酷 GEおよび、NativePAGE 

用サンブ。ルバッファーを添加し、電気泳動を行ない、 ERp57、μーカノレパイン大サブユニ

ットおよびカノレパイン小サブユニット抗体で、のウエスタンプロット解析を行なったO 免

疫沈降物には、 ERp57(約 57組制、ミトコンドリアμーカルパイン大サブユニット(約

76姐)a)およひ河、サブユニット係守26kDa)が含まれていた(図 3ヴA)0 Native PAGE 

からのウエスタンプロット角勃庁により、 ERp57、ミトコンドリア伊カノレパイン大サブユ

ニットおよび小サブユニットが同じ移動度であることが示された(図 3-7B)。これらの

結果から、ミトコンドリア伊カルパインと ERp57が複合体を形成していることが強く

53 



示唆された。

(母)ミトロンドリア科醐カノレノ匂ンー盟問嬢合体に対する Ca2+の影響

カルパインは c;+，依干鴇句に、 Ca2+濃度の上昇に伴って活性化されるO ミトコンドリア

廿カルパインは ERp57と結合している状態では不活性で、それと角輔佐することによっ

て活性状態に変換されることが考えられる。もちろん、 ERp57と複合体を形成した状

態でも活性イ七することも想定される。まずCa2+~こよって、ミトコンドリア伊カノレパイン

とERp57が解離するのかを検討した(図 3-8)。カルベブ。チンを前処理し、 Ca2+相生下

および非前生下で 25
0C、30分間インキュベーションし、その後米変性ゲル電気泳動に

展開し、ウエスタンプロット角材斤を行なったO その結果、 C;+の相生下および非存在下

に関係なく ERp57、ミトコンドリアローカノレパイン大サブユニットおよひむトサブユニット

が同じ移動度州立置に検出された。従って、 C;+はミトコンドリア伊カルパインと ERp57

の結合状態に何時簿を与えないことが利変された。

カルパイン小サブユニット抗体により 3つのバンドが検出された(図 3-8;右側3レ

ーン)。カゼインザイモグラフィーの結果(図 3-5) と照らし合わせると、最も移動度

が小さし、上方ノ〈ンド(黒矢現はミトコンドリア伊カノレパイン小サブユニットに棺当し、

中間のバンド(グレー矢頭)は未知のミトコンドリアカルパインの小サブユニットに相

当する。最も移動度が大きい下方バンド(白矢頭)は単量体で前主するかレパイン小サ

ブユニット、もしくはカゼインザ、イモグラブイーで検出されないカノレパイン分子と相互

作用する小サブユニットであることが利変される。

(7) ミト1 ンドリア静岡カノレパインに対する阻害弗jの影響

ERp57はプロテインジスノレフィドイソメラーゼ、 (PDI)ファミリーに属し、主にタン

パク質の s-s結合の構築を介してその安定化に寄与している。眼p57がミトコンドリア
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科目カルパインを安定化させる機能を有しているのか確かめるため、 PDI阻害剤により

ERp57の機能を抑制することで、ミトコンドリアザカルパインに影響が出るのかをウエ

スタンプロットにより角勃庁した(図 3-9)。作用機序の異なる 3種 PDI限害剤、 D官、ffi、

PAO、T3を使用した。 D官唱はチオ」ブレ基のs-s結合に直張作用し、 s-s結合を切断す

る[59]0PAOは、As+3を介して ERp57などのタンパク質に含まれる cxxcモチーフの

近接チオーノレ基と配位結合を形成する[60]。甲状腺ホルモンで、ある T3は、 T3受容体と

相同性のある PDIファミリ一分子にも結合し、その機能を弱く阻害する[61]0

細胞質伊カノレパインは PDI阻害剤の影響を受けなかったが、 D1NB作用下でミトコ

ンドリアドーカノレパイン大サブユニットを示すノミンドが顕著に減少し、 PAO作用下でも

若干の減少がみられた(図 3-9A)。この結果から、ミトコンドリアvカルパイン大サブ

ユニットは DTNBとPAO作用下で分解されていることが示唆された。一方、ミトコン

ドリアμーカノレパイン小サブユニットおよび ERp57は、 PDI阻害剤の影響を全く受けな

かった(図3-9B、-9C)。

D官沼および酷OがERp57の機能を阻害することにより、ミトコンドリア伊カルパ

インの安定性が失われ、ミトコンドリアμーカルパイン大サブユニットの分解(または減

少)が誘導されたと考えられた。そこで、ミトコンドリア伊カルパイン大サブユニット

の分解がミトコンドリアのフ。ロテアーゼ、によるものか磁這忍した。使用したフoロテアーゼ

阻害剤は、システインフ。ロテアーゼ阻害剤で、あるロイペプチン(leupeptin)、セリンプ

ロテアーゼ阻害剤であるキモスタチン (ch戸n俗匂出)、アスパラキギ、ン酸フ。ロテア一ゼ

害斉剤リでで、あるべブプ。ス夕チン (p伊むp伊S匂6加n叫)、金属プロテアーゼ阻害剤である 0-フェナンスロ

リンである。この予備実験から、 DTNBおよび PAOが誘導するミトコンドリア伊カル

パイン大サブユニットの分解は、ロイベブ。チンおよひ以ブ。スタチン作用下で、抑制される

ことが示された。従って DTNBおよび、融0が ERp57の機能を阻害することで、ミト

コンドリア伊カノレパインが不安定化し、ミトコンドリアに荷主するシステインプロテア

55 



ーゼやセリンプロテアーゼにより基質として認識されぷ士解されたことが示唆された。

(8) ミトエヨンドリア科回カノレパイン活性に及ぼす 抗体の効果

先に、 PDI阻害剤により ERp57機能を抑制し、ミトコンドリア伊カノレパイン分子に

与える影響をみた。ここでは ERp57抗体を用いて ERp57機能を特期分に阻害すること

で、ミトコンドリア伊カルパインに景発警が及ぶのかどうか、カゼインザイモグラフィー

により調べた(図 3-10)。膜間スペースに ERp57抗体を添加し4
0

Cで2時間作用させ、

カゼインザイモグラフィーにかけたo ERp57抗体量依存的に、ミトコンドリア伊カルパ

インの活性バンドが特異的に減少¥した(図3-10A)。一方、正常ウサギIgG作用下では、

ミトコンドリア伊カノレパイン?針生バンドに全く影響を及ぼさなかった(図3-10B)。

(9)配良野結合型ミトロンドリア伊カノレパインによるA留の限定分解

第 2章では、ミトコンドリアカルパインが ci+，依硝旬こAlFを限定分解し、内膜か

ら模開スペースへ遊離させることを示した。また、ミトコンドリアには2種のカノレパイ

ン分子が柄主し、 1つはμーかレパインと性質が似ていることからミトコンドリア伊カル

パインと呼んで、しもが、もう 1つは同定されていない未知のカノレパイン分子である。従

って、 Ca2十依梢枕 AlFの限定分解に、ミトコンドリアμーカノレパインと未知ミトコンド

リアカノレパインのどちらが関与しているのかを嬬忍することが研究課題として残されて

いた。本章では、 ERp57がミトコンドリア伊カノレパインに結合し、安定化していること

が示唆された。そこで ERp57結合型ミトコンドリア伊カルパインが、AlFの限定分幣

に寄与しているのかどうカ妥周べることにした。

図 3るでは、 ERp57抗体を用いた免疫沈降よりミトコンドリアカルパインの活性が減

少し、 ERp57とミトコンドリア伊カノレパインが共沈降することを示した。そこで、ERp57

抗体を用いた免疫沈降Y去を採用し、ミトコンドリア伊カノレパインの荷主最依郁句に AIF
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が限定分解されるのかをウエスタンプロット法により角新した。 ERp57抗体 (0、5、10、

20、30、50問)を膜間スペース試料に糊日し、ミトコンドリア科ーカノレパインを免疫沈

降させたところ、 ERp57抗体を加えなし言帯十のカノレパイン?舌性を 1∞%とすると、 80、

50、32、27、25%のカノレパイン砕性が ERp57抗体 (0、久的、 20、30、50開)での免

疫沈降上清に各々相主していた(図 3-6)。その各上清を、ミトコンドリア内膜に添加

し、 1mM Ca2+相生下で、 37
0C、1時間インキュベーションした。その後、遠心分離によ

って内膜(沈殿)とその上清を分離し、内膜に荷主する AIFと限定分解により内膜か

ら遡難した凶IFをウエスタンプロット角狩斤により観察した。 ERp57抗体量依存的にミ

トコンドリア伊カノレパインを免疫沈降させたところ、内膜からの仏IFの瀦難(図3-11A;

白矢頭)が抑制された。内膜結合型 AIFは、 ERp57抗体量および、カノレパイン活性依存

的にわずかに増えていた(図 3-11B;黒矢頭)。この結果から、ミトコンドリアぃカルパ

インの荊生量が少なくなるにつれて、 AIFの限定分解が抑制され、内膜からのi踊れ阻

害されることが示された。

さらに詳しく、 ERp57結合型ミトコンドリア伊カノレパインが AIFの限局瀞に寄与

しているのかどうか確かめた。図 3-9では、 PDI阻害剤である D1NBおよび、PAOによ

りERp57の機能を阻害すると、ミトコンドリア伊カノレパインが不安定化し、ミトコン

ドリアに相生するシステインプロテアーゼ、やセリンプロテアーゼにより分解されること

を示した。この阻害機構を応用し、ミトコンドリア伊カルパインを不安定化させると、

Ca2松前快 AIFの限定分解に影響が及ぶのカ観察した。 D官唱で前処理した単離ミト

コンドリアに、 lmMCa2+を添加しインキュベーションした後、膜間スペースを調製し、

内膜から遊離した凶IFをウエスタンプロット法により角材斤した(図 3-11C)0 Ca
2
+のみ

を作用させると、仏庄が膜間スペースに遊離した(レーン 2)が、 D官唱で前処理する

ことによって、 Ca2+依梢快出IFのi蹴佐が抑制された(レーン 3)。カルパイン阻害剤

で、あるカノレペブ。チンおよび、より特異的なカノレパイン阻害剤であるPD15係偏により、ea2
+
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依柄句な仇IFの遊離が完全に阻害された(レーン4および 5)。遊離された仏庄の分

子量は、内膜結合型AIFの分子量と明らかに異なることが観察で、きる(レーン6)。
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鮪

本章では、 ERp57がミトコンドリア伊カルパインと相互作用し、その安定化に寄与し

ていること、 ERp57結合型ミトコンドリア伊カルパインが AIFを限定分解することを

明らかにした。 PDI阻害剤である D官事およびPAOを作用させると、ミトコンドリア

μーカノレパイン大サフ、ユニットの安定性が失われ、その結果、他のミトコンドリアプロテ

アーゼにより分解される。ミトコンドリア伊カノレパインが不安定化されることで活性も

失われ、 AIFの限定分解とそれに伴う内膜からの遊離が阻害される。

カルパインの内布性阻害剤で、あるカノレパスタチンがミトコンドリアに局在しない(第

2章図 2-6)ことから、ミトコンドリアカルパインの活性化因子や抑制因子が局在し、

活性を制御していることが想像できる。Karらは、肺平滑筋棚包から単離したミトコン

ドリアにカルパスタチンが柄生すると報告している[弘明。カノレパスタチンがミトコ

ンドリアに前生せず、ミトコンドリアμーかレパインが ERp57と相互作用していること

から、少なくともカノレパイン分子を取り巻く環境は、来臨包質とミトコンドリアで大きく

異なっていると考えられる。

ミトコンドリア DNAにコードされた数種類のタンパク質を除いて、ほとんどのミト

コンドリアタンパク質は核 DNAにコードされ、系問包質で前駆体タンパク質が合成され

る。ミトコンドリアは、細胞質から前駆体タンパク質を取り込む精巧な機構をもち、ミ

トコンドリア各画分に特異的に導き、適切な高次構造を開;葺築させる。このプロセスに

は多くの因子が関与している。前駆体タンパク質をミトコンドリアハ輸送する細胞質分

子シャペロン (Hsp70;h開.tsh∞k protein 70、Hsp90)、前駆体の目菊強品に関与する TOM

(Transl，ωase of岱 0蹴:rmembrane)複合体およびI取複合体ぐfransl，∞aseof the inner 

membrane)、外膜タンパク質の取り込みに関与する SAM(Pro蜘 sorting制 assembly

mac抽lery)複合体、前駆体に含まれるミトコンドリア移行シグナルを切断@除去する
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ミトコンドリアプロセッシングペフ。チダーゼ (mitl∞hon命ialpli鍛 ssingpep紬 se;MPP)、

ミトコンドリア分子シャペロン明莫間スペース;small TIM protein、マトリクス;Hsp60 

およびHsp10)など、複雑かっ多彩な機構を介し、ミトコンドリアタンパク質が各ミト

コンドリア画分へ輸送され機能している [68羽。 SmaIl1加 pro蜘はシャペロン協全

子として機能し、膜間スペースを通って敵性前駆体を TOM複合体から加複合体

へ輸送する [71]0Hs丙0やHsp10はマトリクスに前生し、前駆体タンパク質の高次構

造を荷積築する。 ERでのタンパク質ジスルブイ尚古合の形成は複雑である。 ERp57な

どの PDIファミリ一分子のみが、ポリペプチドのフォールディング経路において律速

段階を僧媒してしも [73，74]0

ERp57は、Transporterass∞:iatedwith棚 genp蹴 essing(TAP)旬 asin複合体と共役して、

開 IC(m;司orhistl∞ompatibility∞Implex)クラスIの免疫グロプリン日鎖と結合し、免疫

グロプリンH鎖の分解を防ぐことにより h佃 Cクラス Iによる抗原提示に寄与する防，

76]0この樹誇と同様に、 ERp57はTOMや11M複合体などのタンパク質輸送装置と相

互作用し、前駆体タンパク質の開蕎築とジスノレフィ尚古合の構築を担っていると考えら

れる。 ERp57はミトコンドリア外膜に多く局在し、細胞質 ERp57と明らかに分子形が

異なること(図 3-4)、さらに細胞質伊および、m-カノレパインは ERp57と相互作用してい

ないことも示された(図 3-5)0PDI限害剤である DTNBおよびPAOを作用させると、

ミトコンドリア廿カノレパイン大サブユニットの安定性が失われる(図 3-9)。これらの結

果を総十舌すると、ミトコンドリア ERp57はミトコンドリア伊カノレパインが細胞質から

輸送された時、ジスルフィ尚古合の構築を介して、それが機能性タンパク質として機能

するように、高次構造の開;薄築を行なっていると考えられる。おそらくフォールディン

グが外れた状態のミトコンドリア伊カノレパイン分子では、疎水性部分がむき出しになっ

ており、その部位をERp57が認識して結合すると思われる。

最近、 Baduguらによって、カルパイン 1(μ四カルパイン大サブユニット)のアミノ
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酸 N末端に両親媒性のq田ヘリックスドメインが含まれ、共輸送機構 (piggybackimpo抗

mech組 ism)によって、カノレパイン小サブユニットは伊，カノレパイン大サブユニットと共

にミトコンドリア膜間スペースに輸送されることが報告された [77]0彼らは、科ーカル

パイン大サブユニットがミトコンドリアへ移行しても、その N末端が切断されなし、こ

とも示唆してしもφ また Herrmannらは、模開スペースに荷主するタンパク質がそこに

留まるには、フォールヂィングやジスノレブイド結合の構築が必要であることを示唆して

いる [78]0Badゅによってミトコンドリアサ多行すると提唱された細胞質廿カルパイ

ンと本研究で角勃庁したミトコンドリア伊カルパインが同一分子である場合、ミトコンド

リアμ四カノレパインが ERp57と相互作用するとしづ実聯操は、 Herrmanらの報告 [78]

を強くサポートする。細胞質伊カノレパインがミトコンドリアへ輸送され、そこで、トラッ

プされる一連の経路において、ミトコンドリア伊カノレパインが ERp57と相互作用する

ことは、ミトコンドリア伊カノレパインがミトコンドリアに留まり機能する上で重要な生

理現象ではないだろうれコ本研究で示した結果から、ミトコンドリア伊カノレパインの前

駆体(または細胞質μーカノレパイン)が、 TOM複合体などの輸送装置を介してミトコン

ドリアへ移行し、 ERp57と結合することで、高次構造の再構築および、ジスノレプィ湘

合の形成が行なわれ、ミトコンドリア内で機能するようになると考えられる。

最近になって多くの研究者がAlFに注目するようになったO 例えば、網目翼手早体細胞

が未知の槻:誇で死ぬことにより網膜変性を起こし、失明に至る難丙である網膜色素変性

症に、AlFが関与していることが明らかとなった [79]0大寺ら [49]によると、 AIFは

N末端の 101アミノ麟按基を含む約 67闘)a前駆体タンパク質として合成され、ミトコ

ンドリアに輸送され約 62kDaの成熟タンパク質として内膜に局在する。アポトーシス

時には、約57kDa切防盟AIFが繍包質へ蹴位する。通常AlF同期スペース側の内膜

に埋め込まれており、限定企清卒を受けない限り可溶性タンパク質としてi鴎長せず、アポ

トーシスを誘導しなし、。
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本章で示したように、内在性ERp57結合型f.!-カノレパインがCa2+，依榊切こ成熟A1F(約

62助)の限脳耀を行ない、仏IF納 57蹴)を内膜から膜間スペースへ遊離させる。

従って、内在性 ERp57結合型f.!-カノレパインはミトコンドリアを介したアポトーシス経

路におけるイニシエーター(開始因子)として機能する。

最近Cao らは、酸素および、グルコースを枯渇させた培養ニューロン、さらに一過性

全脳虚血を誘導したラットモデルにおいて凶IFの遊離が観察され、その調釦こは伊カ

ルパインが関わっていることを報告している [80]。それらの条件下で、細胞質伊カルパ

インまたはミトコンドリア伊カノレパイン前駆体が活性化され、ミトコンドリア内膜八移

行し、 AIFの限的瀞と遊離を誘導することを示唆している。本研院では、既にミトコ

ンドリアへ局在している内在性ミトコンドリア伊カルパインが AIFを限定分解するこ

とを示した。Caoらの実験結果を考慮すると、酸素およびグノレコースの本齢期寺、および、

一過性脳虚血時において、内在性ミトコンドリア伊カルパインが AIFを限定分解しう

るが、来醐包質からさらに伊カノレパインがミトコンドリア〈移行し、 AIFの限定分解を促

進することが考えられる。

本章図 3-9では、 PDI阻害剤である DTNBおよび、PAOを作用させることで、ミトコ

ンドリア伊カルパイン大サブユニットの分解が誘導され、 T3によっては何も影響を受

けないことが示された。これら3種のPDI阻害剤は、それぞれ作用機序が異なる [81]0

DTNBはチオール基の s-s結合に直接作用し、 s-s結合を切断する [59]0PAOは、As+3

を介して ERp57などのタンパク質に含まれる CXXCモチーフの近接チオーノレ基と配位

結合を形成する [60]。甲状腺ホルモンで、ある T3は、T3受容体と相向性のある PDIフ

ァミリ一分子にも結合し、その機能を弱く阻害する [61]0PDIファミリーにはお結合

部位が2カ所街生し、 1つが高親和性で、、もう 1つが低親和Ir獄吉合部位で、あるo T3は

ミトコンドリアμ-カルパインの分解を誘導しないことから、ERp57にミトコンドリア科目

カルパインが結合することで、T3の高親和性結合部位がブロックされ、 T3が ERp57
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分子に結合で、きなかったと考えられるo DTNBは、チオール基の s-s結合に作用し PDI

の機能を阻害するので¥ミトコンドリア伊カノレパインに直接作用し分解を誘導する可能

性が考えられる。 DTNBはPAOやおよりも特異性が低いが、自主0はPDIファミリー

特有のモチーフである CXXCモチーフに結合しその機能を阻害する。カノレパイン分子

はその CXXCモチーフを有していないため、その影響を受けない可能性が高い。それ

にも関わらず、 PAOはミトコンドリアμーカノレパインの分解を誘導したことから、 ERp57

の機能を阻害することでミトコンドリア伊カノレパインが分解されたことが示唆されるo

ERp57は4つのチオレドキシン様ドメイン (abb'a')を有し、 aおよびイドメインには

触媒作用をもっ CGHCモチーフが含まれ、 bおよび bヲドメインには触媒作用がな川

ヒト ERp57の bおよび b'ドメインの結品構造から、カルネキシンやカノレレティキュリ

ンなどのレクチン様シャペロン分子との結合制立がそのドメインに前生することが想定

できる [82]。ミトコンドリアμーカノレパインも同様にそのドメインを介して ERp57と相

互作用していると考えられる。従って、 PAOは容易に ERp57のCGHCモチーフと結合

でき、その機能を阻害することが可能であると思われる。

本章では、 ERp57がミトコンドリア伊カルパインと相互作用していること、 ERp57

結合型ミトコンドリア~-カルパインは AIF の限定分解を介してミトコンドリアアポト

ーシスシグナルを制御することが明らかとなったo ERp57阻害剤を用いて、網膜色素

変問主など儲旦織で観察される棚包死に伴う病変を抑制できる可能性がでてきた。
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圏3園Lラット肝鷲動ミらのミトコンドリアカノレパインの精製

実験方法の前回は、本章第節(実験材料およひ℃方法)に言識した。

Phenyl Sepharoseカラムクロマトグラフィー。硫安を除くと、 ミトコンドリアカノレノ〈イ

ンカ司容出され、 1つのカノレパイン活性ピークがみられる。
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品の S互協圃PAGE百関紙麟圃官。路盤解

析およびウエスタンブ口ット解析

(A) SDS同 PAGE(銀染色)。レ'ーンa、ミトコンドリア膜間スペース(10問);レーンb、

ミトコンドリアμーカノレパイン部分精製標品 (2開)。部分精製標品で観察される分子量

約15Q--.，80姐)aのバンドを切り出し、ゲノレ内トリプシン消化し、 MALDI由TO時総角勃庁およ

びP師法によるタンパク質の同定を行った。その結果(図3-3)から、PropionylCoA 

car加~ylase (黒知見とERp57(自知的が同定された。

備)ミトコンドリアμーカノレパイン部分精製標品で、のμーカノレパイン(ドメイン'N)のウ

エスタンプロット角材斤。レーンムミトコンドリアμーカルパイン部づ*青製標品(10μg)

O ミトコンドリアpーかレパイン大サブユニットが検出される(黒矢現。

(りミトコンドリアトカルパイン部分精製標品でのカノレパイン小サブユニットのウエス

タンプロット角勃庁。レーン 1、ミトコンドリアμーカルパイン部分精製標品 (10~g)。ミ

トコンドリアμ一かい《イン小サブユニットが検出される(黒矢調。
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歯 3ふミトコンドリア静岡カノレパイン部分精製標品に含まれるタンパク質の

ミ
¥

実験方法の誠、回は、本章第2節(実樹オ料およて防法)に言己載した。'即時範解析

トコンドリアドーカノレパイン椴¥精製標品の銀染色ゲノレで観察された分子量約払80臨

ゲノレ内トリプシン消化し、 MALDI-TOF型質量分析計にかけた。

得られたペプチい情報をPMF法により同定した(表3-1)。

のバンドを切り出し、

m!z MH ... Delta Start End Missed Sequence 
Peak No. Submitted Matched ppm Cleavages 

877.588 877.489 113 297 304 O (K) LNFAVASR(K) 
z 997.705 997.5102 195 153 161 。 (K) DASVVGFFR(D) 
3 1172.729 1172.5405 161 336 344 O (K) FVMQEEFSR(D) 
4 1244.833 1244.6634 136 184 194 O (R) FAHTNVESLVK(E) 
5 1341.856 1341.6838 128 449 460 O (K) GFPTIYFSPANK(Iく)
6 1394.904 1394.6587 176 162 173 O (R) DLFSDGHSEFLK(A) 
7 1396.905 1396.6955 150 367 379 O (K) SEPIPETNEGPVK(V) 
8 1397.923 1397.706 155 472 482 O (R) ELNDFISYLQR(E) 
9 1530.02 1529.7747 160 352. 363 (R) FしQEYFDGNLKR(Y)
10 1594.113 1593.8483 166 483 496 O (R)E八TNPPIIQEEKPK(K)
11 2605.654 2605.3144 130 306 329 O (K) TFSHELSDFGLESTTGEIPVV AIR 

P雄司法によるミトロンドリア砕かレパイン部分精製標品に含まれるタンパク質表みL

の間定

MALDI-TO間 S角献で得られたペプチドをP師法により解析したところ、 11本のピー

クがラットERp57(分子量 56，624)と同定された。得られたペプチドはラットERp57の全

アミノ酸配列の'27%をカバーしており、平均誤差は152ppmで、あった。
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図34忠良野S7のミト::Iンドリア局在

ラット月刊蔵ミトコンドリア各画分において ERp57のウエスタンプロット角静子を行っ

た (5開タンパク質/レーン)0ERp57はミトコンドリア各酪:刊こ局在し、特にミトコ

ンドリア外膜に多く荷主する。ミトコンドリアμーカノレパイン大および小サブユニットは、

主に膜間スペースおよびマトリクスに局在する (20開タンパク質/レーン)。

各画分に特異的に局在するタンパク質をマーカーとして、それらに対する特異抗体を

用いてウエスタンプロット角勃庁を行い、各画分の純度を確認した。その結果、高純度の

ミトコンドリア画分が採れていることが確認され、系醐包質および ER局在タンパク質が

ミトコンドリア画分吋昆入している可能f生瑚除された。
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図 3-5.翻脂質およびミト::zンドリアでのカゼインザイモグラブィーとウエスタンブロ

ット解析

(A)細胞質伊， ffi-および、ミトコンドリアカノレパインのカゼインザイモグラフィー。レー

ンl、ラット月刊麟閉包質 (50μg);ミトコンドリア膜間スペース(1∞開);マトリクス

(1∞ ~g)。膜間スペースおよびマトリクスでは、上方のバンド (No， 1とめと下方の

バンド (No，2と4)が検出され、いすすもも細胞質伊および ffi-カノレパインの移動度と異

なる。部)カルペプチン処理したミトコンドリアカノレパインのカゼインザイモグラム。

カルペプチン処理により、膜間スペースおよびマトリクスでみられた活性バンドは消失

する。(り活性バンドのウエスタンプロット角勃庁。パネノレ上段から伊カノレパイン、 m四カ

ノレパイン、カノレパイン小サブユニット、 ERp57に対する抗体。細胞質μーカルパインと上

方のミトコンドリアカノレパイン(バンド No，1と3)は、仲カノレパイン抗体に染まる0

2種のミトコンドリアカルパインは、いすすしも m四カルパイン抗体に反応しない。全て

の活性バンドは、カノレパイン小サブユニット抗体で染まる。上方のミトコンドリアμーカ

ルパイン(バンドNo，1と3)のみがERp57抗体に染まる。
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図配麓p57抗体によるミトコンドリア伊カノレパインの発銀沈降

実験方法の詳細は、本章第2節(実験材料およひ坊法)に言識した。

(A) ERp57 抗体によるミトコンドリアカノレパイパ舌性の免疫沈~ ERp57抗体により最

対句75%のカノレパイン活性が免疫沈降される(毒事)。正常ウサギIgGは、 ERp57抗体の対

照として用いた(0)0 (B) ERp57抗体前生下でのカゼインザイモグラフィー。 ERp57

抗体量依郁句にミトコンドリアμーカルパインの活性ノミンド(黒矢現が減少するが、未

知ミトコンドリアカノレパインの活性バンドには影響しない(白矢頭)0 (c) ERp57抗

体量依存的にミトコンドリア伊カノレパイン大サブユニット(黒矢現および小サブユニ

ット(白矢現が共沈降される。正常ウサギIgGは、 ERp57抗体の対照として用いた。
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圏3-7. E麓p57とミトコンドリア伊カノレパインの相互作用

実験方法の詳細は、本章第2節傍激材料およひ坊法) ~こ言己載した。

ERp57 抗体で免疫沈降した複合体に盟~57 ペプチド (1∞材開L) を糊口し、複合体

のみを遊離@回収し、 SDS四PAGEおよひ、Native酷 GEを行ない、ERp57、伊カルパイン

および、カルパイン小サブユニット抗体を用いたウエスタンプロット解析を行なった。

(A) SDS-酷 GEからのウエスタンプロット角卒析。免疫沈降物には、 ERp57(約57極海)、

ミトコンドリアμーカルパイン大サブユニット(約76姐)a)および小サブユニット倣26

姐)a)が含まれる。

(B) Native PAGEからのウエスタンプロット角勃庁により、 ERp57、ミトコンドリア伊カル

パイン大サブユニットおよび小サブユニットが同じ移動度であることが観察される(自

矢調。

これらの結果から、ミトコンドリアμーかレパインと ERp57が複合体を形成し、共沈降

することが解る。
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関3-8. ミト3 ンドリアカノレパインー韓間複合体に対する Ca2+の欝響

カノレペプチンを前処理し、 Ca2+存在下および期制生下で、 25
0C、30分間インキュベー

ションし、その後未変性ゲル電気泳動に展開し、ウエスタンプロット解析を行なった (50

開タンパク動レーン)0Ca2+の相生下および非初主下に関係なく ERp57、ミトコンドリ

アμーカルパイン大サブユニットおよび小サブユニットが同じ移動度で検出される(黒矢

明。その複合体は、 ci+によって角轍しないことが示唆される。

カノレパイン小サブユニット抗体により 3つのバンドが検出される(右側3レーン)。

カゼインザイモグラフィーの結果(図 3-5) と照らし合わせると、最も移動度が小さい

上方バンド(黒矢鵡はミトコンドリア伊カノレパイン小サブユニット、中間のバンド(グ

レー矢頭)は未知のミトコンドリアカノレパインの小サブユニット、最も移動度が大きい

下方バンド(白矢頭)は単量体で相生するカノレパイン小サブユニット、または他のカル

パイン分子と結合している小サブユニットであると示唆される。
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図3-9.. 阻害弗j作用下でのミトロンドリア静岡カルパインの分解

細胞質、膜間スペース、マトリクス (40~g タンパク質/チューブ)に5βM カノレペブ。

チンを添加し、 1mM DTNB， PAO組 dT3相生下およて舟向指生下で、 3'tC、5分間インキ

ュベーションを行ない、各試料を伊カノレパイン大サブユニット (A)、カノレパイン小サ

ブユニット (B)、ERp57(C)に対する各抗体を用いたウエスタンプロット角勃庁にかけ

た。ミトコンドリア伊カノレパイン大サブユニットのみ、 D到 Bおよび、 PAO作用下で分

解され、 τ3作用下では変化がない。
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閣3圃鵠@ミトコンドリア伊カノレパイン犠牲に及ぼすERp57抗体の効果

(A)膜間スペース(1∞開)にERp57抗体を各々0.05、0.2、0.4、師、 0.6μg添加し、 4
0C

で 2時間反応させ、カゼインザイモグラフィーにかけた。ミトコンドリア伊カノレパイン

の活性バンド(黒矢頭)の強度は、 ERp57抗体量依存的に減少する。一方、未知なミ

トコンドリアカルパインの活性バンド(白矢頭)は、 ERp57抗体の影響を全く受けな

し、。

傍)正常ウサギ IgGを対照、として用いたが、 2種のミトコンドリアカノレパイパ舌性に変

化は見られなハ
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囲み 配持57結合型ミトエ立ンドリア伊カノレパインによるA罫の限定分解

実験方法の詳細は本章第2節(実験材料およて防法)に言識した。

(A) ERp57抗体を用いた免疫沈降により、抗体量伽字的にミトコンドリア伊カルパイン

が免疫沈降された(図 3-6)。免疫沈降によるミトコンドリアカルパイン活性の減少に

伴い、 AIFの限定分角李および、内膜からの遊離が抑制される。自矢頭は、内膜から遊離し

た57姐)a凶IFを示す。

(B)内膜結合型 AIF(黒矢頭)は、免疫沈降によるミトコンドリアカノレパイン活性の減

少に伴い、限定分解されず内膜に留まっている AIFの量がわずかに増える(回復され

る)。
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(りAIFの限おう解および内膜からの遊離における D四 Bの阻害効果

単離したミトコンドリアを各条件下でインキュベーションし、その後膜間スペースを

調製し、ウエスタンプロット角初予に用いた (20開タンパク覧/レーン)。レーン 1、cl十

期誰下;レーン 2、Ca2+前生下;レーン 3、D1NBおよび Ca2十前生下;レーン 4、カ

ルペフ。チンおよび、 Ca2+前生下;レーン久間15鰯 6および ea2十街生下;レーン 6、内

膜(無処理)0Ca2+相生下で出IFが模開スペースへ遊離する(レーン2)0D1NBは、そ

の限定分解および遊離を抑制する(レーン 3)。カノレパイン阻害剤で、あるカルペフ。チン

およびPD15胸 6では、仏IFの遊離が完全に抑制される。黒知見事約62臨 AIF、白矢

頭は内膜から遊離した約571品位IFを指す。
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4 

ミトコンドリ

1節

第2章および3章では、ミトコンドリアカノレパインが2種類稲生し、その 1種はミト

コンドリアμーカノレパインであり、もう 1種は未知のカノレパイン分子であることを述べた。

ミトコンドリア伊カノレパインは、 ERp57分子シャベロンと結合することで安定化され、

さらに Ca2+濃度の上昇に伴い AIFを限おま解し、内膜から仏IFを遊離させる。未知の

カルパイン分子は、 Ca2+，依存的に活↑釘包し、カノレパイン阻害剤で抑制され、カルパイン

小サブユニットをもち、カゼインザイモグラフィーで、細胞質廿および m-カノレパインと

移動度が異なることが明らかとなった。

未知ミトコンドリアカノレパインを同定し、その機能を角噺することで、ミトコンドリ

アにおけるカルパインの役割の理論卒が飛騨句に発展することが期待される。

そこで本章では、カラムクロマトグラフィーおよび免疫沈降法により未知のミトコン

ドリアカノレパインを精製し、 LC-MS!MS角緋およびデータベース検索により未知のカ

ノレパインを同定した。またそれと相互作用する因子を同定し、その相互作用を検証した。

さらに未知ミトコンドリアカルパインがミトコンドリア内でどのような儲蛇果たして

いるのかを、基野士子を探索することで調べた。
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2節

第2および3章で既述した実験方法は、省略する。

試薬は記載がない限り和対鹿葉(株)またはシグマ社の誤薬特級を使用した。

ゆ使用した抗体

ウサギポリクロ一ナノレ抗 rn-カノレパインドメイン I、盟、 W 抗体(A同rn)、抗カルパ

イン小サブユニット抗体(ドメインV;Abc組 1)、抗VDAC抗体(Calbiochern)、抗AIF

抗体(Abcarn)、抗 Bax抗体(Abcam)、ヤギポリクロ一ナノレ抗 VDAC-C末抗体、シト

クロムc抗体、抗G即 75四 C末抗体 (SanぬCruzBiotechnology Inc.)を使用した。

(2)未知ミトロンドリアカノレパインの免疫沈降

記載がない限り、全ての実験操作をひ4
0

Cで千子った。ラット月刊蔵ミトコンドリア膜間

スペースから D出 E-Sep加倒eカラムクロマトグラフィーにより未知なミトコンドリア

カノレパイン(ピーク1)を分離した(図4-1B)。このカラムクロマトグラフィーは、第

2串こ路主した方法に従って行った。そのピーク 1をバッファー℃で)晩透析し、限外

髄品濃縮した後、 1.5rnLチューブに分注した(1.8rnglrnL; 1 rnglチューブ)。ウサギポリ

クローナル抗カノレパイン小サブユニット抗体を i開添加し、 2時間撹除した後、さら

に針。闘nG田 Sephar鵠 4Fast Flow (Arnersh翻自国rmaciaBio蹴 h.)を12μL添加し、 2時間

撹持した。 12，側 rprnで 1分間遠心分難し、上清を除き、沈殿を 1.0mLの出争バッフ

ァー [50rnM Tris-HO (pH 7.令、 O.5MNaO、0.1% ernulphogen]で癒濁し、 8，1鎖国Drpmで、30

秒間遠心分離した(この掬争を 3回繰り返した)。さらに1.0rnLのミリ Q水で3回洗

浄した。 SD，酪s-酬.咽執.

たo 12，側 rprnで l分間遠JL分離し、上清を回収し SDS-酷 GEにかけ、童映色を行つ
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た。

。)ペプチド瀞液における脆塩操作

銀染色したタンパク質ノミンドをゲノレから切り出し、第3章「実験材料および方法jで

述べた方法に従って、ゲ〉レ内トリフ。シン消化を行った。ゲノレ片から回収したペフ。チドを

S戸edVac にかけ濃前瀞~呆し、 0.19もトリプルオロ酌鍛 20 件で癒濁した。その言桝から

塩を除くため、 ZipTIpC18 (8蜘伽db錦、島組lipore)を使用し、脱塩操作を行ったO 詑O

のマイクロヒ。ペットに ZipTipをつけ、 50%アセトニトリノレを吸い上げ、廃液用チュー

ブに捨てた (5回繰り返す)075%アセトニトリル/0.1%トリプルオロ青酸を吸い上げ、

廃液用チューブに捨てた (5回繰り返す)00.1%トリプルオロ哲搬を吸い上げ、廃液用

のチューブに捨てた (5回繰り返す)。誠斗をゆっくりと 30回ヒoペッティングし、樹脂

に添若させた。 0.1%トリプノレオロ首搬を跡、上げ、廃液用のチューブに捨てた (5回

繰り返す)0 5∞~チューブに 75%アセトニトリノレ/0.1% トリプルオロ商搬を 10 件

加え、ペプチド試料を吸着させたZipTipをそのチューブ内で、 10回ヒ。ペッティングし、

樹H白から溶出させた。約50
0Cで、S戸edVac にかけ、濃議官事~呆させる。 0.1%ギ酸を 20~

ずつ加えて懸濁した。各誌料をオ}トサンブoラーノミイアノレ瓶ハ移し、キャッブ。をはめた。

パイアノレ瓶を日立液体ク口マトグラフ質量分析計 (NanoFrontierLD;日立ハイテクノロ

ジー)に設置した。

(4) LC-J¥I路励賞S解析

得られたペプチドは、目立液体クロマトグラフ質量分析計を使用し、 LC-MSIMS解

析した。ゲル内トリフOシン消化および脱塩操作を行ったペプチド溶液 (0.1%ギ酸に懸

濁)を、 C18キャピラリーカラム府間mx開 mm;GL Scie悶)に添加した。キャピ

ラリーカラムに吸着したペプチドは、 A 液 (2%アセトニトリル'/0.1%キ酸)および B
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液 (98%アセトニトリノレ/0.1%ギ酸)を用いたリニアグラジエント法で溶出した。流速

は200nU分に設定した。 2-40%B液を 60分間、 1∞%B液を 20分間11頃に流すことで、

グラジエントをかけた。リニアグラジエント法によりペプチドがキャピラリーカラムか

ら溶出され、そのマススペクトロメトリーを NanoFrontierLDマススベクトロメーター

で行った。 MS関値は50斗こ、 MSnは1伐トに設定した。 1伐}v2(間の民俗sR組 geで全て

の測定を行った。 3回MSIMSにかけたイオンを.iJ脳けるよう設定した。 MSIMS実験は、

分離隔を8面、衝突エネノレギーを 1，-..J1.5V、活ttf七時間を5に設定した。

(めデータベース検索によるタンパク債の同定

LC-路島，fS角新で符られた MSIMSピークリストから、 P酷 KSS加dio(出ω'm)を

用いてNCBIデ:ータベースを基lこdenoνoシーケンシングとデータベース角税庁を行ったO

de novoシーケンシングでは、 MSIMS解析から得られたイオンの質量をもとに、ペプチ

ドのアミノ酸配列を算出する。データベースを全く使用しないので、データベースに登

録されていなし、配列の角卒析も可能である。 PEAKSS加dioでのデータベース角斬では、 de

novoシーケンシング結果を利用し、あらかじ制長補となるタンパク質を絞り込むため、

従来のデータベース餅斤ソフトウェアと異なり、誤ったタンパク質問定を低く抑えるこ

とが可能である。ペプチド断片の中に、 トリプシン分解されない切断部位を 2箇所まで

含むことを許容するよう設定した。システイン残基の car加盟do関 e由ylationが誘導され

ていなくても、誘導されていても、データベース角献するよう設定した。プレカーサー

イオンの許容誤差範囲を 0.5、フラグメントイオンの誤差範囲を 0.5に設定した。さら

に必および品にチャージしたプレカーサーイオンを角物干するよう設定した。

(的ミトコンドリア内樹生醜聞かレパインによる VDAC切断

ミトコンドリア m-カノレパインが VDACを基質としているのカ検討した。 DEAE-
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Sepharose CL-6Bカラムクロマトグラブイーにより部分精製したミトコンドリア m四カル

パインを、ラット月刊蔵から調製したミトコンドリア内膜に添加した。 ωわ相生下および

非前主下で、 37
0C、1時間インキュベーションを行い、終濃度 1mM  EGTAを作用させ

反応を停止した。 Ca2+濃度はか1mMの範囲でとった。各内膜サンフツレ (20~g1 レーン)

をウエスタンプロット角勃庁し、 VDACの変化を観察した。また、カノレパイン特異的阻

害剤である PD15栃06を終濃度 10mMとなるように部分精製したミトコンドリア m-カ

ノレパインに添加した後、同様の実験を行い、 VDAC切断に及ぼす効果を観察した。ミ

トコンドリア m申カノレパインの対照として、ミトコンドリア伊カルパイン (D弘 E由

Sepharose CL-6Bカラムクロマトグラフィーでの活性ピーク)を用し叱。

(η 単離ミトこ立ンドリアでの醜固カノレパイン活性化、 VDAC切断、 およびシトクロ

ムむの趨監

本節「実聯占果Jに示すが、ミトコンドリア m回カノレパインが VDACを限定分解する

ことが解ったO そこで、ミトコンドリア m回カノレパインによる VDAC切断が単離ミトコン

ドリアでも誘導されるのか磁説{した。同時にミトコンドリア m同カルパイン活性化に伴

う自己分解、ミトコンドリアからのAIFとシトクロムcの遊離も観察した。

ラット肝臓から単離したミトコンドリアを懸濁用バッファー [20mM  Tris四日Cl(pH

7.5)、0.25M sucrose、5mM  2-merむapt関由釦01]で癒濁した。各濃度払1mM)のCaCh

を添加し、さらにμ圃およびm四カルパインを除いた系閉包質匝扮 (9.2mglmL)を添加した。

3TCで1時間インキュベートした後、 5mMEGTAを添加し反応を停止させた。 4，500xg

で 10 分間遠JL~清住し、上清を回収し、沈殿のミトコンドリア画分を第 2 章に既述した

方法に従い、外膜、膜間スペース、内膜、マトリクスに分離し丸膜間スペースにおけ

るミトコンドリア問国カノレパインの活性化/自己分保外膜における VDACの限的灘、

ミトコンドリア外に遊離した AIFとシトクロム C をウエスタンプロット角勃庁により観
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察した。ウエスタンプロット解析では、 m鳴争組抗体で、は膜間スペースタンパク質 (40

μ，gJレーン)、 VDAC抗体で、は外膜タンパク質 (20μ，gJレーン)、 VDACおよび AIF抗体

ではミトコンドリア上清タンパク質 (20科，gJレーン)を使用した。

(議)カノレパイン随審弗j百 VDAC/髄亙抗体iこよ およびシトクロムむ遊離踏

Ca2+依存的にミトコンドリア m嗣カノレパインが VDACを切断することが、単離ミトコ

ンドリアを即、た実験で編恋された(本舗「実験結果Jに示す)。この VDACの限局士

解がAIFのi樹監に影響を及ぼすのが確かめるため、以下の実験を組んた

ラット肝臓から単離したミトコンドリアを懸濁用バッファー [20mM Tris帽 HCl(pH

7.5)、0.25M 釦 crose、5mM2田町lerむap脱出anol]で癒濁した。終濃度50~Mcl十を作用さ

せ、 37
0

Cで 30分間インキュベートすることによりミトコンドリア伊カノレパインのみを

活断七させ AIF切断を誘導した。内膜から模開スペースに仏IFがi顕在したことは、ウ

エスタンプロット角材斤により繭忍した (40開タンパク質/レーン)。内膜から仏IFが遊

離した状態でミトコンドリア m皿カルパイパ税制七を誘導するため、終濃度 1mM Ca2+ 

を作用させ、伊および、 m田カノレパインを除いた繍包質郎士 (9.2mglmL)を諸訪日した。対

照、サンフツレ1には、 Ca2+を加える前に終濃度 10帥1PD150606を作用させ、 4
0

Cで60分

間静置した。また対照サンフツレ2および3には、伽らの方法に若干の修正を加えた方

法に従って、 Ca2+を加える前に各々抗 VDAC抗体およひ執 Bax抗体を加え、 4
0

Cで 60

分間撹除した。各サンブ。ルを 3iCで 30分間インキュベートした後、 5mM EGTAを添

加し防芯を停止させた。 4，500x gで 10分間遠心分離し、上清を回収し、沈殿のミトコ

ンドリア両分は、第 2章に記述したが去に従い外膜、模開スペース、内膜、マトリクス

に分離した。ミトコンドリア外に遊離した仏IFとシトクロム c、ミトコンドリア膜間

スペースに留まった仏宮、内膜に留まったシトクロム cはウエスタンプロット角特庁に

より観察した (40~g タンパク動レーン)。
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3節

(1)未知ミト3ンドリアカノレパインの存在

ミトコンドリア膜間スペースを用いたカゼインザイモグラフィーにより、 2つの活性

バンドカ、親A察された(図4-1A)。移動の小さい上方の活性バンド(黒矢弱は、 ERp57

作用下で消失することから(レーン 3)、ミトコンドリアμーカルパインの活性バンドだ

と示された。第 3章の実験結果(図 3-5)で示したように、移動度の大きし、バンド(白

矢駒は、 Ca2+依袖旬こ活性化され、カノレペプチンで阻害され、カノレパイン小サブユニ

ット抗体に反応することから、未知のカノレパイン分子であると剥愛された。この未知な

ミトコンドリアカノレパイン(白矢現を同定するため、カラムクロマトグラフィーおよ

ひ喚疫沈降法によりそれを精製しようと試みた。

(2)未知ミトコンドリアカノレパインの分離

まず未知なカルパイン分子とミトコンドリア怜カノレパインを分離するため、ミトコン

ドリア膜間スペースを即、て D臥 E-Sep加附CL-6Bカラムクロマトグラフィーを行っ

た(図4-1B)。バッファーC (50 mMNaOを含む)で未吸着タンパク質を溶出した後、

50吋250mMNaClのリニアグラジエント法により吸着タンパク質を溶出した。その結果、

未吸着両分に 1つの大きな活性ピーク(ピーク1)、吸着画分には、約 130mM NaCl 時

に小さな活性ヒ九ーク(ピーク 2)、約 150mM NaCl時に大きな活性ピーク(ピーク 3)、

約2∞mMNaCl時に小さなピーク(ピーク 4)がそれぞオ砂う離@溶出された。

分離された 4つのピークのうち、どのピークに未知カノレパインが含まれているのかを

確かめるため、ウエスタンプロット角勃庁を行し、(図4-2A)、さらにカノレパイン活性にお

ける Ca2+，依存性とカノレパイン阻害剤に文ずずる感受性を確かめた(図 4-2B)。科目カノレパイ

ン匂t体を用いたウエスタンブロット角件斤により、ピーク 2および 3(レーン毘および、

82 



P3)でバンドが検出された。カノレパイン小サブユニット抗体では、ピーク 1、2および

3 (レーン問、問およびP3)、 ERp57抗体では、ピーク 3のみバンドが検出された。カ

ルパイン 10抗体では、どのピークにおいてもバンドが検出されなかったO この結果か

ら、ピーク 2にはμーカノレパイン、ピーク 3には伊カノレパインと ERp57が含まれている

ことが示唆された。

続いて各ピークにおけるカルパイン活性の ea2
+;依存性とカノレパイン阻害剤に対する感

受性を調べた(図4-2B)。ピーク 1と2は CA2+;依存性があり、カノレパイン阻害剤である

カルペプチンおよびPD15係06によって強く阻害された。ピーク 3はea2
+，依存性が約的%

であり、 PD15栃06による阻害効果が約 40%と低かった。このため、ピーク 3には伊カ

ルパインの他にもかレパイン以外のプロテアーゼが含まれていることが示I変された。ピ

ーク 4は ea2
+;依存性がないにも関わらず、カルベプチンにより強く、 PD15側首6により

約 60%抑制された。よってカノレベフ。チンに感受性が高く ea2
+.依存性がないため、ピー

ク4にはカノレパイン以外のフoロテアーゼが含まれていると示唆された。

図4-2Aおよび2Bの結果から、 D出 品Sep加roseCL-6Bカラムクロマトグラフィーで

分離した各活性ピークにおいて、ピーク 1には未知のカノレパイン分子、ピーク 2にはμ』

カルパイン、ピーク 3には ERp57結合割1-カノレパイン、ピーク 4にはカノレパイン以外

のフoロテアーゼ、が含まれていることが示された(図4-2C)。

(3)未知ミトロンドリアカノレパインの免疫沈降と S勝回PAGE解析

D砧 E-Sep加工部eCL-6Bカラムクロマトグラフィー未吸着画分におけるピーク 1，こ、

未知なミトコンドリアカルパインが含まれ、さらにカルパイン小サブユニットとヘテロ

ダイマーを形成していることが示唆された。そこでカノレパイン小サブユニット抗体を

用いてピーク 1から未知ミトコンドリアカルパインを免疫沈降しようと試みた。免疫沈

降サンフツレを SDS-PAGE展開し、銀染色を行った(図的)。 棋の重鎖およてj導搬を
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除いて、約 8本のバンドが検出された。未知ミトコンドリアカルパイン大サブユニット

と思われる分子動~75 認)aに顕著なバンドがみられた(白矢明。

(4)未知ミト口ンドリアカノレパインの同定

約 75闘)aバンドとその他の銀染色バンドに含まれるタンパク質を同定するため、切

り出した各バンドをゲノレ内トリプシン消化し、各ペプチド断片を LCふ1S/MS角材斤にか

け、その結果をデータベース検索した。その結果 75申詔)aバンド(白矢頭)からは、カ

ノレパイン2 (m四カノレパイン大サフ、ユニット)およびミトコンドリア特異的シャベロン

分子である G腔 75が同定された(表4-1)。また予備実験から、カゼインザイモグラフ

ィーにおける未知ミトコンドリアカノレパインの活性バンド(図4-1A、白矢明からも、

G腔 75が同定された。これらの結果から、同定されたミトコンドリアカノレパインと

G腔 75が相互作用していることが示唆された。

カルパイン 2のアミノ酸配列と相同性の即、ペプチドは、 ドメイン盟 (64%，15%)お

よびドメイン N (98%)に含まれており、デトタの信濃性を示す MSスコアは 93%と高

し1値で、あった(表4-2)。

分子量約75kI泊バンド以外のバンドからは、Carbamoyl-phosphate細 切se1 (P160-

2∞、PI40、P125)、Gl醐 mateoxal偽 ce臨お国悶m白紙2(P40)、IgG(P35)、Electron国 nsferring

日avopro舵恒例。)が同定された(図4-4)。しかし、 G賠 75シャペロン分子のように、

ミトコンドリアカノレパインと相互作用する可能性がある分子は同定されなかった。

(的問定されたミトコンドリアカノレパインのウエスタンブ口ツト解析

同定されたミトコンドリアカルパインが m-カノレパイン抗体に反応するのか、間四カル

パインのドメイン I、圏、 W に対する各抗体を用いたウエスタンプロット角斬により確

認した(図4-5A)。同定されたミトコンドリアカノレパイン(部分可青製標品)は、 m四カル
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パインドメインIとW 抗体には染まったが、ドメイン醒抗体には閃志しなかったO 未

知なミトコンドリアカルパインが m-カノレパイン抗体で検出されたことから、ミトコン

ドリア m目カノレパインと名付けた。 このミトコンドリア m司カノレパインは、細胞質 m田カ

ノレパインと相同性を有するが、ドメイン理抗体に即忘しなかったことから、一部のア

ミノ醗配列が異なっていることが示唆された。

m目カノレパインドメイン W 抗体を用いたウエスタンブロット角勃庁により、ミトコンド

リア m-カノレパインのミトコンドリア内局在を調べた(図4-5B)。ミトコンドリア m-カ

ルパインは、外膜、膜間スペース、マトリクスに局在しており、特に外膜に多く局在し

ていた。

(的ミト立ンドリア醐四カノレパインのea2+.依存性

ミトコンドリア m-カルパインの部分ザ議鰯票品をカゼインザイモグラブイーにかけて、

活性ノヤドの位置を確認した(図4-6A)。ミトコンドリア m由カノレパインを流したレー

ン(レーン 2) には、細胞質伊および、 m-カノレパインと異なる位置に活性バンドが観察

され、図4-1Aで予想していた活性バンドの位置と一致した。

ミトコンドリアm四カノレパインの活↑封七における ea2~依存性をみたところ、300μ，MC~+

で 60%の活↑町七が起こり、細胞質 m叩カノレパインとほぼ同じ ea2+.依存性を示した(図 4

6B)。

めミト立ンドリア臨田カノレパインと G睦 75との相瓦作用

D弘 E-Sep加工慨 CL四6Bカラムクロマトグラフィーおよひ漁疫沈降により、ミトコン

ドリア曲目カノレパインを部分精製し、LC-路島都角斬およひデータベース検索した結果、

昨カルパイン大サブユニット(カノレパイン 2)の他に G醇 75が同定された(表 4-00

G賠 75はミトコンドリア特異的に存在し、Cation依存性血Thse活性をもちシャペロン
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分子として機能している [83]0日制 sh∞kprotein 70 (HSP70) t組討ly.に属し、タンパク質

の目菊蛮品の介助 [84ラ 85]、タンパク質高次構造の再構築 [86]、活性タンパク質ー調節タ

ンパク質の相互作用の調節およひ演常タンパク質分解の介助[問などに寄与しているo

G腔 75のミトコンドリア分布をウエスタンプロット解析により確かめたところ、外

膜、膜間スペース、内膜、マトリクスの全てのミトコンドリア画分に局在した(図4-7A)。

G贈 75は通常分子シャペロンとして機能しており、ミトコンドリア m四カノレパインと

結合している可能性が考えられたため、免疫沈降法および、ウエスタンプロット角勃庁によ

り調べた(図4-7Bおよび6C)。まず膜間スペースにおいてG腔 75抗体を用いて免疫沈

降を行ない、 m司カノレパイン大サブユニットおよひ河、サブユニット抗体で検出されるか

を調べた(図4-7B)。その結果、免疫沈降サンフツレにおいて約 75魁)am四カノレパイン大

サブユニット(白矢鳴と約28励小サブユニット(黒知却が検出された。

続いて、膜間スペースにおいて m-カノレパイン(ドメイン IV)抗体を用いて免疫沈降

を行ない、 G醇 75抗体で検出されるか確認した(図4-7C)。免疫沈降サンフツレにおいて、

G醇 75を示す前 75励バンドが検出された。これらの結果から、ミトコンドリア m由

カノレパインと G腔 75が相互作用していることが示された。

(患)ミト3 ンドリア瞬間カノレパインの基質分子の探索

図4-1"'"'図4-7の結果から、ミトコンドリアに局在するμーカノレパイン以外のカノレパイ

ン分子は m目カノレパインに相向性のある分子であること、Ca2+依存性も締胞質 m-カルパ

インと非常に類似していること、カゼインザイモグラフィーで、は細胞質廿および m四カ

ノレパインと異なる位置に活性バンドが検出されること、ミトコンドリア外膜と膜間スペ

ースに多く局在すること、 G恕 75と結合して柄生していることなどが明らかとなった。

そこで、ミトコンドリア m四カルパインがミトコンドリア内で何を基質として機能し

ているか同定することは、最も重要かっ興味深い研究課題として挙げられる。最初の候
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補分子として、以前から注目している VDACを基質分子の候補に絞った。予備実験に

おいて、単離ミトコンドリアに Ca2+を作用させると、 VDACが切断され、分子として

減少するのがウエスタンブロット鰯庁から示された。この ea2
+依前句な VDACの変化

に、ミトコンドリアm-カノレパインが関与しているカ調べた。

VDACはヌクレオチド [8旬、Ca2+とその他のイオン [8旬、代謝産物 [90]などを通す

(細胞質とミトコンドリア間で)だけでなく、アポトーシス時には Baxと結合するこ

とで大きな孔を外膜内に形成し [91]、シトクロム C などのアポトーシス誘導因子を膜

間スペースから細胞質へ遊離させる。すなわち VDACは、細胞の生と死を司る因子と

して知られている [92]0

図3-4から、 VDACはミトコンドリア外膜に特異的に局在することが示された。まず

ミトコンドリア外膜に部分精製したミトコンドリア朗自カノレパイン (D払匹Sep加rose

CL-6Bカラムクロマトグラフィーのピーク1)とその対照としてミトコンドリア伊カノレ

パイン(ピーク 2および 3)を作用させ、Ca2+桐生下およひザ何詞生下で、インキュベーシ

ョンを行なった。続いて、 VDACの変化をウエスタンプロット角勃庁により確かめた(図

4-8)0 Ca2+荷主下および期制生下で外膜のみをインキュベーションしでも、 VDACに変

化は見られなかった(レーン 2および 3)0 Ca2+非相生下で外膜にミトコンドリア m田カ

ルパイン(ピーク1)を作用させても、 VDACに変化はなかった(レーン 4)0ea2
+前生

下ではミトコンドリア m田カノレパインのタンパク質量伽字的に VDACが切断されてバン

ドが弱くなった(レーン 6 および 7)。このミトコンドリア m四カノレパインによるCa2~依

存的な VDAC切断は、カノレパイン特難句な阻害剤である PD15係06で強く阻害された

(レーン 8)。一方、 ω2+相生下でミトコンドリアμーカノレパイン(ピーク 2および、 3)を

作用させても VDACの変化は起こらなかった(レーン 5)。また子鏑実験により、細包

質伊およびm-カノレパインはVDAC切断を誘導しないことが解った。これらの結果から、

VDACはci+依榊旬こミトコンドリア m間カノレパインにより特期今に切断されることが
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示された。

ゆ)単離ミトエ2ンドリアでのVDAC切断およびま組、/シトク口ムCの遊離

図4-8では、 VDAC分子に対し過剰量のミトコンドリア ffi-カノレパインを作用させ、

その分解を誘導したが、単離ミトコンドリアにおいてもミトコンドリア ffi-カルパイン

活性化に伴い、 VDACの切断が誘導されるのカ検討した(図4-9Aおよび 9B)。それと

同時に単離ミトコンドリアから仏I距Fとシトクロム Cが桁i鴎栓肘するのカか:観舗奈した(図図牛9虻C 

およひびび~、~9D扮)0

ミトコンドリアm四カノレパインはCa2濃度依楢旬こ活断七され、 Ca2+濃度問料M 以上

の条件で、自己分解産物と思われるバンドが約40魁)aに見られた(図4-9A)0PD15伐紙

作用下では、ミトコンドリアm田カノレパインの自己分解が阻害された(レーン9)。

VDACはCa2濃度依袖切こ切断され、 ea2+濃度250，.，.，M 以上の条件で、分解産物を示

すバンドが約23姐)aに見られた(図4-9B)。その切断はカノレパイン阻害剤PD15係船で

完全に阻害された(レーン9)。

ミトコンドリアからの仏IFの踊監は、 ct濃度 20酬以上で以降Ca2濃度依存的に

誘導され、その遊離はPD15偽06で311糊された(図4-9C)。

ミトコンドリアからのシトクロム Cの放出は、 ea2
+濃度20μM以上で、Ca2濃度伽輸

に誘導された(図 4-9D)。しかし、その放出は PD15偽06作用下で、も阻害されなかった

(レーン9)。

これらの結果から、単離ミトコンドリアにおいて、ミトコンドリア ffi-カルパインは

Ca2+依前切こ活問七し自己分解が誘導すること、 VDAC は Ca2~依硝句に切断されるが、

その切断はカノレパイン限害剤で抑制されること、協IFおよびシトクロムCの放出はCa
2
+

依存的に誘導されること、出IFのi顕在のみかレパイン阻害剤で抑制されること、など

が示された。
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図4-9では、単離ミトコンドリアに京間包質画分を加えてCa2+インキュベートしたので、

対照実験として細胞質画分を加えずに同様の実験を行った。二の予備実験においても、

ミトコンドリアm四カノレパインはCa2~濃度依布的に活性化され、自己分解産物が約締結ゐ

付近に見られた(図4-10A)。さらに VDACはCa2濃度依袖切こ切断され、その分解産

物が約23組)aに観察され、その切断はPD15挺06で阻害された(図4-10B)。一方仏症

とシトクロムCは、綱包質酪:¥を作用させないとi踊住しないことが示された(図4-1OC、

10D)。

。曾1)tA窟/シトクロム ε遊離に対するミトロンドリアカノレパイン、 VDACおよび臨亙

の寄与

細胞質に街生する Bid、Bax、Bakなどがミトコンドリア外膜に移行しミトコンドリ

ア依郁句アポトーシスを誘導することは、一般的に知られている。予備実験の結果から、

それらが相生しない状態では、 m回カノレパインが VDACを切断しても、協IFとシトクロ

ムCのi脇舵誘導しないと示唆される。一方で、 m田カノレパインが VDACを切断すること

でVDACとBaxとの相互作用が{尉隼され、協IFとシトクロム cの遊離を促進すること

も考えられる。

しかしながら、 caみ依存的なミトコンドリアからの凶IFの遊離が、ミトコンドリア

m-カノレパイン?舌性化と VDAC切断に伴う現象なのか、図4-9で証明できた訳ではなし、。

そこで、まず仏IFがVDACを介してミトコンドリアから遊離するのか確かめた(図4

11)0 

単離ミトコンドリアに 50μMの Ca2十を作用させ、ミトコンドリア伊カルパインのみ

を制釘七させAIFの切断および内膜から膜間スペースへの踊佐を誘導した(図4-11A)。

この日韓蹴包質両分は街生しないので、ミトコンドリア外へ仏IFおよびシトクロム cが

遊離しない。仏E を膜間スペースに遊離させた状態で、 11時 1ea2
+を作用させミトコン
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ドリア m圃カノレパインを活性化させた。それに伴って、仏IFおよびシトクロム cがミト

コンドリア外へ遊離するかどうカ観察した(図 4-llBおよび llD)。同時にそれらがど

こを通って細胞質へ遊離するのカ調べるため、 VDAC抗体およびBax抗体を作用させ、

それらを特期比阻害した状態で、同様の実験を行った。

ミトコンドリア外へ遊離した仏IFをウエスタンプロット解析した結果(図 4-11B)、

細胞質酎¥が相生しなければ仏距の遊離は見られなし、が(レーン1)、細包質酪泊生

下では顕著に仏症の遊離が観察された(レーン 2)。その仏IFの遊離をカノレパイン阻

害剤 PD150606が抑制し(レーン 3)、VDAC抗体作用下でも抑制された(レーン 4)。

膜間スペースに相生した依存した)仏IFの相対量をみた結果(図 4-11C)、来間包質画

分を加え遊離させたレーン(レーン 2)ではバンドが減少しており、ミトコンドリア外

へ遊離されたことが示された。 PD150606およびVDAC抗体を作用させたレーン(レー

ン 3および 4)では、赤間包質両分非前生下(レーン1)よりややバン問渇号い程度で、

遊離が抑制されていることが示された。

同様に、シトクロム Cのj顕在をウエスタンブロット法により解析した(図4-11D)。凶IF

と同様に細胞質郎:¥が街生しなければシトクロム c遊離陪観察されなかったが(レーン

1)、細胞質画分栴生下では顕著に遊離するのが確認された(レーン 2)。この遊離は、

PD150606および VDAC抗体でl期制されなかった(レーン 3および 4)。しかし Bax

抗体を作用することで、その遊離が強く抑制された(レーン 5)。内膜に局在したまま

の残存シトクロムcを調べた結果(図4-11E)、サンフツレ間で大きな差はみられないが、

図牛11Dで遊離が観察された繍償配滞在下(レーン 2)、細胞質/PDl揃 06柄生下

(レーン 3)、およひ号、回胞質'/VDAC抗体的主下(レーン 4)で、はややノミンドが減少し

ていた。これらの結果から、仏IFはVDACもしくはVDACと他のタンパク質の複合体

を介して遊離し、一方でシトクロム cは Baxを介して遊離することが示唆された。ま

た、ミトコンドリア外へのそれらの遊離において、来糊包質タンパク質(Bid、Bax、Bak:
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など)が必須であることが明らかとなった。
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