
節

本章で示した全ての結果から、未知ミトコンドリアカノレパインについて次のことが明

らかとなったo 1)ミトコンドリアにはミトコンドリア伊カノレパインの他にミトコンド

リアm岬カノレパインも局在していること(表4-002)ミトコンドリア関由カノレパインは、

ffi-カルバインドメインIおよびIV抗体に関忘するがドメイン盟抗体で染まらないこと

(図 4-5A)03)カゼインザイモグラフィーにおいて、細胞質伊および、 m由カノレパインと

は移動度が異なる(図4-6A) ことから、それらとは性質が少し異なること。 4)ミトコ

ンドリア m四カノレパイン活断七に必要な ea2
+濃度は、細胞質m田カノレパインと類似してい

ること(図4-6B)05)ミトコンドリア外模、膜間スペースおよび、内膜に局在し、特に

外膜に多く相生すること(図的B)o6) HSP70ファミリーに属する G時 75と相互作用

していること(図4-7)07) Ca2十依存的にVDACを限協う解すること(図4-8、4-9)。こ

のように、ミトコンドリアにはミトコンドリア廿カルパインのみならず ffi-カルパイン

様のカノレパイン分子が局在し、 VDACの限定分解に寄与しているという重要な知見を

得た。

以前からカゼインザイモグラフィ一角材庁により、ミトコンドリアにはマトリクスのみ

に局在するカノレパイン 10を除く少なくとも 2種類のカノレパイン分子が存在することが

示唆されていた。その1つは、第2章および第3章で示したミトコンドリア廿カノレパイ

ンで¥ ERp57と相互作用し、組を限的士解するという機能を有する。もう 1つのカル

パイン分子は、本章で示したミトコンドリア関ーかレパインで、 G醇 75と相互作用し、

VDACを限定分解するとしづ機能を有している。本研究では、 VDAC限定分解の生理

的意義を証明するには至らなかったが、ミトコンドリアを介したアポトーシス経路に寄

与していると考えられる。おそらくミトコンドリア伊および m目カノレパインは、仏IFの

細胞質遊離において、共役して機能しているのではないのだろうおコ図4-11に示した
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が、膜間スペースでの仏距稲生下で、、 ci十を添加することにより仏庄が遊離するが、

PD15栃06および VDAC抗体作用下ではその遊離が抑制される。このことから、 ffi-カ

ノレパインの活性化を阻害すると仏IFの細胞質遊離が抑制されることが示唆される。従

って、ステップ 1として、ミトコンドリア枠カノレパインが内膜結合型 AIFを限定分角卒

し膜間スペースへ品工Fを遊離させる。ステッフP2として、ミトコンドリア ffi-カノレパイ

ンが VDACを限初土解することによって、 VDACの高次構造の変化またはBaxとの相

互作用が強まり、仏IFの細胞質への遊離が誘導される。これらのステッフ。を経てはじ

めて凶Eはアポトーシス誘導因子として、核へ移行し、 DNAの断片化を誘導すると考

えられる。

VDAC干しは一定以上の電圧がかかると頻繁に開閉を繰り返すが、 Baxを結合させる

と常に開放状態となり、その大きさは VDAC単独孔(直径 2.3nm)より 4倍の大きさ

になる [91]0また Baxはアポトーシス時にそれ自身でミトコンドリア外膜に孔を形成

することが解っている [93判。 VDACがミトコンドリア m四カノレパインにより限協輝

を受けることにより、 Baxとの相互作用カ当局隼されるのか検証することは、今後の重要

な課題である。 VDACの制御樹脊を含め、ミトコンドリアを介したアポトーシスの分

子機構は、明らかにされていないことが多しL例えば、来間包質に存在するアポトーシス

促進タンパク質 (Bid、Bax、Bakなど)がアポトーシス特にミトコンドリアに集積する

樹韓、ミトコンドリア蹴強酎生変化の機構、シトクロムC漏出の楊織などである。

シトクロム C遊離に関しては、近年その分子機構が明らかになりつつある。本研究で

もシトクロム cの細胞質遊離に関して、いくつカ手識を行った。単離ミトコンドリアに

来醐包質を添加し、 Ca2+栴生下でインキュベーションすると、シトクロム C が繊包質へ遊

離した(図4-9D)。しかし、カルパイン阻害剤を作用させてもその遊離が阻害されなか

ったため、ミトコンドリアカルパインの活!生化とシトクロム Cの遊離には因果関係、はな

いと示唆される。また、 VDAC抗体作用下でシトクロムcの遊離に変化がなかったが、
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Bax抗体作用下ではそれが強く抑制された(図4-11D)。これよりシトクロム C は Bax

を介して来捌包質へ遊離すると示唆された。この結果は、伽らやAhsen らの報告と一致

する{切ヲ 98]0協IF遊離がシトクロム Cの遊離を促すというユニークな実験結果も示さ

れている [99]0

ミトコンドリア ffi-カノレパインの部分精製標品(図的)からG腔 75が同定された(表

4-1)。さらに免疫沈降法により、ミトコンドリア ffi-カノレパインと結合して前生するこ

とが示された(図4-7)0G睦 75はHeatsb∞kprotein 70 (HSP70)蜘nilyに属し(表4-4)、

ミトコンドリア特期分に荷主し、Cation依存性姐ぬse活性をもちシャペロン分子とし

て機能している [83]0タンパク質の膜透過の介助 [84ラ 1∞トタンパク質高次構造の再

構築 [86]、活性タンパク質曲調節タンパク質の相互作用の調節および異常タンパク質分

解の介助[87]などに寄与している。本研究では、 G蛭 75がミトコンドリア ffi-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という疑問を解決するには至ってし沿凡

常に結合しているとすると、ミトコンドリア m四カルパインがミトコンドリアへ新子す

る時に高次構造を間帯築し、その後の安定化に寄与していると考えられる。また、カル

パイン小サブユニットとの相互作用を融行することで、不活性型から活性型への変換を

介助している可能性もある。

本章では、ミトコンドリアにおける新たなカルパイン分子の同定とその機能について

述べてきた。それらの発見は、ミトコンドリアカルパイン研究を発展させる上でとても

重要なものである。今後の課題としては、ミトコンドリア ffi-カノレパインによる VDAC

限定分解の生理的意義を、 Baxとの相互作用を含めて調べること、 VDAC以外の基質

分子の探索、これまでの的 vitroで、の知見を培養細胞およ繍島織レベノレで検証すること

などが挙げられる。
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実験方法の言撤回は、本章第2節(実験材料およひ坊法)に言己載した。

ラット赤血球 (50開タンパク質);レーン2レーン1、(A)カゼインザイモグラブイー。

(1∞開);レーン3、ERp57抗体を納目した膜潤スペーミトコンドリア膜間スペース

(100μg)。膜間スペースでは2つの活性バンドが検出され、いずれも細胞質伊カノレス

パインと移動度が異なるo ERp57街主下で消失するバンド(黒矢鵡は、 ERp57結合型

ミトコンドリア伊カノレパインを示す。国之p57抗体により影響を受けなしVミンドは、未知

ミトコンドリアカノレパインを示す。 (B)膜間スペースを用いたD酷 E-Sep加工悦CL-6Bカ

ラムクロマトグラフィーO 未吸着郎:刊こ1つの活性ピーク(ピーク1)、吸着画分に尚句130

(ピ(ピーク2)、約150mMNaO時に大きな1舌↑生ピーク

(ピーク4)がそれぞれ溶出された。
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未知ミトコンドリアカノレパインを含む圏分の同定図

(A)各ピークにおけるウエスタンプロット角勃庁 (40~gタンパク質/レーン)。 μーカノレパ

ピーク2およ0''3(レーンP2および回)でバンドが検出された。カルイン抗体により、

パイン小サブユニット抗体ではピー灯、 2およひち(レーン町、p2および切)、 ERp57抗

どのピークにおいカノレノ《イン1併元{本では、体で、はピーク3のみで、バンドが検出された。

てもバンドが検出されなかった。

由主)各ピークで、のカノレパイン活性のCa2十依存性とカルパイン阻害剤こ支ナする感受也

(C) DEAE-Sephar鍋 CL-6Bカラムクロマトグラフィーにおいてピーク 1には未知ミトコ

ピーク 3には眼p57ピーク 2にはミトコンドリア伊カノレノミイン、ンドリアカノレパイン、

ピーク4にはカルパイン以外のプロテアーゼが含
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結合型ミトコンドリア伊カルパJイン、

まれていることが示された。
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図4-3.未知ミトコンドリアカノレパインの失波沈降

実験方法の詳細は、本章第2節(実験材料および方法)に言己載した。

DEAE-Sepharose CL-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に、

未知なミトコンドリアカノレパインが含まれ、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と示唆された。そこで、か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た。免疫沈降サンフツレを

SDS-PAGE展開し、銀染色を行った (40μgタンパク質/レーン)0IgGの重鎖およひ号室

鎖を除いて、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量約75kDaに顕著なバンドが観察された(白知時。
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表 ミトコンドリ

Accl'ssion 九hss Scorc Covl'r.九1atch Drscription 

Gil8393038 79.919 93% 4% 4 Calpain 2 (m-calpain) 

GH3122170 73，731 92% 7% 4 Stress崎 70protcin， mitoclumdrial precursor 

75胆 kDaglucosc-rcgulated protdn (GRP75) 

Heat shock 70-kDa protein 9A 

未知ミトコンドリアカノレパインの部分精製標品の SDS-PAGEにおいてカノレパイン大

サブユニットと思われる分子量約 75励のバンドが見られた(図4-3)。その銀染色ノミ

ンドに含まれるタンパク質を同定するため、切り出したバンドをゲル内トリプシン消化

し、各ペプチド断片を LC申 MSIMS角物干にかけ、その結果をデータベース検索した。そ

の結果、 75主説バンド(白矢頭)からは、カノレパイン2 (m四カノレパイン大サブユニッ

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賠 75が同定された。

98 



Dom説的
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661 

四角に囲ってあるアミノ酸配列は、各々検出されたペプチド配列を示すユカノレパイ

ン2のアミノ酸配列と相同性の高し1ペプチドは、ドメイン面倒%;GC耳 目GLIQK，15%; 

N野口1R)およびドメインIV(98%;区脇WDNLD日JGSGK)に含まれており、データの信

様性を示すMSスコアは93%と高し可直である。
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図ミトこZンドリア醜圃カノレパインのウエスタンプロ y ト解析

(A) m由カノレパイン各ドメインに対する抗体を用いたウエスタンプロット角斬。レーン 1

および2はドメインI抗体、レーン3および4はドメイン盟抗体、レーン5および6

はドメイン W 抗体を使用した。細胞質から部分精製した m-カノレパイン(Cyt)と膜間

スペースから部会¥精製した未知ミトコンドリアカノレパイン(抽)を各々即、た(謝肉

タンパク動レーン)。同定されたミトコンドリアカノレパインは、 ドメイン IとIV抗体

には染まったが、 ドメイン盟抗体には即芯しなかった。

部)ミトコンドリア m由カノレパインのミトコンドリア分布仰向タンパク質Iレーン)。

ミトコンドリアm-カノレパインは、外膜 (OM)、膜間スペース邸側、マトリクス(陥1)

に局在し、特に外膜に多く局在していた。
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図ミト立ンドリア臨回カノレパインのCa2+:依樹生

(A)ミトコンドリア m-カノレパインのカゼインザイモグラフィー。細胞質!-!-および、 m-カ

ルパイン(レーン 2) と移動度が異なり、細胞質 m-カノレパインよりも移動度が大きい

(レーン3)。赤血球包巧rth.)は伊カノレパインの陽性対照として使用した(レーン1)。

倍)ミトコンドリア m-カノレパイン活性化における Ca2+要求十生細胞質伊、 m-およびミ

トコンドリア科目カルパイン部分精製襟品 (25!-!gタンパク貨同芯溜夜)を用いた。結果

は、土標準偏差(検体数=4) で表す。 ~1蜘酬の範閤で各 Ca2+濃度の反則樹夜を用

いて、カルパイン?舌性測定を行なった。ミトコンドリア m-カノレパインは細胞質 m四カル

パインとほぼ同じCa2~依存性を示した。
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の相互作用

実験方法の詳細は、本章第2節(実験材料およひ湖去)に言辞表した。

(A) G府 75のミトコンドリア分布。外膜、膜間スペース、内膜、マトリクスの全てのミ

トコンドリア両分に局在する。

(B) G醇 75抗体での免疫沈降と、 m聞かレパイン大サブユニット抗体およびかレパイン小

サブユニット抗体で、のウエスタンプロット角噺。約75励ミトコンドリア m由カノレパイ

ン大サブユニット(白矢駒と約28kDa/J、サブユニット(黒矢現が検出された。

(り m四カノレパイン大サブユニット抗体での免疫沈降および G即 75抗体でのウエスタン

プロット角献。 G醇 75を示す約 75話加バンドが検出された(白矢明。対照として、

正常ウサギIgGを使用した。
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関4-8.ミトロンドリア翻圃カノレパインによるすDACの切断

実験対去の静脈、本章第 2節(実験材料および方法)に記載した。レーン 1、イン

キュベーション無しの外膜;レーン 2、Ca2+:存在下で、インキュベーションした外膜;レ

ーン 3、Ca2+期制生下で、インキュベーションした外膜;レーン 4、ピーク 1~ωμg) 作

用下およびCa2+~何字在下でインキュベーションした外膜;レーン5、ピーク 2β(60 開)

の作用下および、Ca2+荷主下で、インキュベーシ日ンした外膜;レーン6、ピーク 1(30開)

作用下および、ci+前生下で、インキュベーションした外膜;レーン7、ピーク 1(1的問)

作用下および、Ca2+郁生下で、インキュベーションした外膜;レーン8、ピーク 1(1的問)

作用下..PD15悩06作用下..Ca2+前生下でインキュベーションした外目見

Ca2+柄生下および非栴生下で外膜のみをインキュベーションしでも変化はなし、(レー

ン2および3)0Ca2十期制笠下で外膜にピーク 1を作用させても変化はなし、(レーン4)。

Ca2+荷主下で、はピーク 1のタンパク質量依存的に VDAC切的耐起こる(レーン 6およ

び 7)。その切断はカルパイン特難句な阻害剤である PD15偽06で強く限害される(レ

ーン 8)0Ca2+前生下で、ミトコンドリア伊カノレパイン(ピーク 2および 3)を作用させて

もVDACの変化は起こらない(レーン5)。
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図4闘争@単離ミトこまンドリアでの VDAC切断および鵠留/シトクロムむの遊離細胞

質商分存在下) 実験方法の前田は、本章第2節俣験材料およひ坊法)に言識した。

(A)ミトコンドリア ffi-カノレパイン (80魁)a完全長;白矢頭)は仏2濃度依存的に活性

化され、 ea2
+濃度 1∞耐以上で自己分角薩物と思われるバンドが約40励(黒矢現

に見られる。 PD15係偽作用下では、ミトコンドリア ffi-カノレパインの自己分解が阻害さ

れる(レーン9)。

得)VDAC (28妊治完全長;白矢現はぽ濃度伽捕に切断され、 ci十濃度250耐以

上で、分解産物を示すバンドが約 23闘)a(黒矢頭)に見られた。その切断はカノレパイン

阻害剤PD15餓 Gで完全に阻害された(レーン9)。

(c)ミトコンドリアからの出IFの遊離(白知見は、 Ca2+濃度 20μM以上でCa21濃度

依存的に誘導され、その調節まPD15係船で抑制された。

(D)ミトコンドリアからのシトクロム Cの放出(白矢現は、 Ca2+濃度20帥f以上でぽ+

濃度依梢旬こ誘導された。しかし、その放出は PD15鰍話作用下で、も阻害されなかった

(レーン9)。
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関曾@単離ミトこヨンドリアでのVDAC切断およびtA罫/シトクロム Cの遊離欄胞

質商斜拘持下)実験方法の詳細は、本章第2節俣験材料およひ坊法)に識した。

(A)ミトコンドリア m由カノレパイン (80臨完全長;白知的はぽ濃度伽字的に1純

化され、 Ca2+濃度1∞μM以上で自己分解産物と思われるバンドが約40姐)a(黒矢現

に見られる。 PD15伐説作用下では、ミトコンドリア m四カノレパインの自己分解が阻害さ

れる(レーン9)。 図4-9Aとほぼ同様の結果を得た。

倍:)VDAC (28 kDa完全長;白知員)はd濃度向捕に切断され、 ci+濃度250酬以

上で、分解産物を示すバンドが約 23鼠)a(黒矢頭)に見られた。その切断はカノレパイン

阻害剤PD15伐則的で完全に阻害された(レーン9)。図4-9Bとほぼ同様の結果を得た。

(り細胞質画分非存在下では、ミトコンドリアからの出IFの遊離は、観察されなかっ

た。

(D)京間包質画分非前主下では、ミトコンドリアからのシトクロム C の放出は、観察され

なかった。
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園 鵠富/シトクロムc遊離に対するミトコンドリアカノレパイン、 VDACおよび

Baxの寄与実験方法の諮問は、本章第2節(実験材料および方法)に記載した。

(A)単離ミトコンドリアに 50μMのea2+を作用させ、ミトコンドリア伊カルパインの

みを活断七させAIFの切断および内膜から膜間スペースへの蹴舵誘導した。

解)ミトコンドリア外への仏曹の遊詩位(り膜間スペースに残存しているtAIF。

静)ミトコンドリア外へのシトクロムcの遊詩色担)内膜に残存しているシトクロムc。
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図4-12
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図4-12.ミトコンドリアカノレパイン機能の概略(仮説〉

本章における実験結果を基に、ミトコンドリア ffi-カルパインの機能に関して概略図

を示す。ミトコンドリア ffi-カノレパインは、カルパイン小サブユニットとヘテロダイマ

ーを形成し、ミトコンドリア特難句分子シャペロンである G即 75と相互作用している。

ミトコンドリアCa2+:濃度の上昇に伴い、低Ca2+濃度で、はERp57結合型ミトコンドリアμー

カルパインが活性化され AIFを限定分解し、内膜から遊離させる。高 Ca2+濃度になる

とミトコンドリア ffi-カルパインカ澗批し、 VDACを限定分解する。内膜から遊離し

た凶IFは、 VDACまたは Baxを含む VDAC複合体を介して細包質へ調合する。本章

ではこのVDACの限定分解と凶IFの遊離の相関関係を証明するには至らなかったが、

ミトコンドリア ffi-カルパインにより VDACが限定分解されることで、 Baxとの相互作

用/結合が促進され、より多くのそしてより大きな孔を形成し、結果として細胞質への

凶IF遡雑が促進されると考えられる。 AIFをはじめとするアポトーシス誘導因子のミト

コンドリア放出に関しては、首尾一貫しない様々な知見が報告されており、 VDACと

Baxだけでなく BakやBidも凶IFの遊離に関与していることが想定される。
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本研究を描隼する上で、 7年もの問日々懇切丁寧なご指導とご助言を頂きました弘前

大学農学生命科学部石黒誠一樹受に心より感謝申し上げます。副指導教官として、

ご指導ご助言を頂きました岩手大学農学部山下哲郎准謬授および弘前大学農学生命

科学部片方陽太郎樹受に深く闘激します。毎月 1度の研究報告会の際、親身にな

ってご助言をしてくださった弘前大学農学生命科学部菊池英明教授、山下哲郎准教

授と共に実験のご指導をしてくださった岩手大学農学部平秀晴教授、ミトコンドリア

研究に関して適切なご指導をしてくだ、さった弘前大学農学生命科学部大町鉄雄樹受、

本研究に必要な完験装置を提供してくだ、さった弘前大学医学部眼科学教室中潮両朝受

に感謝申し上げます。また、日々ご支援くださし、ました当研究室の後輩同翻押し上げ

ます。
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