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研究成果の概要（和文）：カルモジュリンとカルシウムカルモジュリンカイネース(CaM/CaMKII) 
により、活性酸素種 の産生を介して ミトコンドリア膜透過性遷移孔(mPTP）は開口し、膜

電位（ΔΨm )は脱分極した。これらの効果は、筋小胞体 から放出される Ca2+の上昇により調節

されており、筋小胞体とミトコンドリア間の cross-talk が証明された。また、Ca2+の上昇は核内

転写因子の調節にも関与していることが示唆された。一方、glycogen synthase kinase-3βによる

mPTP の開口は、ミトコンドリアと hexokinase II の結合に依存することが示され、ミトコンド

リアにおけるシグナル伝達における機構の一部が解明された。  
 
研究成果の概要（英文）：Mitochondrial PTP opened and ΔΨm depolarized by CaM/CaMKII via 
the production of reactive oxygen species. These effects were regulated by an elevation of Ca2+ released 
from the saroplasmic reticulum, showing the cross-talk between SR and mitochondria. An elevation of 
Ca2+ could also regulate the nucelar transcription factor. Opening of mPTP by GSK3β was shown to be 
dependent on the binding of hexokinase II, which explains one mechanism of signaling transduction in 
mitochondria. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) イノシトール 3 燐酸受容体（IP３レセ

プター）は平滑筋や内皮細胞などで報告

されているが、心筋の IP３レセプターの

役割については（特に Ca2+ reglation との

関係は）明らかになっていない。 

(2) 近年 IP３レセプターが核のエンベロ

ップに非常に多く分布していることが



明らかになった。さらに、IP３レセプタ

ーの刺激により、核エンベロップから

Ca2+が放出され、この Ca2+濃度の上昇は

核内のカルモジュリンとカルシウムカ

ルモジュリンカイネース（CaMKII）を活

性化することが報告された。この核内の

CaMKII の活性化は核内転写因子を調節

して、心肥大を起こす遺伝子を発現する。

(3) この IP３と核エンベロップからの

Ca2+放出を介した病的な遺伝子発現の活

性化はエンドセリンなどにより心肥大

を誘発する機構の新しい細胞内シグナ

リングカスケードとして注目され、今ま

で明らかでなかった心筋細胞における

IP３レセプターの役割について新しい概

念を提唱している点で注目される。 

(4) 以前より RYR を介した筋小胞体

(SR)からの Ca の放出により局所の Ca2+

濃度が上昇して、近接するミトコンドリ

アの uniporter を介してミトコンドリア

に取り込まれ、ミトコンドリア内膜の膜

電位 (ΔΨm) の脱分極やミトコンドリア

内 Ca2+ 濃度 ([Ca2+]m)の上昇などを来た

すいわゆる SR とミトコンドリアとの

Ca2+を介した cross-talk が報告されてい

る。 

(5) 核の周囲にはミトコンドリアが高密

度で分布していることが知られており、

また核内の転写因子の調節や遺伝子発

現にはエネルギーを必要とすることか

ら、核エンベロップから放出された Ca2+

が核膜から拡散して核周囲に存在する

ミトコンドリアの代謝に影響を与えて

いる可能性がある。すなわち核とミトコ

ンドリアの Ca2+を介した cross-talk が存

在する可能性が考えられる。しかし、心

筋細胞レベルにおいて、IP３レセプター

刺激時のミトコンドリア機能への効果

を明らかにした報告はなく、その詳細に

ついては不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞膜除去細胞において、IP３レセプター

刺激時の (a) ΔΨm、pHm、[Ca2+]m、フリーラジ

カルの産生、ミトコンドリア酸化還元状態の

変化、mPTP の開口とその kinetics について検

討し、 (b) [Ca2+]mや ΔΨm動態の動態を調節す

る unipoter、Na+/Ca2+交換機構、H+/Ca2+交換機

構の関与について検討すし、核および SR と

ミトコンドリアとの cross-talk を明らかにす

る。  

(2) 持続的心肥大誘発モデルにおいて、病態

発現に IP３を介したシグナルカスケードとミ

トコンドリアが関与しているかを明らかに

し、肥大心におけるミトコンドリアの治療標

的としての意義を明らかにすることである。 

 
３． 研究の方法 
(1) ラットの心筋細胞をサポニンにより細胞

膜除去処理した後に、ミトコンドリア膜電位 

(ΔΨm) は tetramethylrhodamine ethyl ester 

(TMRE) を、ミトコンドリア膜透過性遷移孔 

(mPTP) 開口の指標に calcein を、活性酸素種 

(ROS: reactive oxygen species) 産生の指標に

2’7’-dichlorofluorescin diacetate (DCF)を用い

て、共焦点レーザー顕微鏡により測定した。

(2) ラット心室筋の単離ミトコンドリアを用

いてミトコンドリアと結合した hexokinase II 

(HKII) をウェスタンブロットと電子顕微鏡

を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ミトコンドリアの機能の細胞内 Ca2+と

CaM/CaMKII による調節： 

心筋細胞において、細胞内 Ca2+ とカルモ

ジュリン (CaM) およびCaM依存性プロテイ

ンキナーゼⅡ (CaMKII) は、細胞機能の調節

に重要な役割を果たしている。［結果］(1) CaM 



投与により、40 分後にΔΨm は前値の 53.4 ± 

3.7 %（p<0.05）に低下し、ΔΨmは CaM の濃

度依存性に低下した。CaM の ΔΨm に対する

効果は、CaM および CaMKII の阻害薬であ

る W-7 と autocamtide 2-related inhibitory 

peptide により抑制された。同様に mPTP の

開口を示唆する calcein の蛍光強度も 73.5 ± 

1.9 % (p<0.05)と低下し，この効果も AIP によ

り抑制された。さらに mPTP の阻害薬である

cyclosporin A は ΔΨm と calcein の低下を抑

制した。(2) CaM 投与により DCF の蛍光強

度は前値の 8.4 倍 (p<0.05) に速やかに上昇

し、上昇は ROS の消去剤である Trolox によ

り抑制された。Trolox は ΔΨmと calcein を低

下のいずれも抑制した。(3)細胞内 Ca2+ を 

BAPTA によりキレートとするとCaMのΔΨm

と mPTP、および ROS 産生に対する効果は減

弱した。また thapsigarginにより SRのCa2+ 含

有量を減少させると、CaMのΔΨmとmPTP お

よび ROS 産生に対する効果は減弱した。〔考

察〕CaM/CaMKII により、ROS の産生を介

して mPTP は開口し、ΔΨm は脱分極した。

これらの効果は、筋小胞体 から放出される 

Ca2+の上昇により調節されていた。これらの

シグナルは心不全の成立に関連しており、今

後の心不全に対する新しい治療のターゲッ

トとして期待される。また、Ca2+の上昇は核

内転写因子の調節にも関与していることが

示唆される。 

(2) ミトコンドリアPTPとGSK3βの調節にお

けるhexokinase IIの役割： 

虚血再潅流障害の抑制にミトコンドリア

の permeability transition pore (mPTP) の機能

が 注 目 さ れ て い る 。 glycogen synthase 

kinase-3β (GSK3β)の mPTP に対する効果と、

そのメカニズムについて研究した。［結果] (1) 

GSK3β (10 nM) は calcein 強度を低下させ 

( 投与前の 79.2±1.3 %, p<0.01) 、これは

cyclosporine A (CsA, mPTP の阻害薬: 100 nM)、

または SB216763 (SB21, GSK3βの阻害薬、3 

μM) に よ り 阻 害 さ れ た  (90.4±1.8 %, 

92.1±1.2 %, p<0.01)。(3) 無グルコースもしく

はグルコース 6 リン酸の灌流により、GSK3β 

による  mPTP の開口は抑制され  (各々

91.5±1.5 %, 88.7±1.4 %, p<0.01)、GSK3β の 

mPTP への作用はグルコース代謝に関係し

ていることが示唆された。(4) DCCD (1 μM) 

によるミトコンドリアからの HKII の解離は、

GSK3β による  mPTP 開口を増強した 

(59.3±1.5 %, p<0.01)。 (5) 電子顕微鏡とウェ

スタンブロットにより、 GSK3β は HKII の

ミトコンドリアへの結合が減少し、虚血再潅

流モデルにおいて HKII とミトコンドリア

の結合は低下し、GSK3β の阻害薬である 

SB21 によりこの結合低下は抑制された。[考

察]GSK3β によるミトコンドリア PTP の開

口は、ミトコンドリアと HKII の結合に依存

する。以上より、ミトコンドリアにおけるシ

グナル伝達における機構の一部が解明され

た。       
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