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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア透過性遷移孔(mPTP)の構成蛋白とキナーゼの関連を解析し、１）PTP開口閾
値がシクロフィリンD(CypD)と無機リン輸送担体(PiC)の結合に規定され、２）細胞質から水ミトコンドリアに移行した
GSK-3beta は呼吸鎖複合体IIIと結合し活性酸素産生の亢進によりmPTPを開口させること、３）細胞内シグナルによるG
SK-3beta不活化がCypD-PiC相互作用を抑制し、mPTP開口の抑制ばかりでなくmPTP再閉鎖を促進すること、４）GSK-3bet
a のミトコンドリアへ移行にはVDAC2との結合が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to characterize roles of protein kinases in regulation o
f mitochondrial permeability transition pore (mPTP) opening.  We found that interaction of cyclophilin D (
CypD) and inorganic phosphate carrier (PiC) determines the threshold for mPTP opening and that translocati
on of GSK-3beta via its interaction with VDAC2 and subsequent interaction with complex III promotes mPTP o
pening by enhanced production of reactive oxygen species.  Inactivation of GSK-3beta by PI3K-Akt signaling
 or by activation of the mitochondrial KATP channel was found to increase threshold for mPTP opening and a
lso to accelerate re-closure of opened mPTP, leading to protection from cell necrosis.
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１．研究開始当初の背景 
ミ ト コ ン ド リ ア 透 過 性 遷 移 孔
(mitochondrial permeability transition 
pore [mPTP])はミトコンドリア内膜に存在し
細胞障害刺激によって開口するチャネルで
あり、直接的に細胞壊死を誘導する機序であ
ることが種々の細胞ならびに複数の傷害刺
激を用いて明らかにされている。心筋梗塞、
心不全の病態における mPTP 開口の意義につ
いて知見が最近蓄積されつつある一方、mPTP
開口を制御する分子機構については不明な
点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究では心筋保護の観点から、心筋細
胞のミトコンドリアにおいて mPTP 開口に
抑制的に作動する蛋白キナーゼと mPTP 構
成蛋白の関連と mPTP 抑制の分子機構を解
明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 In vivo の実験には Wistar ラットと糖尿病
モデルラットである Goto-Kakizaki ラット
(GK ラット)を用い、in vitro の実験には心
筋細胞株である H9c2 細胞を用いた。心筋細
胞壊死の定量は GK ラットでは冠動脈閉塞再
灌流後の心筋梗塞サイズを、H9c2 細胞では培
養液への LDH 放出量を指標とした。mPTP の開
口は、ラット心筋では単離したミトコンドリ
アの Ca2+保持能(Ca2+ retention capacity, 
CRC)を、H9c2 細胞では TMRE によるミトコン
ドリア膜電位、ミトコンドリアに負荷した
calcein の消失を指標とした。細胞分画は遠
心分離、蛋白定量は Western blotting、蛋白
蛋白相互作用は2次元電気泳動と免疫沈降を
用いた。 
 
４．研究成果 
 GK ラットにおける細胞保護シグナルの障
害と mPTP 制御の修飾の解析から、mPTP 構成
蛋白のうち無機リン輸送担体(inorganic 
phosphate carrier, PiC)とミトコンドリア
マトリックス蛋白である cyclophilin D 
(CypD)の結合レベルが mPTP 開口閾値（Ca2+負
荷に対するmPTPの感受性）を規定しており、
その制御には PI3K と連関した受容体からの
PI3K-Akt-glycogen synthase kinase-3 
(GSK-3)シグナルが重要であることをが示
された。また再灌流時の mPTP 開口閾値が心
筋梗塞サイズを規定していることも明らか
となった。 
 再灌流の際に mPTP を開口させる主要な要
因である活性酸素(reactive oxygen species, 
ROS)が mPTP を修飾する機序について H9c2 細
胞を用いて検討した結果、ROS によって
GSK-3はミトコンドリアの呼吸鎖複合体III 
(complex III)と結合してミトコンドリア内
での ROS 産生を増幅すること、また産生され
た ROS は mPTP 開口を維持する機序として関
与しており、その除去によって mPTP 再閉鎖

が促進され細胞死が減少することを見出し
た。さらにミトコンドリア KATPチャネルの心
筋細胞保護効果の一部は GSK-3活性抑制に
よるmPTP再閉鎖促進であることが示された。 
 主に細胞質内に局在する GSK-3が mPTP を
制御する機序を解明すべく、GSK-3のミトコ
ンドリア移行の機構を解析した。その結果、
酸化ストレスによる GSK-3のミトコンドリ
ア移行にはそのキナーゼ活性とVDAC2との結
合が促進的に機能していること、また GSK-3
のN末端にミトコンドリア移行に関与するド
メインがあることを明らかにした。 
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