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研究成果の概要（和文）：　ミトコンドリアに過剰なカルシウムが取り込まれると、その膜透過性が亢進する
「透過性遷移」という現象が引き起こされ、細胞死が誘導される。ミトコンドリアへのカルシウム取込みは透過
性遷移の起点だが、その取込みの仕組みは十分に理解されていない。
　本研究では、酵母を使って、ミトコンドリアカルシウム取込みの制御機構を詳細に解析できる独自の実験系を
構築した。この実験系を用いた検討の結果、MCUとEMREというタンパク質がカルシウム取込みの本質的な制御因
子であることを明らかにした。また、EMREについて詳細に解析を行い、EMREがMCUの形成するチャネル孔を開孔
状態に固定する因子であることを提唱するに至った。

研究成果の概要（英文）：The mitochondrial calcium uniporter (MCU) complex is a highly-selective 
calcium channel, and this complex is believed to consist of a pore-forming subunit, MCU, and its 
regulatory subunits. As yeast cells lack orthologues of the mammalian proteins, the yeast expression
 system for the mammalian calcium uniporter subunits is useful for investigating their functions. We
 here established a yeast expression system for the mouse MCU and 7 other subunits. Using this 
expression system, we analyzed the essential MCU regulator (EMRE), which is a key subunit for Ca2+ 
uptake but whose functions and structure remain unclear. Deletion of acidic amino acids conserved in
 EMRE did not significantly affect Ca2+ uptake; thus, EMRE did not have basic properties of ion 
channels such as ion-selectivity filtration and ion concentration. Meanwhile, the close interaction 
between MCU and EMRE suggested that EMRE might be a structural factor for opening of the MCU-forming
 pore.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは長らくエネルギー産
生器官としてとらえられてきたが、近年
では細胞死の制御を担っていることも分
かってきた。細胞に死を誘導する刺激、
例えば細胞内 Ca2+の増加など、が伝わる
と、Ca2+の多くはミトコンドリアに伝え
られ、ミトコンドリア膜の物質透過性の
上昇を引き起こす。この現象はミトコン
ドリアの「透過性遷移」と呼ばれ、タン
パク質の複合体で構成された小孔が開く
ことで誘起される。透過性遷移の誘起に
伴い、ミトコンドリア内に存在する様々
な細胞死の誘導因子が漏出し、これによ
り細胞は死に至る。このように透過性遷
移は、事実上、細胞死実行の最終決定を
行うプロセスである。しかし、透過性遷
移がどのように引き起こされるのかとい
う疑問については未だ解答が得られてい
ない。 
申請者は、酵母がミトコンドリアの機
能を欠損していても生育が可能である点
に注目し、酵母のミトコンドリアを用い
た透過性遷移の解析系を世界に先駆けて
確立することによって、この分野に遺伝
学的アプローチの道を拓いた。さらにこ
の解析系を基盤とし、これまでに複数の
遺伝子欠損酵母を用いて透過性遷移の制
御因子を探索した。その結果、これまで
多くの論文の中で透過性遷移の制御因子
と目されてきた遺伝子は、いずれも中心
的な制御因子ではないことを明らかにし
た。このことは、未知の透過性遷移の制
御因子が存在していることを意味してい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、透過性遷移に対する分子標
的薬の開発を最終目標として、基盤となる
「酵母を使った透過性遷移の解析系」にオ
ミックス解析を応用した、スクリーニング
によって、透過性遷移の制御因子を確実か
つ効率的に同定し、同定された因子の機能
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 透過性遷移はミトコンドリアへのカルシ
ウムの過剰な蓄積により誘起される。透過
性遷移の制御因子を同定するため、ゲノム
に無作為に変異を導入した酵母の中から、
特徴的な表現型を利用して、透過性遷移に
抵抗性を持つ変異株を単離することにより、
その変異の位置から透過性遷移の制御遺伝
子を同定することを試みた。 
 
４．研究成果 
透過性遷移の制御分子の探索 
本研究において、ミトコンドリア透過性
遷移の制御因子を同定するためには、透過
性遷移に起因する酵母の表現型が必要とな

る。透過性遷移を誘起する刺激となるのは
ミトコンドリアへの過剰なカルシウムの蓄
積であるが、哺乳類と異なり、酵母のミト
コンドリアはカルシウムの取込機能を有し
ていない。このため、野生型酵母に単にカ
ルシウムを添加しても透過性遷移に起因す
る表現型を観察することはできない。これ
までに我々は、酵母から単離したミトコン
ドリアにカルシウムイオノフォアである
ETH129 を処理した後、カルシウムを添加す
ると透過性遷移を誘起することを報告して
いる。そこでまず、酵母を ETH129 とカルシ
ウムを含む培地で培養した場合に、特徴的
な表現型が観察されるかを調べた。その結
果、非発酵性炭素源を含む培地に ETH129
と高濃度の Ca2+を添加した場合に、酵母の
顕著な生育低下が認められた。 
そこで、この培養条件を用いて、メチル
スルホン酸エチル（EMS）を酵母に添加する
ことによって、酵母のゲノムに無作為に変
異を導入し、透過性遷移が抑制される復帰
変異株を単離することを試みた。検討の結
果、復帰変異株のコロニーを得る指摘な
EMS 濃度を決定し、複数の復帰変異株を得
ることができた。 
続いて、得られた変異株のいくつかを選
択して培養し、ミトコンドリアを単離して、
実際に透過性遷移が抑制されているかを、
透過性遷移に伴いミトコンドリアから漏出
するシトクロムcをWestern blottingで確
認することにより調べた。しかしながら、
解析した複数のコロニーについては、すべ
て透過性遷移の抑制は認められなかった。
この結果は、今回得られた復帰変異株が、
透過性遷移の制御とは無関係な遺伝子への
変異導入のために生育が回復した擬陽性株
であることを示している。 
 
ミトコンドリアへの Ca取込機構の解析 
2011～2014 年にかけて、透過性遷移の引
き金となるミトコンドリアへのカルシウム
取込みを制御するタンパク質群が発見され
た。ミトコンドリアへのカルシウム取込み
は透過性遷移誘導の起点であり、その取込
機能を分子レベルで理解することは透過性
遷移を制御する創薬に重要である。そこで、
本研究では酵母を利用したミトコンドリア
カルシウム取込みの分子機能解析も並行し
て進めることとした。 
これまで、他の研究グループにより、ミ
トコンドリアのカルシウム取込みは 8種類
以上のタンパク質で構成される複合体によ
り行われることが報告されている。しかし
ながら、これらの因子が実際にどのように
カルシウムを取り込んでいるのかは未だ不
明である。我々はまず、どのタンパク質が
ミトコンドリアのカルシウム取込みに本質
的に関与しているのか？という疑問につい
て解答を得ることを試みた。 
前述したように、哺乳類とは異なり、酵



母はミトコンドリアのカルシウム取込機能
を欠損している。この性質を利用して、哺
乳類のカルシウム取込みに関わる 8つのタ
ンパク質を個々または様々な組み合わせで
酵母に発現させ、酵母のミトコンドリアに
カルシウム取込機能が再構成されるかを調
べた。 
実験の開始当初、哺乳類（マウス）のタ
ンパク質を酵母に発現させるという異種間
発現の試みには種々の困難が伴った。しか
し検討の末、最終的に全てのタンパク質に
ついて、コドンの最適化のみにより、本来
のアミノ酸配列を変えず天然型での酵母発
現が可能になった。この酵母発現系を用い
た検討の結果、これまでに同定されている
8 種のタンパク質はいずれも単独で酵母に
発現させた場合にはカルシウム取込みを行
わないことが分かった。一方で、様々な組
み合わせで発現させたところ、MCU と EMRE
という 2つのタンパク質を共発現させた場
合に、カルシウム取込機能が酵母のミトコ
ンドリアに再構成されることが明らかにな
った（Yamamoto ら、Biochim Biophys Acta 
(2016)）。 
さらに、MCU と EMRE のうち、EMRE につい
て詳細な機能解析をすすめ、EMRE は MCU に
よって形成されるチャネル孔を開口状態に
固定する構造因子であることを提唱するに
至った（Yamamoto ら、Biochim Biophys Acta 
(2016)）。 
 現在、ミトコンドリアへのカルシウム取
込みを行う中核分子であることが分かった
MCU と EMRE を使って、ミトコンドリア透過
性遷移を制御する試みを行っている。 
 
今後の課題： 
 本研究の開始当初、酵母を基盤とするス
クリーニングによって、透過性遷移の制御
因子の同定を試みていた。しかしながら、
スクリーニングに必須となる「透過性遷移
に起因する酵母の表現型」を見い出すこと
ができなかった。これは、酵母ミトコンド
リアがカルシウム取込機能を欠損している
点を補うために酵母の培地に添加するカル
シウムイオノフォアが、実際にはミトコン
ドリア以外の生体膜にも作用してしまうこ
とが原因であると考えられた。 
この問題の解決には、酵母のミトコンド
リア選択的にカルシウムを取り込ませる何
らかの方策が必要となる。そこで我々は、
近年発見された哺乳類ミトコンドリアのカ
ルシウム取込みを制御する因子群に注目し
た。研究の結果、MCU と EMRE という 2つの
因子を酵母に組み込むと、酵母ミトコンド
リアにカルシウム取込機能を再構成できる
ことが分かった。この遺伝子改変酵母は「カ
ルシウムを取り込むことができるミトコン
ドリアを持つ酵母」ということになる。従
って、今後はこの酵母株に対する表現型の
解析を進めることによって、この酵母株の

表現型を利用した透過性遷移を制御する因
子の網羅的な探索が可能になると期待され
る。 
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