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研究成果の概要（和文）：GSK-3β活性によるミトコンドリア透過性遷移孔(mPTP)開孔の機序解明を目的として
研究を行った。(1) GSK-3βはvoltage dependent anion channel 2との相互作用によりミトコンドリアへ移行す
ること、(2) N末端のK15がミトコンドリア移行シグナルの機能に重要であること、 (3) GSK-3βの上流のERKお
よびAktは酸化ストレスによりミトコンドリアへ移行し、脱リン酸化されること (4) ERKおよびAktの特異的な脱
リン酸化酵素であるDusp5およびPHLPP1は酸化ストレスによりミトコンドリアへ移行することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular mechanisms by which activity of GSK-3beta 
promotes opening of mitochondrial permeability transition pore (mPTP).  The experiments yielded the 
following results:
(1) Interaction of GSK-3beta with voltage dependent anion channel 2 mediate mitochondrial 
translocation of GSK-3beta.  (2) Lysine 15 at the N terminus of GSK-3beta plays an important role in
 the function of N-terminal region as a mitochondria targeting signal.  (3) ERK and Akt, upstream 
kinases of GSK-3beta, translocate to the mitochondria and are dephosphorylated in response to 
oxidative stress.  (4) Dusp5 and PHLPP-1, specific phosphatases for ERK and Akt, respectively, also 
undergo mitochondrial translocation under oxidative stress.  

研究分野：心不全

キーワード： ミトコンドリア透過性遷移孔　細胞死　グリコーゲン合成酵素キナーゼ3beta
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様 式 Ｆ－１９－１ 

１．研究開始当初の背景 
 近年本邦では、糖尿病や高血圧などの生活
習慣病およびその合併症として冠動脈疾患
の増加が顕著である。これらの疾患はいずれ
も最終的に心不全発症をもたらす。臨床試験
により β遮断薬、アンジオテンシン変換酵素
阻害薬 / アンジオテンシン受容体遮断薬、ア
ルドステロン拮抗薬が心不全の予後を改善
することが示されており、現在の心不全の内
科的治療は神経体液性因子の阻害が中心で
ある。しかし、これらの薬物治療に加えて、
非薬物療法（植え込み型除細動器、心室再同
期療法などのデバイス、運動療法、睡眠時呼
吸障害への介入など）を併用しても重症心不
全の死亡率は極めて高く、NYHA Class III-IV
の重症心不全は 1 年生存率がそれぞれ 80％、
40％と極めて予後が悪い（Braunwald’s Heart 
Disease, 2011,9th edition）。臓器移植法の改正
により心臓移植の件数は増加し、特に本邦で
は移植後の良好な成績が得られているが、ド
ナー数の絶対的不足からその恩恵を受ける
のは適応患者のごく一部であり、最重症のス
テータス 1の症例でも平均待機時間は 3年に
およぶ。心筋再生治療研究は着実に進歩して
おりその将来性は嘱望されるが、現時点では
実用化にはいたっていない。このように心不
全は社会的な問題となりつつあり、新しい心
不全治療の開発が待望される状況である。 
 
２．研究の目的 
 心不全の病態は多因子により形成される
が、その中心的な役割を担うのが持続的、進
行性の心筋細胞死である（Kostin et al. Circ 
Res 2003）。心不全患者の心筋組織では酸化ス
トレスのレベルが増加しており心筋細胞死
を促進する。酸化ストレスによる細胞死はミ
トコンドリア内膜上に存在するミトコンド
リア透過性遷移孔（mPTP）の開孔により惹
起される。mPTPが開孔すると分子量 1.5 kDa
以下の分子が非選択的に通過する。これによ
ってミトコンドリアの膜電位が消失し ATP
産生が停止する。またミトコンドリアの膨張
により外膜が破綻しミトコンドリア機能が
消失する。心筋虚血再灌流障害による心筋壊
死においてはmPTP開孔が主要な細胞死の機
序であるが、mPTP の慢性的かつ部分的な開
孔は不全心での持続的な心筋細胞死にも寄
与する（Hafner et al. Aging 2010）。我々はこれ
までに酸化ストレスによるmPTP開孔の制御
には GSK-3β活性が重要な役割を担うことを
示した（Terashima et al. J Mol Cell Cardiol 
2010）。これらの成績から、GSK-3β活性を阻
害すれば心筋細胞死を抑制し心不全の発症
進展を抑制できる可能性がある。 
GSK-3β の機能制御は、Ser9 リン酸化による
活性抑制が知られる。しかし GSK-3βは細胞
内に広く分布し多彩な機能を有するため、一
律に阻害することにより代謝障害、心筋肥大
や発癌などの有害事象が惹起され得る。こう
いった有害事象を回避しつつ心筋細胞死を

選択的に抑制するためにはmPTP開孔に特異
的に寄与する機序の解明、その修飾が有効で
ある可能性がある。 
GSK-3βの活性制御には Ser9リン酸化のほか
に scaffold 蛋白との相互作用や細胞内局在変
化が寄与する（Miura and Tanno. Cardiovasc 
Res 2010）。mPTPの開孔促進/抑制はミトコン
ドリア内での GSK-3βの活性により修飾され
ると考えられるため、GSK-3β のミトコンド
リア移行の機序や、ミトコンドリア内での
GSK-3β のリン酸化状態に影響を及ぼす上流
の kinase/phosphataseの細胞内局在変化、活性
制御を解明することにより、mPTP 開孔のみ
を選択的かつ直接抑制する治療介入に結び
つけることができる可能性が考えられる。 
 
３．研究の方法 
（1）GFP標識した野生型 GSK-3β（WT）、恒
常活性型変異 GSK-3β （S9A）、不活性型変異
GSK-3β （K85R）プラスミドを作成する。こ
れらのプラスミドを心筋細胞に導入し酸化
ストレス（過酸化水素, 10 μmol/L）暴露下に
time-lapse顕微鏡で観察し、酸化ストレスによ
る GSK-3βのミトコンドリア移行の有無とそ
れに対する GSK-3β活性の影響を検討する。 
 
（2）  GSK-3β の阻害薬である LiCl（30 
mmol/L）の存在下で酸化ストレスによる
GSK-3β のミトコンドリア移行を観察し、キ
ナーゼ活性がおよぼす影響を検討する。 
 
（3）過酸化水素による GSK-3βのミトコンド
リア移行が、さらなる活性酸素種（ROS）の
産生増加をもたらすかを、H9c2 細胞を DCF
染色することにより定量評価する。 
 
（4）超解像顕微鏡（ニコン、N-SIM）による
time-lapse観察を用いて、ミトコンドリアが過
酸化水素刺激により膨化、断裂していく様子
を mPTP開孔の指標として観察する。野生型
GSK-3β（WT）のトランスフェクションがミ
トコンドリアの膨化、断裂におよぼす影響を
確認する。 
 
（5）GSK-3βのミトコンドリア移行の機序に
関するこれまでの我々の検討では、摘出灌流
心における虚血再灌流後にミトコンドリア
外膜上の輸送体である TOM20 と GSK-3β が
結合するという成績を得ている（Nishihara et 
al. J Mol Cell Cardiol 2007）。そこで、GSK-3β
のミトコンドリア移行の機序をさらに詳細
に解明するために以下の 2つの仮説をたてた。 
[仮説 A] 酸化ストレス下で GSK-3βは他のミ
トコンドリア移行蛋白 （以下 Protein-Xとす
る） と結合し受動的にミトコンドリアへ輸
送される。 
[仮説 B] GSK-3βの N末端のアミノ酸配列が
ミトコンドリア移行シグナルとして機能す
る。 
仮説 A を検証するために以下の実験をおこ



なう。 
① 心筋細胞を酸化ストレスに暴露し、細胞
質分画で GSK-3β との結合が増加する蛋
白を検索する。GSK-3β抗体による免疫沈
降物を二次元電気泳動し、酸化ストレス
の有無で差異を認めるスポットを抽出し、
TOF/MSにより蛋白を同定する。 
② GSK-3βとの結合が増加した蛋白を、順次

siRNA 法で発現抑制させた上で GSK-3β
のミトコンドリア移行が受ける影響を観
察する。これにより、Protein-Xを同定す
る。 
③ Protein-Xの発現抑制が実際にmPTPの開
孔を抑制するかを検討する。 
④ Protein-Xと GSK-3βの一連の欠失変異体
および点変異体を作成することによりそ
れぞれの結合部位を同定する。 
⑤ 古典的なミトコンドリア移行シグナル
（MTS）は N末端の 20-30個程度のアミ
ノ酸で塩基性アミノ酸および 2、3個の疎
水性アミノ酸の繰り返しで構成される配
列である（Ohmura et al. J Biochem 1998）。
MTS 予測アルゴリズム（Guda et al. 
Bioinformatics 2004）では GSK-3βがMTS
を有する可能性が示唆される。そこで、
N 末端の塩基性アミノ酸に点変異を挿入
し、酸化ストレスによるミトコンドリア
移行が抑制されるかを観察する 
⑥ Protein-X の発現を恒常的に抑制すれば

GSK-3β のミトコンドリア移行が抑制さ
れると考えられる。しかし、Protein-Xの
生理的な機能の喪失によって、同時に有
害事象も惹起され得る。同様にMTSの除
去は GSK-3β のミトコンドリア移行に伴
う細胞死を抑制する可能性があるが、重
要なリン酸化部位 （Ser9） が消失する
ため、GSK-3βの生理機能が失われる。そ
こで、Protein-Xと GSK-3βの結合部位や
MTS の相補性ペプチドを設計し 
（Campbell et al. Microbiol Immunol 2002）、
Protein-XとGSK-3βの結合やMTSの機能
のみを選択的に阻害したい。これによっ
て GSK-3β の持つ生理機能に影響を与え
ずに、病的ストレスが惹起する心筋細胞
死のみを抑制できる可能性がある。 
⑦ 設計した相補性ペプチドが mPTP 開孔お
よび細胞死の抑制効果を有するか、心筋
細胞や H9c2 細胞を含む複数の細胞株を
用いて in vitroで確認する。 
⑧ 将来的な臨床応用を念頭に置き、心不全
モデル動物においてこの相補性ペプチド
の delivery 法を確立しその効果を確認す
る。また原因の異なる心不全に対して相
補性ペプチドの有効性が異なるかを確認
するために、複数の心不全モデルを用い
て検討する。 
次に仮説Bを検証するために以下をおこなう。
古典的なミトコンドリア移行シグナル
（MTS）は N末端の 20-30個程度のアミノ酸
で塩基性アミノ酸および 2、3 個の疎水性ア

ミノ酸の繰り返しで構成される配列である
（Ohmura et al. J Biochem 1998）。MTS予測ア
ルゴリズム（Guda et al. Bioinformatics 2004）
ではGSK-3βがMTSを有する可能性が示唆さ
れる。そこで、N末端の塩基性アミノ酸に点
変異を挿入し、酸化ストレスによるミトコン
ドリア移行が抑制されるかを観察する。 
 
（6）GSK-3β のミトコンドリア内での局在、
上流のキナーゼである Aktならびに ERK、さ
らに Akt 特異的なフォスファターゼである
PHLPP-1 ならびに ERK 特異的なフォスファ
ターゼである DUSPの局在を検討する。H9c2
細胞からミトコンドリアを単離し、培養液に
トリプシンを添加して培養する。トリプシン
によりミトコンドリア外膜および内膜がト
リプシン濃度/培養時間依存性に digestion さ
れることを利用し、ミトコンドリア外膜、内
膜上に局在する GSK-3β, Akt, ERK, PHLPP-1
ならびにDUSP蛋白量およびリン酸化状態を
評価する。 
 
（7）PHLPP-1および DUSPを siRNA法によ
り発現抑制し、ミトコンドリア内膜および外
膜での GSK-3β のリン酸化状態を定量する。
さらに、過酸化水素により誘導される細胞死
を溶媒中の LDL活性で評価し、上流のフォス
ファターゼにより制御されるミトコンドリ
ア内での GSK-3βリン酸化が mPTPの開孔制
御を介して細胞死の抑制に寄与するかを検
討する。 
 
４．研究成果 
（1） GFP 標識した野生型 GSK-3β （WT）、
恒常活性型変異 GSK-3β （S9A）、不活性型変
異 GSK-3β （K85R）を心筋細胞に導入し過
酸化水素 （10 μmol/L）暴露下に time-lapse
顕微鏡で観察した。WTおよび S9Aは速やか
にミトコンドリアに移行したが、K85R は細
胞質にとどまった。GSK-3β のミトコンドリ
ア移行は細胞膜の破綻、すなわち細胞壊死を
誘導した。したがって、GSK-3β のミトコン
ドリア移行は自身のキナーゼ活性に依存す
ることが示唆された。 
 
（2）  GSK-3β の阻害薬である LiCl （30 
mmol/L）の存在下では酸化ストレスによる
WT のミトコンドリア移行は抑制された。よ
ってキナーゼ活性依存の GSK-3βのミトコン
ドリア移行が支持された。 
 
（3） DCF染色を用いて酸化ストレスを定量
評価したところ、GSK-3β のミトコンドリア
移行は活性酸素種の産生を増加させ、ミトコ
ンドリアへ移行した GSK-3β がさらに活性酸
素酸性を増幅させることが示された。 
 
（4） 超解像顕微鏡 （ニコン、N-SIM） に
よる time-lapse 観察では管状であったミトコ
ンドリアが過酸化水素刺激により膨化、断裂



し、細胞死の原因は mPTP開孔によることが
示唆された。以上の成績から、酸化ストレス
に暴露された心筋細胞では、GSK-3β がその
酵素活性依存性にミトコンドリアに移行し、
活性酸素種産生増加を介してmPTP開孔を促
進させ、最終的に心筋細胞死を誘導すること
が示唆される。 
 
（5）H9c2細胞において過酸化水素刺激によ
り GSK-3βとの相互作用が増加した蛋白のひ
とつとして voltage dependent anion channel 2
（VDAC2）が同定された。VDAC の発現を
siRNA法により抑制したところ、過酸化水素
刺激に対する GSK-3βのミトコンドリアへの
移行が有意に抑制され、超解像顕微鏡で観察
したミトコンドリアの膨化、断裂が阻害され、
溶媒中の LDH 活性で評価した細胞死が減少
した。したがって、GSK-3β のミトコンドリ
アへの移行、mPTP 開孔促進の機序のひとつ
として、VDAC2との相互作用が挙げられる。 
次に、GSK-3βの N末端がミトコンドリア移
行シグナルとして機能する可能性を検討す
るために、N末端の塩基性アミノ酸、すなわ
ち Arg4, Arg6 および Lys15 を Ala に置換し
（R4A, R6A, K15A）、酸化ストレスによるミ
トコンドリア移行を野生型（WT）と比較検
討したところ、R4AはWT同様にミトコンド
リア移行したものの、R6Aおよび K15Aのミ
トコンドリア移行は有意に抑制された。すな
わちGSK-3βのN末端がミトコンドリア移行
シグナルとして機能し Arg6 および Lys15 が
重要な役割を果たすことが示された。 
 
（6）GSK-3β とその上流のキナーゼである 
Akt, ERKおよびAkt特異的なフォスファター
ゼである PHLPP-1, ERK特異的なフォスファ
ターゼであるDUSPのミトコンドリア内での
蛋白量、局在を検討した。 
H9c2 細胞の培養液中に過酸化水素（100 
μmol/L）を添加することによりミトコンドリ
ア全体に局在する GSK-3βは増加し、ミトコ
ンドリア外膜および内膜のいずれにおいて
も増加した（外膜>内膜）。一方、上流の Akt
および ERKも過酸化水素刺激によりGSK-3β
同様にミトコンドリア局在が増加し、Akt は
外膜、内膜にほぼ均等に、ERKは外膜に主に
分布した。PHLPP-1は Aktと同様に外膜、内
膜のいずれにおいても増加したが、内膜での
増加が優位であった。 
DUSPにはERK特異的なアイソフォームであ
るDUSP5およびDUSP6があり、これまでは、
それぞれ核および細胞質に局在することが
報告されてきた。DUSP6は既報の結果と一致
してミトコンドリア分画での局在は確認さ
れなかった。しかし、核分画の混在を慎重に
除外したミトコンドリア分画においても
DUSP5 蛋白が存在することがウェスタンブ
ロッティングによって確認された。DUSP5は
過酸化水素刺激により主に外膜において増
加した。酸化ストレスによる mPTP開孔を抑

制し細胞死を減少させる IGF-1を溶媒に添加
すると、GSK-3β, Akt, ERKはミトコンドリア
外膜、内膜のいずれでもリン酸化されたが、
さらに過酸化水素を添加することにより、こ
れらのキナーゼは外膜、内膜のいずれにおい
ても脱リン酸化され、IGF-1 の mPTP 開孔抑
制作用は消失した。これらの成績から、酸化
ストレスによりミトコンドリアへ移行する
PHLPP-1および/または DUSP5による Aktお
よび /または ERK の脱リン酸化により
GSK-3β のリン酸化レベルが低下することが
mPTP 開孔、細胞死促進に寄与すると考えら
れた。 
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