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論文内容の要旨

【目的】

ミトコンドリアの permeability transition (PT) は、カルシウム依存的に膜透過性充進がおこり、膜電位の低下、

swelling、そして最終的にミトコンドリアの機能不全へと陥る現象である。 PT は PT pore と呼ばれる複合体を介し

て起こると考えられ、構成分子として Voltage dependent anion channel (yPAC) や Adenine nucleotide translocator 

(ANT) 、 Cyclophilin D (Cyp D) などが想定されているが、その正確な分子機構は不明である。一方、 Bcl-2 family 

によるミトコンドリアの外膜の透過性充進とそれに伴う cytochrome c の漏出はアポトーシスのシグナル伝達におい

て中心的な役割を果たしている。アポトーシスにおけるミトコンドリアの外膜の透過性充進と PT との関連は、長年

議論の中心となっているが、いまだ明確な結論は出ていない。今回我々は、それを明らかにすべく、 PT を制御する

分子のーっと考えられている CypD のノックアウトマウスを作成し PT ならひ、に細胞死に対する影響についての詳細

な解析を行った。

【方法ならびに成績】

CypD ノックアウトマウスは正常に出生、発育し外見上は特に異常は示さなかったが、 CypD ノックアウトマウス

の肝臓から単離したミトコンドリアはカルシウム刺激による PT は起こさず、 Cyp D は PT に必須の分子であること

が示された。またこの単離ミトコンドリアではカルシウム刺激による cytochrome c の漏出も起こらなかった。しか

しながら Bax や Bid による cytochrome c の漏出は正常に起こり、 Cyp D ノックアウトマウスから調整した MEF、

thymocy旬、 hepatocyte は、アポトーシス刺激によりコントロール細胞と同程度にアポトーシスを起こした。また

CypD ノックアウトマウスに放射線を照射し小腸のアポトーシスを誘導した場合でも、コントロールと同様にアポト

ーシスが起こった。

一方、これらの細胞に過酸化水素やカルシウムイオノフォアなどにより細胞死を誘導すると CypD 欠損細胞ではコ

ントロール細胞に比べて細胞死が抑制された。これらの細胞死においては、カスペースの活性化や核の断片化は見ら

れず、形態的にもネクローシスと考えられた。そこでこの細胞死の抑制が、 PT の欠如に起因しているかいなし、かを



調べるために、 hepatocyte をカルシウムイオノフォアで刺激し、その時の膜電位の低下とミトコンドリアへのカルシ

ウムの取り込みを調べた。その結果 Cyp D 欠損 hepatocyte では、カルシウムイオノフォア刺激による膜電位の低下

はコントロール細胞と比較し抑制されており、またその際ミトコンドリアへの過大量のカルシウムの取り込みが見ら

れた。さらに心筋梗塞のモデルで、ある心臓の虚血再濯流障害の実験においても、 CypD ノックアウトマウスでは著明

に心筋細胞の障害が抑制された。

【総括I

CypD は PT の制御に必須の分子であり、過酸化水素やカルシウムイオノフォアなどによる細胞死(ネクローシス)

や虚血再濯流障害において重要な役割を果たしていることが明らかとなった。しかしながら、少なくとも Bak/Bax

などを介したアポトーシスにおいては Cyp D ならびに PT の関与は否定的であった。また Cyp D は心筋梗塞などの

虚血性疾患の治療の分子ターゲットと成りうる可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

細胞死の制御機構においてミトコンドリアの膜透過性変化は中心的な役割を果たしている。アポトーシス時のミト

コンドリア膜透過性克進において、 BaxlBak は必須の分子であり、一方でミトコンドリアにはpermeability transition 

(PT) と呼ばれるサイクロスポリン A 感受性の膜透過性充進機構の存在が知られている。アポトーシス時の膜透過

性充進と PT との関連は長い間議論の的となっていたが、明確な結論は出ていなかった。そこで本研究では、 PT を制

御する分子のーっと考えられているサイクロフィリン D (CypD) のノックアウトマウスを作成し、 PT の細胞死への

役割について解析を行った。 CypD ノックアウトマウスから単離したミトコンドリアにおいてはカルシウム刺激など

による PT は起こらず、 CypD は PT に必須の分子と考えられた。一方、このミトコンドリアにアポトーシス刺激で

あるリコンビナント Bid を投与した際には正常ミトコンドリアと同程度の cytochrome c 漏出が観察された。また

CypD ノックアウトマウスから調整した embryonic fibroblast、 thymocy旬、 hepatocyte に様々なアポトーシス刺激

を添加すると正常細胞と同程度のアポトーシスが誘導された。一方、これらの細胞を過酸化水素やカルシウムイオノ

フォアなどの PT を惹起する薬剤で刺激し、ネクローシスを誘導すると、 CypD 欠損細胞は正常細胞に比べて細胞死

が抑制された。また心筋梗塞モデ、ノレで、ある、心臓の虚血再濯流障害の実験においてもノックアウトマウスは心筋障害

が著明に抑制された。以上の結果より CypD は PT に必須の分子であると考えられた。また、少なくとも BaxlBak

を介したアポトーシスにおける PT ならびに CypD の関与は否定的で、あった。一方、 ROS やカルシウムといった刺激

による necrotic cell death を PT が制御していることが明らかとなった。

本研究の成果は、 PT を介した細胞死制御の機構解明に大きく貢献し、さらに CypD は虚血性疾患などの治療の分

子ターゲットとなりうる可能性を示した。以上より、本研究は学位の授与に値すると考えられる。
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