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緒 言 

 

心疾患による死亡原因として最も重要な急性心筋梗塞と慢性心不全のいずれにおいても、経時的に進行する心筋細胞

死が病態の不可逆性に寄与していること、またその細胞死に複数の機序（ネクローシス、アポトーシス、ネクロプトー

シスなど）が関与することが近年明らかにされ、ミトコンドリアはこれらいずれの細胞死の機序にも関与している［1, 
2］。心筋細胞のネクローシスには、ミトコンドリア内膜に存在する透過性遷移孔（mitochondrial permeability transition 
pore、mPTP）の開口が直接的な機序として関与している［3］。mPTPは活性酸素ならびにミトコンドリアCa2＋過負荷

によって不可逆的に開口し、ミトコンドリア膜電位を消失させて細胞死を誘導する。mPTP の開口閾値は複数の因子に

よって制御されており、そのひとつにGSK-3がある。我々は、酸化ストレスによって、細胞質内のGSK-3がその活性

依存的にVDAC2と結合してミトコンドリアに移行し、mPTPと結合することでその開口閾値を低下させることを最近

報告した［4］。一方、G 蛋白連関受容体や受容体チロシンキナーゼには、細胞を細胞死から保護するシグナル伝達を起

動するものが存在し、その細胞保護には Akt などの蛋白キナーゼのミトコンドリア移行や、ミトコンドリアにおける

ERK や GSK-3リン酸化を伴っていることが、我々を含め複数のグループによって観察されている［3～6］。しかし、

蛋白キナーゼ系がどのようにミトコンドリア内に局在し、細胞死誘導刺激や細胞保護シグナルの活性化とどのような機

能関連があるのかについて系統的に解析した結果は報告されていない。 
本研究では、細胞保護に寄与する蛋白キナーゼとして虚血プレコンデイショニング（ischemic preconditioning、IPC）

の心筋保護効果に寄与が知られている Akt、ERK、GSK-3、［3, 5］に注目し、蛋白ホスファターゼと併せて、細胞保

護シグナルならびに酸化ストレスによる細胞死誘導に対してどのように応答し、機能関連しているかを解析した。実験

には、培養心筋細胞株H9c2細胞、HEK293細胞、ラット心室筋細胞から単離したミトコンドリアを用い、細胞保護シ

グナルの活性化には IPC mimeticの一つである insulin-like growth factor-1（IGF-1）を、酸化ストレスによる細胞死

（ネクローシス）の誘導にはミトコンドリア complex Ⅲ阻害薬であるantimycin A（AA）を用いた。 
 

方法および結果 

 
1．ミトコンドリアの単離とミトコンドリアサブフラクションの解析 
心筋細胞株H9c2細胞、HEK293細胞、ラット心筋サンプルを用い、ミトコンドリア単離キットならびに段階的遠心

分離法によってミトコンドリアを単離した。培養細胞からのミトコンドリアを用い、トリプシン0～1,000 g/mlによる

段階的な膜分解を行い、ミトコンドリア外膜、内膜、マトリックスそれぞれのマーカー蛋白として、TOMM20、prohibitin、
cyclophilin Dを用い、外膜溶解、内膜溶解、マトリックス蛋白溶解後のサンプルを調整した（図1）。図1の結果から、

トリプシン0 g/ml処理と1 g/ml処理の差をミトコンドリア外膜でのレベル、1 g/ml処理と1,000 g/ml処理の差を

ミトコンドリア内膜レベルと評価した。Akt、ERK、GSK-3と関連ホスファターゼのミトコンドリア内分布をWestern 
blottingで同定した。 
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図1．単離ミトコンドリアの段階的膜分解によるミトコンドリアサブフラクションの解析 
トリプシン0～1,000 g/ml処理後のミトコンドリアサンプルにおけるGSK-3と、ミトコンドリア外膜、

内膜、マトリックスそれぞれのマーカー蛋白レベル。最下段はミトコンドリア部分分解の模式図。 
 

2．細胞保護シグナルの活性化ならびに酸化ストレスが、ミトコンドリア局在蛋白キナーゼに及ぼす影響 
細胞保護シグナル活性化には、培養細胞を IGF-1（50 nM）で45分間処理し、酸化ストレス誘導には、細胞をAA（100 

M）に30 分間暴露した。また IGF-1 とAA の両者で処理した群も設けた。IGF-1 処理により、GSK-3、Akt、ERK
すべてのミトコンドリア移行とリン酸化が増加し、ミトコンドリア内膜でのリン酸化ERK、リン酸化GSK-3レベルが

有意に上昇した（図 2）。一方、AA 処置によって GSK-3、ERK のミトコンドリア移行が誘導されたが、ERK、Akt、
GSK-3全てのリン酸化レベルが有意に減少した。AA 処置による Akt、GSK-3の脱リン酸化は、IGF-1 前処置によっ

て軽減したが、ERKの脱リン酸化には影響が見られなかった（図2）。また、そのAkt、GSK-3の脱リン酸化に対する

IGF-1の抑制効果は、主にミトコンドリア外膜で認められた。 
3．酸化ストレスによるミトコンドリア局在蛋白ホスファターゼの変化 
酸化ストレスにより、ミトコンドリアに局在するERK、Akt、GSK-3のリン酸化レベルが低下したことと（図2）、

GSK-3はAkt、ERKによってリン酸化される器質であることから、Akt、ERKそれぞれの蛋白ホスファターゼである

PHLPP1、DUSP5 のミトコンドリア局在を検討した。PHLPP1 は主にミトコンドリア外膜に存在し、AA 処理により

PHLPP1 のミトコンドリア移行が誘導され、外膜のPHLPP1 は約2 倍に増加した。また、これまでDUSP5 は核のみ

に局在するとされていたが、ミトコンドリアにも存在することを単離ミトコンドリアサンプルの Western blotting、培

養細胞に発現させた GFP-DUSP5 とミトコンドリアとの共局在から示すことが出来た。DUSP5 も PHLPP1 同様に、

主にミトコンドリア外膜に存在し、AA処理により約1.5倍に増加した。DUSP5のミトコンドリア局在は、ラット心室

筋細胞においても確認した。 
4．酸化ストレスによる細胞死におけるDUSP5の寄与 

AA処置による細胞死を培養液中のLDH量として定量した。AA処置後の細胞死は、siRNAを用いたDUSP5のノッ

クダウンによって約40％減少した。この細胞死抑制効果は、IGF-1前処置の効果とほぼ同等であった。 
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図2．細胞保護シグナル活性化、酸化ストレスによるミトコンドリア蛋白キナーゼの局在変化とリン酸化 

IGF-1 = insulin-like growth factor-1, AA = antimycin A, *p < 0.05（one-way ANOVA） 
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考 察 

  
我々は、酸化ストレスによる心筋細胞のネクローシスには、恒常活性型であるSer9非リン酸化GSK-3がミトコンン

ドリアに移行し、ミトコンドリア内膜上のmPTPとの相互作用することがmPTP開口に寄与すること、また IPCやそ

のmimeticsによる細胞保護シグナルの活性化は、PKCとAkt を介したGSK-3-Ser9のリン酸化をもたらし、そのリ

ン酸化GSK-3とmPTP の結合が、mPTP 開口閾値の上昇や、開口したmPTP の再閉鎖の促進に寄与することを報告

してきた［3～6］。しかし、生理的には主に細胞質に存在するGSK-3が、細胞保護シグナルの活性化により細胞内のど

の部位でリン酸化を受け、mPTP との相互作用を制御をされているのかは不明であった。本研究の成績から、IGF-1 を

用いた細胞保護シグナルの起動によって、GSK-3だけでなく、GSK-3リン酸化を制御するAkt、ERKがミトコンドリ

アに移行し、いずれも主にミトコンドリア外膜領域で蛋白レベルが増加することが示された。さらに、リン酸化Akt は
主にミトコンドリア外膜領域で、リン酸化ERKは主にミトコンドリア内膜領域で増加し、GSK-3リン酸化をもたらす

蛋白キナーゼが、GSK-3のミトコンドリア内局在によって異なることが示唆された。すなわち、ミトコンドリアに新た

に移行したGSK-3のリン酸化にはミトコンドリア外膜のAktが、mPTPと既に結合しているGSK-3のリン酸化には

ミトコンドリア内膜のERKが重要であると考えられる。 
本研究では、DUSP5 が核だけではなくミトコンドリアにも局在することを初めて明らかにし、酸化ストレスによる

DUSP5のミトコンドリア移行が、細胞保護的なERK-GSK-3シグナルの抑制と細胞死誘導に関連することを見出した。

また、PHLPP1も酸化ストレスによってミトコンドリア移行が増加し、Akt脱リン酸化と関連していた。これらの知見

は、酸化ストレスの細胞傷害性に、ミトコンドリア内での細胞保護シグナルの遮断が関与することを示すものであり、

DUSP5 や PHLPP1 のミトコンドリア移行を阻害することが新たな細胞保護のアプローチとなる可能性が考えられる。 
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