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176. mitoNEET によるミトコンドリア形態・機能制御の機序解明 
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緒 言 
 

心不全の病態基盤は、心筋細胞肥大・細胞死や間質線維化からなる心筋リモデリングであるが、その形成・進展には

心筋細胞ミトコンドリアの機能不全・酸化ストレスの亢進が密接に関与している［1］。 
mitoNEETは、ミトコンドリア外膜に局在し，糖尿病治療薬であるピオグリタゾンの標的蛋白として同定された［2］。

このタンパクは、ミトコンドリアに存在すること、またそのアミノ酸配列Asn-Glu-Glu-Thr（N-E-E-T）より命名され

た。mitoNEET はミトコンドリア外膜に存在する膜貫通型タンパクであるが、ミトコンドリアにおけるエネルギー産

生を調整することが報告されている［2，3］。さらには、全身の mitoNEET 欠損マウスにおいて、ADP 依存的なミト

コンドリア呼吸能が低下していることが報告された［2］。しかしながら、そのミトコンドリア機能制御方法については

明らかではない。 
最近、ミトコンドリア内膜のクリステ内膜の襞構造を裏打ちするmitochondrial contact site and cristae organizing 

system（MICOS）複合体と外膜の間の直接的な相互作用が注目されており、ミトコンドリアの形態と機能の間に強い

関連があることが示唆され、クリステは必要に応じてその形態を変化させることが知られている［4］。実際に、クリス

テ構造の変化と一致して、ミトコンドリア呼吸鎖タンパク複合体同士の複合体である supercomplexの形成・分解が起

こる。特に、supercomplexの分解は活性酸素種（ROS）産生の増加や呼吸能の低下を引き起こす［5］。本研究の目的

は、mitoNEET 欠損に起因するミトコンドリア形態制御の破綻が、呼吸能低下や酸化ストレスを介してミトコンドリ

ア機能障害を引き起こし、心筋機能に関与するという仮説を検証するものである。 
 

方 法 
 
1．心筋特異的mitoNEET欠損マウスの作製 
全身のmitoNEET の欠損はミトコンドリア機能を低下させる可能性が示唆されていた［2］。そこで、我々は心筋に

おけるmitoNEETの役割を詳細に解析するため、Cre-loxPシステムを用いて心筋特異的なmitoNEET（Cisd1 ） 
ノックアウト（cKO）マウスを作製した。 
2．mitoNEETノックアウトマウスの表現型解析 
野生型（WT）とmitoNEET cKOマウスを用いて、ミトコンドリアの形態（電子顕微鏡、ブルーネイティヴゲル電

気泳動法（BN-PAGE））・呼吸能および過酸化水素によるROS（高感度ミトコンドリア呼吸能測定器、Oxygraph-O2k）
および心機能（心エコー）における影響を比較、検討した［6，7］。 
3．mitoNEETと内膜タンパクとの相互作用の解析 

mitoNEETがミトコンドリア内膜蛋白と複合体を形成しているかを特定するため、mitoNEETの過剰発現系の細胞

に免疫沈降・銀染色・質量分析を用いて解析した［6，7］。 
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結 果 
 

mitoNEET cKO の各組織の mitoNEET タンパク発現レベルを検討したところ、心筋特異的に欠損していることを

確認した。 
mitoNEET cKOマウスを用いて行った検討の結果、心臓ミトコンドリアにおける微細構造の解析において、ミトコ

ンドリアが膨潤しクリステ構造が崩壊していることを見出した（図1）。 
 

 

 
図1．WT（左）およびmitoNEET cKO群（右）における代表的な心筋ミトコンドリアの電子顕微鏡像 

 

 
クリスタ構造の崩壊と一致して、BN-PAGE解析によるミトコンドリア複合体レベルが低下していることがわかった

（図2）。また、mitoNEET cKOマウスにおける心筋はミトコンドリア機能不全が生じていた。同様に、mitoNEET cKO
マウスにおいて、心筋ミトコンドリア由来ROSが上昇していた。さらに、mitoNEET cKOマウスは心機能不全に陥

っていた。 
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図2．ブルーネイティヴ電気泳動法によるミトコンドリア複合体の免疫ブロッド（A）

およびCBB染色による総タンパク量（B） 
 

mitoNEETがクリステ構造維持のために、どのタンパクと複合体を形成しているかを特定するため、mitoNEETの過

剰発現系の細胞に免疫沈降を行い、相互作用のある蛋白に対して質量分析を行った。その結果から、ミトコンドリア内

膜に存在し、クリステ構造に関連のあるMICOS複合体の構成タンパクとの相互作用を確認した。 
 

考 察 
 
本研究により、mitoNEET が欠損すると、ミトコンドリアの形態の異常が起こるとともに、ミトコンドリアの機能

低下およびROSの上昇することがわかった。それらと一致して、心機能は低下した。また、mitoNEETはミトコンド

リアのクリステ構造に重要なMICOS複合体の構成タンパクと相互作用があった。 
MICOS 複合体の構成タンパクの欠損により、ミトコンドリア形態が崩壊し、ミトコンドリア膜電位および細胞内

ATPレベルが低下することが報告されている［8］。したがって、mitoNEETはMICOS複合体の構成タンパクと関連

することで、ミトコンドリアの形態を制御することで機能およびROS を制御することが考えられる。ミトコンドリア

形態および機能障害におけるmitoNEET の役割が明らかとなれば、心不全の形成・進展の分子機序に関する理解がさ

らに一層深まることが期待される。さらに、ミトコンドリア機能障害は加齢や癌・糖尿病・神経変性疾患など数多くの

疾患の病態形成に関与することが明らかにされており、本研究の成果は幅広い疾患の予防・治療の開発に寄与する新た

なパラダイムをもたらすと期待される。 
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