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はじめに

生体内においてカルシウムシグナル伝達は発達・神経

伝達物質の放出・筋収縮・代謝・オートファジーなどを

調節しており，生命を維持するうえで非常に重要であ

る１）。特に，ミトコンドリアのカルシウム恒常性は多く

の生体反応を調節し，細胞の生死を決定することが明ら

かになっている２）。ミトコンドリアは，ほとんどの哺乳

類の細胞内で，ATP合成や活性酸素種（ROS）産生，

アポトーシスと同様にカルシウム循環において重要な役

割を果たしている。ミトコンドリアマトリックス内に生

理的範囲でカルシウムイオンが増加すると，ATP合成，

ROS産生に関わる酵素が活性化され機能するが３‐６），過

剰な流入は，これらの酵素の不活化を引き起こし，ミト

コンドリアの機能障害を招く１）。実際に，老化や機械的

ストレスなどの刺激によってミトコンドリアのカルシウ

ムイオン濃度上昇によって引き起こされたミトコンドリ

アの機能障害は，筋萎縮に繋がることが報告されてい

る６，７）。

ミトコンドリアのカルシウムとUCP３

近年では，脱共役蛋白質 UCP３がミトコンドリアのカ

ルシウム取り込みを助長することが示唆されている８，９）。

UCPsは，ミトコンドリアのプロトン勾配を消散するミ

トコンドリア内膜陰イオン輸送蛋白質のサブファミリー

を構成している１０）。マウスにおいては，熱産生調節に重

要な役割を果たす UCP１がほぼ褐色脂肪組織にのみ発現

する。一方，１９９７年に初めて UCP１の相同体として同定

された UCP３は骨格筋や心筋に特異的に発現する１１，１２）。

UCP３は，プロトンリークの他にもミトコンドリアにお

ける ROS産生や脂肪酸の酸化を制御することなどが多

くの生理的作用を有することが知られている１３‐１５）。本研

究では，UCP３がミトコンドリアのカルシウム取り込み

を制御するメカニズムについて検討した。

UCP３と Hax‐１のミトコンドリアにおける共局在

われわれは酵母ツーハイブリッドスクリーニングより，

UCP３と HS associated protein X‐１（Hax‐１）が結合す

ることを見出した。Hax‐１は，細胞質やミトコンドリア

に局在する抗アポトーシス蛋白質である。両者の結合は

in vitro ではヒト由来 HEK２９３細胞，マウス由来 C２C１２筋

細胞において，そして，in vivo では C５７BL／６マウス（１０

週齢）において確認した。また，免疫染色の結果から，

UCP３，Hax‐１がそれぞれMitotracker redと共局在する

こと，つまり UCP３と Hax‐１がミトコンドリアにおいて

共局在を示すことを見出した。このことから，UCP３と

Hax‐１がミトコンドリアにおいて相互作用していると考

えた。さらに，ミトコンドリアにおける，より詳細な結

合位置を検討するため，ミトコンドリア内局在アッセイ

を行った結果，UCP３と Hax‐１は内膜近辺に共局在する

ことが示唆された。
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ミトコンドリアへのCa2+取り込み試験蛋白質量の変化
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UCP３loop２ドメインおよびHax‐１C末端を介した結合

UCP３と Hax‐１の結合について，さらに詳細な検討を

行った。まず，結合部位を決定するため，UCP３変異体

と Hax‐１リコンビナント蛋白質を作製し，結合アッセ

イを行った。まず，UCP３の部分的欠損変異体を用いた

結合アッセイの結果，UCP３ loop２欠損変異体は Hax‐１

との結合能を持たないことが分かった。このことから，

Hax‐１との結合には UCP３の loop２ドメインが必要である

ことが明らかとなった。次に，Hax‐１における結合部位

を同定するため，N末側に GST蛋白質を組み込んだリ

コンビナント蛋白質を作製した。この実験では，Hax‐１

を５つの領域に区分し，それぞれの領域を発現する蛋白

質を作製することで，どの領域が結合に重要であるかを

検討した。結合アッセイの結果から，Hax‐１の C末部分

が UCP３と結合する部位であることを見出した。さらに，

UCP３loop２部分のリコンビナント蛋白質も作製し，それ

が，Hax‐１の C末部分リコンビナント蛋白質と結合をし

ていることを確認した。これらの結果より，Hax‐１の

C末部分は UCP３の親水性ドメインである loop２と結合

することが明らかとなった。

これまでの研究報告から，UCP３と Hax‐１の結合は，

カルシウムイオンによって仲介されていることが考えら

れる８，９）。この仮説を証明するために，UCP３‐Hax‐１結

合におけるカルシウムイオンの必要性を検討した。結合

アッセイ反応液にカルシウムを添加あるいは除去するこ

とで，結合がどのように変化するかを検討した。興味深

いことに，カルシウムイオン存在下では Hax‐１が UCP３

と結合することが確認できたが，カルシウムイオン非存

在下では結合しなかった。さらに，イオノマイシンを用

いて時間依存的に細胞内のカルシウム濃度を上昇させて，

結合アッセイを行った。UCP３と Hax‐１ともに強発現さ

せた HEK２９３細胞において，UCP３‐Hax‐１の相互作用は

細胞内のカルシウム濃度増大に伴って強くなった。以上

のことから，UCP３と Hax‐１の結合はカルシウムイオン

依存的であることが明らかとなった。つまり，カルシウ

ムが無い状態では両者は結合しておらず，カルシウムが

存在すると結合できることが示唆された。

UCP３‐Hax‐１結合のミトコンドリアにおけるカルシウム

取り込み制御作用

これまでに，UCP３がミトコンドリアへのカルシウム

取り込みを促進するという報告がなされていた８）。これ

と一致して，われわれは内在性 UCP３蛋白質が発現して

いない C２C１２筋芽細胞において UCP３を強発現させると，

ミトコンドリアへのカルシウム取り込みが有意に増加す

ることを確認した（図１）。しかしながら，ミトコンド

リアのカルシウム取り込みに重要であると考えられる

UCP３ loop２部分以外の欠損変異体を強発現させても，

ミトコンドリアのカルシウム取り込みはコントロールと

比較して変化がなかった。これは UCP３の loop２ドメイ

図１ UCP３によってミトコンドリアのカルシウム取り込みが促進される。
内在性に Hax‐１は発現しているが UCP３が発現していない C２C１２筋芽細胞を用いた。GFPタグ付き UCP３を強発現させると，コン
トロールと比較して，ミトコンドリアへのカルシウム取り込みが有意に増加することを確認した。これによって，UCP３によって
ミトコンドリアのカルシウム取り込みが促進されることが示唆される。
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ミトコンドリアへのCa2+取り込み試験 Ca2+反応最大振幅
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ンが，ミトコンドリアのカルシウム取り込みを促進する

うえで重要な役割を果たしていることを示している。こ

こで UCP３と Hax‐１の相互作用が，ミトコンドリアのカ

ルシウム取り込みに与える影響について検討した。UCP３

と Hax‐１の両方が内在性に発現している C２C１２筋管細

胞において Hax‐１をノックダウンすると，ミトコンド

リアへのカルシウム取り込みの有意な増加がみられた。

しかし，UCP３が発現していない C２C１２筋芽細胞におい

て Hax‐１をノックダウンしても，ミトコンドリアのカ

ルシウム取り込みに影響はなかった（図２）。このこと

から，UCP３によってミトコンドリアのカルシウム取り

込みが促進されるが，Hax‐１との相互作用によってその

促進作用が抑制されることが示唆された。これまでの実

験結果は，UCP３と Hax‐１の相互作用がミトコンドリア

のカルシウム濃度を感知してカルシウム依存的に起こり，

その結果として，ミトコンドリアのカルシウム取り込み

を調節していることを強く示唆している（図３）。

図２ UCP３依存的なミトコンドリアへのカルシウム取り込みを Hax‐１が制御する。
上：UCP３と Hax‐１の両方が内在性に発現している C２C１２筋管細胞（分化５日目）を用いた。Hax‐１の siRNAはノックダウン効率
の良かった siRNA３を使用した。Hax‐１をノックダウンするとミトコンドリアへのカルシウム取り込みの有意な増加がみられた。
下：Hax‐１は発現しているが UCP３が発現していない C２C１２筋芽細胞（分化０日目）を用いた。Hax‐１をノックダウンしても，ミ
トコンドリアのカルシウム取り込みに影響はなかった。
これらのことから，Hax‐１は UCP３依存的なミトコンドリアのカルシウム取り込みを制御することが示唆された。

図３ UCP３‐Hax‐１の結合によってミトコンドリアのカルシウム
濃度が調節される。
実験結果から，カルシウムが無い状態では UCP３と Hax‐１
は結合しておらず，カルシウムが存在すると結合するよう
になる。また，UCP３はミトコンドリアのカルシウム取り
込みを促進する作用があり，Hax‐１はその取り込みを制御
することが示唆される。つまり，細胞内のカルシウム濃度
が上昇すると，両蛋白質は結合し，ミトコンドリアのカル
シウム取り込みを制御していると考えられる。

UCP３と Hax‐１の相互作用 １５１
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加齢による筋萎縮との関連

最後に，加齢における筋萎縮での UCP３‐Hax‐１相互

作用の役割を検討した。これまでに，老齢マウス筋での

ミトコンドリア内カルシウム濃度異常が，ミトコンドリ

アの機能障害と ROS産生増大の原因になることが報告

されていた６）。老齢筋においては慢性的に筋小胞体から

カルシウムが漏れ出し，それをミトコンドリアが取り込

むことによりミトコンドリアのカルシウム濃度増大が引

き起こされることが示唆されている。そこで，われわれ

は UCP３と Hax‐１の相互作用が崩壊することにより，ミ

トコンドリアの機能障害に起因するサルコペニアが引き

起こされると考えた。若齢マウス長趾伸筋線維において，

ミトコンドリアのカルシウム取り込みは時間依存的に徐

やかに上昇した。一方，老齢マウス長趾伸筋線維では，

ミトコンドリアへのカルシウム取り込みは急激に上昇し

た。さらに前脛骨筋の免疫染色により，老齢マウス筋で

は Hax‐１が細胞質部位に多く局在しており，ミトコン

ドリアから細胞質へ移動していることが示唆された（図

４）。このことは，老齢マウス筋では Hax‐１の局在異常

により UCP３との相互作用が弱まることで，ミトコンド

リアへのカルシウム取り込みが制御できなくなっている

ことを示唆している。加齢による筋萎縮において，UCP３

と Hax‐１の相互作用が新規治療法開発の鍵を握ってい

るかもしれない。

おわりに

これらの研究結果から，哺乳動物の筋肉にあるミトコ

ンドリアにおいて，UCP３‐Hax‐１複合体がミトコンドリ

アのカルシウム取り込み制御に影響を及ぼすという新た

な知見を得た。さらに，老齢マウスを用いた実験結果か

ら，UCP３‐Hax‐１相互作用が加齢による筋萎縮の治療標

的となり得ることが示された。
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SUMMARY

Mitochondrial Ca２＋ plays an important role in the regulations of various cellular functions.

Uncoupling protein３（UCP３）is primarily expressed in the inner membrane of skeletal muscle

mitochondria. Recently, it has been reported that UCP３ is associated with Ca２＋ uptake into

mitochondria. However, the mechanisms by which UCP３ regulates mitochondrial Ca２＋ uptake

are not well understood. Here we report that UCP３ interacts with HS‐１associated protein X‐１

（Hax‐１）, an anti-apoptotic protein that is localized in mitochondria, which is involved in cellular

responses to Ca２＋. The hydrophilic sequences within the loop２, matrix-localized hydrophilic

domain of mouse UCP３are necessary for binding to Hax‐１of the C-terminal domain in adjacent to

mitochondrial innermembrane. Interestingly, interaction of these proteins occurs the calcium-

dependent manner. Moreover, NMR spectrum of the C-terminal domain of Hax‐１was dramati-

cally changed by removal of Ca２＋, suggesting that the C-terminal domain of Hax‐１underwent a

Ca２＋-induced conformation change. In the Ca２＋-free states, C-terminal Hax‐１didn’t change the

structure, suggesting that Ca２＋ binding may induce the change of protein structure of Hax‐１

C-terminus. These studies identify a novel UCP３‐Hax‐１complex regulates the influx of Ca２＋ into

mitochondria. Thus, the efficacy of UCP３‐Hax‐１in mitochondrial calcium regulation may provide

a novel therapeutic approach against mitochondrial dysfunction-related disease.
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