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１． カルジオリピンとは

カルジオリピン（CL）（別名，ジホスファチジルグリセ

ロール）はミトコンドリアに局在する酸性リン脂質である．

その構造はホスファチジルグリセロールが重合した二量体

で，二つのリン酸基，４本の脂肪酸鎖を有しており，他の

リン脂質とは大きく異なっている（図１）．CLは細胞全体

では４―５％程度のリン脂質であるが，ミトコンドリアでは

１７―２０％を占める主要なリン脂質である．哺乳類の CLの

主な脂肪酸はリノール酸（１８：２）である．特に心臓と肝

臓には１８：２は多く含まれており，ラット心臓では全脂

肪酸の７５％，肝臓では７８％である．これらの組織では

１８：２のみからなる tetralinoleoyl（１８：２）４CLなど極めて不

飽和度の高い CL分子種が多く存在する．マウス心臓の主

な CL分子種は（１８：２）４：２１％，（１８：２）３（１８：１）１：１３％，

（１８：２）３（２２：６）１：１８％であり，肝臓では（１８：２）４：４４％，

（１８：２）３（１８：１）１：２３％である１）．

CLは主にミトコンドリア内膜に存在している．マウス

肝臓のミトコンドリア内膜では全リン脂質の１８％と多い
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特集：リン脂質代謝と脂質メディエーター研究の最新の成果
第１部 リン脂質代謝酵素

アポトーシス制御因子としてのカルジオリピン研究の現状

中 川 靖 一

カルジオリピンはミトコンドリア固有のリン脂質であり，リン脂質が２分子重合した特

徴的な構造を有する．カルジオリピンはさまざまなミトコンドリアタンパク質の活性発現

に必要であり，また，コンタクトサイトなどのミトコンドリア特有の膜構造を構築するな

ど，ミトコンドリア機能の発現に不可欠のリン脂質である．カルジオリピンの代謝異常は

ミトコンドリア機能の不全を引き起こし，さまざまな疾病の原因となる．最近，カルジオ

リピンやカルジオリピンヒドロペルオキシドはシトクロム c の内膜への結合や遊離，Bax

などのアポトーシス実行因子の移行のための膜ドメインの構築，膜透過性の制御など，ア

ポトーシスの誘導に重要なリン脂質であることが明らかとなってきた．本稿では，膜リン

脂質であるカルジオリピンが高度に制御されているアポトーシス誘導に関与するという興

味深い現象について，私たちの結果とこれまでに明らかにされた知見とについて紹介す

る．

北里大学薬学部（〒１０８―８６４１東京都港区白金５―９―１）
Recent studies of cardiolipin as a novel modulator of apop-
tosis
Yasuhito Nakagawa（School of Pharmaceutical Sciences Ki-
tasato University,５―９―１ Shirokane Minato-ku Tokyo１０８―
８６４１, Japan） 図１ カルジオリピンの構造



が，外膜では４―５％程度である．コンタクトサイトはミト

コンドリア内膜と外膜が接合，あるいは融合している非二

重層を含む膜構造であり，さまざまな機能タンパク質が存

在している．コンタクトサイトのリン脂質組成は CL

（２２％），ホスファチジルコリン（PC）（２６％），ホスファ

チジルエタノールアミン（PE）（２２％）であり，CLはこ

の膜の構築に必須のリン脂質である２）．４本の脂肪酸鎖を

有する CL分子は円錐形状（corn shape）であり，その分

子の会合体は極性頭部を膜内部に向けた円筒形に集合し，

Ca２＋の存在下でヘキサゴナル H�相を形成する（図２）．こ

の非二重層はコンタクトサイトの形成や膜間の融合に必要

とされる．コンタクトサイトはチャンネルの形成や Bax

や tBidの結合ドメインとしてアポトーシスシグナルの発

信に重要な膜構造である．

CLはミトコンドリアの電子伝達系の複合体，輸送タン

パク質やリン酸化酵素などさまざまな機能タンパク質の活

性発現に必要なリン脂質である．CLは電子伝達系の複合

体�，複合体�，複合体�に結合しており，それらの活性

を維持している．CLは個々の複合体に結合しているだけ

でなく，複合体�の２分子，複合体�と�のそれぞれ１分

子（�１�２�１）の会合によって形成される超複合体（super-

complex，または respirasome）を安定化させ，効率的なエ

ネルギー産生に寄与している３）．CL合成酵素の欠失した

酵母では超複合体（�２�１）が減少し，エネルギー産生が

減少する４）．また，後述するように CLの減少した Barth症

候群患者のリンパ芽球では複合体�は増加し，複合体�，

�は減少しており，正常な超複合体が形成されない５）．

ミトコンドリア内膜の分子，イオンなどの輸送担体であ

るアデニンヌクレオチドトランスロケーター（ANT），リ

ン酸輸送担体（phosphate carrier，PiC），カルボキシキャリ

ヤータンパク質，脱共役タンパク質（UCP）やピルビン酸

キャリヤーなどのミトコンドリア溶質輸送担体ファミリー

タンパク質（mitochondrial carrier family protein）の活性発

現には CLが必須である６）．また，長鎖アシル CoAを長鎖

アシルカルニチンに変換する酵素であるカルニチンパルミ

トイルトランスフェラーゼ１（CPT１）７）やリン酸化酵素で

あるミトコンドリアクレアチンキナーゼやミトコンドリア

ヌクレオチド二リン酸キナーゼ（NDPK-D）の活性発現に

も CLは必要とされる８）．

CLの代謝異常による疾病として X染色体連鎖性劣性疾

患である Barth症候群が知られている．臨床的所見として

は拡張型心筋症，好中球減少，筋力低下であり９），電子顕

微鏡観察では骨格筋，肝臓，腎臓や骨髄系前駆細胞のミト

コンドリアの形態異常が見られる．病因はアシル基転移酵

素のスーパーファミリーと相同性をもつ tafazzinの欠損で

あり，生化学的特徴としては CLの減少，モノリゾ CLの

蓄積，CLへの１８：２の取り込みの低下，（１８：２）４分子種

の減少である１０）．de novo 合成された CLは再アシル化に

よって高度不飽和脂肪酸を有する成熟した CLとなること

から，Barth症候群では再アシル化経路が機能しないため，

不飽和度の低い未成熟の CLとモノリゾ CLが蓄積する．

tafazzinがアシル基転移酵素であることの直接的な証明は

されていないが，Barth症候群患者由来のリンパ芽球にア

シル基転移酵素-１遺伝子を導入すると，CLへの１８：２の

取り込みが促進され，CLレベルが回復することから，ta-

fazzinは１８：２をモノリゾ CLにアシル化するアシル基転

移酵素と考えられている１１）．Barth症候群は成熟 CLの生成

の低下，アシル鎖組成の変動や超複合体（�１�２�１）の不

安定化によって生じる ATP産生の低下などによる，深刻

なミトコンドリア機能障害の疾病と考えられる１２）．Barth

症候群は未成熟の CLとモノリゾ CLの蓄積による細胞死

の疾患であるとの指摘もあり，アポトーシスとの関連が注

目されている．

２． カルジオリピンとアポトーシス

アポトーシスはデスドメインを介する経路とミトコンド

図２ ヘキサゴナル H�の膜構造
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リアを介する経路とに大別される．ミトコンドリアにはシ

トクロム c（cyt. c），Smac／Diablo，エンドヌクレアーゼ G，

HtrA２／Omi，アポトーシス誘導因子（AIF）などの種々の

アポトーシス実行因子が存在しており，ミトコンドリアか

らの実行因子の放出がアポトーシスの実行を決定する．

CLは内膜の cyt. c の結合・遊離の制御，アポトーシス実

行のメインマシナリーである tBitと Baxのミトコンドリ

ア膜への移行のための結合ドメインの形成やアポトーシス

実行因子のミトコンドリアからの放出の制御などアポトー

シスの誘導のさまざまな過程に関わっている．

１） ミトコンドリア内膜からの cyt. c の遊離

ミトコンドリアからの cyt. c の放出には，内膜からの遊

離とポア／チャンネルを介した外膜の通過の二つの過程が

必要である１３）．CLは cyt. c の A部位と C部位との相互作

用によって結合している．A部位では cyt. c のリシンと

CLのリン酸基が緩やかな静電気的結合をしており，C部

位では cyt. c の疎水性ポケットと CLの１本のアシル鎖が

安定した疎水結合をしている１４）．結合に関与しない３本の

アシル鎖はアンカーとして内膜に埋め込まれ，cyt. c は内

膜に固定される．

cyt. c と CLの親和性は CLを酸化することにより著し

く低下する１５）．CLの単分子膜や CLを含むリポソームに

結合させた cyt. c は CLの酸化によって CLとの親和性を

失い，膜から遊離する．CLヒドロペルオキシド（CLOOH）

の単分子膜への cyt. c の結合は未酸化の CLに比較して極

めて弱い．私たちは生体膜に生成したリン脂質ヒドロペル

オキシドを消去する抗酸化酵素であるリン脂質ヒドロペル

オキシドグルタチオンペルオキシダーゼ（PHGPx，GPX４）

の機能を解析している過程で，ミトコンドリア型 PHGPx

を高発現した細胞がアポトーシスに耐性を獲得することを

見出した１６）．２-デオキシグルコース（２DG）は RBL２H３細

胞（mock細胞）のミトコンドリアからの cyt. c 放出を促

進してカスパーゼを活性化し，アポトーシスを誘導する．

PHGPx高発現細胞では，cyt. c の放出やカスパーゼの活性

化は抑制され，アポトーシスは誘導されない．また，高発

現細胞はスタウロスポリン，エトポシド，UVによるアポ

トーシスにおいても耐性である．mock細胞は cyt. c の放

出に先行して CLOOHを生成するが，アポトーシス耐性の

高発現細胞では CLOOHは検出されない．CLに特異的に

結合する蛍光試薬である１０-N-nonyl acridine orange（NAO）

によって CLを標識すると，未刺激の mock細胞と高発現

細胞の蛍光強度には違いはない．一方，アポトーシスを誘

導した mock細胞の蛍光強度は減少するが，高発現細胞で

は変化しない．アポトーシスを誘導した mock細胞の CL

量は変動しないこと，NAOの CLOOHへの結合は未酸化

の CLより極めて弱いことから１５），アポトーシスを誘導し

た mock細胞での NAO蛍光の減弱は CLOOHの生成によ

ることを示唆している．NAOは CLの量的変動を観察で

きる試薬として広く用いられている．一酸化窒素，セラミ

ドや p５３でアポトーシスを誘導した細胞の NAO蛍光が減

弱したことから，アポトーシス誘導により CLが減少した

としているが，これらのアポトーシスにおいても，蛍光の

減弱は CLOOHの生成によることも考えられる．

遊離脂肪酸によるアポトーシスの誘導も報告されてい

る１７）．Wuらはエイコサペンタエン酸（EPA，２０：５）を多

く含む魚油で飼育したヌードマウスに移植した乳がん細胞

の増殖は１８：２を多く含むコーン油で飼育したマウスに比

較して強く抑制されることを見出した１８）．この増殖抑制は

EPAによるアポトーシスの誘導によることを示している．

EPAは RBL２H３細胞（mock細胞）のアポトーシスを誘導

するが，ミトコンドリア型 PHGPx高発現細胞はアポトー

シスに耐性である１９）．EPAによるアポトーシスはカスパー

ゼ阻害剤では抑制されないことやアポトーシス誘導因子

（AIF）阻害剤で抑制されることから，カスパーゼに依存

しない AIFによる細胞死である．EPAはミトコンドリア

内の Ca２＋，ヒドロペルオキシドを上昇させる２０）．ミトコン

ドリアへの Ca２＋流入の阻害剤であるルテニウムレッドは

ミトコンドリア内のヒドロペルオキシドの上昇，およびア

ポトーシスを抑制する．ミトコンドリアへの Ca２＋の流入

によるアポトーシスの誘導にはミトコンドリア膜透過性遷

移孔（permeability transition pore，PTP）の開放が関与する

ことは知られているが，その機構はよくわかっていない．

PHGPx高発現細胞では，ミトコンドリア内 Ca２＋レベルは

上昇するが，ヒドロペルオキシドの生成とアポトーシスの

誘導は抑制される．このことはミトコンドリアの Ca２＋レ

ベルの上昇が直接 PTPの開口を誘発するのではなく，

Ca２＋の流入によって生成するヒドロペルオキシドが PTP

の開口に関与していることを示している．ミトコンドリア

の抗酸化酵素であるマンガンースーパーオキシドジスム

ターゼ（Mn-SOD）２１）やグルタレドキシン２２２）の高発現細胞

はアポトーシスに耐性であることから，ミトコンドリアで

生成する過剰の活性酸素やヒドロペルオキシドがアポトー

シス誘導の因子となると考えられる．活性酸素がアポトー

シスを誘導する機構として，脂質，タンパク質，核酸など

の酸化的変性，Ca２＋レベルの上昇，細胞内レドックスの変

動による apoptosis signal-regulating kinase１（ASK１）／Jun

kinase （JNK）の mitogen-activated protein kinase（MAPキ

ナーゼ）経路の活性化などが考えられている．しかし，リ

ン脂質ヒドロペルオキシドを消去する抗酸化酵素である

PHGPxを高発現することによって阻止されるアポトーシ

スでは，リン脂質ヒドロペルオキシドがアポトーシス誘導

に関与していることを明確に示している．各リン脂質ヒド

ロペルオキシドの中でも，CLの過酸化は内膜の CLに結
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合している cyt. c を遊離させることから，CLOOHがミト

コンドリアを介するアポトーシス誘導の口火を切る指令分

子であると考えられる．

アポトーシス誘導の鍵となる活性酸素や CLOOHの生成

機構については，いくつかの機構が提唱されている．細胞

内 Ca２＋の上昇により誘導されるアポトーシスでは，活性

化された NADPHオキシダーゼが活性酸素を産生する２３）．

Ca２＋が溶質輸送担体である PiCの高次構造を変化させるこ

とにより，ミトコンドリアのイオンの透過性が亢進し，活

性酸素が生成する２４）．ミトコンドリアに移行した Baxは活

性酸素の産生を促進して，CLOOHの生成を誘発する２５）．

過酸化水素の存在下では，CLと結合している cyt. c の立

体構造が変化して，ペルオキシダーゼ活性を示すようにな

り，近傍の CLが優先的に過酸化され，CLOOHが生成す

る２６）．いずれの機構においても，ミトコンドリア内に生成

した活性酸素は他のリン脂質より不飽和度の高い CLを最

大の標的として，速やかに CLOOHを生成すると考えられ

る．

CLの減少はアポトーシスの感受性を高める．甲状腺機

能低下２７），虚血・再灌流２８），老化２９）では CLの減少が報告さ

れており，いずれの病態でもアポトーシスの感受性が高ま

ると考えられている．パルミチン酸（１６：０）の添加によっ

て CL合成の低下した心筋細胞では，cyt. c の放出による

アポトーシスが誘導される３０）．CL合成酵素（CLS）のノッ

クダウン細胞では CLは野生株の２５％に減少し，TNFα
やスタウロスポリンによるアポトーシスの感受性が高ま

る３１）．ホスファチジルグリセロリン酸合成酵素（PGPS）の

発現の低下した温度感受性 CHO変異株（M細胞）では，

４０℃で７日間培養することにより，CLは約５０％に減少

する３２）．一方，PGPS遺伝子をM細胞に導入した revertant

細胞（R細胞）の CLレベルは回復する．R細胞はスタウ

ロスポリンによるアポトーシスに耐性だが，M細胞では

誘導される．M細胞の細胞死は CLの減少とともに増大す

ることから，CL量とアポトーシスの感受性とは負の相関

を示す（図３A）．また，細胞内の CLが減少するほど，ス

タウロスポリンによる CLOOHの生成は増加する（図３B）．

従って，アポトーシスの感受性と CLOOH生成の増加は正

の相関関係にある（図３C）．アポトーシスを誘導した細胞

の CLOOH生成が増加するほど，容易に細胞死が誘導され

る．単離ミトコンドリアに１６：０と Ca２＋を添加すると，

膜透過性の亢進による膨潤（swelling）が誘導され，cyt. c

が放出される．M細胞の単離ミトコンドリアは１６：０と

Ca２＋により強い膨潤が誘導される（図４A）．CLを含むリ

ポソームを融合することによって CLレベルを回復させた

M細胞のミトコンドリアでは，膨潤は抑制される．一方，

R細胞のミトコンドリアでは顕著な膨潤は誘起されない

が，CLOOHを含むリポソームと融合すると，強い膨潤が

誘導される（図４B）．このことは CLの低下や CLOOHの

生成によるミトコンドリア膜の不安定化により，透過性が

亢進することを示している．また，CLOOHは電子伝達系

の複合体活性を低下させることから２８，２９，３３），電子伝達系の

障害によって発生する活性酸素はさらなる CLOOHの生成

を促進し，膜透過性を亢進してアポトーシスの進行を増幅

すると考えられる．

２） ミトコンドリアからの cyt. c の放出

cyt. c のミトコンドリアからの放出の第二の過程はミト

コンドリア内膜から膜間腔に遊離した cyt. c の PTP，また

は Baxなどから形成されるポア／チャンネルの通過によ

るミトコンドリア外への放出である．PTPはコンタクトサ

イトに形成されており，PTPの開閉を制御する ANT，Bax

と親和性を有する電位依存性アニオンチャンネル（voltage-

dependent anion channel，VDAC）とシクロフィリン Dな

どから構成されている．ANTには６分子の CLが強固に

結合しており，界面活性剤処理によっても ANTから解離

しない６）．ANT活性の発現にはリシン残基に結合した６分

図３ CL量，細胞死と CLOOHの生成量との相関
（A）CL量と細胞死との相関，（B）CL量と CLOOH生成量との相関，（C）CLOOH生成量と細胞死との相関．
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子の CLが必要である．ANTの特異的阻害剤であるボン

クレキン酸は ANTのマトリックス側に結合して，ANTの

立体構造を変化（m-state）させることにより PTPを閉鎖

する．一方，同じく ANTの阻害剤であるアトラクチロシ

ドは ANTの膜間腔側に結合して ANT構造を変化（c-state）

させることによって PTPを開口する．活性酸素や Ca２＋の

流入は PTPを開口してアポトーシス誘導因子を放出させ

る．どのように ANTの構造が変化するかについては不明

だが，�システインに富む ANT分子の活性酸素による酸

化的な構造変化，�ANTの活性に必須である CLに Ca２＋

が結合することによる CLと ANTとの親和性の変化，�

CLOOHによる ANTの構造変化などが考えられている．

先に述べたように CLOOHを導入した単離ミトコンドリ

アでは容易に膨潤化され，cyt. c が放出される．この放出

は PTPを閉鎖するシクロスポリン Aやボンクレキン酸に

よって阻害されることから，CLOOHによる膨潤化や

cyt. c の放出は PTPの開口によって誘導されると考えられ

る３４）．CLを含む再構成リポソームでは ANT活性は検出さ

れるが，CLOOHを含む再構成リポソームでは ANT活性

は検出されない３５）．CLと CLOOHを混合した再構成リポ

ソームでは，CLOOHの比率が高くなるとともに ANT活

性は低下し，CLと CLOOHが同一の比率の再構成リポ

ソームの ANT活性は消失する．CLOOHは ANTを不活性

化して，PTPの開放，膨潤化，cyt. c 放出の一連の反応を

誘発する．

ANTはミトコンドリア溶質輸送担体ファミリータンパ

ク質である．ミトコンドリア溶質輸送担体ファミリータン

パク質は約３００アミノ酸からなる一本鎖ポリペプチドであ

り，六つの膜貫通領域と五つの膜外ループの共通の構造を

有している３６）．CLOOHは ANTの高次構造を変化させるこ

とにより，疎水性領域の一部を膜表面に露出させることが

ANTペプチド抗体を用いて明らかとなった．ANTの細胞

質側のループ（９０～１０４アミノ酸残基のペプチド a）と膜

貫通領域（１１５～１２９アミノ酸残基のペプチド b）に対する

抗体（a，b）を作成し（図５C），９６穴プレートに固定し

た a，bペプチドと抗体の結合への CLまたは CLOOHを

含む ANT再構成リポソームの添加による競合的阻害につ

いて検討した（図５B）．抗体 aは CL，または CLOOHの

ANT再構成リポソームと結合することにより吸収され，

プレートに固定したペプチド aとの結合量は減少する（図

５A）．両再構成リポソームによる阻害の程度に違いがない

ことから，ペプチド抗体 aは CL，また CLOOH再構成リ

ポソームのどちらにも同程度結合しており，CLOOHによ

る ANTの高次構造の変化はない．一方，疎水性領域のペ

プチド bと抗体 bとの結合は CL再構成リポソームを添加

によっても阻害されないが，CLOOH再構成リポソームの

添加では阻害される（図５A）．このことは CLOOH再構成

リポソーム中の ANTの構造は変化しており，膜に埋め込

まれたペプチド bの一部が膜表面に露出し，抗体 bと結合

したことを示している．

アポトーシスの誘導によって多彩な CLOOH分子種の生

成が予想されるが，どのような CLOOH分子種が生成し，

アポトーシス実行の過程に関与しているかの報告はほとん

どない．Kaganらのグループはナノ―エレクトロスプレイ

質量分析計（ESI-MS）を用いて，γ線照射したマウスの小
腸の lipidomicsを行った．CLOOHの主な分子種として，

（１８：２）３（１８：２-OOH）１，（１８：２）２（１８：２-OOH）２，（１８：２）１

（１８：２-OOH）３と（１８：２-OOH）４が検出された３７）．ホスファ

図４ M細胞と R細胞の単離ミトコンドリアの膨潤化反応
単離ミトコンドリアに１６：０と Ca２＋を添加して，膨潤化を誘導した．膨潤化は５４０nmの吸光度の減少
により評価した．（A）M細胞の単離ミトコンドリアの膨潤化，（B）R細胞の単離ミトコンドリアの膨
張化．

４７９２０１１年 ６月〕



チジルセリンヒドロペルオキシド（PSOOH）分子種は検

出されたが，PCや PEは高度不飽和脂肪酸を含むにもか

かわらず，それらのヒドロペルオキシドは検出されなかっ

た．スタウロスポリンでアポトーシスを誘導した脳神経細

胞では，CLOOH，PSOOHとホスファチジルイノシトール

ヒドロペルオキシド（PIOOH）が生成するが，PCと PE

のヒドロペルオキシドは検出されない３８）．CLOOH分子

種では（１６：１）１（１８：２）２（２２：６-OOH）１と（１８：１）１（２２：６）１

（１８：０）１（２２：６-OOH）１が検出される．アポトーシスと

CLOOH分子種の研究は緒に就いたばかりであり，どのよ

うな分子種がアポトーシス実行に関わるのかについては，

今後の解析を期待したい．

３） Bax，Bidとカスパーゼ８のミトコンドリアへの移行

CLのマイクロドメインは Bax，Bidやカスパーゼ８な

どのアポトーシスの実行因子の集積の場である．FasLや

TNFαに誘導されるアポトーシスでは，カスパーゼカス
ケードの最上流にあるカスパーゼ８の活性化には二つの経

路がある．デスドメインを介してアポトーシスが誘導され

る type�細胞では，カスパーゼ８はアダプター分子である

FADDで活性化される．一方，ミトコンドリアを経由して

アポトーシスが誘導される type�細胞では，カスパーゼ８

はミトコンドリアで活性化される．最近，Gonzalvezらは

CLの減少した Barth症候群患者のリンパ芽球細胞や ta-

fazzinのノックダウン HeLa細胞は FasLによるアポトーシ

スに耐性であることを見出した３９）．HeLa細胞のミトコン

ドリアには活性型カスパーゼ８は検出されるが，ノックダ

ウン細胞では検出されないことから，カスパーゼ８の活性

化はミトコンドリアの CLマイクロドメインで行われるこ

とが明らかとなった．カスパーゼ８の活性化によるアポ

トーシス経路には，FasL→FADDによるカスパーゼ８活性

化→カスパーゼ３の活性化→→アポトーシスの経路と，

図５ ANTペプチドとペプチド抗体の結合への ANT再構成リポソームの競合的
阻害

（A）CLまたは CLOOHを含む ANT再構成リポソーム添加によるペプチドとペプ
チド抗体の結合への競合的阻害，（B）アッセイ系の概略：ANT再構成リポソー
ムにペプチド抗体が結合すると，プレートに固定したペプチドと抗体の結合が減
少する．（C）抗体を作製した ANTのペプチド領域．
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FasL→ミトコンドリアへの移行→CLマイクロドメインで

のカスパーゼ８の活性化→Bidの活性化→cyt. c の放出→

→アポトーシスの経路がある．

細胞質の Bidはカスパーゼ８によって N末端が切断さ

れて活性型 Bidである tBidとなり，速やかにミトコンド

リア膜に移行する．Lutterらは tBidのミトコンドリア外膜

への移行の標的分子が CLであることを見出した４０）．tBid

は遊離の CLとは親和性を示さず，生理的濃度の CLを含

むリポソームへ選択的に結合する．一方，CLの減少した

PGPS変異 CHO細胞（M細胞）では，tBidのミトコンド

リアへの移行は減少する．CLのリン酸基と tBidの塩基性

領域である αヘリックス４―６との分子間相互作用によっ
て，tBidと CLは結合する．tBidがミトコンドリアのコン

タクトサイトに存在していることや CLや PEが多く存在

する膜に親和性を示すことから，tBidは二重層膜と非二重

層構造のヘキサゴナル H�相の混在した特異的なマイクロ

ドメインを認識していると考えられる．tBidは酵母のミト

コンドリアの電子伝達系を阻害するが，CLの欠損した変

異酵母のミトコンドリアでは阻害が見られないことから，

tBidは膜の透過性を高めるだけでなく，電子伝達系をも阻

害する４１）．

細胞質，またミトコンドリア膜に緩やかに結合した単量

体の Baxは不活性だが，アポトーシス刺激によって多量

化し，活性化される．細胞質の Baxは tBidとの相互作用

によってミトコンドリア膜に挿入されて活性化される４２）．

Baxの N末端の αへリックスは CLのマイクロドメインへ

の移行シグナルであり，膜の結合に必要な領域である４３）．

tBidは Baxや Bakとの多量体の形成に関与する４４）．この多

量体化によって形成されたポア／チャンネルがどのように

アポトーシス実行因子を放出するかについての統一した見

解は得られていない．cyt. c の外膜の通過は CLのマイク

ロドメインに形成される Bax／Bak四量体のポア／チャン

ネルによる４５）．また，Baxと VDACとの相互作用により

PTPを介して cyt. c を放出することも知られている．ま

た，Baxのポア／チャンネルと PTPは互いに依存するこ

となく，それぞれ独自で cyt. c の通過に関わるとする説と

それぞれ連携しているとする説がある．アポトーシスを誘

導した神経細胞では PTPを閉鎖するシクロスポリン Aは

Baxの膜への移行を阻止することから，Baxのポア／チャ

ンネル形成には PTPの開口が必要であると考えられる４６）．

一方，アポトーシス刺激がなくてもミトコンドリアに移行

する変異 Baxを発現した細胞では，cyt. c の放出によるア

ポトーシスが誘導される．変異 Baxによるアポトーシス

は PTPを閉鎖するシクロスポリン Aによって抑制されな

い．CLの欠損した変異酵母に Baxを強発現すると，cyt. c

が放出されることなどから，Baxによる cyt. c の放出には

PTPや CLは関与しないと考えられる．また，ミリストイ

ル化した tBidは CLを有しないリポソームに結合するこ

と，またミトコンドリアからの cyt. c の放出を促進す

る４７）．これらのことは cyt. c の放出に関わる Baxのポア／

チャンネルが PTPや CLマイクロドメインとは異なった外

膜にも形成されることを示している．

４） CLのミトコンドリア膜での分布の変動

ホスファチジルセリン（PS）のミトコンドリア外膜の

内層（inner leaflet）から外層（outer leaflet）への移行（flip-

flop）はアポトーシスの指標として用いられている．CL

においてもアポトーシス誘導時に内膜での flip-flopや内外

膜での移行が観察される．スタウロスポリンでアポトーシ

スを誘導した HL６０細胞では，内膜の内層の CLは外層に

数分以内に移行する４８）．アポトーシス耐性の HCW-２細胞

（変異 HL６０細胞）では，CLの flip-flopは起こらないこと

から，内膜での CLの内層と外層の分布の乱れによる内膜

構造（特にクリステ構造）の変化がアポトーシス誘導の一

因になっていることも考えられる．

TNFαによるアポトーシスでは，刺激の初期にミトコン
ドリア膜表面に CLが移行する４９）．リン脂質輸送タンパク

質（phospholipid scramblase，PLS）は膜結合酵素であり，

膜間でリン脂質を双方向に輸送するタンパク質である．

PLSは局在性の異なる４種の酵素があり，PLS３はミトコ

ンドリアに存在しており，主に内膜の CLを外膜に輸送す

る．Ca２＋結合領域を欠失した非活性型 PLS３の高発現細胞

では，CLの外膜への移動は抑制され，外膜 CLは減少す

る．その結果，ミトコンドリアのサイズの縮小などの形態

異常や呼吸鎖活性の低下が生じる５０，５１）．また，この高発現

細胞は tBidや UV照射によるアポトーシスに耐性となる．

一方，活性型の PLS３の高発現によって外膜の CLが増加

すると，ミトコンドリアのサイズが増大し，呼吸鎖活性が

亢進する．tBidのミトコンドリアへの結合は増加し，アポ

トーシスの感受性が高まる．tBidは PLS３を活性化するこ

とから，外膜への CLの移行は促進され，tBidの膜結合量

はさらに増加し，アポトーシスの進行は加速される．この

ことは PLS３活性と tBid量は相互に正のフィードバックの

関係にあることを示している．

CLはクリステ構造の構築に必要なリン脂質と考えられ

る．CLの減少した PGPS変異細胞３２），Barth症候群患者の

リンパ芽球５２）や tafazzinを欠失した酵母５３）のミトコンドリ

アのクリステ構造には明らかな異常が観察される．また，

クリステの湾曲した膜構造の形成には“curvature phosphol-

ipid”である CLや PEの集合が必要である．バクテリアの

両サイドの先端部位（pole）には CLが豊富に存在してお

り，湾曲の膜構造の形成に寄与していると考えられてい

る５４）．CLが豊富に存在すると考えられているクリステに

は cyt. c が高密度に集積しており５５），アポトーシス誘導時
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に遊離する cyt. c の主要な供給源となっている．外膜に

tBidが結合すると，クリステ構造が変化し，クリステの

cyt. c はミトコンドリア膜間腔に放出される５５）．CLの減少

によるクリステ構造の変化はミトコンドリア内での cyt. c

の再分布に大きく影響するであろう．また，電子伝達系の

超複合体の活性はクリステ構造と密接に連携していること

から５６），クリステ構造の崩壊はエネルギー産生の低下も誘

発して，アポトーシスの進行を促進することも考えられ

る．

３． お わ り に

CLの生物的役割が他のリン脂質とは明らかに異なるの

はその特徴的な分子構造による．CLは強い陰性の荷電，

疎水性を有し，ミトコンドリア膜に相分離したマイクロド

メインを形成する．Ca２＋存在下では，CLが集合すること

により形成される非二重層のヘキサゴナル H�構造はコン

タクトサイトの構築には不可欠である．CL分子は円錐の

形状であるため，湾曲したクリステなどミトコンドリア特

有の構造の構築に寄与していると考えられている．また，

多くのミトコンドリアタンパク質は CLと相互作用，また

は結合して，活性の発現に働く．したがって，CLの減

少，脂肪酸組成の変動，CLOOHの生成，CLの内外膜で

の分布の変動はミトコンドリア膜の機能ドメインの崩壊，

膜タンパク質の不活性化を誘発して，ミトコンドリア機能

を大きく損なうことになる．アポトーシスの経路は誘導条

件や細胞種などによって異なることを考慮する必要もある

図６ CLまたは CLOOHが関与するアポトーシス誘導の過程
�cyt. c と結合している CLが活性酸素（ROS）によって CLOOHに酸化されると，cyt. c は膜間腔に遊離する．�CLOOHは ANT
を不活性化して PTPを開放して，cyt. c を漏出させる．�カスパーゼ８は CLのマイクロドメインに移行して活性化される．�Bid
は活性化カスパーゼ８によって切断され tBidとなり，CLのマイクロドメインに結合する．�tBidと会合した Baxは Bakと多量化し
てポア／チャンネルを形成して，cyto. c を漏出する．�CLはクリステ構造の維持に必要なリン脂質であり，クリステは CLに結合
した cyt. c が多く集積しており，膜間腔への cyt. c の主要な供給源となっている．�CLは電子伝達複合体の超複合体の高次構造を
維持しており，tBidなどで阻害されると不安定となり，ROSを発生する．�リン脂質輸送タンパク質３（PLS３）は内膜の CLを外膜
に移行してアポトーシスの誘導を促進する．アポトーシス誘導により，CLの内膜，外膜で flip-flopが起こる．
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が，CLや CLOOHがミトコンドリアを介したアポトーシ

スの初期過程を制御する分子であることは明らかである．

CLや CLOOHがアポトーシス誘導に関与する過程として，

�内膜での cyt. c との結合と遊離，�ANTによる PTPの

開閉の制御，�カスパーゼ８の外膜への移行と活性化，�

tBidの結合ドメインの形成，�Baxの多量体のチャンネ

ル／ポア形成，�クリステ構造の構築，�電子伝達系の超

複合体構造の安定化，�膜分布の変動などがある（図６）．

CL，CLOOHがアポトーシス研究で注目されるようになっ

たきっかけは，２０００年の CLOOHによるミトコンドリア

からの cyt. c 放出に関する私たちの研究１５）と tBidのミトコ

ンドリア移行の標的分子としての CLに関する Lutterらの

研究４１）である．その後，多くの領域からの研究が報告され

るようになり，tBid，Baxや ANTと CLの結合様式の分子

論的解析，CLの代謝変動によるアポトーシス誘導機構の

解析，CLOOHの生成機構などの研究によって，CLや

CLOOHがアポトーシス実行に重要な分子であることが明

らかにされてきた．しかし，アポトーシス誘導時の CLの

代謝や膜での分布の変動の機構，病態との関連，CLのマ

イクロドメインやコンタクトサイトの構造の形成と崩壊の

機構など明らかにされなくてはならない課題は多い．

高度不飽和脂肪酸を有する成熟した CLの減少は Barth

症候群で見られるような重篤な疾病を引き起こすことか

ら，CLを構成している高度不飽和脂肪酸はミトコンドリ

ア機能維持に深く関わっている．しかし，これまでの CL

研究のほとんどは高度不飽和脂肪酸の少ない培養細胞や酵

母で行われたものであり，CLの疾病への関与を理解する

ための情報は充分ではない．今後は CL合成酵素，再アシ

ル化酵素や PLS３など CL代謝に関わる遺伝子を高発現，

また破壊したマウスを樹立して，個体レベルでの CLの生

理的意義や疾病との関与が明らかにされることを期待した

い．
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