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第 1章 序論 

 

1.1 ミトコンドリアにおける Ca2+取込機能 

Ca2+は、生体内において様々な役割を果たす重要なシグナリングイオンである。その役割は筋肉

の収縮や受精、細胞死など多方面に渡っており、”生と死を司るイオン”ということができる。そのた

め、細胞内の Ca2+濃度は厳密な調節が行われている。この調節機構の一つに、ミトコンドリアに

よる Ca2+取込みがある。 

ミトコンドリアのCa2+取込機能は 1960年代から知られており、マウスやラットの組織から精製さ

れたミトコンドリアが Ca2+をミトコンドリアマトリックスへ取り込む性質を持つことを複数の研究グル

ープが報告したことから始まる[1]。この取込みはミトコンドリアの電子伝達系によって形成されたミ

トコンドリア内膜の膜電位を駆動力にして輸送を行い、他イオンとの交換が必要ないことが示され、

この輸送を担う分子はカルシウムユニポーターと呼ばれるようになった (Fig. 1-1)[2,3]。2004 年

に Kirichok らが行ったミトプラストに対するパッチクランプを用いた解析によって、このカルシウム

ユニポーターはチャネル性の輸送様式を持つことが明らかにされた[4]。また、カルシウムユニポ

ーターは細胞質側の Ca2+濃度が低い場合は Ca2+を取り込まず、Ca2+濃度が高い場合に Ca2+を

取り込むという特徴から、複数のタンパク質で構成される複合体であると考えられていた。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 ミトコンドリア内膜の Ca2+輸送体 (カルシウムユニポーター) 

 

ミトコンドリアにおける Ca2+取込機能の発見以降、その輸送体であるカルシウムユニポーター

の生理的役割について多くの報告がされている。1980年代にはカルシウムユニポーターを介して

ミトコンドリアに取り込まれた Ca2+がミトコンドリア内の代謝調節に関わることが報告された[5]。ま

た、ミトコンドリアへの過剰な Ca2+の蓄積はミトコンドリア内膜の透過性の亢進を引き起こすことも
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明らかとなっている[6–9]。この現象は透過性遷移と呼ばれ、アポトーシスやネクローシスといった

細胞死の原因となり、この過程は種々の疾患に関与していることが知られている[10–13]。 

 

 

1.2 ミトコンドリアカルシウムユニポーターのサブユニット 

ミトコンドリアの Ca2+取込みは種々の疾患に関与していることから、カルシウムユニポーターは

それらの治療標的として注目されている。しかし一方で、カルシウムユニポーターを構成している

サブユニットはミトコンドリアの Ca2+取込機能が発見されてから長らくの間不明であった。 

カルシウムユニポーターのサブユニットの同定が大きく進展したきっかけはミトコンドリアを構成

するタンパク質のデータベースであるMitoCartaの公開 (2008年)であった。このMitoCartaを基

に、Mootha らはミトコンドリアに Ca2+取込機能を持たない酵母と Ca2+取込機能を持つトリパノソ

ーマの間でミトコンドリアを構成するタンパク質群を比較することで、2010 年に初めて

mitochondrial calcium uptake 1 (MICU1)をカルシウムユニポーターの構成因子として同定した

[14]。これをきっかけに次々とサブユニットの同定が進められ、現在は MICU1 のほか、

mitochondrial calcium uniporter (MCU)[15,16]、MICU2、MICU3[17]、mitochondrial calcium 

uniporter regulator 1 (MCUR1)[18]、MCUb[19]、essential MCU regulator (EMRE)[20]の 7種

類が同定されている (Fig. 1-2)。 

 

Fig. 1-2 ミトコンドリアカルシウムユニポーターの構成因子 
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1.3 ミトコンドリアの Ca2+取込機能に必須なサブユニット (コアサブユニット) 

カルシウムユニポーターを構成するサブユニットの同定が進んだ一方で、Ca2+取込機能に必須

なサブユニットは当初不明であった。これまで、カルシウムユニポーターの研究は特定のサブユニ

ットを欠損させた動物細胞を用いて進められてきた。しかしこの方法では複数の遺伝子の欠損が

必要となり、欠損した遺伝子の機能が他のサブユニットで代替される可能性もあるため必要なサ

ブユニットを絞ることが困難であった。この問題に対して、当研究室は出芽酵母 Saccharomyces 

Cerevisiae (以下、酵母)に着目し、ミトコンドリアの Ca2+取込みに必須なサブユニット (コアサブ

ユニット)を特定することに成功した[21,22]。カルシウムユニポーターはヒトから線虫に至るまで高

度に保存されているが、酵母ではミトコンドリアにおける Ca2+取込機能が欠損している。この性質

を利用して、酵母に哺乳類のカルシウムユニポーターのサブユニットを発現させることで、特定の

サブユニットのみを持ったミトコンドリアを調製できる。この方法は内在するサブユニットからの二

次的影響を受けずに、それぞれのサブユニットの機能をミトコンドリア上で選択的に解析可能とい

う点で有用である。この考えに基づき、哺乳類カルシウムユニポーターのサブユニットを様々な組

み合わせで酵母ミトコンドリアに発現させた。その結果、各サブユニット単独ではミトコンドリア

Ca2+取込活性に変化は無かったが、MCUとEMREを共発現させた場合にのみ酵母ミトコンドリア

における Ca2+取込活性の再構成が確認された (Fig. 1-3)。この結果は、7つのサブユニットの中

で MCU と EMRE がミトコンドリアにおける Ca2+取込機能に必須なコアサブユニットであることを

示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3 酵母ミトコンドリアへ各サブユニットを発現させた際の Ca2+取込活性 

T. Yamamoto, et al. (2016), BBA[21]より一部改変。  
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1.4 MCU-EMRE複合体の立体構造解析 

ミトコンドリアの Ca2+取込みに必須なコアサブユニットが MCU と EMRE に特定されたことで、

その立体構造の解析が近年急速に進められている。2018 年には独立した複数のグループが真

菌MCUの立体構造を報告しており、カルシウムユニポーターの高度なCa2+選択的輸送の分子メ

カニズムを明らかにした[23–26]。報告された構造において、MCUは四量体となりチャネルの孔を

形成しており、MCUの持つDXXEモチーフがチャネルの入り口でCa2+選択的なフィルターの役割

を果たしていることが分かった。更に、Wang らが近年ヒト MCU と EMRE を HEK293F細胞で発

現させ、精製した複合体について、脂質二重層を形成する nanodisc へ機能的に再構成させた

[27]。nanodiscに対するクライオ電子顕微鏡を用いた解析によって、ヒトMCUの四量体が観察さ

れ、EMRE はそれに対して 1:1 の割合で結合していることが分かった。報告された MCU-EMRE

複合体の立体構造において、マトリックス側に配向した EMRE の N 末端領域は MCU 四量体の

持つイオンの通過するゲート部分を開口状態で固定しており、過去に MCU、EMRE について行

われたトポロジー解析や変異体を用いた研究から得られた生化学的な知見と一致していた

[19,21,28–30]。 

更に、2020 年には Fan らが MCU-EMRE-MICU1 複合体の立体構造を報告した[31]。この論

文では HEK293細胞を組み換えバキュロウイルスを用いてMCU, EMRE, MICU1を過剰発現さ

せ、精製した複合体をカーボン製の支持膜へ塗布したものをクライオ電子顕微鏡によって解析し

て い る 。 そ の 結 果 、 得 ら れ た MCU-EMRE-MICU1 複 合 体 の 立 体 構 造 は

MCU:EMRE:MICU1=4:4:1の割合であった。また、MICU1は MCU と EMRE両方と相互作用し

ており、カルシウムユニポーターのチャネル孔に蓋をするような立体構造を取っていることが示さ

れている。この構造はCa2+濃度の上昇に従いMICU1の構造変化を起こし、相互作用が解消され

ることでチャネル孔の蓋を開き、Ca2+を取り込ませることが示唆されている。 
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1.5 カルシウムユニポーターを構成する調節サブユニットの機能 

 Ca2+取込機能に必須なコアサブユニット (MCU, EMRE)以外の 5 種類のサブユニットは

Ca2+取込みを制御する調節サブユニットとして、その機能が調べられている。MICU1, MICU2

は MCU による Ca2+取込みの制御因子として協調的に働くことが知られており[32–34]、MICU1

はCa2+選択性にも関与している[35]。また、MICU3は脳特異的に発現しているサブユニットとして

知られており、神経機能に関わる Ca2+シグナリングに関与していることが示唆されている[17,34]。

MCUR1はMCUとEMREが形成するオリゴマーの安定性に寄与しており、Ca2+取込みの閾値を

制御していることが報告されている[36,37]。一方で、ミトコンドリアの Ca2+取込みは組織間によっ

て異なること[38]、また病態や細胞の状態等によってもその取込活性が変化することが明らかに

されている[39–42]。このことから、これまでに同定されたカルシウムユニポーターの関連分子の

特性をさらに解析することによって、上述したミトコンドリア Ca2+取込機能が異なるメカニズムにつ

いて明らかにできると考えられる。しかしながら、現在明らかになっているこれらサブユニットの

“個々の”活性調節機構だけでは組織間をはじめとする生体内におけるカルシウムユニポーター

の活性の違いや変化といった Ca2+取込機能の調節メカニズムを完全に説明することは出来てい

ない。 

 

 

1.6 イオンチャネルを構成するサブユニットの化学量論比 

複数のタンパク質種によって構成される複合体の場合、その機能がタンパク質の構成比（化学

量論比）によって制御されている例が報告されている[43–45]。このことから、複雑なミトコンドリア

Ca2+取込機能の調節メカニズムを理解するために、個々のサブユニットの調節機能だけでなく、

複合体を構成するサブユニットの化学量論比が関与している可能性がある。 

特に、イオンチャネルにおいて、構成要素となっているサブユニットの化学量論比によってチャ

ネルの性質を変化させる例としては、細胞膜に存在するカリウムイオンチャネル Kv4.2 が報告さ

れている。Kv4.2 四量体に結合する KChIP サブユニットの数はカリウムイオンチャネルの輸送活

性に影響を与えることが知られている[43]。Kv4.2 と KChIP の化学量論比はイオンチャネルの不

活性状態からの回復までの時間に影響を与える。そのような報告に基づくと、カルシウムユニポ

ーターを構成しているMCU と EMREの化学量論比もまたミトコンドリアカルシウム取込みの性質

に関与する可能性がある。しかし、ミトコンドリアにおける MCU と EMRE の化学量論比は未だ調

べられてはいない。 
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1.7 目的 

以上のような背景から、本研究では、ミトコンドリアにおける MCU と EMREの化学量論比を明

らかにすることを目的として、まず組織や細胞から単離したミトコンドリアにおける MCU と EMRE

のタンパク質量を定量的に解析する手法を構築した。この手法を用いて、様々な組織から単離し

たミトコンドリアにおけるMCUとEMREのタンパク質量を定量し、この結果から生体内のミトコンド

リアにおいてMCU-EMRE複合体が実際にどのような化学量論比で存在しているのかを明らかに

することを試みた。さらに、得られた結果を基に、MCU‐EMREの化学量論比とミトコンドリア Ca2+

取込活性との関係性について考察した。  
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第2章 結果および考察 

 

2.1 緒言 

 カルシウムユニポーターはミトコンドリアの Ca2+取込みを担う、複数のサブユニットから構成され

るイオンチャネルである。現在、7 種類のサブユニットが同定されており、それらの機能と構造の

解析が急速に進められている。しかし、現在明らかになっているサブユニットの機能や活性調節

機構だけでは厳密に制御されているミトコンドリアCa2+取込機能のメカニズムを完全に説明するこ

とは出来ていない。 

他方で、細胞膜に存在する電位依存性カリウムイオンチャネル (Kv4.2)と複合体を形成するこ

とが知られている KChIP4 は Kv4.2 の四量体に対して一定の化学量論比を取らず、両者の相対

的な発現レベルに応じて量比が変化する[43]。この可変的な化学量論比はカリウムイオンチャネ

ルの性質を変化させ、心筋の興奮性に寄与していると考えられている。この報告と同様に、MCU

の四量体に対する EMREの結合数は常に一定ではなく、両者の相対的な発現レベルがミトコンド

リアの高度な Ca2+取込機能の制御様式に関与している可能性がある。 

 そこで本研究では、哺乳類ミトコンドリア中のMCU, EMREのタンパク質量を定量することによっ

て、ミトコンドリアにおけるMCU, EMREの化学量論比を明らかにすることを試みた。 

 

 本研究では、マウスの脳、心臓、肝臓、腎臓および汎用的な実験用培養細胞である HeLa 細胞

のミトコンドリアに含まれるMCUとEMREのタンパク質量を抗原抗体反応によって調べた。まず、

MCU および EMRE に対する複数の抗体を調製し、定量的解析に適した特性を有する抗体を選

出した。次に、マウスの MCU および EMRE の両タンパク質を大腸菌発現系等によって調製後、

逆相HPLCで精製し、これらをMCUおよびEMREの標準タンパク質とした。続いて、既知量の標

準タンパク質とマウスの各組織（脳、心臓、肝臓、腎臓）から単離したミトコンドリアに対して、ウェ

スタンブロッティングを行った。得られた標準タンパク質に由来するバンドのシグナル強度から検

量線を作成し、この検量線に単離ミトコンドリアから得られるシグナル強度を当てはめることによっ

て、ミトコンドリア中の MCU および EMRE のタンパク質量を算出した。最終的に、両サブユニット

のタンパク質量を基に、カルシウムユニポーターにおける MCU と EMRE の化学量論比を推定し

た。 
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2.2 結果 

2.2.1 抗 MCU抗体および抗 EMRE抗体の調製と特異性の評価 

 抗原抗体反応を用いてMCUと EMREの定量的解析を行うためには、それぞれのタンパク質に

対して高い特異性を有する抗体は必要不可欠である。そのため、まずMCUとEMREに対する抗

体を新たに調製し、それらの抗体と市販品として購入可能な抗体を含めてそれらの特異性を評価

した。 

本研究で採用した市販品として購入可能な抗ヒト MCU 抗体は、ヒト MCU の N 末端領域 

(His47-Val152)の組み換えタンパク質を抗原として使用して調製されたものである (ABMCU1) 

(Fig. 2-1)。これに加えて、マウスMCUの Ala214-Thr232, Lys304-Ala322, Asn317-Leu341に

相当する 3 種類のペプチドを合成した。これらのペプチドを抗原として、3 種類の抗血清を調製し

た (それぞれ ABMCU2, ABMCU3, ABMCU4 [Fig. 2-1])。なお、マウスMCU とヒトMCUにおけるタン

パク質の同一性はほぼ 100%であることを確認しており、ヒト MCU とマウス MCU 間で高い免疫

交差性が予測される (Fig. 2-2)。 

 

 

Fig. 2-1 マウス MCUにおける本研究で用いた抗体の認識部位 

マウス MCU のドメインおよびモチーフを示した。それぞれの名称と領域は以下の通りである；MTS：ミトコンドリア

移行シグナル  (Met1-Thr49)、NTD：N 末端ドメイン  (Val74-Arg164)、CC：コイルドコイルドメイン  (CC1：

Ile191-Arg220, CC2：Arg310-Gln338)、TM：膜貫通領域 (TM1：Leu233-Glu256, TM2：Val265-Val282)。本研

究で使用した 4種類の抗マウスMCU抗体(ABMCU1-4)の認識部位をそれぞれ太線で示した。 
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Fig. 2-2 ヒト MCU とマウス MCUにおけるアミノ酸配列の比較 

ヒト MCU (Uniprot ID:Q8NE86)およびマウス MCU (Uniprot ID:Q3UMR5)のアミノ酸配列を示した。アスタリスク 

(*)は両者で一致しているアミノ酸残基を示し、ドット (“.”または“:” )は両者で性質が類似しているアミノ酸残基を

示している。各抗 MCU抗体 (ABMCU1～ABMCU4)の認識部位は赤字と下線で示した。 
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これらの抗体の特異性を評価するために、マウス脳および HeLa 細胞から単離したミトコンドリ

アに対して、それぞれの抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。 

Fig. 2-3 ウェスタンブロッティングによる各抗マウスMCU抗体の特異性の評価 

マウス脳および HeLa細胞から単離したミトコンドリアをそれぞれ 5.0 µg、10.0 µg使用し、SDS-PAGEに供した。

泳動後、CBB 染色 (CBB)および各抗 MCU 抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った (ABMCU1～ABMCU4)。

成熟MCU と同じ移動度を示すバンドを矢印で示した。ABMCU1および ABMCU4において非特異的な反応によって

検出されたバンドはそれぞれアスタリスク (*, **)で示した。 

 

マウス MCU の Met1-Thr49 はミトコンドリア移行シグナル (MTS, mitochondrial targeting 

signal)として機能しており、MCU がミトコンドリアへ移行した後に切断を受け、成熟 MCU となる 

(Fig. 2-1)。Fig. 2-3においてABMCU1～ABMCU4を用いたウェスタンブロッティングの結果、免疫反

応性のバンドが明瞭に検出され、その移動度はマウスおよびヒト成熟 MCU の推定分子量 (それ

ぞれ 34843.02, 35027.34)と一致していた (Fig. 2-3)。また、ABMCU2および ABMCU3では MCU

との免疫反応は見られなかった。原因は不明だが、免疫した抗原が形成する二次構造と

SDS-PAGE での変性条件下における検出タンパク質 (MCU)の構造との違いが可能性として考

えられる。ABMCU1 を用いた結果では、高分子量側 (約 58 kDa)に免疫反応性のバンドが検出さ

れた。また、ABMCU4では成熟MCUよりわずかに高分子量側に同様のバンドが検出された。以上

より、最も明瞭にMCUを示すバンドが検出されたABMCU1がMCUの定量的な解析に適している

と判断した。 
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Fig. 2-3において ABMCU1の高分子量側に検出されるバンドがMCUを含んだ複合体を検出し

たバンドであるか、非特異的な免疫反応性の結果検出されたバンドであるか明らかにするために、

MCU 欠損 HeLa 細胞から単離したミトコンドリアを同様にウェスタンブロッティングに供した (Fig. 

2-4)。その結果、30 kDa周辺の成熟MCUを示すバンドは完全に消失した一方で、高分子量側で

検出されるバンドは野生型と同様に MCU を欠損させた場合にも検出された。これは高分子量側

のバンドが MCUオリゴマーなどではなく ABMCU1が他のタンパク質と特異的に反応して見られた

バンドであることを意味している。これらの結果から、ABMCU1 において MCU を示すバンドは 30 

kDaに検出されるバンドだけであることが分かった。このことから、このバンドのシグナル強度を用

いてMCUの定量的解析を行うこととした。 

 

 

 

Fig. 2-4 MCU欠損 HeLa細胞 (MCU-KO)に対する ABMCU1の反応性 

野生型の HeLa細胞 (WT)およびMCUがノックアウトされた HeLa細胞 (MCU-KO)から単離したミトコンドリアを

それぞれ 10 µg/レーンで SDS-PAGEに供し、ABMCU1を用いたウェスタンブロッティングを行った結果。ローディン

グコントロールとして、ヒト OXA1L を抗 OXA1L抗体 (Santa Cruz, sc-136011)で検出した。 
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EMREに関しても、マウス成熟EMREのN末端領域にあたるVal48-Ser64に相当する合成ペ

プチドを抗原として用いて ABEMRE1 を調製した (Fig. 2-5)。また、市販品として購入可能な抗

EMRE 抗体として、過去に複数の研究グループが使用している抗体 (anti-EMRE polyclonal 

antibody C22orf32 (C-12))を使用した (本研究では ABEMRE2 とする) [20,28,46,47]。 

 

 

Fig. 2-5 マウス EMREにおける抗 EMRE抗体 (ABEMRE1)の認識部位 

マウス EMRE におけるドメインおよびモチーフを示した。それぞれの名称と領域は以下の通りである；MTS：ミトコ

ンドリア移行シグナル (Met1-Ser47)、TM：膜貫通領域 (Phe65-Ile84)。また、本研究で使用した抗マウス EMRE

抗体 (ABEMRE1)の認識部位を太線で示した。 
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ABEMRE1 と ABEMRE2 を用いてマウス組織および HeLa から単離したミトコンドリアをウェスタン

ブロッティングに供した結果、両抗体で明瞭な免疫反応性のバンドが同じ移動度に検出された 

(Fig. 2-6)。MCUと同様に、EMREもミトコンドリア移行シグナルが切断されることで成熟EMREと

して機能する (Fig. 2-5)。Fig. 2-6 より、検出されたバンドの移動度はマウス成熟 EMREの分子

量 (6109.04)と一致していた。また、ABEMRE2は単一のバンドとして検出されたが、ABEMRE1では

高分子量側に非特異的な免疫反応性によるバンドが検出された。 

 

 

Fig. 2-6 ウェスタンブロッティングを用いた各抗 EMRE抗体の特異性の評価 

マウス脳および HeLa細胞から単離したミトコンドリアに対して、それぞれの抗 EMRE抗体 (ABEMRE1, ABEMRE2)

を用いたウェスタンブロッティングの結果と CBB 染色の結果を示した。成熟 EMRE と同等の移動度を示すバンド

を矢印で示した。 
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更に、両抗体で検出されたバンドが目的のタンパク質 (EMRE)を示すバンドであることを確認

するために、EMRE欠損HeLa細胞から単離したミトコンドリアをウェスタンブロッティングに供した。

その結果、野生型において 10 kDaに見られたバンドは完全に消失した (Fig. 2-7)。 

以上の結果から、EMREの定量的解析にはより EMREに対する特異性の高い ABEMRE2が適

していると判断した。 

 

 

Fig. 2-7 EMRE欠損 HeLa細胞 (EMRE-KO)に対する ABEMRE2の反応性 

野生型の HeLa 細胞 (WT)および EMRE がノックアウトされた HeLa 細胞 (EMRE-KO)から単離したミトコンドリ

アをそれぞれ 10 µg/レーンで SDS-PAGEに供し、ABEMRE2 を用いたウェスタンブロッティングを行った結果。ロー

ディングコントロールとして、ヒト OXA1L を抗 OXA1L抗体 (Santa Cruz, sc-136011)で検出した。 
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これまでの解析により、EMREの定量的解析に市販品として購入可能な ABEMRE2 が有用であ

ることが分かった。しかし、この抗体が認識する抗原のエピトープ領域は公表されておらず、明ら

かとなっていない。そこでABEMRE2を定量的な解析に用いるために、ABEMRE2の認識部位の推定

を試みた。 

本抗体の認識部位を調べるために、抗原となる EMRE について、様々な領域の欠損変異体を

作製し、それらに対する免疫反応性を比較することにした。最初に、大腸菌による EMRE 欠損変

異体タンパク質の調製を試みたが、大腸菌発現系での EMRE の発現は困難であった (データは

示さない)。これまでに、当研究室では、本来ミトコンドリア Ca2+取込機能を持たない酵母ミトコンド

リアにマウスの EMRE を機能的に発現させる実験系（酵母再構成系）の構築に成功している

[21,29]。そこで、酵母再構成系を利用して、特にマウスEMREのC末側領域に注目して構築した

欠損変異体を酵母ミトコンドリアに発現させ、この酵母から単離・調製したミトコンドリアを用いて、

ABEMRE2の抗体認識部位に関する解析を進めることを試みた(Fig. 2-8, 2-9) [21,22]。 

 

 

Fig. 2-8 酵母発現系を用いた EMRE欠損変異体の発現・再構成 

酵母ミトコンドリアにおけるマウス EMRE欠損変異体および MCUの発現と再構成。カルシウム取込機能はヒトか

ら真菌に至るまで広く保存されているが、酵母ミトコンドリアでは欠損しており、これらの内在的な発現が見られな

い。そのため、哺乳類の MCU, EMRE の酵母発現用発現ベクターを導入することで機能的な各サブユニットを発

現・再構成することができる。 
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Fig. 2-9 作製したマウス EMRE欠損変異体の配列 

完全長のマウス EMRE および作製したマウス EMRE の欠損変異体。それぞれ C 末端側にエピトープタグとして

MYC タグを融合した。 
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酵母へMCUおよびEMRE欠損変異体の発現ベクターを導入後、単離・調製した酵母ミトコンド

リアをウェスタンブロッティングに供することで、ミトコンドリアに発現している各種マウス EMRE 欠

損変異体への ABEMRE2の反応性を調べた (Fig. 2-10)。 

Fig. 2-10 ウェスタンブロッティングによる ABEMRE2における認識部位の推定 

(A) Fig. 2-9で示した各MYC タグ融合 EMRE欠損変異体および FLAG タグ融合MCUを発現した酵母から単離

したミトコンドリア (10 µg/レーン)を用いたウェスタンブロッティングの結果。EMRE タンパク質の検出には

ABEMRE2および抗MYC抗体を用いた。抗MCU抗体によって検出された 2本のバンドはそれぞれ上が未成熟な

MCU、下が成熟MCUを示す。ローディングコントロールとして、PiCを特異抗体で検出した。 (B) 各 EMRE欠損

変異体に対するABEMRE2の相対的な反応性を示した。ABEMRE2で検出された各バンドのシグナル強度を抗MYC

抗体で検出されたバンドのシグナル強度で割った値を相対的な反応性とした。 

 

Fig. 2-10Aより、全てのEMRE欠損変異体の発現を抗MYCタグ抗体を用いて確認することが

できた。また、抗FLAG抗体における結果から、全ての酵母ミトコンドリアにおいてMCU-FLAGの

共発現を確認した。次に、ABEMRE2 において、抗 MYC タグ抗体で検出されたバンドと同じ移動度

に検出されたバンドのシグナル強度を比較することで ABEMRE2 の認識部位を推定した (Fig. 

2-10B)。なお、抗 MYC タグ抗体での検出結果より、各 EMRE 欠損変異体の発現量はそれぞれ

異なっていることが分かっている (Fig. 2-10A)。このことから、ABEMRE2における検出結果は抗原

のエピトープの欠損による影響以外にそれぞれの発現量を反映していることが予想される。その

ため、発現量の差を補正するために、抗 MYC 抗体で検出されたバンドのシグナル強度を基にし

て、完全長のEMREに対する相対的な免疫反応性 (EMRE/MYC)を算出し、これらの比較を行っ

た。 
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その結果、ABEMRE2 は Leu91-Glu101 を欠損した EMRE 変異体 (EMREΔ91-101-MYC)に

対して反応性を示さなかった。このことから、ABEMRE2 の認識部位は主にマウス EMRE の

Leu91-Glu101に位置していると結論した。 

また、ABEMRE1 と ABEMRE2 における認識部位のアミノ酸配列はマウス EMRE とヒト EMRE で

完全に一致しており、これらの抗体がマウスEMREだけでなくヒトEMREにも使用できることが確

認された (Fig. 2-11)。 

 

Fig. 2-11 ヒト EMRE とマウス EMREにおけるアミノ酸配列の比較 

ヒト EMRE (Uniprot ID:Q9H4I9)およびマウス EMRE (Uniprot ID:Q9DB10)のアミノ酸配列を示した。アスタリスク 

(*)は両者で一致しているアミノ酸残基を示し、ドット (“.”または“:” )は両者で性質が類似しているアミノ酸残基を示

している。各抗 EMRE抗体 (ABEMRE1, ABEMRE2)の認識部位は青字と下線で示した。 

 

 

以上の結果より、MCU と EMRE の定量的な解析を行うために最適な抗体を、それぞれ

ABMCU1, ABEMRE2 とし、これらの抗体を以降の MCU, EMREのタンパク質レベルでの定量解析

に用いることとした。 
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2.2.2 標準タンパク質としての MCUおよび EMREの組み換えタンパク質の調製 

 マウス MCU の Met1-Thr49 はミトコンドリア移行シグナル (MTS, mitochondrial targeting 

signal)として機能しており、MCU がミトコンドリアへ移行した後に切断を受け、成熟 MCU となる 

(Fig. 2-12)。大腸菌内ではMTSの切断が起こらないため、大腸菌発現系を用いて成熟 MCUの

標準タンパク質を調製する場合はMTSを予め除く必要がある。この考えを基に、MTSを除いたマ

ウスMCUのタンパク質コード領域 (Ala50-Glu350)を大腸菌発現用ベクターpET-3aに組み込ん

だ。これを用いて大腸菌 BL21(DE3)plysS を形質転換し、そのライセートを CBB 染色およびウェ

スタンブロッティングに供することで成熟 MCUの発現を確認した (Fig. 2-13)。 

 

 

Fig. 2-12 マウス MCUにおけるミトコンドリア移行シグナルと成熟 MCU 

成熟 MCU (Ala50-Glu350)の領域を太線で示した。 

 

 

大腸菌において成熟 MCU を発現させた場合、その発現タンパク質の大部分は細胞ライセート

遠心後の沈殿画分で得られることから、発現させたMCUは封入体として存在していることが示唆

された (Fig. 2-13)。その後、粗抽出したMCUについて逆相クロマトグラフィーを用いて精製した。

精製 MCU画分を SDS-PAGEに供し、泳動後のアクリルアミドゲルを CBB で染色したところ、成

熟 MCUの分子量 (34843.02)を示す移動度に明瞭な単一のバンドが検出された (Fig. 2-13、左

図)。更に、ABMCU1 を用いたウェスタンブロッティングでは対応するバンドへの特異的な反応を確

認した (Fig. 2-13, 右図)。 
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Fig. 2-13 MCU タンパク質の精製画分に対する CBB染色およびウェスタンブロッティング 

大腸菌発現系を用いて得られた成熟MCUタンパク質についてSDS-PAGEおよびウェスタンブロッティングに供し

た結果。ウェスタンブロッティングでは ABMCU1 を一次抗体として使用した。左から、空ベクターを導入した大腸菌

の Whole ライセート (“Whole”)、成熟 MCU の発現ベクターを導入した大腸菌の Whole ライセート、ライセート遠

心後の上清画分および沈殿画分、逆相クロマトグラフィーを用いて精製された成熟 MCU (“精製後”)をそれぞれ示

している。 

 

 

同様に、大腸菌発現系を用いたマウス成熟EMREの調製も試みたが、大腸菌におけるEMRE

タンパク質の発現量は極めて少なく、発現条件を様々に検討した場合にも、本研究で必要とされ

る EMRE タンパク質量を獲得できるような発現系構築は困難であった（データは示さない）。この

原因は不明だが、成熟 EMREの約 50%のアミノ酸残基は疎水性アミノ酸に分類されることから、

大腸菌における EMRE の発現量の低さはその疎水性の高さが関係している可能性が考えられ

る。 
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成熟 EMREは分子量 6109.04の小さなタンパク質であることから、次に成熟 EMRE全長の化

学合成を試みた。König らによって、ヒト EMRE はミトコンドリアに移行後 Arg52 の位置で切断さ

れることが過去に報告されている(Fig. 2-14)[46]ことから、マウス EMRE の Ser53-Asp107 を成

熟 EMRE として化学的に合成した。 

 

 

Fig. 2-14 マウス EMREにおけるミトコンドリア移行シグナルと成熟 EMRE 

成熟 EMRE (Ser53-Asp107)の領域を太線で示した。 

 

 

得られた成熟 EMRE を逆相クロマトグラフィーで精製後 SDS-PAGE に供し、泳動後のゲルを

CBB 染色した。その結果、合成タンパク質は単一のバンドとして検出され、他のタンパク質を示す

バンドは検出されなかった。また、ABEMRE2 を用いたウェスタンブロッティングでは CBB 染色で検

出されたバンドと同じ移動度に免疫反応性のバンドが得られた (Fig. 2-15)。 
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Fig. 2-15 化学合成した EMRE タンパク質に対する CBB染色およびウェスタンブロッティング 

化学的に合成した成熟EMREをSDS-PAGE後、CBB染色とウェスタンブロッティングに供した結果。ウェスタンブ

ロッティングには ABEMRE2 を一次抗体として使用した。 

 

 

続いて、得られた精製MCUタンパク質と化学合成したEMREタンパク質について、目的タンパ

ク質であることを確認する目的で、それぞれのタンパク質試料を Trypsin/Lys-C により消化し、得

られたペプチド試料に対して、LC-MS/MS 解析とそれに続くデータベース解析に供することにより、

各タンパク質のアミノ酸配列情報を解析した（Table 2-1, 2-2）。その結果、両タンパク質とも、マウ

ス MCU とマウス EMREのほぼ全領域をカバーするペプチドがそれぞれ同定され、目的のタンパ

ク質が得られていることが確認された。 
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1) 実験で得られたイオン質量 (Da)

2) イオン質量の理論値 (Da)

Table 2-1 組み換えMCUの MS/MS解析 

 

 

  

マウスMCU内

アミノ酸領域
ペプチド配列 修飾

実験での

質量1)
理論質量

2)
マウスMCU内

アミノ酸領域
ペプチド配列 修飾

実験での

質量1)
理論質量

2)

P54-R88
PASWQSVGAAYCSTVVPSDDVTV

VYQNGLPVISVR
3720.8406 3720.8457 I221-R225 IEISR 616.3546 616.3544

P54-R88
PASWQSVGAAYCSTVVPSDDVTV

VYQNGLPVISVR
3720.8416 3720.8457 T231-R251 TTLVLWGGLAYMATQFGILAR 2281.228 2281.2292

E94-R112 ERCQFTLKPISDSVGVFLR 2251.1777 2251.1782 Q286-R294 QEYVYPEAR 1153.5393 1153.5404

C96-K101 CQFTLK 795.3944 795.3949 Q286-R294 QEYVYPEAR 1153.5406 1153.5404

P102-R112 PISDSVGVFLR 1188.6503 1188.6503 Q286-R294 QEYVYPEAR Oxidation (Tyr) 1169.5339 1169.5353

Q113-R123 QLQEEDRGIDR 1357.6571 1357.6586 Q286-R294 QEYVYPEAR Oxidation (Tyr) 1169.5345 1169.5353

Q113-R123 QLQEEDRGIDR 1357.6578 1357.6586 Q286-R294 QEYVYPEAR Oxidation (Tyr) 1169.5349 1169.5347

Q113-R123 QLQEEDRGIDR 1357.6588 1357.6586 D295-K304 DRQYLLFFHK 1365.719 1365.7194

V124-R133 VAIYSPDGVR 1075.5671 1075.5662 D295-K304 DRQYLLFFHK 1365.7194 1365.7194

V124-R133 VAIYSPDGVR Oxidation (Tyr) 1091.5605 1091.5611 D295-K304 DRQYLLFFHK 1365.7202 1365.7194

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9393 1663.941 K308-K331
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

K
2853.4702 2853.4695

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9399 1663.941 K308-K331
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

K
2853.4727 2853.4695

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9406 1663.941 K308-R332
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

KR
3009.5623 3009.5706

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9409 1663.941 K308-R332
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

KR
3009.5674 3009.5706

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9409 1663.941 K308-R332
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

KR
3009.5698 3009.5706

L150-K163 LVINDLTYHVRPPK 1663.9417 1663.941 K308-R332
KSRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDL

KR
3009.5713 3009.5706

L150-R164 LVINDLTYHVRPPKR 1820.0425 1820.0421 S309-K315 SRFDLEK 893.4608 893.4607

L150-R164 LVINDLTYHVRPPKR 1820.0448 1820.0421 S309-K315 SRFDLEK 893.4612 893.4607

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.9056 1795.9064 S309-K315 SRFDLEK Oxidation (Phe) 909.4548 909.4556

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.9062 1795.9064 S309-K320 SRFDLEKYNQLK 1539.804 1539.8044

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.9069 1795.9064 S309-K320 SRFDLEKYNQLK 1539.8046 1539.8045

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.9069 1795.9064 S309-K331 SRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDLK 2725.373 2725.3745

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.907 1795.9064 S309-K331 SRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDLK 2725.376 2725.3745

R164-K179 RDLLSHEDAATLNDVK 1795.9071 1795.9064 S309-R332
SRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDLK

R
2881.4751 2881.4756

R164-K198
RDLLSHEDAATLNDVKTLVQQLY

TTLCIEQHQLNK
4107.1079 4107.106 S309-R332

SRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDLK

R
2881.4751 2881.4756

R164-K198
RDLLSHEDAATLNDVKTLVQQLY

TTLCIEQHQLNK
4107.1089 4107.106 S309-R332

SRFDLEKYNQLKDAIAQAEMDLK

R
2881.4753 2881.4756

R164-K198
RDLLSHEDAATLNDVKTLVQQLY

TTLCIEQHQLNK
4107.1104 4107.106 F311-K315 FDLEK 650.3273 650.3275

D165-K179 DLLSHEDAATLNDVK 1639.8033 1639.8053 F311-K320 FDLEKYNQLK 1296.6711 1296.6714

D165-K179 DLLSHEDAATLNDVK 1639.8051 1639.8053 F311-K320 FDLEKYNQLK 1296.6713 1296.6714

D165-K179 DLLSHEDAATLNDVK 1639.8069 1639.8053 F311-K320 FDLEKYNQLK 1296.6719 1296.6714

D165-K179 DLLSHEDAATLNDVK Oxidation (Ser) 1655.7944 1655.8002 Y316-K331 YNQLKDAIAQAEMDLK 1849.923 1849.9244

D165-K198
DLLSHEDAATLNDVKTLVQQLYT

TLCIEQHQLNK
3951.0054 3951.0049 Y316-R332 YNQLKDAIAQAEMDLKR 2006.0258 2006.0255

D165-K198
DLLSHEDAATLNDVKTLVQQLYT

TLCIEQHQLNK
3951.0142 3951.0049 D321-K331 DAIAQAEMDLK 1203.5814 1203.5805

T180-K198 TLVQQLYTTLCIEQHQLNK 2329.2102 2329.21 D321-K331 DAIAQAEMDLK Oxidation (Met) 1219.5765 1219.5756

T180-K198 TLVQQLYTTLCIEQHQLNK 2329.2124 2329.21 D321-R332 DAIAQAEMDLKR 1359.6818 1359.6816

T180-K198 TLVQQLYTTLCIEQHQLNK Oxidation (Tyr) 2345.2036 2345.2049 D321-R332 DAIAQAEMDLKR 1359.682 1359.6816

E199-R205 ERELVER 929.4935 929.493 D321-R332 DAIAQAEMDLKR 1359.6821 1359.6816

E199-R205 ERELVER 929.4938 929.493 D321-R332 DAIAQAEMDLKR 1359.683 1359.6816

E201-K210 ELVERLEDLK 1242.6815 1242.682 D321-R332 DAIAQAEMDLKR Oxidation (Met) 1375.676 1375.6755

E201-K210 ELVERLEDLK 1242.6818 1242.682 D321-R332 DAIAQAEMDLKR Oxidation (Met) 1375.6763 1375.6765

E201-K210 ELVERLEDLK 1242.6819 1242.682 D321-R332 DAIAQAEMDLKR Oxidation (Met) 1375.677 1375.6765

E201-K210 ELVERLEDLK 1242.682 1242.682 R332-R344 RLRDPLQVHLPLR 1611.9683 1611.9685

E201-K210 ELVERLEDLK 1242.6825 1242.682 R332-R344 RLRDPLQVHLPLR 1611.9683 1611.9685

L206-K218 LEDLKQQLAPLEK 1523.8555 1523.8559 R332-R344 RLRDPLQVHLPLR 1611.9688 1611.9685

L206-K218 LEDLKQQLAPLEK 1523.8563 1523.856 L333-R344 LRDPLQVHLPLR 1455.8676 1455.8674

L206-K218 LEDLKQQLAPLEK 1523.8571 1523.856 L333-R344 LRDPLQVHLPLR 1455.8678 1455.8674

L206-K218 LEDLKQQLAPLEK 1523.8573 1523.856 L333-R344 LRDPLQVHLPLR 1455.8682 1455.8674

Q211-K218 QQLAPLEK 925.5237 925.5233 D335-R344 DPLQVHLPLR 1186.6821 1186.6822

Q211-R220 QQLAPLEKVR 1180.6925 1180.6927 D335-R344 DPLQVHLPLR 1186.6821 1186.6822

Q211-R220 QQLAPLEKVR 1180.6931 1180.6928 D335-R344 DPLQVHLPLR 1186.6825 1186.6823

V219-R225 VRIEISR 871.5237 871.524 D335-R344 DPLQVHLPLR 1186.6826 1186.6823

V219-R225 VRIEISR 871.5242 871.524 D335-R344 DPLQVHLPLR 1186.6826 1186.6823
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Table 2-2 化学合成した EMREの MS/MS解析 

 

 

 

以上より、MCU と EMRE の組み換えタンパク質を高純度で得ることができたと結論づけ、これ

らを定量的解析における標準タンパク質として使用した。 

  

マウスEMRE内

アミノ酸領域
ペプチド配列 修飾

実験での

質量1)
理論質量

2)

S53-K59 SGAILPK 684.416 684.417

S53-K62 SGAILPKPVK 1008.6326 1008.6332

S53-K62 SGAILPKPVK 1008.6328 1008.6332

S53-R69 SGAILPKPVKMSFGLLR 1813.0631 1813.0648

S53-K86
SGAILPKPVKMSFGLLRVFSIVIPF

LYVGTLISK
3690.145 3690.1714

S53-K86
SGAILPKPVKMSFGLLRVFSIVIPF

LYVGTLISK
3690.156 3690.1714

S53-K86
SGAILPKPVKMSFGLLRVFSIVIPF

LYVGTLISK
3690.1658 3690.1714

S53-K86
SGAILPKPVKMSFGLLRVFSIVIPF

LYVGTLISK
3690.167 3690.1714

P58-K86
PVKMSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLI

SK
3023.7622 3023.7649

M63-R69 MSFGLLR 822.4412 822.4422

M63-R69 MSFGLLR 822.4415 822.4422

M63-R69 MSFGLLR Oxidation (Met) 838.436 838.437

M63-R69 MSFGLLR Oxidation (Met) 838.4363 838.437

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK 2699.5469 2699.5488

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK 2699.5479 2699.5488

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK Oxidation (Met) 2715.5376 2715.5395

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK Oxidation (Met) 2715.5403 2715.5412

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK Oxidation (Met) 2715.5413 2715.5412

M63-K86 MSFGLLRVFSIVIPFLYVGTLISK Oxidation (Met) 2715.5413 2715.5412

V70-K86 VFSIVIPFLYVGTLISK 1895.1156 1895.1172

V70-K86 VFSIVIPFLYVGTLISK 1895.1157 1895.1172

N87-D107 NFAALLEEHDIFVPEDDDDDD 2433.0088 2433.0132

N87-D107 NFAALLEEHDIFVPEDDDDDD 2433.0098 2433.0132

1) 実験で得られたイオン質量 (Da)
2) イオン質量の理論値 (Da)
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2.2.3 組織および培養細胞から単離したミトコンドリアでの MCU, EMREの定量解析 

 組織および培養細胞におけるミトコンドリアの MCU タンパク質量を明らかにするために、調製し

たMCU組み換えタンパク質と共に、マウス脳・心臓・肝臓・腎臓とHeLa細胞から単離したミトコン

ドリアをそれぞれ段階的に希釈して SDS-PAGE に供し、ウェスタンブロッティングを行った (Fig. 

2-16)。 
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Fig. 2-16 ミトコンドリア中の MCU タンパク質の定量 

標準タンパク質として調製した成熟MCUの組み換えタンパク質とマウス組織 (脳・心臓・肝臓・腎臓)および HeLa

細胞から単離したミトコンドリアを様々な量で ABMCU1 を用いたウェスタンブロッティングに供した。標準タンパク質

を泳動したレーンから検出されたバンドのシグナル強度を Image J によって定量し、検量線を作成した。作成した

検量線を用いて、ミトコンドリア中の MCU量を求め、平均を算出した (Table 2-3)。  
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MCU の組み換えタンパク質を泳動したレーンにおけるシグナル強度から、検量線を作成し、そ

の相関係数 (R2)が十分に高いことを確認した。得られた検量線を用いて、各組織とHeLa細胞の

ミトコンドリア中の MCU タンパク質の量を算出した。各ミトコンドリアを泳動したそれぞれのレーン

におけるシグナル強度に基づいて、それぞれのミトコンドリア 1 µgにおけるMCUの量を算出した。

スミルノフ・グラブス検定法を用いて棄却検定後、ミトコンドリア 1 µgにおけるMCUの量の平均を

算出し、これを各組織および HeLa 細胞からのミトコンドリア中の MCU の含有量とした (Table 

2-3)。 

組織および HeLa 細胞の MCU の SDS-PAGE における分離度は成熟 MCU の組み換えタン

パク質に比べてわずかに低移動度を示したが、この理由は不明である。成熟 MCU の組み換えタ

ンパク質には大腸菌での発現のために N 末端に Met が付加されている。タンパク質における 1

アミノ酸変異はしばしば SDS-PAGEにおけるタンパク質の移動度に影響を与える[48]。この N末

端に付加されたMetが成熟MCUにおける移動度の違いを与えている可能性がある。また、ミトコ

ンドリア上に存在する成熟 MCU の N 末端はこれまで実験的には確認されておらず、実際には

MCUのミトコンドリア移行シグナルは Thr49よりも下流で切断されている可能性が考えられる。ミ

トコンドリア移行シグナルの切断について、より詳細な解析が今後必要とされる。MCU と同様に、

EMREについても同様にミトコンドリア中のタンパク質量を算出した (Fig. 2-17, Table 2-3)。 
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Fig. 2-17 ミトコンドリア中の EMREの定量 

標準タンパク質として調製した成熟 EMRE の組み換えタンパク質とマウス組織 (脳・心臓・肝臓・腎臓)および

HeLa 細胞から単離したミトコンドリアを様々な量で ABEMRE2 を用いたウェスタンブロッティングに供した。MCU の

定量と同様に標準タンパク質を泳動したレーンから検出されたバンドのシグナル強度を Image Jによって定量し、

検量線を作成した。作成した検量線を用いて、ミトコンドリア中の MCU量を求め、平均を算出した (Table 2-3)。  
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Table 2-3 ミトコンドリア中の MCU, EMREの定量結果 
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2.2.4 認識部位の異なる抗体を用いた各標準タンパク質に対する免疫反応性の確認 

 2.2.3より、マウス各組織および HeLaから単離したミトコンドリア中のMCUおよび EMREの定

量をそれぞれABMCU1, ABEMRE2を用いて行った。しかし、実際にミトコンドリアで発現するMCUお

よび EMRE は細胞内で種々の翻訳後修飾を受けることが考えられる。翻訳後修飾を受けた場合、

そのアミノ酸残基周辺を認識する抗体の反応性は修飾のない組み換えタンパク質とは異なる可

能性がある。そこで、ここまでに得られた定量結果が抗体の特性により誤っていないことを確認す

る目的で、Fig2-3、2-6で得られた MCUおよび EMREに対する認識部位の異なる抗体を用いて

同様の定量工程を行い、使用する抗体間で得られるタンパク質定量値に大きな差異が生じない

かを調べた(Fig. 2-18)。 

Fig. 2-18 ABMCU4を用いたマウス肝臓および腎臓ミトコンドリアのウェスタンブロッティング結果 

(A) 使用した抗体 (ABMCU1, ABMCU4)の認識部位。 (B, C) 成熟 MCUの組み換えタンパク質とマウス肝臓 (B)

および腎臓 (C)から単離したミトコンドリアを SDS-PAGEに供し、ABMCU4を用いてウェスタンブロッティングを行っ

た結果。各バンドのシグナル強度は Image Jによって定量した。成熟 MCUの分子量を 34843.02 としてミトコンド

リア 1 µg中の MCUのモル数 (fmol/µg)を求めた。 

 

2.2.1より、MCUの検出を確認した抗体（ABMCU4）を用いて、同様の定量工程を行い、得られる

定量値に差が無いか調べた。Fig. 2-18, 2-19 より、認識部位の異なる抗体である ABMCU1 と

ABMCU4 でそれぞれ定量を行った結果、得られた値に有意な差はなく、両抗体はほぼ同じ反応性
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を示すことが分かった。このことから、MCUの翻訳後修飾等に由来する定量の誤差はほとんど無

く、本研究において、調製した標準タンパク質を用いたウェスタンブロッティングによる定量解析が

適正に実施されていることが確認された。 

Fig. 2-19 ABMCU1および ABMCU4を用いた定量結果の比較 

Fig. 2-18で得られた MCU標準タンパク質およびマウス肝臓、腎臓ミトコンドリアから単離したミトコンドリアのシグ

ナル強度から算出した MCUのタンパク質発現量。 

 

更に、同様に EMRE についても認識部位の異なる抗体（ABEMRE1）を用いて定量を行い、

ABEMRE2 での定量結果との比較を行った (Fig. 2-20)。その結果、両者の定量結果にはほとんど

差はなく、細胞内でEMREが受ける翻訳後修飾および抗体の認識部位による定量結果の差異は

ほとんど無いことが確認された。 
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Fig. 2-20 ABEMRE1を用いたマウス肝臓ミトコンドリアのウェスタンブロッティング結果 

(A) 使用した抗体 (ABEMRE1, ABEMRE2)の認識部位。 (B-C) 成熟 EMREの合成タンパク質とマウス肝臓から単

離したミトコンドリアを SDS-PAGE およびウェスタンブロッティングに供した結果。各バンドのシグナル強度は

Image J によって定量した。成熟 EMRE の分子量を 6109.04 としてミトコンドリア 1 µg 中の EMRE のモル数 

(fmol/µg)を求めた。 

 

2.2.5 ミトコンドリア上における MCU, EMREの化学量論比 

2.2.3および 2.2.4より、ミトコンドリアにおける MCU, EMRE タンパク質の発現量を明らかにし

た。定量結果および成熟MCUおよびEMREの分子量 (それぞれ 34843.02, 6109.04)に基づい

て、ミトコンドリア 1 µgあたりの各タンパク質のモル数 (fmol/µg of mitochondria)を算出した。更

にこの結果から、MCUの分子数に対する EMREの分子数の比を明らかにした (Table 2-3)。 

MCU-EMRE 複合体の化学量論比が両サブユニットの相対的な発現レベルに応じて変化する

場合、MCU と EMRE の比率から複合体の構成を確率的に推定することが可能である。これまで

の研究より、MCU単独で形成される四量体の立体構造や、MCU:EMRE = 4:4の MCU-EMRE

複合体の立体構造が報告されている[23–26]。これらの報告に基づいて、MCU 四量体に対して、

EMREが 0～4分子結合出来ると仮定した。二項分布における確立質量関数から、MCU四量体

に結合すると予想される EMRE の数 (0～4 分子)を算出して、それをヒストグラムにプロットした 

(Fig. 2-21)。 
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Fig. 2-21 MCU四量体に対して EMREが結合する数の確率分布 

マウス各組織およびHeLa細胞から単離したミトコンドリア中のMCUに対する EMREのモル比は Table 2-3に示

した。これをもとに二項分布における確率質量関数から MCU四量体に対して EMREが 0～4分子結合する確率

を計算し、ヒストグラムへプロットした。 

 

 

更に、Fig. 2-21に示した各複合体 (MCU:EMRE = 4:0, 4:1, 4:2, 4:3, 4:4)の存在確率に基づ

き、ミトコンドリア内膜に存在する各MCU-EMRE複合体の比を算出した。そして、これらの比率を

用いて、10 個の MCU 四量体を例として、様々な化学量論比の MCU-EMRE 複合体についてそ

の存在しうる割合を図として表した(Fig. 2-22)。 
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Fig. 2-22 MCU と EMREの量比に基づいたミトコンドリア内膜上における MCU-EMRE複合体

の構成 

本研究より、マウス組織および HeLa細胞において、ほとんどの MCU四量体には 0～3分子の EMREが結合し

ていることが示唆された。Fig. 2-21 に示した各構成比の複合体の確率をもとに、ミトコンドリア内膜上に存在する

MCU-EMRE 複合体の構成割合を示した。各組織中の MCU-EMRE 複合体の構成比とその割合を 10 個の

MCU-EMRE 複合体で表している。このモデルにおいて、EMRE を持たない不活性な複合体は灰色の背景で示し

た (Inactive)。EMREが1～3分子結合した複合体は機能的な活性を有していると考えられ、黄色の背景で示した 

(Active)。 
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2.3 考察 

 本研究では、MCUおよびEMREのタンパク質量を調べるために、組み換えMCUと化学的に合

成したEMREとミトコンドリア中のMCU, EMREをそれぞれウェスタンブロッティングで得られるバ

ンドのシグナル強度で比較した。この定量手法では、抗体に対して内因性のタンパク質と同等の

反応性を有する標準タンパク質が正確な定量を行うために必要となる。しかし、エピトープ配列内

に翻訳後修飾が存在する場合、抗体の反応性は標準タンパク質と内在性のタンパク質で異なる

可能性がある。実際、ABMCU1の認識配列内では Thr49で切断が、Ser92でリン酸化がヒトMCU

において報告されている[49,50]。本研究では、これらの翻訳後修飾の影響を考慮して、ミトコンド

リア中の MCUの量を異なる抗 MCU抗体 (ABMCU4, Asn317-Leu341を抗原として使用)でも同

様に定量した。その結果、認識部位の異なる ABMCU4と ABMCU1でほぼ同等のMCU量が算出さ

れた。これは本研究における MCU の定量において翻訳後修飾の影響はほとんど無いことを示し

ている。他方で、EMRE はミトコンドリア移行後 Arg52 で切断されることが報告されており[46]、他

の切断箇所は報告されていない。ABEMRE1 を用いてミトコンドリア中の EMRE 量を調べた結果、

ABEMRE2 での定量結果と同じ値が得られたことから、EMRE についても翻訳後修飾は定量に影

響を与えていないことを確認した。 

 本研究において、ミトコンドリア中の MCU および EMRE のタンパク質量が初めて明らかにされ

た。結果より、MCU のタンパク質量 (pg/µg)および分子数 (fmol/µg)はいずれのマウス組織、

HeLa 細胞のミトコンドリアでも EMRE に対して大きいことが明らかとなった (Table 2-3)。マウス

肝臓ミトコンドリアにおいて、MCUのタンパク質量はミトコンドリア 1 µgあたり 385 pgであり、肝臓

ミトコンドリアのタンパク質全体の約 0.04%(w/w)をMCUが占めることを示している。ミトコンドリア

において豊富に存在するタンパク質の 1 つである電位依存性アニオンチャネルは約 0.4%(w/w)

である[48]。これらのデータは MCU がミトコンドリア内ではあまり豊富なタンパク質ではないという

ことを示しており、カルシウムユニポーター複合体の数は比較的少数であることを示唆している。

この発見はカルシウムユニポーター阻害剤である Ru360 の結合解析の結果から、ミトコンドリア

内のカルシウムユニポーターは少数であるとする過去の知見と一致する[51]。 

 いくつかの研究グループで酵母ミトコンドリアはカルシウム輸送活性が欠損していることが確認

されている[21,52,53]。哺乳類 MCU 単独で酵母に発現させても酵母ミトコンドリアにおいて Ca2+

取込活性は得られなかったが、哺乳類 MCU と EMRE の共発現では再構成された[21,52]。これ

はMCUとEMRE両方がミトコンドリアCa2+取込機能にとって必須の因子であることを示唆してい

る。言い換えると、EMREの無いMCU複合体 (逆に、MCUの無い EMRE複合体)は Ca2+取込
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みを示さない。本研究において、全ての組織と HeLa細胞のミトコンドリア中の EMREはMCUの

量に対して明らかに少なかった。この結果は生理的条件下において EMRE のタンパク質量が機

能的なカルシウムユニポーターの量を決めるボトルネックとなっていることを示唆しており、EMRE

の量がミトコンドリア Ca2+取込活性を制御している可能性がある。実際、Kirichok らがパッチクラ

ンプ法を用いてマウス組織間でのミトコンドリア Ca2+取込活性を調べた結果、肝臓および腎臓の

Ca2+取込活性は心臓に比べ高いことが分かっている[38]。本研究において、肝臓および腎臓の

EMRE量は心臓よりも大きく、組織間でのCa2+取込活性の差とEMRE量の差には相関が見られ

た。 

最近の研究では、Wang らがクライオ電子顕微鏡を用いて人工脂質膜である nanodiscに再構

成したヒト MCU と EMRE の複合体の立体構造を報告した。複合体中の MCU と EMREの化学

量論比は 4：4であり、複合体中でそれぞれのMCUに EMREが結合していた[27]。予期せぬこと

に、本研究においてミトコンドリア中の MCU と EMRE の化学量論比が 4：4 では無いことが明ら

かとなった。実際には、各組織および HeLa細胞のミトコンドリア中の EMREの分子数 (fmol/µg)

はMCUに比べておよそ 2～7分の 1程度であった (Table 2-3)。ミトコンドリア中のMCU, EMRE

の化学量論比はこの場合どうなるのだろうか？ある種のカリウムイオンチャネル (Kv4.2)につい

て、Kitazawa らが Kv4.2 四量体と KChIP サブユニットの化学量論比を報告している[43]。1～4

分子の KChIP がランダムに結合した Kv4.2 四量体が存在し、Kv4.2 四量体に結合する KChIP

の数はその発現量によって増加することがアフリカツメガエル卵母細胞において報告されている。

この知見に基づくと、EMREがMCU四量体に対してEMREの発現レベルに応じて確率的に結合

する場合、ミトコンドリア内膜上において 4 分子の EMRE が結合した MCU 四量体は極めて少な

いことが予測される。また、組織によって複合体中のEMRE分子の数は異なり、脳ではEMREが

1～2分子結合した複合体が主要な複合体であり、肝臓では 1分子、腎臓と心臓では半分以上の

MCU四量体が EMREの結合していない状態であることが推定された (Fig. 2-21, 2-22)。近年、

Payne らが 4 分子の MCU と 1 分子の EMRE をタンデムに結合した融合タンパク質を用いて

EMRE1 分子が結合した MCU 四量体が Ca2+取込活性を有することを報告した[54]。この報告は

ミトコンドリア上において EMRE1 分子が結合した MCU 四量体が主要な複合体の化学量論比で

あることを示した今回の結果を支持している。本発見はミトコンドリア上においてMCUが様々な分

子数の EMRE と結合して存在しており、EMREが発現量としてだけではなく MCU四量体に結合

する数によって組織・細胞間におけるミトコンドリア Ca2+取込みの精密な制御を可能としているこ

とを示唆している。MCU四量体に結合するEMREの数がCa2+取込活性やCa2+取込みの閾値な
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どの性質に影響を与えるかどうかを明らかにするには、より定量的な研究が今後必要となる。こ

のためには、他の組織とは異なり MCU 四量体に対して 2 分子の EMRE が結合した複合体がメ

ジャーである脳ミトコンドリアにおける Ca2+取込活性の解析が有用であると考えられる (Fig. 2-21, 

2-22)。 

Fan らは最近、組み換えバキュロウイルスを用いてヒト MCU、EMRE、MICU1、MICU2 を

HEK293細胞に発現させ、MCU-EMRE-MICU1複合体の立体構造をクライオ電子顕微鏡で観察

した[31]。その結果、MCU と EMRE は 4:4 の割合で結合していることがわかった。これは

MCU-EMRE 複合体を解析した Wang らの論文においても同様である[27]。これらの結果と今回

の結果が異なる理由は不明である。我々はマウス組織から単離したミトコンドリアを用いて内在性

のMCU, EMREを定量・解析したが，Fan らはバキュロウイルスで各サブユニットを高発現させ、

精製した複合体をカーボン膜上で解析していた。各サブユニットの量や実験条件の違いにより、

複合体を構成するサブユニットの組成が変化している可能性がある。この問題を明らかにするた

めには、より詳細な研究が必要である。さらに，Payne らの Native PAGE による結果では，

HEK293T で 4：2 の複合体が検出され，この形態が MICU1 のゲートキープに必要であると結論

付けている[54]。FanらもMICU1による低濃度Ca2+条件下でのCa2+取込活性の抑制には少なく

とも 2 つの EMRE が必要であることを示唆している[31]。本研究では，MCU と EMRE の化学量

論的比のみに着目したが，この比率はMICU1やMICU2など他のサブユニットによって影響を受

ける可能性がある。 

 二項分布を用いた計算によって、解析した組織や細胞のミトコンドリアにおいて MCU 四量体の

大部分が EMRE を結合していない状態で存在していることが示唆された。これまでの研究から、

MCU単独の複合体はCa2+取込活性を持たないことが分かっている (Fig. 2-22)[21,52]。このよう

にカルシウムユニポーターの大部分が不活性な状態で存在している理由は不明である。Liu らは

筋ジストロフィー様の表現型を示す LAMA2 ノックアウトマウスにおいて EMRE の発現レベルが

MCU に対して顕著に上昇したことを報告した[55]。また、Chen らは HINT2 の過剰発現させた

Bx-PC3 細胞において MCU の発現量は変わらない一方で、EMRE の発現量の上昇を報告して

いる[56]。これらの知見はミトコンドリアの Ca2+取込みが様々な刺激に応答して変動する EMRE

の発現レベルによって制御されている可能性を示唆している。このような制御を可能とするために、

生理的条件下において不活性なカルシウムユニポーターが適切な量で維持されている可能性が

ある。 

 本研究により、マウスミトコンドリアにおいてMCUおよびEMREのタンパク質量が初めて定量的
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に比較され、ミトコンドリア中のMCU, EMREの化学量論比が組織・細胞間で様々であることが明

らかとなった。この発見はミトコンドリア Ca2+取込みの制御メカニズムに対して新たな知見を与え

るものである。 

カルシウムユニポーターの最初の構成分子が発見されてから10年が過ぎたが、未だ単一の構

成分子に焦点を当てた研究が中心的に世界中で展開されている。本研究で取り上げた構成分子

間の化学量論比の解析法やそこから得られた知見は、これまでに報告された個々の構成分子に

関する知見を横断的に統合し、生体内におけるカルシウムユニポーターの複雑な制御機構を理

解する鍵となると考えられる。今後、MCU と EMRE以外の全構成分子に対する化学量論比の解

析法が確立され、構成分子に対する病態時・病態部位における化学量論比の変化を時空間的に

解析したデータが蓄積されることにより、カルシウムユニポーターを標的とする創薬の新たな展開

につながることを期待する。 
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2.4 実験方法 

2.4.1 実験に用いた試薬および材料、機器  

［］内はコード番号を示す。 

合成オリゴヌクレオチド、プライマー：FASMAC 

制限酵素：New England Biolabs, Roche, TOYOBO 

ダルベッコ変法イーグル培地「ニッスイ」②（DMEM）：日水製薬株式会社［05919］ 

組織培養用ディッシュ（100 mm, 60 mm, 6well, 24 well, 48 well）：IWAKI 

Lipofectamine 2000 transfection reagent：Invitrogen［11668-019］ 

Opti-MEM：Invitrogen［31985-062］ 

L-Glutamine：Nacarai tesque［01102-82］ 

ピューロマイシン二塩酸塩：WAKO［160-23151］ 

hygro gold：invivogen［anti-hg-1］ 

Ex Taq HS：TaKaRa［RR006A］ 

BCA Protein Assay kit：Thermo Scientific［23227］ 

Calcium GreenTM-5N：Invitrogen［C-3737］ 

T4 DNA ligase：ニッポンジーン［311-00404］ 

Can Get Signal：TOYOBO［NKB-101］ 

抗MCU抗体：SIGMA［HPA016480］ 

抗 EMRE抗体：Santa Cruz［sc-86337］ 

X線フィルム：フジフィルム［47410 26619］ 

 

分光蛍光光度計：HITACHI F-2700 

DNAシーケンサー：ベックマン・コールター CEQ8000 

 

その他の試薬は全て市販特級品を用いた。 
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2.4.2 マウス組織および HeLa細胞からのミトコンドリア単離 

 11 週齢のオス Slc:ddY マウスから脳・心臓・肝臓・腎臓由来ミトコンドリアの単離を行った[53]。

マウス各組織を+EDTA medium (250 mM sucrose, 2 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.4)中で

細かく刻み、850 rpm, 15 min/stroke でホモジナイズした (脳・肝臓・腎臓：1 stroke, 心臓：2 

stroke)。得られたホモジネートを 800 xg, 4℃, 5 min遠心し、核や赤血球、未破砕の細胞などを

含む画分を沈殿とした。上清の 3/4 量を新しい遠沈管に移し、同条件で再び遠心した。その上清

を 6800 xg, 4℃, 10 min遠心することで得られた沈殿をミトコンドリア画分の粗抽出物とした。これ

を少量の+EDTA medium に懸濁後、同条件で再び遠心を行った。その後、沈殿を再懸濁、

17400 xg, 4℃, 10 min遠心した。得られた沈殿を-EDTA medium (250 mM sucrose, 2 mM 

Tris-HCl, pH 7.4)に懸濁後、同条件で再び遠心した。その後、沈殿を-EDTA mediumに再懸濁し、

これをミトコンドリア懸濁液とした。ミトコンドリア懸濁液中のタンパク質濃度は標準物質に BSA を

用いた BCA法によって決定した。 

 HeLa 細胞からのミトコンドリアの単離は Schmitt らの方法を参考にして行った[57]。8x106 

Cell/dishの細胞を 100 mm dish上で 3日間 DMEM培地を用いて培養した。その後、単離メディ

ウム (300 mM sucrose, 5 mM Tris-HCl, 200 µM EGTA, pH 7.2)で洗浄後、細胞を回収して

9000 xg, 5 min遠心した。沈殿を単離メディウムに再懸濁後、1150 rpm, 1 min/strokeでホモジナ

イズした (5 stroke)。得られたホモジネートを 800 xg, 5 min遠心した。この上清を新しい遠沈管

に移し、再度 9000 xg, 10 min遠心した。その後、沈殿を単離メディウムに懸濁してこれをミトコン

ドリア懸濁液とした。ミトコンドリア懸濁液中のタンパク質濃度は同様にBCA法によって決定した。 

 

2.4.3 CRISPR/Cas9系による MCU ノックアウト細胞および EMRE ノックアウト細胞の樹立 

 MCUノックアウト細胞および EMREノックアウト細胞はCRISPR/Cas9系を用いて樹立した[58]。

まず、ヒト MCU遺伝子の exon3およびヒト EMRE遺伝子の exon1内においてターゲット配列を

デザインした(Table 2-4)。Table 2-4 に示した合成オリゴ DNA を sgRNA 発現ベクターである

pSpCas9 (BB)-2A-Puro (Addgene, #48139)へ挿入した。作成したこれらのプラスミドをそれぞ

れ HeLa細胞へトランスフェクション後、HeLa細胞を 2 µg/mL Puromycinを含む DMEMで選択

した。その後、得られたシングルコロニーをクローニングすることでそれぞれのノックアウト細胞を

得た。細胞は PCRおよび DNAシーケンシングによってジェノタイピングを行った。 
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Table 2-4 ヒト MCUおよびヒト EMREにおけるターゲット配列およびオリゴ DNA 

「U or R」はセンス鎖（U）またはアンチセンス（R）の区別を示す。 

太字で示した配列は標的遺伝子の CDS内の配列と相補的なターゲット配列を示す。 

標的遺伝子 名称 U or R 塩基配列 (5’-3’) 

human MCU 
GE3526 U CACCTGACAGCGTTCACGCCGGGA 

GE3527 R AAACTCCCGGCGTGAACGCTGTCA 

human EMRE 
GE3967 U CACCGGCTAGTATTGGCACCCGTC 

GE3968 R AAACGACGGGTGCCAATACTAGCC 

 

2.4.4 MCUおよび EMREの酵母発現ベクターの構築と酵母への導入 

 酵母における MCU と EMREの発現ベクターの構築には pYO326/TDH3p (URA3 or LEU2)を

使用した[21]。これはグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼのプロモーターとセレクション

マーカーとして URA3 または LEU2 を持つマルチコピーベクターである。マウス EMRE (Uniprot 

ID: Q9DB10)およびコドンを最適化したMCUの C末端側にそれぞれMYC タグ, FLAG タグを融

合、pYO326/TDH3p(URA3)および pYO326/TDH3p (LEU2)の NdeI/BamHIサイトへ挿入した。

EMREの欠損変異体の構築に使用したプライマーを Table 2-5に示す。野生型酵母W303-1Bを

炭酸リチウム法によって形質転換し、ウラシルまたはロイシン非存在下のSD培地で培養すること

によって pYO326/TDH3p (URA3), pYO326/TDH3p (LEU2)を導入した酵母を選択した。 

 

2.4.5 抗 MCU抗体および抗 EMRE抗体の調製 

 マウスMCU (Uniprot ID: Q3UMR5)およびマウスEMRE (Uniprot ID: Q9DB10)に対するポリク

ローナル抗体はニュージーランドホワイト成体へ合成ペプチドを免疫することで産生された[48]。

免疫原として用いたこれらの合成ペプチドの配列を Table 2-6 に示す。これらのペプチドをキーホ

ールリンペットヘモシアニンと結合させ、フロイントアジュバントを用いてエマルジョン化させた後、

ウサギへ免疫した。最後の免疫から 10日後に全血を回収し、室温で 1時間、4℃で一晩静置した。

その後、5000 xg, 4℃, 10 min遠心することで血餅を取り除いた。これにより得られた上清を抗血

清として使用した。 
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Table 2-5 免疫原として使用した合成ペプチドの配列 

タンパク質コード領域上での詳細な位置は Fig. 2-2および Fig. 2-11に示した。 

検出タンパク質 抗体 合成ペプチドの配列 (N-C) 

MCU 

ABMCU2 APLEKVRIEISRKAEKRTT 

ABMCU3 KGAKKSRFDLEKYNQLKDA 

ABMCU4 NQLKDAIAQAEMDLKRLRDPLQVHL 

EMRE ABEMRE1 VIVTRSGAILPKPVKMS 

 

2.4.6 MCUの組み換えタンパク質の調製 

 コドンを最適化したマウス MCU はこれまでの研究から作製されたものをテンプレートとして用い

た[21]。まず、テンプレートから成熟マウス MCU (His51-350)に相当する配列を PCRで増幅した。

得られた成熟マウスMCUの ORFを大腸菌発現用ベクターである pET-3aの NdeI/BamHIサイ

トへ挿入した。これを用いて大腸菌 BL21(DE3)pLysS を形質転換した。この形質転換体をアンピ

シリンおよびクロラムフェニコール添加 LB培地を用いて 37℃で OD600が 0.5になるまで培養し

た。その後、IPTG (0.4 mM)を加えることで pET-3aから目的タンパク質の発現誘導を行い、22℃

で 4時間培養した。その後、遠心によって大腸菌を回収し、10 mM DTT, 4% Triton X-100を加え

た TE で懸濁した。この懸濁液を凍結融解および超音波処理によって細胞を破砕した。遠心後、

封入体を含む沈殿画分について TEで再懸濁し、MCU組み換えタンパク質の粗生成物とした。 

 

2.4.7 MCUの組み換えタンパク質の精製 

 MCU タンパク質の粗生成物を 8 M塩酸グアニジンに溶解させ、逆相クロマトグラフィーを行うこ

とで精製を行った (Shimadzu, LC10-AD, cytiva, RESOURCE RPC 3 mL)。溶出はアセトニトリ

ルの 5-40%グラジエントで行った。得られた MCU タンパク質を含む画分について凍結乾燥し、こ

れを本研究における精製 MCU とした。この精製 MCU について 1% SDS に溶解、濃度は BSA

を標準物質とした BCA法で決定した。 
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2.4.8 EMRE タンパク質の化学合成 

 成熟 EMRE タンパク質 (Ser53-Asp107)の化学合成および精製は Cosmobio 社によって行わ

れた。成熟 EMREに相当する配列を Liberty Blue (CEM)を用いた Fmoc固相合成法によって合

成した。モノアイソトピック質量は質量分析 (Shimazu, AXIMA Confidence)によって決定された 

(6111.28, 理論上のモノアイソトピック質量は 6109.04)。精製されたEMREの粉体を 2% SDSで

溶解、精製MCU と同様にタンパク質濃度を決定した。 

 

2.4.9 ウェスタンブロッティングによるタンパク質の検出 

 調製したタンパク質を抽出バッファー (12.5 mM Tris, 1% SDS, 10% glycerol, 1% DTT, 0.05% 

BPB, pH 6.8)に可溶化させ、SDS-PAGEに供した。SDS-PAGEは 10%および 20%アクリルアミ

ドゲルを使用して行った[59]。泳動後、ゲル中のタンパク質をニトロセルロースメンブレンに転写し、

スキムミルクを含んだ TS溶液 (20 mM NaPi, 0.05% Tween 20, 150 mM NaCl, pH7.4)中で 1

時間振盪した。その後、一次抗体 (抗マウス MCU 抗体または抗マウス EMRE 抗体)を加えた

Can get signal中で一晩振盪した。TS溶液で洗浄後、2次抗体 (HRP標識抗ウサギ IgG抗体)

を加えた TS 中で 1 時間浸透した。その後、ECL 溶液を用いて抗体の反応したバンドについて X

線フィルム (Fuji Photo Film)に感光させることで可視化した。 

 SDS-PAGEにおいて標準タンパク質としてMCUまたは EMREタンパク質を異なる既知の濃度

で泳動、ニトロセルロースメンブレンに転写し検出を行った。得られたバンド強度を Image Jにより

定量し、これらを用いて検量線を作成することでミトコンドリア中の MCU と EMRE を定量した。 

 

Table. 2-6 使用した抗体と反応条件 

検出タンパク質 抗体 
スキムミルク 

濃度 

一次抗体の 

希釈倍率 

二次抗体の 

希釈倍率 

MCU 

ABMCU1 0.3% 4000倍 2000倍 

ABMCU2 1.0% 4000倍 2000倍 

ABMCU3 1.0% 4000倍 2000倍 

ABMCU4 1.0% 10000倍 3000倍 

EMRE 
ABEMRE1 3.0% 2000倍 2000倍 

ABEMRE2 0.1% 1000倍 2000倍 
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2.4.10 MCU-EMRE複合体における構成因子の割合とそれらを取りうる確率の導出 

 構成比の異なるそれぞれのMCU-EMRE複合体の構成確率はミトコンドリア中のMCU, EMRE

のタンパク質量比に基づき、二項分布の確率質量関数によって求めた[43]。MCU 四量体に対し

て EMREが無作為に相互作用すると仮定した場合、MCU:EMRE=4：0～4:4の複合体の構成確

率は以下の式で表される。 

P(k)=nCk·pk·(1-p)n-k 

このとき、P(k)は構成比の異なるそれぞれの MCU-EMRE 複合体が構成される確率、n は MCU

四量体に対して相互作用できる EMREの数 (n=4)、kはMCU四量体に相互作用する EMREの

数 (k=0～4)、pはミトコンドリア中の MCUに対する EMREのモル比 (0≦p≦1)である。 
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