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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

ミトコンドリアでは膜透過性遷移孔（PTポア）と呼ばれる蛋白質複合体チャネルが、細胞死の信号をONにしたりOFFにしたりしている。本研究では、このポアの開閉を分子シャペロンであるシクロフィリンD（CypD）が制御するメカニズムを、単一ミトコンドリア計測という新しい技術を駆使して研究することを目的とした。
ミトコンドリアは膜間スペースに細胞死を誘導する蛋白質を複数種類保持し、これらの蛋白質が細胞質に放出されると、細胞死のスイッチがONになるとされている。PTポアの開口が細胞死を誘導するという仮説では、PTポアの開口によりミトコンドリア外からマトリクスに水が入り、内膜が膨潤して外膜が破け、細胞死誘導蛋白質群が放出されるとされている。本研究では、この仮説にシクロフィリンDがどのように関わるか、検討した。そのために、１）活性の高い豚心筋由来のミトコンドリアを対象に、単一ミトコンドリアでPTポアの開口を検出する技術を開発し、２）野生型、及び分子シャペロン活性欠損型（R97AとH168Q）の3種のCypDをそれぞれC6グリオーマ細胞に発現させた株とそのコントロールを対象に、単離したミトコンドリアの膨潤と膜電位を計測した。
心筋由来のミトコンドリアを活性を保持したままカバーガラスに吸着させ、1個1個のミトコンドリアを顕微鏡で観察した。対物レンズを0.2μm間隔で光軸方向に移動させて透過率を計測し、その結果の解析から個々のミトコンドリアの膨潤を正確に計測する技術とソフトウェアを開発した。これらを用いることで、200μMのCa2+を添加した時には約30％のミトコンドリアが膨潤すること、それらがCypDの阻害剤であるシクロスポリンAでほぼ完全に抑制されることを示すことができた。また、PTポア開口の指標である膜電位の喪失は、ほぼ全てのミトコンドリアで観察され、シクロスポリンAでは抑制されないことも示すことが出来た。これらの結果は、CypDはPTポアの開口を促進するというよりはむしろ膨潤を直接促進していることを示唆しており、細胞死誘導性の蛋白質放出メカニズムを解明する上で重要な結果と位置づけることができる。また、この結果は単一ミトコンドリアで計測して初めて分かる結果であり、本研究を行わなければ得ることが出来なかった内容だと考えられる。これらの結果を更に確かな事実とするために、CypDの過剰発現株及び変異体発現株由来のミトコンドリアを対象とした計測と解析を現在進めているところであり、今後引き続き研究を行う。
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	欧文概要　ＥＺ

The permeability transition pore (PT pore), a channel consisting of multi-protein complex, regulates the switching mechanism of cell death. In this study, in order to examine the mechanism through which cyclophilin D (CypD) regulates the opening and closing mechanism of the pore, we have used a novel technique for single mitochondrion imaging. 

Mitochondria possess several types of proteins in intermembrane space which induce cell death. Once releasing these proteins into the cytosol, the signal toward cell death is believed to go off irreversibly. There is hypothesis that the opening of PT pores induces cell death; the water immersion into the matrix through PT pores when they are opened induces the swelling of the inner membrane, resulting in the disruption of the outer membrane and the release of cell death-inducing proteins. Here, we examined how CypD is involved in mitochondrial swelling. For this purpose, 1) we have developed the technique to detect swelling of single mitochondria, 2) we expressed wild-type or PPIase activity defecting CypD in C6 glioma cells. 

We observed swelling of around 30% of mitochondria upon addition of 200 (M Ca2+ and the swelling was significantly suppressed by cyclosporin A, an inhibitor of CypD. On the other hand, 200 (M Ca2+ induced the depolarization of almost all mitochondria, and cyclosporin A did not completely suppressed the depolarization. These results suggest that CypD directly promotes mitochondrial swelling rather than the depolarization induced by opening PT pores. We are planning further confirmation of this result by using genetically expressed CypD in C6 glioma cells.
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