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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは細胞の主要なATP産生の場であり，その機能とダイナミックな形態
変化の関連は，近年注目されている。私達は線虫と動物細胞を用いて，ミトコンドリアの品質管理を制御する
PINK1が①ミトコンドリア形態も制御していること，及び②ネクローシス様の細胞死を引き起こすことを見出し
た。特に，PINK1による細胞死は既存のメカニズムとは異なる機構で引き起こされており，パーキンソン病にお
けるドーパミン作動性神経の変性との関連性も興味深い。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria mainly contributes to cellular ATP production, and their 
morphology dynamically changes, i.e. they continuously divide and fuse each other. How mitochondrial
 morphology relates to their functions is watched with interest. Using nematode and mammalian cell 
lines, we indicated that PINK1, a key factor for mitochondrial quality control, controls 
mitochondrial morphology in nematode and demonstrated that PINK1activation induces necrosis-like 
cell death in mammalian cell lines. In particular, it is of interest in the relationship between 
PINK1-mediated cell death and loss of dopaminergic neurons in patients with Parkinson's disease.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ミトコンドリアは ATP産生の場として古
くから知られるオルガネラであるが，最近で
はアポトーシスやウイルス感染応答のプラ
ットフォームとして脚光を浴びている。また，
ミトコンドリアは細胞内で融合と分裂を繰
り返し，そのダイナミックな形態変化は，ミ
トコンドリア機能と密接に関連している。 
 私達は線虫の体壁筋ミトコンドリアの形
態を生きたまま観察する系を用い，ミトコン
ドリアタンパク質遺伝子 719個を網羅的にノ
ックダウンすることで，ミトコンドリアの形
態形成関連因子を同定し，その機能解析を進
めてきた。そのスクリーニングの中で，RNAi
による発現抑制に伴いミトコンドリアが断
片化する遺伝子の一つとして，ミトコンドリ
アに局在する唯一のタンパク質リン酸化酵
素をコードする pink-1を同定した。また最近
では共同研究により，ヒト HeLa細胞を用い
て PINK1の活性化に必要な自己リン酸化サ
イトを報告した。本研究では線虫と動物細胞
を用いて，下記の 3つの PINK1タンパク質が
司るミトコンドリアの形態と機能に着目し
て，その分子メカニズムを解析した。 
 
２．研究の目的 
(1) 線虫 PINK-1 によるミトコンドリア形態
制御機構：ヒト PINK1タンパク質は遺伝性パ
ーキン病の原因遺伝子として，もう一つの遺
伝性パーキン病原因遺伝子 PARK2(Parkin)と
共に障害を受けたミトコンドリアの排除に
働く（ミトコンドリア品筆管理機構）。線虫
の RNAiスクリーニングで pink-1遺伝子発現
抑制がミトコンドリア断片化を引き起こす
が，線虫 Parkin相同遺伝子 pdr-1の発現抑制
ではミトコンドリア形態に変化は見られな
かった。そこで，PDR-1/Parkin 以外のリン酸
化酵素 PINK-1 の新たな基質を検索し，ミト
コンドリア形態との関連を検証する。 
(2) PINK1/Parkinを介した新たな細胞死：私達
は，Parkin安定発現 HeLa細胞に脱共役剤
CCCPを長時間処理することで，90%の細胞
が細胞死を起こすことを見出した。内在性
Parkinを発現しない通常の HeLa細胞に同様
の CCCP処理を行っても，細胞死は全く認め
らないため，この細胞死は Parkin依存性であ
った。さらに，カスパーゼ阻害剤 z-VAD-fmk
で阻害されず，細胞膜の破壊などの形態的特
徴からネクローシスだと結論付けた。同様の
細胞死は活性化型 PINK1によっても引き起
こせるため，この細胞死が PINK1/Parkinを介
した新たな細胞死であると推察された。そこ
で，PINK1/Parkinによる細胞死の制御機構を
解析した。 
(3) PINK1/Parkinを介したミトコンドリア品
質管理の新たな制御機構：PINK1は Parkinと

共に膜電位の低下した特定のミトコンドリ
アの排除に働くが，すべての低膜電位ミトコ
ンドリアが排除されるかは不明である。特に，
神経細胞の軸索輸送では，高膜電位と低膜電
位のミトコンドリアが一つの細胞に共存す
る。私達は，HeLa細胞に forskolinを前処理
することでCCCPにより膜電位を消失させて
も Parkinが標的化しないことを見出した。
Parkinの標的化の抑制は，PKAの触媒サブユ
ニットの過剰発現でも観察されることから，
cAMP/PKAを介した新たな PINK1/Parkinの
制御経路であると考えられる。そこで，
cAMP/PKAによるミトコンドリア品質管理
の調節機構を検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) RNAi feedingライブラリーを用いて，線虫
の特定の遺伝子を発現抑制し，pink-1発現抑
制変異体と類似したミトコンドリア形態を
示す変異体を蛍光顕微鏡観察により同定す
る。 
(2) 蛍光色素 PI (propidium iodide)を用いて，
細胞膜の破壊を指標に細胞死を測定する。そ
の際に，様々な薬剤処理や遺伝子破壊細胞を
用いて，細胞死に関わる因子を明らかにする。 
(3) forskolinなどの薬剤処理した細胞や遺伝
子発現を抑制した細胞で，ミトコンドリア膜
電位を消失させた後，GFP-Parkinの細胞内局
在を蛍光顕微鏡観察により解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫 PINK-1によるミトコンドリア形態
制御機構：線虫 pink-1発現抑制では体壁筋細
胞のミトコンドリアが断片化し，中程度に膨
張する特有の表現形を引き起こす。RNAi 
feedingライブラリーを用いて，同様のミトコ
ンドリア形態を誘導する遺伝子を探索した
結果，ミトコンドリアの RNaseHをコードす
る rnh-1.0遺伝子を同定した。RNaseHと
PINK-1によるミトコンドリア形態制御との
関連性が興味深い。 
(2) PINK1/Parkinを介した新たな細胞死：脱共
役剤CCCP処理や活性化型PINK1の発現によ
る PINK1の恒常的活性化は，トクロム Cの
遊離やカスパーゼの活性化などアポトーシ
ス表現形を示さず，細胞膜の破壊を伴うネク
ローシス様の新たなプログラムされた細胞
死であった。この細胞死には，ミトコンドリ
ア膜電位消失とオートファジー活性は不要
で，Parkinのユビキチン化活性とプロテソー
ムが必須であった。つまり，PINK1の恒常的
な活性化は，ミトコンドリアの選択的オート
ファジーとは独立に，プロテソーム依存性の
細胞死を引き起こすことが明らかとなった。
この新たな細胞死は，パーキンソン病での脳
黒質のドーパミン作動性神経の変性との関



連性も興味深い。以上の成果をまとめ，論文
として報告した（雑誌論文②）。 
(3) PINK1/Parkinを介したミトコンドリア品
質管理の新たな制御機構：Forskolin処理や
PKA触媒サブユニットの過剰発現は， 
PINK1/Parkinを介したミトコンドリア品質管
理を強く阻害した。PKAによるリン酸化基質
の探索の結果，ミトコンドリアタンパク質複
合体MICOSの 2つのサブユニット(MIC60, 
MIC19)を同定した。MIC60やMIC19の発現
抑制は Parkinのミトコンドリア標的化を抑圧
した。さらに，MIC60のリン酸化修飾は Parkin
のミトコンドリア標的化を阻害するが，
MICOSの主要機能であるクリステ構造形成
には影響しなかった。これらの結果より，
MIC60/19がミトコンドリア形態維持とは別
に cAMP/PKA経路を介してミトコンドリア
品質管理を負に制御することが明らかにな
った。以上の本成果をまとめ，論文として報
告した（雑誌論文③）。 
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