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研究成果の概要（和文）：近年、家族性パーキンソン病の原因遺伝子が相次いで発見され、その解析を通して孤
発性パーキンソン病の病態の解明が試みられつつある。パーキンは最も高頻度に発症する家族性パーキンソン病
の原因遺伝子（PARK2）である。我々はPARK2の病態解明を進める中で、細胞内ミトコンドリアおよび核分画にお
いてパーキンと結合した数種類のmicroRNAを同定した。その中でmiR-132のプロセッシングにパーキンが関与し
ていることが示唆された。さらにPARK2患者の皮膚生検により得た線維芽細胞（4名）すべてmiR-132、
pre-miR-132の発現は健常対照に比較して明らかな低下が認められた。

研究成果の概要（英文）：In recent years, causative genes for familial Parkinson's disease have been 
discovered one after another, and it has been attempted to elucidate the pathogenesis of sporadic 
Parkinson's disease through its analysis. Parkin is the most frequent cause gene for familial 
Parkinson's disease (PARK2). We have identified several types of microRNAs bound to parkin in the 
intracellular mitochondrial and nuclear fractions as we proceeded to elucidate the pathogenesis of 
PARK2. Among them, it was suggested that parkin is involved in the processing of miR-132. 
Furthermore, the expression of miR-132 and pre-miR-132 in all fibroblasts (4　patients) obtained by 
skin biopsy of PARK2 patients showed a clear decrease compared to healthy controls.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PARK2患者（4名）の皮膚生検により得た線維芽細胞において、その発現を健常対照と比較した。その結果、４患
者すべてでmiR-132、pre-miR-132の発現は健常対照に比較して明らかな低下が認められた。この結果パーキンが
miR-132のprocessing/generationを促進していること、さらにmiR-132の発現抑制がPARK2 の病態の進展に関与
していることを強く示唆するものであった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病は代表的な神経変性疾患の１つであり、大部分が孤発性に発症する。同病では、
黒質のドーパミン産生細胞の選択的変性がみられ、病態として同細胞のミトコンドリア機能障
害の関与が想定されているものの、その原因や機序は依然として不明である。一方、近年、家
族性パーキンソン病の原因遺伝子が相次いで発見され、その解析を通して孤発性パーキンソン
病の病態の解明が試みられつつある。パーキンは最も高頻度に発症する家族性パーキンソン病
の原因遺伝子（PARK2）として発見された。近年は、パーキンがミトコンドリアのオートファ
ジー（ミトファジー）を介してミトコンドリアの品質管理を担っていることが注目されている。
一方、我々は、それ以前よりパーキンがミトコンドリアと密接な関係にあることを見出した。
すなわちパーキンはミトコンドリアの biogenesis を促進すること（Hum Mol Genet 15：
883-895, 2006）および神経細胞においてアポトーシスを抑制すること（Biochem Biophys Res 
Commun 348: 787-793,2006）を報告した。さらに我々は、パーキンのミトコンドリア局在に
関し、ミトコンドリアへの移行シグナルを持たないパーキンに結合し、ミトコンドリアに運搬
する新規蛋白を発見し、これを Klokin 1 と命名した。Klokin 1 は Chondroitin Polymerizing 
Factor (ChPF)の変異体であり、Klokin 1/ChPF ファミリーはパーキンと同様に抗アポトーシ
ス作用を有していた。さらに、Klokin 1/ChPFファミリーはパーキンの機能を代償しうること、
およびパーキンと同様に抗アポトーシス作用を有するが、その作用はパーキン非依存性である
ことを報告した（Kuroda Y et al., Parkin interacts with Klokin 1 for mitochondria import 
and maintenance of membrane potential. Hum Mol Genet. 21: 991-1003, 2012）。 
一方、パーキンは癌抑制遺伝子として機能することが報告されている（Nat Genet. 
2010;42:77-82;  Oncogene. 2008;27:6002-6011)。またパーキンは代表的な癌抑制遺伝子であ
る p53 と密接に関連しており、p53 とパーキンはそれぞれの遺伝子のプロモーター領域に結合
することで、お互いの転写・発現を調節していることが報告されている（Proc Natl Acad Sci U 
S A. 2011,108, 16259-64; Nat Cell Biol. 2009, 11,1370-5）。p53 は増殖抑制作用を有する数
種類の microRNA (miRNA)の転写後成熟のプロセッシングを促進することが報告されている
（Nature. 2009, 460, 529-533）。以上の知見をふまえて、我々はパーキンが、ある種の miRNA
と特異的に関連し、ミトコンドリアおよび核において遺伝子の発現を制御するという仮説を立
てた。 
 
２．研究の目的 
パーキンソン病は、黒質を中心とした神経細胞の変性を特徴とした緩徐進行性疾患であり、種々
の治療にもかかわらず病状は徐々に進行する。近年、家族性パーキンソン病の原因遺伝子が相
次いで発見され、その解析を通して孤発性パーキンソン病の病態の解明が試みられつつある。
パーキンは最も高頻度に発症する家族性パーキンソン病の原因遺伝子（PARK2）である。我々
は PARK2 の病態解明を進める中で、細胞内ミトコンドリアおよび核分画においてパーキンと
結合した数種類の microRNA を同定した。さらに、予備的検討の結果、この中の miR-132 の
プロセッシングにパーキンが関与していることが示唆された。本研究ではパーキンソン病モデ
ル培養細胞において miR-132 制御異常が認められるか否か、およびこの miRNA が治療ターゲ
ットとなり得るか否かに焦点をあてて検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究は「miR-132 がパーキン蛋白と特異的に機能連関しており、パーキン遺伝子欠損症およ
び孤発性パーキンソン病の治療ターゲットとなりうるか否か」という課題を解明するために計
画された。我々は予備的検討結果から、核およびミトコンドリアにおいてパーキンは Drosha
と結合していること、もっとも強い関連を示す miRNA は miR-132 であること、パーキン遺伝子
欠損症(PARK2)患者皮膚由来のfibroblastではmiR-132の産生が低下していることを見出した。
本研究ではこれを受けて、miR-132 がパーキン蛋白と特異的に機能連関していること、miR-132
の産生抑制がドーパミン作動性神経細胞において、核およびミトコンドリア遺伝子の転写に影
響があるか否か、および miR-132 の産生抑制が PARK2 の病態を悪化させる因子となっているの
か否かを多角的側面から明らかにする。具体的には、我々は Drosha 複合体パーキンとの関連を
免疫沈降法で検討するため、培養神経細胞 SH- SY5Y を核・ミトコンドリア分画に分離し、おの
おのを可溶化したのち、抗パーキン抗体(PRK8)を用いて免疫沈降を行った。またミトコンドリ
アおよび核分画においてパーキンに結合しているmiRNAのクローニングをCLIP法により探索し
た。我々はさらに、miR-132 の産生にパーキンと関連しているか否かを検証するため、PARK2
患者（4 名）の皮膚生検により得た線維芽細胞（なお、このサンプルは、本研究が徳島病院倫
理委員会で承認されたのちに、患者の文書同意を得てから採取されたものである）において、
その発現を健常対照と比較した。 
 
４．研究成果 
抗パーキン抗体(PRK8)を用いて免疫沈降を行った。その結果、驚くべきことに、ミトコンドリ
ア分画においても Drosha 蛋白が検出された。さらに、パーキンに結合した Drosha が核分画お
よびミトコンドリア分画で検出された。この結果は、ミトコンドリアにおいても pri-miRNA が
存在し、Drosha の関与した miRNA プロセッシングが起こっている可能性を示唆している。また



細胞を UV-クロスリンク処理したのち、可溶化したそれぞれの分画に抗 
パーキン抗体 (PRK8)で免疫沈降を行い、沈降物より miRNA を抽出し、クローニングを行った。
その結果、ミトコンドリアおよび核分画においてそれぞれ５種類と６種類の miRNA を同定した。
その中で、恒常的にパーキンと結合していた miRNA は miR-132, miR-638 および miR-26a-2 の 3
種類であった。さらにパーキン抗体の沈降産物から real-time PCR 解析を行ったところ、最も
発現が強いものは miR-132 であった。さらに、この沈降産物から pre-miR-132 が核およびミト
コンドリア分画の両者から検出された。 
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