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研究成果の概要（和文）：不良なミトコンドリアの蓄積は、細胞の機能不全を招き、癌・変性疾患など様々な病
態発症の原因となる。その際、不良ミトコンドリア除去機構が発動されることが推測される。これまでにin 
vitroの系で明らかになってきた除去機構発動のためのリン酸化シグナルは神経変性の指標となりうる。脳病理
標本を検索した結果、神経原線維変化をきたす神経細胞ではリン酸化Parkinのシグナルの亢進が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Abnormal mitochondrial accumulation leads to cell dysfunction and causes 
various pathological conditions such as cancer and degenerative diseases. At that time, it is 
speculated that the defective mitochondrial removal mechanism is triggered. Phosphorylation signals 
for activation of removal mechanisms, which have been clarified in in vitro systems, can be 
indicators of neurodegeneration. As a result of searching the brain pathology sample, it was 
suggested that the phosphorylation of Parkin is enhanced in the neuronal cells causing 
neurofibrillary tangles.

研究分野：神経内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
In vitroで明らかになりつつある不良ミトコンドリア除去機構が実際に生体内で機能しているかは不明であり今
後のさらなる研究が必要である。認知症病理標本でリン酸化シグナルが亢進しているとの本研究結果は認知症の
病態解明に迫るものであると同時に新たなバイオマーカーを提案するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
不良なミトコンドリアの蓄積は、細胞の機能不全を招き、癌・変性疾患など様々な病態発症の
原因となる。実際、ミトコンドリアの機能異常（呼吸鎖の低下やMtDNAの欠失等）の知見は、
パーキンソン病など様々な神経変性疾患で集積している。特に、老化に伴って亢進した活性酸
素(ROS)の産生は、ミトコンドリアの機能異常ひいては神経細胞死を引き起こす。従って、損
傷ミトコンドリアをクリアランスして自律的なミトコンドリア増殖を促し、健全なミトコンド
リアを維持する品質管理（不良品の処理）は、細胞分裂によって異常ミトコンドリアを希釈で
きないニューロンでは、不可欠である。最近、ミトコンドリア品質管理機構の研究が、国内外
で爆発的に進展している。 
本申請者は、若年性に発症する常染色体劣性遺伝性パーキンソン病の原因遺伝子産物である
Parkin（ユビキチン連結酵素）と PINK1(セリン／スレオニン型タンパク質リン酸化酵素)に着
目し，これらのミトコンドリア品質管理における役割を明らかにすることで，神経変性疾患の
発症機構解明に挑んできた。即ち、ミトコンドリアの膜電位が低下（ミトコンドリア損傷の指
標）すると、安定化して外膜上に蓄積しそれがシグナルとなって細胞質の Parkin が損傷ミト
コンドリアに移行、複数の外膜タンパク質をユビキチン化する。次いで、このユビキチン化修
飾が引き金となって選択的なミトコンドリアのオートファジーによる分解（ミトファジー）を
受け、ミトコンドリアの恒常性が維持される。これまでに健康な細胞において潜在型として存
在する PINK1・Parkin 系の制御機構を中心に研究を推進し成果を挙げてきた。その結果、
「PINK1 と Parkin が協調してミトコンドリア品質の良・不良を識別し，ユビキチン化する
ことで，不良ミトコンドリアをクリアランスする仕組み」が判明し、その破綻(病的変異による
機能不全)による異常ミトコンドリアの蓄積が遺伝性パーキンソン病の原因になりうる可能性
を提案してきた。 
 
２．研究の目的 
 
診断マーカーが少ないパーキンソン病は、病初期において類似疾患との鑑別にしばしば困難を
きたす。最近、遺伝性パーキンソン病の発症機序として、PINK1変異⇒異常ミトコンドリアの
蓄積⇒神経変性、の流れが明らかになってきたが、我々は異常ミトコンドリア蓄積に伴い
PINK1リン酸化活性が亢進することを発見した。本研究ではこの知見を応用し、遺伝性疾患と
同様にミトコンドリア障害が指摘されている孤発性パーキンソン病において、PINK1リン酸化
活性亢進に伴うリン酸化対象を同定し、リン酸化特異的抗体を作製することにより、パーキン
ソン病の早期診断を可能とするバイオマーカーを開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
老化や活性酸素の影響によって生み出された異常ミトコンドリアの識別機構は未だ不明な点が
多い。遺伝病研究からの類推によると PINK1 は自身の分解を介してミトコンドリアの膜電位を
監視しており、膜電位が低下したミトコンドリアに PINK1 が蓄積することにより識別する。異
常ミトコンドリア除去の経路は膜電位が低下した時にのみ発動するよう巧妙に調節されている
が、次の起こる現象として、PINK1 の自己リン酸化を契機とした活性型への変化こそが異常ミ
トコンドリアクリアランスのためのシグナルとなる。このことから PINK1 がリン酸化され活性
型に変化することが異常ミトコンドリア浄化に重要であるとの知見を得ている。このような点
に着眼すると、孤発性パーキンソン病の患者では何らかの原因による異常ミトコンドリアの蓄
積が起こっていることから、この PINK1 の活性化が亢進し、同時にリン酸化対象タンパク質が
増加していることが推測された。そこで当該施設内に設置された高性能の質量分析計を用いて
（LTQ OrbiTrap ETD,TripleTOFTM 5600）PINK1 野生型とノックアウトマウスの脳ミトコンドリ
ア分画を用いて網羅的リン酸化プロテオーム解析を実施する。その後、候補リン酸化タンパク
質を特異的に認識するリン酸化抗体を作製する。このようなリン酸化抗体を用いてパーキンソ
ン病をはじめとする神経変性疾患の脳病理標本を用いてリン酸化タンパク質の上昇を確認し、
病理解析ツールとして有用か検討する。 
 
４．研究成果 
 
申請者は当該施設内に設置された高性能の質量分析計（LTQ OrbiTrap ETD,TripleTOFTM 5600）
を用いて、PINK1 野生型とノックアウトマウスの脳ミトコンドリア分画を抽出し、網羅的にリ
ン酸化プロテオーム解析を行った。その結果、PINK1 ノックアウトマウスで Tau と Parkin のリ
ン酸化が見られなかったが、PINK1 野生型のマウスでは同タンパク質のリン酸化が顕著であっ
た。サンプルとして高齢マウスの脳を用いているため、同定した Tau リン酸化タンパク質は,
加齢によるミトコンドリア障害を感知した PINK1 のキナーゼ活性が亢進した結果と推定してい
る。そこで、リン酸化 Tau とリン酸化 Parkin を認識する抗体を作製し、in vitro の系でリン
酸化抗体を評価した。具体的には HeLa 細胞に Parkin と Tau をそれぞれ発現させたのち、ミト
コンドリア脱分極剤を処理することにより損傷ミトコンドリアを誘導した。そのような細胞を



回収しタンパク質を溶出したのち、獲得したリン酸化抗体にてウエスタンブロットを実施した。 
その結果、in vitro の実験系において PINK1 存在下に Tau と Parkin リン酸化認識抗体は高い
特異性を示すことを確認した。そこでパーキンソン病をはじめとする神経変性疾患の病理標本
に対して免疫染色を実施した。実験計画の段階ではパーキンソン病検体にてリン酸化抗体の陽
性像が推測されたがパーキンソン病脳病理標本では明らかなリン酸化抗体陽性像は得られなか
った。 
 
そこで孤発性パーキンソン病の組織での検討は中断とし、Parkin に遺伝子変異を有する PARK2
家系の剖検脳での検討を実施することとした。PARK2 の家系は様々な遺伝子変異の報告があり
遺伝性パーキンソン病の中でももっとも多くの家系が存在する。孤発性パーキンソン病に比べ
早期の発症が特徴的であることから変異ミトコンドリアの蓄積が亢進していることが推測され
る。このことはミトコンドリアクリアランスが亢進していることを意味している。現在のとこ
ろ Parkin にどのような変異が加わると、どの程度、クリアランスが阻害されるかは不明である
が、Parkin のリン酸化サイトが保存されているような剖検脳の組織を利用して Parkin リン酸
化抗体にて染色を行なった。しかしながら遺伝性パーキンソン病のサンプルでも明らかなリン
酸化像は得られなかった。これらの理由として遺伝性パーキンソン病の家系については十分な
サンプルが獲得困難であったこと、あるいはヒトサンプルに有効な抗体ではないことが考えら
れた。 
 
そこでパーキンソン病以外の神経変性疾患のサンプルについても検索を実施した。興味深いこ
とにアルツハイマー型認知症患者標本のリン酸化 Parkin 抗体を用いた免疫染色では神経原線
維変化周囲に陽性変化を認めた。このことはミトコンドリア障害と神経原繊維変化には関連性
があることを示唆している。予想外の結果が得られたために神経原繊維変化とミトコンドリア
障害(リン酸化 Parkin の蓄積)の相関を明らかにするために、認知症動物モデルとして知られる
Tau トランスジェニックマウスの海馬を用いて免疫染色をしたところ、高齢化に伴いリン酸化
Parkin 抗体による染色性を示した。 
 
Tau トランスジェニックマウスは加齢とともに海馬に Tau タンパク質が蓄積し神経原繊維変化
を引き起こす。蓄積した Tau タンパク質がミトコンドリア障害を引き起こし海馬神経細胞の脆
弱性が強まった結果、神経細胞死が誘導されたものと推測された。その過程においてリン酸化
Parkin が増加したと考えられた。そこで機序解明のため次のような検討を行った。Tau の過剰
発現がミトコンドリア機能へ与える影響として Amadoro らの報告（Neurobiology of Disease 
2014）がある。Tau の N 末断片の過剰産生がミトコンドリアを障害し、その結果ミトコンドリ
ア膜電位を低下させ不良ミトコンドリアを生み出す。我々がこれまでに見出した PINK1/Parkin
による不良ミトコンドリア除去のシステムはミトコンドリア膜電子の低下が起点となっている。
即ち、膜電位の低下により PINK1 が不良ミトコンドリアに蓄積し Parkin をリン酸化し、その結
果 Parkin が活性化され損傷ミトコンドリアに移行しユビキチン化作用を発揮する。以上のメカ
ニズムを証明することにより Tau トランスジェニックマウスの海馬染色の理由を証明できると
考えた。そこで既報に習い NH2-Tau フラグメント(N末 22 アミノ酸から 230 アミノ酸を含む Tau
断片)を一過性に発現するベクターを作製し。神経系の培養細胞である SHSY5Y に過剰発現させ
ミトコンドリアの変化を観察した。NH2-Tau フラグメントは細胞毒性を示すとのことであった
が一過性の発現にて神経細胞死は確認されなかった。さらにミトコンドリアの性状を確認する
ためにミトコンドリア膜電位を観察したところ、膜電位の低下も認められなかった。今回の現
象を説明する分子機構の解明には至らなかった。 
 
次に、Tau トランスジェニックマウスの海馬組織を用いてリン酸化 Parkin を認識する高感度
ELIZA システムの構築を検討した。原理としては非リン酸化 Parkin 抗体とリン酸化 Parkin 抗
体によるサンドイッチ方式でリン酸化 Tau の定量を試みた。結果としては免疫染色に見られる
ような加齢に比例したリン酸化Parkinの上昇はELIZAシステムでは確認することはできなかっ
た。一般に免疫染色では定量は困難であるためリン酸化 Parkin がアルツハイマー病のバイオマ
ーカーであると言いきれない。リン酸化 Parkin 抗体による他疾患サンプルを用いてのスクリー
ニングと定量評価方法の確立が必要である。 
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