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研究成果の概要（和文）：若年性パーキンソン病原因遺伝子ParkinとPINK1は、それぞれユビキチンリガーゼと
ミトコンドリア局在性キナーゼをコードする。PINK1とParkinは協働してミトコンドリアの品質管理に関与する
こと、その活性の喪失でドーパミン神経変性が起こることが明らかになってきた。本研究ではPINK1-Parkinシグ
ナルを活性化しミトコンドリアの機能を高める創薬を目的として実施した。
PINK1-Parkinシグナルをモニターする細胞ベースのレポーターアッセイ系を開発し、約31万の化合物ライブラリ
ーをスクリーニングした。次にミトコンドリア膜電位や細胞生存性への影響を評価し、３つの化合物候補を得
た。

研究成果の概要（英文）：The genes responsible for autosomal recessive early-onset Parkinson’s 
disease, Parkin and PINK1 encode a ubiquitin ligase and a mitochondrial protein kinase, 
respectively. A series of studies have revealed that Parkin in collaboration with PINK1 has a role 
for mitochondrial quality control, impairment of which leads to dopaminergic neurodegeneration. In 
this study, we aimed at searching drugs to improve mitochondrial functions through moderate 
activation of PINK1-Parkin signaling.
We developed a cell-based reporter assay to monitor PINK1-Parkin signaling and screened 
approximately 310-thousands of chemicals. Hit compounds obtained in the screening were further 
tested for mitochondrial membrane potential and cell viability and three candidates were identified 
as seed compounds.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
若年性パーキンソン病(PD)原因遺伝子Parkin
と PINK1 は、それぞれユビキチンリガーゼと
ミトコンドリア局在性キナーゼをコードする。
申請者を含む世界中の研究グループは、PINK1
と Parkin が損傷したミトコンドリアを選択
的に排除するマイトファジー（ミトコンドリ
アのオートファジー）に関与することを明ら
かにしてきた 1,	 2,	 3。すなわち PINK1-Parkin
を介したミトコンドリア品質管理が障害され
ることにより、PDの発症へとつながることが
示唆される 4。	
	 申請者らは、2012〜2014 年に PINK1 による
Parkinのリン酸化を介した活性化メカニズム
を明らかにした。2015 年には、Parkin のリン
酸化による構造変換をモデリングした構造解
析が発表された。現在考えられている Parkin
活性化は以下のようである：	
	 定常時、Parkin は細胞質で不活性な状態と
してコンパクトに折り畳まれている。ミトコ
ンドリア機能障害により膜電位が低下すると
PINK1 が活性化する。活性化 PINK1 によりリ
ン酸化されたユビキチンが Parkin のリン酸
化ユビキチン結合ポケットに入り込むことに
より Parkin の構造が緩み、次に PINK1 が
Parkin のユビキチン様領域をリン酸化する。
これによりユビキチンリガーゼ活性中心が露
出し、Parkin が活性型ユビキチンリガーゼと
なる。	
	 この発見から、リン酸化ユビキチンを模倣
する効果をもつ化合物が、Parkin の活性化剤
として創薬のシードになると考えられた。	
 
２．研究の目的 
リン酸化ユビキチンを模倣する効果をもつ化
合物は、Parkin 活性化薬剤の潜在力を保持し
ていると考えられ、これをスクリーニングす
ることを本研究の目的とした。	
	 PINK1,	Parkin 変異が関与しない遺伝性
PD、孤発性 PDにおいても、ミトコンドリア
の機能低下が原因となることが明らかとなっ
てきている 6,	7。すなわち、本創薬のターゲ
ットは PD全般が含まれる。また Parkin はユ
ビキタスに発現していることから、同定され
た化合物はミトコンドリア機能低下を病因と
する PD以外の疾患も標的となる。	
 
３．研究の方法 
Parkin の基質 Mfn1 に NanoLucルシフェラー
ゼを挿入し、Parkin の活性化とともにルシ
フェラーゼ活性が低下するレポーターを作製
した（図１）。このレポーターおよび Parkin
を安定的に発現するヒト細胞株を単離した。
スクリーニングのリファレンスとしてレポー
ターのみを安定的に発現するヒト細胞株も用
意した。予備実験として、96-well	plate に
て既知の PINK1-Parkin シグナル活性化試薬
valinomycin を添加し、その感度を見積もっ
たところ、nMオーダーにて活性化が検出さ
れ大規模スクリーニングに適用可能と判断	

した（図２）。各ウェルの細胞数は、生細胞
のプロテアーゼ活性を細胞透過性の蛍光性ペ
プチド基質（glycyl-phenylalanyl-
aminofluorocoumarin;GF-AFC）を用いて測定
する方法にて評価し、細胞数あたりのルシフ
ェラーゼ活性の低下を指標にスクリーニング
を計画した。	
	
４．研究成果	
スクリーニングは、構造多様性が考慮された
低分子化合物ライブラリーと Parkin の立体
構造情報に基づくフォーカスドライブラリー
を併用した。低分子化合物ライブラリーは
10万程度の化合物をスクリーニングし 31の
候補を得た。さらにミトコンドリア膜電位低
下の有無でスクリーニングし、膜電位に大き
く影響しない２つの候補化合物(compounds	

図１. セルベーススクリーニング系の樹立 
NaoLuc-Mfn1 を基質としたルシフェラーゼ
アッセイと、細胞生存性を蛍光シグナルで
評価するスクリーニング系を樹立した。 

図 2. セルベーススクリーニング系の頑強
性の評価 
ミトコンドリア膜電位を低下させ PINK1 を
活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る
Valinomycin を用いて、アッセイ系の感度
を検証した。 

 



X,Z)を得た。そのうち１種類(compound	X)
は、GFP-Parkin を発現した HeLa 細胞におい
て Parkin のミトコンドリア移行が認められ
た。	
	 Parkin とリン酸化ユビキチンの結合様式
の立体構造情報に基づく in	silico スクリー
ニングでは、東大創薬機構の約21万種の化
合物から約 300 種の候補を絞りこみ、さらに
哺乳類培養細胞での Parkinのミトコンドリ
ア移行移行を指標とした評価および in	
vitro ユビキチンリガーゼアッセイでのスク
リーニングに進めた(図 3-5)。その結果、ミ
トコンドリア膜電位に影響を及ぼさない化合
物１種類(compound	Y)を得た。	
	
	
Compound	 X のミトコンドリア移行活性は、
PINK1 ノックアウト細胞では見られなくなる
ことから、PINK1の活性に依存していることが
示唆された。また Parkin のユビキチンリガー
ゼ不活性型変異体においても、移行活性は認

図 3. スクリーニング結果の例 
縦軸を発光強度（Parkin の活性）、横軸を細胞
生存性とし、散布図を作成した。発光強度が低
下し、細胞生存性に影響のないグループ（オレ
ンジのドット）を陽性化合物とし、さらに膜電位
への影響を Mitotracker red で二次スクリーニン
グした。 

 

図 5. Parkin ユビキチンリガーゼ活性への影
響 
リン酸化ユビキチン(pUb)を陽性コントロールと
して、Parkinのユビキチンリガーゼ活性への影
響を調べた。Compound Y は特異的に Parkin
を活性化した。一方、ポリユビキチン鎖形成に
必要な E1, E2 酵素非存在下では、シグナルは
見られないため、タンパク質の凝集化ではな
いと考えられた。 

 

図 4. 候補化合物による Parkin のミトコンドリア
移行活性 
GFP-Parkin を用いて、ミトコンドリア移行活性
を評価した。Compound X は 10 µM 6 時間, 
Compound Y は、10 µM 24 時間での例。
Compound X は強いミトコンドリア移行活性が
ある（矢印）。一方、Compound Y は、部分的な
移行がみられた（矢印）。 

図 6. Compounds X, Z によるドーパミン神経に
おいての内在性 Parkin の活性化 
Compound X は、ミトコンドリア膜電位低下が
見られない濃度で、Parkin の分解基質である
Mfn1 の 発 現レ ベル の 低下 が 見ら れ た。
Compound Z は高濃度 5-10 µM では、膜電位
の低下と PINK1 の活性化が見られた。膜電位
の低下は OPA1, PGAM5 の切断を指標とし
た。AO は Anitmycin/Oligomycin でミトコンドリ
ア膜電位低下による PINK1 活性化が見られ
る。 



められず、リン酸化ユビキチンシグナルを介
しての Parkin の活性化である可能性が示唆
された。次に、PDで神経変性が認められるド
ーパミン神経において、これら化合物の影響
を検討した。ドーパミン神経を iPS 細胞から
分化させ、ミトコンドリア膜電位・細胞生存
性に及ぼす影響がなく、かつ Parkin が活性化
する濃度を決定した（図６,	7）。	
Compound	X,	Z ともに 2.5	µM 以下で、ミトコ
ンドリア膜電位低下、細胞毒性はみられず、
Parkin の活性化が見られた。一方、Compound	
Y は低濃度で活性がみられないことから、他
の Compound と組み合わせるなど、更なる解析
が必要であった。	
次に、PD においてミトコンドリアの機能低
下が示唆される筋肉細胞において Compound	X,	
Z の影響を評価した。ドーパミン神経で GFP-
Parkinのミトコンドリア移行がみられる濃度
では、その移行効率は低く、ドーパミン神経
において Parkin の活性が高いこと 4が改めて
確認できた。	
	 	
関連する研究を鑑みると、これまでに PINK1
を活性化する化合物として、主に二種類が報
告されている。一つは ATP アナログであり、
キナーゼを活性化すると考えられるもの、も
う一つは駆虫薬として使われている既知の薬
剤で、ミトコンドリア膜電位を低下させPINK1
を活性化するものである。本研究で同定され
た化合物は、PINK1のキナーゼ活性には影響を
与えず、ミトコンドリア膜電位低下も起こら

ないことから、これらとは全く作用点が違う
と考えられ、オリジナリティの高い化合物の
開発が期待できる。	
	 今後、Compound	 X,	 Z を中心にさらに薬物
の特性を評価していく。特に、ミトコンドリ
ア変性を示す PD ショウジョウバエモデルで、
in	vivo での効果、血液脳関門への透過効率、
薬物の安定性、代謝への影響を評価する。有
効であれば、これらをシードとし化合物の最
適化を推し進める予定である。	
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図 7. Compounds X によるドーパミン神経にお
いての Parkin の活性化 
Compound X は、ミトコンドリア膜電位低下が
見られない濃度で、Parkin ミトコンドリア移行
がみられる。Parkin は可視化するため、GFP-
Parkin を 導 入 し た 。 AO は
Anitmycin/Oligomycin で陽性コントロール、
TOM20 はミトコンドリアの染色、DAPI は細胞
核の染色、TH はドーパミン神経マーカーとし
て用いた。 
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