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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアとパーキンソン病（PD）の関連は、いくつかの家族

性 PD を生じる遺伝子に関する遺伝子産物の機能の解析からも、これを示唆する成績が得られ

ている。パーキン（PARK2）は、ユビキチン・リガーゼ（E3）と同様にミトコンドリア関連

の機能を含む多目的の神経保護タンパク質として機能する。我々はパーキンに結合し、ミトコ

ンドリアへ運ぶ新しいタンパク質 Klokin 1 と命名した。Klokin 1 と ChPFΔ996 は人間のコン

ドロイチン重合因子（ChPF）のスプライシング変異体であるが、Klokin 1 の機能は ChPF/ 

ChPFΔ996 と異なっていた。Parkin は正確にミトコンドリアに局在するが、ChPF/ ChPFΔ

996 は主にミトコンドリアの外側で限局される。我々は、Klokin 1 と同様に ChPF/ ChPFΔ996

が酸化ストレスの状況下においても培養細胞で抗アポトーシスの機能を示すことを見出した。

さらにパーキンのスプライシングが酸化ストレス時には変化することを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：The association of mitochondria and Parkinson’s disease (PD) 
has been reinforced by the recent finding that several genes cause familial PD and the 
gene products have mitochondria-related function. Parkin (PARK2) functions as a 
multipurpose neuroprotective protein including mitochondria-related function as well 
as ubiquitin ligase (E3). We herein report a novel protein, named Klokin 1 that carries 
Parkin to mitochondria. Klokin 1 and ChPFΔ996 were splicing variants of human 
chondroitin polymerizing factor (ChPF) but the function of Klokin 1 differed from that 
of ChPF and ChPFΔ996. Parkin is exactly localized in mitochondria but ChPF and 
ChPFΔ996 are mainly localized outside them. We found that ChPF as well as Klokin 1 
showed anti-apoptotic function in cultured cells with or without oxidative stress. We 
found that splicing of Parkin gene was altered at oxidative stress. 
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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。
しかしながらそのミトコンドリア障害の原
因や機序は依然として不明である。一方、近
年、遺伝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（PARK 2）と
して発見された。パーキン蛋白はユビキチ
ン・リガーゼ(E3)活性を有しており、パーキ
ン遺伝子の変異により E3 活性の低下が起こ
り、有害な基質が蓄積することで黒質のドー
パミン産生細胞の選択的な変性をきたす機
序が推定されていた。私達は PARK 2 に関す
る研究を行う中で、パーキン蛋白がミトコン
ドリアと密接な関連があることを見出した。
パーキンは、細胞の増殖・非増殖状態により
細胞内局在が変化し、増殖期の細胞ではミト
コンドリアに局在し、非増殖期にはミトコン
ドリアから遊離する。さらに、パーキンはミ
トコンドリアの転写・複製を促進すること、
ミトコンドリアの膜電位を増大させ細胞の
アポトーシスを抑制することを報告した。私
達の成績は、パーキンが E3 以外にミトコン
ドリアに関連した機能を有しており、パーキ
ン遺伝子欠損症によりパーキンソニズムが
発症する機序として孤発性パーキンソン病
と同様のミトコンドリア障害が起こってい
ることを示唆するものである。一方、パーキ
ン蛋白自体にはミトコンドリアへの移行シ
グナルは存在せず、パーキンに結合する未知
の蛋白がパーキンをミトコンドリアへ運搬
する可能性が強く示唆された。これらの知見
をふまえ、我々はこの未知の蛋白を探索し、
新規な遺伝子を発見し、これを Klokin 1 と
命名した（徳島大学・知的財産本部より特許
申 請 中 ）。 Klokin 1 は chondroitin 
polemerizing factor (Cｈ PF)の splicing 
variant であり、ChPF はもう一つの splicing 
variantである CｈPFΔ996が存在することも
見出した。  
２．研究の目的 

私達の見出した Klokin 1 ファミリー遺伝子
の転写産物がミトコンドリア障害とどのよ
うな関連を有するのか、パーキンと同様の抗
アポトーシス作用を有するのかを検討する。
さらにパーキン遺伝子のスプライシングが
酸化ストレス時にはどのように変化するか
を検討することで、このファミリーがパーキ
ンソン病の治療ターゲットとなりうるか否 

 
かを検討する。 
 
３．研究の方法 

平成２０年度：種々の培養細胞系に Klokin 1
を過剰発現させ、ミトコンドリア膜電位、細
胞内局在の変化を解析する。さらに培養細胞
にミトコンドリアトキシンである MPTP、CCCP
あるいはロテノンを添加し、これらのパラメ
ーターがどのように変化するかを検討する。
パーキンのスプライシングが酸化ストレス
時には変化するか否かを検討した。 

 
平成２1年度：種々の培養細胞に Klokin 1 フ
ァミリーを過剰発現させ、内因性パーキン蛋
白をウエスタンブロット解析した。また、パ
ーキンと Klokin 1 が同一経路をたどってい
るかを調べるため、パーキンと Klokin 1 の
siRNA を用いて Cell Viability を検討する。 
 
４．研究成果 
 
①培養細胞系への Klokin 1 の導入： Annexin 
V/PI を用いたフローサイトメトリー(FACS)
法によりアポトーシスに対する影響を検討
した結果、Klokin 1 および ChPF の導入では
アポトーシスは抑制され、この効果は MPTP
あるいはロテノンを添加した細胞で著明で
あった。 
 
 

 
 
②内因性パーキン蛋白の解析および Cell 
Viability の測定：Klokin 1 ファミリーの過
剰発現で、内因性パーキン蛋白の上昇が認め
られた。さらにパーキンをノックダウンして
Klokin 1 を過剰発現した場合は、生細胞数の
増加が認められたが、逆に Klokin 1 をノッ
クダウンして、パーキンを過剰発現させた場
合には、生細胞数の増加は認められなかった。 
 
 

Klokin 1/Empty vectorChPF⊿996/Empty vectorChPF/Empty vector

Annexin VによるFlow cytometry

ChPFファミリーの抗アポトーシス作用

COS-1細胞

（ロテノン400 M 24hr誘導）
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COS-1細胞

Klokin 1ファミリーの遺伝子導入により内因性Parkin蛋白
の発現が上昇した
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Klokin 1ファミリーは単独で抗アポトーシス作用を示した
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ParkinをノックダウンしてKlokin 1ファミリーを過剰発現した結果、 Parkin欠乏による影響
が、Klokin 1ファミリーの過剰発現で補完されうることが示唆された。

Vec: vector alone, PK: parkin, scRNA: scramble RNA, siPK: siRNA-parkin, klo: klokin 1

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③パーキン遺伝子のスプライシング異常が
酸化ストレスに認められたことは、別紙論文
で供覧。 
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Parkinは単独では抗アポトーシス作用を発揮しなかった

Klokin 1 knock-down ／ Parkin overexpression
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si-klo: siRNA-klokin 1, scRNA: scramble RNA, PK: parkin, Vec: vector alone

ParkinおよびKlokin 1ファミリーの過剰発現およびノックダウン試験より、ParkinはKlokin 1
存在化で初めて抗アポトーシス作用を発揮できることが示唆された。つまりKlokin 1の作用
はParkinに依存していないと考えられた。


