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研究成果の概要（和文）：プロテオミクスとショウジョウバエ遺伝学的スクリーニングを組み合

わせた新しいスクリーニング法を開発し、この方法を若年性および晩発性パーキンソン病原因

遺伝子 PINK1 および LRRK2 に関して適用した。その結果、PINK1 シグナルおよび LRRK2
シグナルに関与する新しい分子群を同定することに成功し、パーキンソン病でおこるドーパミ

ン神経変性の病理メカニズムを理解するために貢献した。 
 
研究成果の概要（英文）：PINK1 and LRRK2 are the genes responsible for early-onset and 
late-onset familial forms of Parkinson’s disease, respectively. I developed a new approach 
that combines a proteomics analysis and a Drosophila genetic screening to understand the 
pathogenesis of Parkinson’s disease caused by PINK1 and LRRK2 mutations. Using this 
approach, I successfully determined molecules that are involved in the PINK1 and LRRK2 
pathology, which will contribute to understanding of pathogenesis in these diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病は中脳黒質ドーパミン神

経が選択的に変性欠落することにより発症

するが、その神経変性メカニズムに関しては

未解明のままである。現在までに幾つかの遺

伝性パーキンソン病原因遺伝子が同定され

ている。そのうち若年性パーキンソン病原因

遺伝子 PINK1 と parkin が、活動状態が低下

したミトコンドリアを選択的に除去する「ミ

トコンドリアの品質管理機構」で働くことが

明らかとなっていた。parkin 遺伝子産物

Parkin はユビキチンリガーゼであり、遺伝学



的にミトコンドリア局在キナーゼ PINK1のシ

グ ナ ル の 下 位 に 位 置 す る 。 す な わ ち

PINK1-Parkin 経路がミトコンドリアの機能

を維持することにより、神経細胞の生存性が

支えられると考えられる。 

 一方、PARK8 遺伝子座にリンクする晩発性

遺伝性パーキンソン病は、一般的な（孤発性）

パーキンソン病に臨床症状・病理ともに類似

しており、本疾患の病因の根幹をなすと予想

されている。PARK8 の原因遺伝子 LRRK2 は複

雑なドメイン構造をもつキナーゼをコード

し、疾患型の変異は LRRK2 のキナーゼ活性の

亢進を導くことが示唆されているが、LRRK2

変異がドーパミン神経変性を導く分子メカ

ニズムは不明であった。 

 
２．研究の目的 

 この研究背景を受けて、本研究では PINK1

と Parkin がミトコンドリアの機能を制御す

る分子メカニズム、および LRRK2 の疾患型変

異がドーパミン神経変性を導くメカニズム

を新規に確立したアプローチで明らかにす

ることを目的とした。具体的には、PINK1 お

よび LRRK2に結合する分子を生化学的に同定

し、その中で PINK1 および LRRK2 シグナル伝

達に関与する重要な分子をショウジョウバ

エの遺伝学的スクリーニングで同定するこ

とを試みた。 

 
３．研究の方法 
FLAG タグを付加したヒト PINK1 および LRRK2

を安定的に発現するヒト培養細胞を作製し、

大量浮遊培養を行った。その後、その細胞ラ

イゼートより PINK1、LRRK2 およびその結合

タンパク質を抗 FLAG 抗体カラムにて精製し

た。PINK1、LRRK2 精製画分に特異的なタンパ

ク質群を分取、質量分析解析により網羅的に

同定した。 

 次に同定した PINK1、LRRK2 結合タンパク

質に対応する遺伝子に変異のあるショウジ

ョウバエと PINK1 変異ショウジョウバエ

（PINK1 ノックダウンおよびノックアウトシ

ョウジョウバエ）、ハエ LRRK2 オルソログ

(dLRRK)トランスジェニックショウジョウバ

エを掛け合わせ遺伝学的スクリーニングを

行った。 

 

４．研究成果 

PINK1 結合タンパク質の生化学的同定と、シ

ョウジョウバエを用いた遺伝学的スクリー

ニングにより、ホスホグリセリン酸ムターゼ

5 (PGAM5)という遺伝子を単離することに成

功した。PGAM5 遺伝子を喪失すると PINK1 変

異ショウジョウバエの羽の表現型（図１，羽

の下垂）が完全に抑制できた。PINK1 の変異

による羽の下垂は、羽を制御する筋肉のミト

コンドリアの異常な融合と変性によって起

こる。組織学的な解析により、PGAM5 遺伝子

を除去するとこのミトコンドリアの変性が

部分的に抑制されることが分かった。 

 遺伝子産物 PGAM5はミトコンドリアに局在

する機能未知のタンパク質である。PINK1 と

図１．PINK1 変異ショウジョウバエの可

視化表現型 

ショウジョウバエにおいて PINK1 遺伝

子の機能が失われると、羽を制御する筋

肉のミトコンドリアの変性（下）が起こ

り、羽が下垂する（上）。parkin 遺伝子

のノックアウトショウジョウバエも同

じ表現型を示す。 



 LRRK2 結合タンパク質として約 100 種類の

分子が同定されたが、このうち LRRK2 に特異

的に結合する分子を、免疫沈降法とショウジ

ョウバエの遺伝学的スクリーニングを組み

合わせて絞った。その中で、LRRK2-binding 

protein 1(LBP1)と LBP2 に注目し LRRK2 機能

におよぼす影響の解析を行った。LBP1 は巨大

な HECT 型ユビキチンリガーゼで、LBP2 は

Neur ドメインをもつ機能未知のタンパク質

である。免疫沈降実験により、LRRK2 は、LBP2

を介して LBP1 に結合することが明らかとな

った。さらに LRRK2, LBP1, LBP2 は、免疫細

胞化学的解析によりエンドソームに部分的

に共局在していることが観察された。 

PGAM5 の結合はヒトおよびショウジョウバエ

培養細胞にて観察でき、その分子関係が種を

超えて保存されていることが示唆された。

PINK1 はキナーゼ活性を持つことから、次に

PINK1 が PGAM5 をリン酸化基質とするかどう

かを in vitro キナーゼアッセイで検討した

ところ、その可能性が低いことが分かった。 

 ショウジョウバエ遺伝学による解析から、

parkinはPINK1の下位に位置することが示唆

されている。PGAM5 の機能喪失変異が、PINK1

変異による表現型を抑制することから、

PGAM5 も PINK1 の下位に位置すると考えられ

た。そこで、PGAM5 と PINK1 の遺伝学的な位

置関係を検討した。parkin 変異ショウジョウ

バエは、PINK1 のそれと同じ表現型（筋肉の

ミトコンドリアの変性）を示す。しかし、

parkin変異ショウジョウバエからPGAM5遺伝

子を取り除いてもミトコンドリアの変性は

抑制できなかった。以上の結果から、PGAM5

は parkin の上位遺伝子であるか、あるいは

PGAM5 と parkin は、PINK1 の下位で独立に働

くことが考えられた（図２）。 

 LBP1, LBP2は機能未知のタンパク質である

が、Notch シグナルに関与する分子がもつ特

図２.遺伝学的解析から考えられるPGAM5の

役割（作業仮説） 

左、PINK1 遺伝子と parkin 遺伝子の間に位

置し、Parkin の活性を抑制する。 

右、PINK1 遺伝子の下流に位置し、Parkin

とは独立に働く。PGAM5 はミトコンドリアの

機能を調節していると考えられるが、その

詳細の解明は今後の課題である。 

 

図３. LRRK2,LBP1,LBP2 と Delta との遺伝的

相互作用 

(A, E)ショウジョウバエの羽・胸部原基に、

Delta ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体

(Delta-DN)を 18˚C 飼育下で発現させると、

羽の縁の欠失（A、黒矢頭）および胸部の剛

毛の増加（E、白抜き矢頭）が見られる。 

(B-H)LRRK2、LBP2 の過剰発現、LBP1 のノッ

クダウンは、Delta-DN の表現型を増強する。



徴的なドメインをそれぞれ有している。そこ

で Notch シグナルに関与するかどうかを、シ

ョウジョウバエ遺伝学により解析した。その

結果、LRRK2, LBP2, LBP1 RNAi は Notch 受容

体のリガンドの一つである Deltaのドミナン

トネガティブ変異体（Delta-DN）による表現

型を増強した（図 3）。Delta-DN はその細胞

質領域を欠失しエンドサイトーシスおよび

その後の分解を受けないため、Notch シグナ

ルの cis-inhibition を起こす。LRRK2, LBP2

が、Notch シグナルの cis-inhibition と同様

の作用を及ぼすことを、Hes-1 レポーターア

ッセイ、ライブセルイメージング、マウス胎

児脳への in utero electroporation による

神経発生への影響で確認した。さらに、LRRK2, 

LBP1, LBP2 が、ショウジョウバエにおいて

Rab5, Rab7, Rab11 と遺伝的相互作用を持つ

ことから、LRRK2, LBP1, LBP2 は、エンドソ

ーム-リソソーム経路に関わる小胞輸送を制

御することにより、Notch シグナルを修飾す

る可能性が示唆された。 
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