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研究成果の概要（和文）： 
 遺伝性パーキンソン病原因遺伝子PINK1とparkinにより誘導されるミトファジーは、両遺伝子
の欠損・病因変異により減弱し、PINK1のミトコンドリア集積がミトファジーのトリガーとなる
ことを証明した。またPINK1発現抑制によりミトコンドリア機能が低下するも、活性酸素量は変
化しないこと、パーキンソン病治療効果があるカフェインがAktを抑制しオートファジーを亢進
させること、ゾニサミドがオートファジーではなく、アポトーシスを抑制することを証明した。
（224字） 
研究成果の概要（英文）： 
 PINK1/parkin-mediated mitophagy is attenuated by loss of each gene expression and 
pathogenic mutations of the genes and is triggered by PINK1 accumulation on the 
mitochondrial outer membrane. In PINK1-/- mouse embryonic fibroblasts, mitochondrial 
function is insufficient, whilst production of the reactive oxygen species is 
unchanged.  
 Caffeine, a well-known chemical with PD-onset retardation effects, induces 
apoptosis via enhancement of autophagy. Zonisamide prevents cell death via 
suppression of apoptotic pathway and induction of MnSOD expression. 
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１．研究開始当初の背景 
2008年 12月に、米国 NIHの R. Youleらのグ
ループから遺伝性パーキンソン病（以下 PD）
原因遺伝子 parkin とミトファジーとの関連
（ミトコンドリア uncoupler である CCCP 添
加により脱分極したミトコンドリアに
parkinが集積し、ミトファジーが促進される
こと）が報告されたため、当初の本研究計画
では alpha-synucleinとミトファジーとの関
連に焦点を当てて研究を進める予定であっ
たが、parkin および PINK1（遺伝性 PD 原因

遺伝子の一つで、parkinとの関連が深いとさ
れる）に対象をシフトし、2009年 1月より研
究を開始した（なお 2009 年 4 月に本研究申
請が採択された。） 
２．研究の目的 
 遺伝性 PD 原因遺伝子（特に PINK1 および
parkin）によるミトファジー調節機構を解明
し、病態との関連を検討し、その意義を解明
すること。および PD 治療効果を持つとされ
る種々の化合物の、オートファジーを介する
効果を検討すること。 
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３．研究の方法 
種々の培養細胞（HeLa、SH-SY5Y、PC12D細胞、
Atg7-/-マウス胚性線維芽細胞 (Atg7-/- 
MEFs)およびそのコントロール細胞(Atg7+/+ 
MEFs)、parkin-/- MEFsおよびそのコントロ
ール細胞(parkin+/+ MEFs)、PINK1-/- MEFs
およびそのコントロール細胞(PINK1+/+ 
MEFs)に、遺伝子導入（主に野生型および変
異型の parkinや PINK1）/化合物（ミトコン
ドリアに作用する CCCP、MPP+、rotenone、マ
イトマイシンなどや、種々の濃度に調節した
カフェイン・ゾニサミド）添加を行い、観察
可能な処置を施した後に、ウェスタンブロッ
ティングや免疫沈降法および蛍光顕微鏡・電
子顕微鏡・共焦点レーザー顕微鏡・フローサ
イトメーターを用いて多面的な評価を行っ
た。 
４．研究成果 
(1) Parkin-PINK1介在性ミトファジーについ
て以下に記載する事項をを明らかにした。 
①ミトコンドリア uncoupler である CCCP 投
与によって脱分極したミトコンドリアへの
parkin 移行に、parkin のリンカードメイン
が重要であること（野生型および種々の病因
変異を持つ parkin を作製し、培養細胞に導
入後、CCCP を投与し、各 parkin のミトコン
ドリアへの移行を観察することにより評価
した）。 
②脱分極したミトコンドリアへの parkin 移
行に野生型 PINK1が必須であり、多くの変異
型 PINK1 では parkin 移行が不十分であり、
その後に誘導されるミトファジーも不十分
になること。 
③PINK1および parkinが移行した脱分極ミト
コンドリアはユビキチン化され、p62 が共局
在すること（なお以降の類似した研究では
p62 のミトコンドリアへの移行が必須である
とする報告と、そうではないとする報告があ
り、現時点では一定の見解を見ない）。 
④脱分極されていないミトコンドリアでも、
PINK1 を強制発現することで、parkinのミト
コンドリアへの移行が促進され、ミトファジ
ーが誘導されること（PINK1 および parkin 両
蛋白を強制発現したところ、CCCP を添加する
ことなく、parkinがミトコンドリアに移行し、
続いてミトファジーが引き起こされ、完全に
ミトコンドリアが消失する）。 
⑤④で述べた現象は、変異型 PINK1 の強制発
現では誘導されず、ミトファジーも不十分で
あること。 
 
(2) PINK1 とミトコンドリア機能について以
下に記載する事項をを明らかにした。 
①PINK1 欠損状態では、ミトコンドリア膜電
位の低下、呼吸機能低下および細胞分裂が低
下することを、生細胞から抽出したミトコン
ドリアを呼吸させながら評価する molecular 

kinetic assayにより証明したこと 
②PINK1 欠損状態による細胞分裂能の低下は、
ミトコンドリア依存的であることを、ガラク
トース培地を用いて証明したこと 
③PINK1 欠損状態ではミトコンドリア形態変
化（断片化）が誘導されること。 
④PINK1 欠損状態でも、活性酸素の放出は有
意に上昇しないこと。 
 
(3) PD発症予防効果があるとされる化合物と
オートファジーとの関連について以下に記
載される事項を明らかにした。 
①抗てんかん薬でかつ PD の運動症状改善効
果があるとされるゾニサミドが、MnSOD の発
現を上昇させ、種々の毒性物質に対して抗ア
ポトーシス効果を持つこと。 
②高濃度カフェインが直接 Aktのリン酸化を
抑制することにより、PI3K/Akt/mTOR/p70S6K
経路を抑制し（下記図１－３を参照）、オー
トファジーを促進し、細胞保護的ではなく、
アポトーシスを導くこと（図４参照）。 

 
 

図１ HeLa細胞に 10 mMのカフェインを添加
し 24 時間後にウェスタンブロッティングを
施行した。Aktのリン酸化が著明に抑制され、
オートファジーマーカーである LC3-II が顕
著に上昇している。 
 

 
図２ 図 1と同様の実験後、ウェスタンブロ
ッティングを施行した p70S6、S6、4E-BP1の
リン酸化が著明に抑制されている。 
 
 
 
 



 

 

 
図３ 図２の実験で使用した細胞抽出液を
使用し、夫々の蛋白の総量を評価したが、ど
の蛋白量も変化を認めなかった。 
 

 
図 4 Atg7-/-および+/+MEF に各濃度のカフ
ェインを加え、細胞表面の annexin V発現を
FACSを用いて検討した。濃度依存的に early 
apoptotic changeを呈する細胞が増加するが、
Atg7+/+ MEFsにおいてより顕著に同現象が認
められる。 
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