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研究成果の概要（和文）：真核生物では異常ミトコンドリアをマイトファジーで選択的に除去する仕組みがあり，哺乳
動物ではパーキンソン病の原因遺伝子産物のParkin とPINK1がこの仕組みに関わる。Parkin-PINK1が存在しない出芽酵
母細胞内で，PINK1をミトコンドリア外膜に人為的に局在化させたところ，サイトゾルに発現させたParkinはPINK1のキ
ナーゼ活性依存的にミトコンドリア外膜にリクルートされ，動物細胞と同様に，リン酸化，ユビキチン化をされた。し
たがって，Parkin-PINK1を人為的に発現させた出芽酵母はParkin-PINK1系の機能解析を行うことができるよい実験系に
なると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, aberrant mitochondria are selectively removed by a process ca
lled mitophagy, and PINK1 and Parkin, causative gene products for Parkinsonism, mediate this process in ma
mmalian cells while yeast cells lack the Parkin-PINK1 system.  Here we expressed Parkin and a PINK1 fusion
 protein that is artificially targeted to the mitochondrial outer membrane in yeast cells.  Parkin express
ed in the cytosol was recruited to the mitochondrial outer membrane by PINK1 in a manner that depends on t
he kinase activity of PINK1.  The recruited Parkin was further phosphorylated and ubiquitinated like the c
ase for mammalian cells.  The yeast cells with artificially expressed Pakin-PINK1 can thus offer a useful 
tool to analyze the functions of the Parkin-PINK1 system.
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは真核生物の細胞内で，エネ
ルギー産生，Ca2+濃度調節，アミノ酸や脂質
の合成，アポトーシス等を担う，必須オルガ
ネラである。ミトコンドリア内のタンパク質
や DNA は常に活性酸素による損傷の危険に
さらされており，損傷したタンパク質はミト
コンドリア内の品質管理システムにより除
去される。一方， DNAの損傷等による修復
不能な異常ミトコンドリアについては，これ
を丸ごと選択的オートファジー（マイトファ
ジー）で除去する仕組みがあることが分かっ
てきた。この仕組みは哺乳類では神経細胞に
おいて特に重要で，パーキンソン病の原因遺
伝子産物 Parkin と PINK1 が関わる。PINK1
は正常ミトコンドリアでは内膜に局在し，膜
間部で膜電位依存的に分解される。異常ミト
コンドリアでは PINK1 は内膜ではなく外膜
に留まって分解を免れ,サイトゾルの Parkin
を外膜に集める。PINK1 はキナーゼ，Parkin
は E3 ユビキチンリガーゼとして働き，リン
酸化とユビキチン付加を介して，外膜タンパ
ク質のプロテアソームによる分解が起こり，
続いてミトコンドリアの選択的マイトファ
ジーが起こると考えられている。出芽酵母で
もマイトファジーは起こるが，Parkin も
PINK1も存在しない。われわれは予備的実験
から，哺乳動物 Parkin- GFP を出芽酵母内で
発現すると、Parkin-GFPはサイトゾル全体に
分布するが，ミトコンドリア外膜局在型
PINK1（Om45-PINK1）を Parkin-GFP と共発
現すると、Parkin-GFPはドット様の局在を示
すようになること，共発現株ではミトコンド
リアが凝集し、Parkin-GFPの一部は凝集した
ミトコンドリア上に局在すること，さらに
Parkin-GFPとOm45-PINK1の共発現によって，
酵母細胞の呼吸培地での増殖が阻害される
ことを見出した。以上の結果は，出芽酵母に
は Parkin-PINK1 は存在しないが，哺乳類の
Parkin-PINK1によるマイトファジー誘導系の
一部が重複しており，Parkin-PINK1の発現に
より，マイトファジー誘導系が不完全に動い
てミトコンドリアの凝集や増殖阻害が起こ
った可能性を示す。 
 
２．研究の目的 
出芽酵母には Parkin，PINK1が存在しないの
で，哺乳動物 Parkin, PINK1を人為的に発現さ
せる。このとき PINK1を恒常的にミトコンド
リア外膜に局在させるために，われわれが新
規外膜局在化経路の基質として見出した
Om45 との融合タンパク質を利用する。出芽
酵母で，PINK1, Parkinの系がどこまで働くか
を哺乳動物細胞の場合と比較しつつ検討す
ることで， PINK1 による Parkin のミトコン
ドリアへのリクルート，PINK1によるリン酸
化，自己ユビキチン化等に必要な最小限のシ
ステム因子のセットを同定する。 
 
３．研究の方法 

PINK1 を安定にミトコンドリア外膜に局在
させるために，Om45 との融合タンパク質
（Om45-PINK1）を酵母細胞内で発現する。
Om45-PINK1 およびキナーゼ不活性型の
PINK1 融合タンパク質，Om45-PINK1(KD)と
Parkin を共発現し，Parkin のミトコンドリア
への局在，リン酸化，ユビキチン化，細胞の
生育を調べる。 
 
４．研究成果 
GPD プロモーターまたはガラクトースによ
る発現誘導型プロモーター（GAL1 プロモー
ター）を用いて，酵母細胞内で Om45-PINK1
の発現を誘導できる株を作製した。Om45 は
外膜を通過して膜間部側から外膜に挿入さ
れるが，Om45-PINK1は Om45-DHFRと同様，
PINK1 部分のフォールディングのため外膜
を通過できず，ラテラルにミトコンドリア外
膜に組み込まれ，外膜に安定に局在した。 
 Om45-PINK1の単独発現自体が酵母の増殖
にやや阻害効果を示し，ミトコンドリアの形
態異常（凝集）と前駆体の若干の蓄積（おそ
らくミトコンドリア外膜のトランスロケー
タ TOM40 複合体の機能阻害が生じている）
を引き起こしたが，以上の効果は PINK1のキ
ナーゼ活性に依存しなかった（キナーゼ活性
の欠失変異体Om45-PINK1(KD)でも同様の効
果が観察された）。Om45-PINK1を発現せずに
Parkin を発現すると，Parkin はサイトゾルに
一様に分布した。 
 次にOm45-PINK1発現時に Parkinを共発現
すると，Parkin はミトコンドリアに局在し，
この局在は PINK1 のキナーゼ活性に依存す
ることがわかった。さらにミトコンドリアに
リクルートされた Parkinはリン酸化と自己ユ
ビキチン化を受け，これらの修飾は PINK1
の キ ナ ー ゼ 活 性 に 依 存 し た
（Om45-PINK1(KD)では Parkinのリン酸化，
ユビキチン化が起こらない）。さらに，Parkin
の自己ユビキチン化は PINK1 によるユビキ
チン自身のリン酸化にも依存した（ユビキチ
ン自身のリン酸化部位を変異させると Parkin
のユビキチン化が起こらなくなる）。 
 Om45-PINK1と Parkinを共発現すると，酵
母細胞の増殖は著しく阻害され，この阻害は
PINK1のキナーゼ活性に依存した。しかし前
駆体の蓄積やミトコンドリアの凝集は Parkin
の共発現の有無により大きく変わらなかっ
た。以上の結果は，哺乳動物における PINK1
による Parkinのミトコンドリアへのリクルー
ト，リン酸化，ユビキチン化がこの二つの因
子だけで，かつ PINK1のリン酸化に依存して
酵母細胞でも再現できることを示しており，
PINK1とParkinの機能を解析する上で有用な
系であることが明らかになった。今後，なぜ
酵母細胞内では，PINK1と Parkinがミトコン
ドリア機能に関連した増殖阻害を引き起こ
すのか，その過程にはどんな因子が関与する
のか等を明らかにしていきたい。 
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