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研究成果の概要（和文）：　パーキンソン病原因遺伝子産物PINK1とその制御タンパク質の解析を行った。PINK1の転写
レベルでの制御について、抗酸化転写因子NRF2がPINK1の発現制御に関わることを見出した。NRF2は酸化ストレス環境
下でPINK1発現を上昇させた。PINK1のタンパク質レベルでの制御について、SARM1、TRAF6によるPINK1のユビキチン化
を見出した。ミトコンドリア膜電位低下時にSARM1がTRAF6をPINK1上にリクルートし、Lys63鎖型のユビキチン化を介し
てPINK1を安定化した。蓄積したPINK1は損傷ミトコンドリアの分解、細胞生存に寄与した。

研究成果の概要（英文）：　We analyzed the mechanism of mitochondrial homeostasis through PINK1 which is 
one of the causing gene products of Parkinson's disease. In transcriptional regulation, we found that 
NRF2, an antioxidant transcription factor, regulates PINK1 expression under oxidative stress condition. 
In post-translational regulation, we found that SARM1 and TRAF6 bind to and stabilize PINK1 through 
lysine 63 chain ubiquitination. Accumulated PINK1 contributes to damaged mitochondrial degradation and 
cell survival.

研究分野：分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
PINK1 (PTEN induced putative kinase 1) 
はパーキンソン病原因遺伝子の 1つで、近
年の研究から不要になったミトコンドリ
アの分解（マイトファジー）に必須の役割
を担うことが示されていた。申請者は研究
開始当初に PINK1 の結合・制御タンパク質
として PRDX3、BAP31、SARM1、NRF2 を新規
に見出し、PINK1 がこれらのタンパク質の
制御を介してミトコンドリア恒常性維持
や細胞生存に寄与する可能性を見出して
いた。 
 
２．研究の目的 
  本研究では PINK1 の結合・制御タンパク
質として見出した PRDX3、BAP31、SARM1、
NRF2 の機能解析を通じて、PINK1 がミトコ
ンドリアの分解だけでなく、ミトコンドリ
アの維持、新生にも関与していることを示
し、PINK1 を介したミトコンドリア恒常性
維持機構の全体像とそれを介した細胞死
抑制機構を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 
  解析に用いた細胞はヒト神経芽腫
SH-SY5Y細胞（ECACC）とヒトiPS細胞（RIKEN 
Cell Bank）から分化誘導を行った神経細
胞を用いた。SH-SY5Y 細胞は DMEM/F12-10% 
FBS を、神経細胞は Neurobasal medium に
2% B-27、2 mM GlutaMAX を加えた培地を使
用し、オルニチン、ラミニンコートを行っ
たディッシュ上で培養した。 
 
(2) 免疫沈降とウェスタンブロッティング 
   PINK1 と結合タンパク質の解析は免疫沈
降法を用いた。細胞に HA タグを付加した
PINK1 及び関連遺伝子を発現させた。24～
48 時間後に 0.3% CHAPS を含む細胞溶解液
を加え細胞を溶かし、αHA-アガロースを
用いて免疫沈降を行った。その後グリシン
溶液を用いて沈降物を回収し、SDS サンプ
ルバッファーを加え、ウェスタンブロッテ
ィング用のサンプルとした。 
  ウェスタンブロッティングはサンプル
を SDS-PAGE で展開後、PVDF 膜に転写を行
った。1 次抗体、HRP 標識の 2 次抗体を加
え、HRP 基質溶液と反応させ、バンドの検
出を行った。 
 
(3)ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
    PINK1 の転写制御機構を解析するために、
ヒトゲノム DNAから PINK1 プロモーター（3 
kbp）を PCR で増幅し、pGL4.14 ルシフェラ
ーゼベクターに組み込み解析に用いた。こ
の pDNA と各種転写因子などをコードする
pDNA のトランスフェクションを行い、24
～48時間後に Bligtlight Plus を用いてル
シフェラーゼの基質発光量の測定を行っ

た。 
 
(4) Real-time PCR 
    PINK1などのmRNA発現量を測定するため
に Real-time PCR 法を用いた。細胞からト
ータル RNA を抽出し、ランダムヘキサマー
を用いて cDNA の合成を行った。cDNA とタ
ーゲト遺伝子プライマーを混合し、Step 
ONE Plus を用いて mRNA の発現量を測定し
た。 
 
４．研究成果 
(1) PRDX3 による PINK1 制御機構の解析 
  PINK1 の結合タンパク質の解析によって、
抗酸化に働く Peroxiredoxin 3 (PRDX3)を
結合タンパク質の 1 つとして見出した。
PRDX はヒトでは 1から 6まであるが、免疫
沈降-ウェスタンブロッティング解析で
PRDX3 が PINK1 に強く結合し、PRDX4 も弱
く PINK1 に結合することがわかった。スト
レス環境下での PINK1 と PRDX3 の結合状態
を解析したところ、酸化ストレスを加えた
場合に PRDX3 は PINK1 から解離した。siRNA
による PRDX3、PRDX4 の発現抑制を行った
ところ、ミトコンドリア膜電位低下時の
PINK1 の蓄積が減少した（図 1）。 

これらの結果からPRDX3及び PRDX4はミ
トコンドリアの状態に応じてPINK1の安定
性を制御することが示唆されたが、その詳
細を解明するために更なる解析が必要で
ある。 
 
(2) PINK1 と BAP31 の結合を介したミトコン
ドリアカルシウム量の調節 
  3-(2)に示した方法で BAP31 を PINK1 の
結合タンパク質として見出した。BAP31 は
小胞体に局在するタンパク質で、小胞体か
らミトコンドリアへのカルシウム流入を
制御することが知られている。またその際
にBAP31と結合することが報告されたミト
コンドリアタンパク質 Fis1 は PINK1 との
結合は確認できなかった。PINK1 のキナー
ゼ活性がBAP31との結合に及ぼす影響をみ
るために野生型（WT）とキナーゼ活性のな
い PINK1 変異体（KD）と BAP31 の結合力の
比較を行ったところ、WT のほうが KD より
も強く BAP31 と結合していた。一方ミトコ
ンドリア外膜（OPA3）、細胞質（Cyt）に局
在するようにした PINK1 と BAP31 の結合は
WT と同程度であった（図 2）。 



次にBAP31を介したミトコンドリアへの
カルシウム流入について検討した。ミトコ
ンドリアのカルシウム量は染色試薬
Rhod-2 を用いて評価した。ミトコンドリア
へのカルシウム流入はBAP31の強制発現に
よって増加したが、PINK1 の共発現によっ
て少し減少した。PINK1 が BAP31 によって
惹き起こされるミトコンドリアへのカル
シウム流入を制御する可能性を得た。現在
更なる解析を行っており、今後論文として
まとめて発表したいと考えている。 
 
(3) SARM1-TRAF6 による PINK1 タンパク質安
定化機構とマイトファジー誘導 
  PINK1 の結合タンパク質の 1 つとして見
出した SARM1 の解析を行った。SARM1 は 724
アミノ酸からなるタンパク質でミトコン
ドリア移行シグナル、ARM、SAM、TIR ドメ
インなどを有する。SARM1 をドメインごと
に分けた解析から、PINK1 は SARM1 の N 末
端側（1-106 aa）に結合することがわかっ
た。またその領域にはユビキチン E3 リガ
ーゼの 1つである TRAF6 の結合サイトがあ
り、PINK1、SARM1、TRAF6 は複合体を形成
し、SARM1 は TRAF6 をミトコンドリア外膜
によびこむ働きをもつことが示唆された。 
  次に TRAF6 が PINK1 をユビキチン化する
可能性について検討した。ユビキチン、
TRAF6 の共発現によって PINK1 はユビキチ
ン化され、SARM1 の追加によってユビキチ
ン化が更に増強され、PINK1 のタンパク質
量も増加した（図 3）。このユビキチン化及

び PINK1 タンパク質の蓄積は、これまでに
報告のあったミトコンドリア膜電位低下

時にも観察された（図 4）。TRAF6 を介した
PINK1のユビキチン化はリジン63を介した
ユビキチン鎖形成であり、プロテアソーム
分解時に認識されるリジン 48 を介したユ
ビキチン鎖形成とは異なっていた。次に
TRAF6 を介した PINK1 のユビキチン化が損
傷ミトコンドリアの分解（マイトファジ
ー）に及ぼす影響を解析した。ミトコンド
リアの膜電位が低下し、外膜上への PINK1
蓄積が起こると、別のパーキンソン病原因
遺伝子産物である Parkin がミトコンドリ
アへリクルートされ、マイトファジーが誘
導されることが知られている。SARM1 や
TRAF6の共発現によってParkinのミトコン
ドリア移行率は増加し、逆にSARM1やTRAF6
の発現を抑制すると Parkin のミトコンド
リア移行率が減少した。これらの結果から
PINK1 の新規結合タンパク質として見出し
たSARM1はミトコンドリア膜電位低下時に
TRAF6 を PINK1 上にリクルートし、Lys63
鎖型のユビキチン化を通じてPINK1を安定
化し損傷ミトコンドリア分解に寄与して
いることが判明した。以上の結果をまとめ
て Mol Biol Cell 誌（2013）に掲載された。 
  SARM1 のミトコンドリアへの作用に関し
て、SARM1 の強制発現がミトコンドリア呼
吸能を抑制し、ATP 合成を阻害することを
見出した。これに伴い PINK1 の蓄積量も変
化した。またこの現象には SARM1 のリン酸
化が重要であり、リン酸化の制御によって
ATP 合成、神経細胞生存率を改善すること
を見出したので、特許出願を行った（特願
2016-058130）。この SARM1 の研究に関し
て次年度の科学研究費助成に採択された
ので、引き続き解析を行いミトコンドリア
恒常性維持機構について更に解明してい
きたい。 
 
(4) NRF2 による PINK1発現制御とミトコンド
リア恒常性維持 
  4-(3)に示した我々の結果や他のグルー
プの報告によって、タンパク質レベルでの
PINK1 の制御機構については様々なことが
明らかになってきた。一方、転写レベルで
のPINK1の発現制御機構についてはほとん



どわかっていなかった。パーキンソン病の
病態に関わる酸化ストレス環境下での
PINK1 発現誘導機構について解析するため
に、様々なストレスを加えた時の PINK1 発
現を調査した。PINK1 の mRNA 発現は酸化ス
トレス（6-OHDA やロテノン曝露）環境下で
増加した。PINK1 発現に関与する転写因子
を同定するためにPINK1のプロモーター解
析を行ったところ、抗酸化に関わる転写因
子である NRF2 の結合配列が PINK1 プロモ
ーター上に存在することを見出した。
PINK1 プロモーターを用いたルシフェラー
ゼアッセイで、NRF2 強制発現によって
PINK1 発現が上昇し、NRF2 の転写活性のな
い変異体の強制発現やプロモーター上の
NRF2 結合配列の欠失や変異によってその
発現誘導が減少することを確認した（図 5）。   

次に内在性の NRF2 による PINK1 転写制御
について確認するために、いくつかの NRF2
活性化剤（tBHQ、Sulforaphane、Curcumin
など）を用いて解析を行った。これらの
NRF2活性化剤の添加によってPINK1の発現
は上昇し、siRNA による NRF2 の発現抑制に
よってその効果は失われた。これらの NRF2
活性化剤による PINK1 発現誘導はヒト iPS
細胞から分化誘導した神経細胞において
も確認された。NRF2 によって発現誘導され
た PINK1 は酸化ストレス耐性に重要で、
PINK1の発現抑制によってNRF2の細胞死抑
制効果は減少した。また NRF2 の発現抑制
によってミトコンドリア膜電位低下に伴
う PINK1 の蓄積も減少し、損傷ミトコンド
リアの分解（マイトファジー）も減少した。
このように NRF2 は酸化ストレス環境下で
PINK1 の発現誘導を行い、損傷ミトコンド
リアの分解、細胞死抑制に寄与することが
判明したが、プロモーター配列の解析から
ミトコンドリア新生に関わる PGC-1αのプ
ロモーター上にも NRF2 の結合配列が存在
した。実際に酸化ストレス曝露によって
PGC-1αの発現は上昇した。これらの結果
から、酸化ストレス環境下において NRF2
は PINK1の発現誘導を通じて損傷ミトコン
ドリアの分解、PGC-1αの発現誘導を通じ
てミトコンドリア新生に寄与し、ミトコン
ドリア恒常性維持と細胞死抑制に寄与し
ていると考えられる。 

細胞内で損傷をうけ分解されるミトコ
ンドリア及び新しく生み出されるミトコ
ンドリアを可視化するために、NRF2 結合配
列を含むプロモーター下流にPINK1遺伝子
とGFP遺伝子を組み込んだベクターを作製
した。このベクターを発現させ、ミトコン
ドリアの膜電位を低下させると、ミトコン
ドリアへの蛍光の集積が確認された。しか
し定常状態においてもGFP蛍光が観察され、
新しく生まれ来るミトコンドリアとの区
別が困難であった。これらのミトコンドリ
アの可視化のためには更なる改善が必要
である。NRF2 による PINK1 転写制御および
ミトコンドリア恒常性維持に関する結果
についてまとめて、PLoS One 誌（2015）に
掲載された。 
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