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研究成果の概要（和文）：　我々はパーキン蛋白がミトコンドリア遺伝子の転写を促進することを報告した。我々はパ
ーキンがミトコンドリアに関連したmiRNAのプロセッシングに関与しているとの仮説を立てた。本研究では我々はパー
キンのmiRNAプロセッシングにおける役割を検討した。我々は、細胞の核およびミトコンドリア分画において、パーキ
ンがDrosha蛋白と結合していることを見出した。この結果は核およびミトコンドリアにおいてDrosha複合体の関与した
miRNAプロセッシングにパーキンが関与していることを示唆する。我々はパーキンが両分画において、miR132およびpre
-miR132と結合していることを見出した。
　

研究成果の概要（英文）：We have reported that the Parkin protein to promote transcription of 
mitochondrial genes.We hypothesized that Parkin is involved in the processing of miRNA associated with 
the mitochondria.In the present study, we investigated the role of Parkin in miRNA processing. We found 
that parkin is bonded to Drosha protein in the nuclear and mitochondrial fractions of cultured cells. 
This result suggests that Parkin to the involved miRNA processing via the Drosha complex in the nuclei 
and mitochondria. We have found that Parkin is bonded to miR132 and pre-miR132 in both fractions.

研究分野： 免疫細胞学　神経内科学

キーワード： パーキン　miRNA
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１ ． 研 究 開 始 当 初 の 背 景  

ミ ト コ ン ド リ ア は 、あ る 種 の ス ト
レ ス を 受 け た 際 に は 、オ ー ト フ ァ ジ
ー 機 構 に よ り 分 解 さ れ る こ と で 品
質 管 理 を う け て い る 。近 年 、パ ー キ
ン が ミ ト コ ン ド リ ア の オ ー ト フ ァ
ジ ー（ ミ ト フ ァ ジ ー ）に 中 心 的 な 働
き を す る こ と で 、ミ ト コ ン ド リ ア の
品 質 管 理 を に な っ て い る こ と が 注
目 さ れ て い 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 （ PA R K  2） と し て
発 見 さ れ 、ユ ビ キ チ ン・プ ロ テ オ ゾ
ー ム 系 タ ン パ ク 分 解 シ ス テ ム に お
い て は ユ ビ キ チ ン ・ リ ガ ー ゼ ( E 3 )
と し て 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。  

一 方 、我 々 は パ ー キ ン 蛋 白 が ミ ト
コ ン ド リ ア に 存 在 し 、 E 3 活 性 と は
無 関 係 に ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 の
転 写・機 能 を 促 進 す る こ と を 報 告 し
た （ H u m  M o l  G e n e t  1 5： 8 8 3 - 8 9 5 ,  
2 0 0 6）。ま た 我 々 は 、パ ー キ ン の 一
部 は 新 規 ミ ト コ ン ド リ ア 蛋 白 で あ
る K l o k i n  1 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア
に 運 搬 さ れ る こ と を 報 告 し た
（ H u m  M o l  G e n e t .  2 1 :  
9 9 1 - 1 0 0 3 , 2 0 1 2 ）。 ま た 、 パ ー キ ン
は 癌 抑 制 遺 伝 子 で あ る p 5 3 遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 結 合 し 、そ の
発 現 を 調 節 し て い る こ と 、そ の 作 用
は パ ー キ ン の E 3 と は 無 関 係 で あ る
こ と 、p 5 3 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る
特 定 の mi c r o R N A の 成 熟 過 程 を 促
進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ N a t u r e .  2 0 0 9 ,  4 6 0 ,  5 2 9 - 5 3 3）。  
mi c r o R N A は 細 胞 内 に 存 在 す る
1 8 - 2 5 塩 基 長 の n o n - c o d i n g  R N A 
( n c R N A )で あ り 、細 胞 内 の 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ 機 能 を 有 し て い る 。分
泌 型 mi c r o R N A は エ キ ソ ソ ー ム に
封 入 さ れ た mi c r o R N A が 細 胞 外 に
放 出 さ れ た も の で 、生 体 内 で は 体 液
中 を 循 環 す る 。 以 上 の 知 見 を う け
我 々 は パ ー キ ン が ミ ト コ ン ド リ ア
に 関 連 し た mi c r o R N A の プ ロ セ ッ
シ ン グ に 関 与 し て い る と の 仮 説 を
た て 、研 究 を 行 っ て い る 。本 研 究 は
ミ ト フ ァ ジ ー や ア ポ ト ー シ ス の 際
に お こ る 分 子 メ カ ニ ズ ム を 、分 泌 型
mi c r o R N A に 焦 点 を あ て こ れ を 明
ら か に す る 。   
 
２ ． 研 究 の 目 的  
オ ー ト フ ァ ジ ー は 有 害 ス ト レ ス に

対 し て お こ る 細 胞 の 防 御 反 応 で あ
る 。近 年 、ミ ト コ ン ド リ ア の オ ー ト
フ ァ ジ ー（ ミ ト フ ァ ジ ー ）に お い て

は パ ー キ ン が 中 心 的 な 働 き を す る
こ と で 、ミ ト コ ン ド リ ア の 品 質 管 理
が 行 わ れ て い る こ と が 注 目 さ れ て
い る 。我 々 は 従 来 か ら パ ー キ ン と ミ
ト コ ン ド リ ア の 関 連 に 関 す る 研 究
を 行 っ て お り 、パ ー キ ン が 抗 ア ポ ト
ー シ ス 機 能 を 有 す る こ と や 、最 近 に
は パ ー キ ン が ミ ト コ ン ド リ ア に お
い て mi c r o R N A と 結 合 し て い る こ
と を 見 出 し た 。こ れ ら の 知 見 を う け 、
本 研 究 で は ミ ト フ ァ ジ ー や ア ポ ト
ー シ ス の 際 に お こ る 分 子 メ カ ニ ズ
ム を 、mi c r o R N A に 焦 点 を あ て 、細
胞 傷 害 性 の ス ト レ ス 環 境 、と く に ミ
ト フ ァ ジ ー や ア ポ ト ー シ ス の 際 に
お こ る 細 胞 内 mi c r o R N A お よ び 分
泌 型 mi c r o R N A の 反 応 性 変 化 な ら
び に 細 胞 内 カ ス ケ ー ド に 対 す る 影
響 を 探 索 す る 。さ ら に 、ミ ト フ ァ ジ
ー に つ い て は パ ー キ ン の 関 与 が
mi c r o R N A に ど の よ う な 影 響 を 与
え て い る の か に つ い て 検 討 す る 。  
 
３ ． 研 究 の 方 法  
本 研 究 で は 、 ミ ト フ ァ ジ ー や ア ポ

ト ー シ ス の 際 に mi c r o R N A の 細 胞
内 分 布 が ど の よ う に 変 化 す る の か 、
さ ら に 分 泌 型 mi c r o R N A が 変 化 す
る か 否 か を mi c r o R N A ア レ イ を 用
い て 検 討 す る 。材 料 と し て は 神 経 系
培 養 細 胞 で あ る S H - S Y 5 Y を 用 い 、
ミ ト フ ァ ジ ー は C C C P 処 理 に よ り 、
ア ポ ト ー シ ス に 関 し て は ロ テ ノ ン
な ら び に H 2 O 2 を 使 用 し て 誘 導 す
る 。 さ ら に 、 分 泌 型 mi c r o R N A に
関 し て は ク ロ ー ニ ン グ に よ り そ れ
を 同 定 す る 。ま た ミ ト フ ァ ジ ー に 関
し て は 、パ ー キ ン の 存 在 が そ れ ら に
ど の よ う な 影 響 を 与 え て い る の か
否 か を 、パ ー キ ン K O マ ウ ス M E F、
PA R K 2 患 者 皮 膚 f i b r o b l a s t 細 胞 を
用 い て 、野 生 型 と の 比 較 の 中 で 明 ら
か に す る 。さ ら に 孤 発 性 パ ー キ ン ソ
ン 病 、 PA R K 2 を 含 む 家 族 性 パ ー キ
ン ソ ン 病 患 者 の 血 漿 や 脳 脊 髄 液 に
お い て 同 様 の mi c r o R N A が 病 態 と
関 与 し て い る か 否 か を mi c r o R N A
ア レ イ お よ び R T- P C R を 用 い 、健 常
者 と 比 較 す る こ と で 検 討 す る 。  
 
４ ． 研 究 成 果  
ミ ト コ ン ド リ ア お よ び 核 分 画 に お

い て パ ー キ ン に 結 合 し て い る
miRNA の ク ロ ー ニ ン グ を CLIP 法 に
よ り 探 索 し た 。細 胞 を UV-ク ロ ス リ
ン ク 処 理 し た の ち 、可 溶 化 し た そ れ
ぞ れ の 分 画 に 抗 パ ー キ ン 抗 体  
(PRK8)で 免 疫 沈 降 を 行 い 、沈 降 物 よ
り miRNA を 抽 出 し 、ク ロ ー ニ ン グ を
行 っ た 。そ の 結 果 、ミ ト コ ン ド リ ア



お よ び 核 分 画 に お い て そ れ ぞ れ ５
種 類 と ６ 種 類 の miRNA を 同 定 し た 。
そ の 中 で 、恒 常 的 に パ ー キ ン と 結 合
し て い た miRNA は miR-132, 
miR-638 お よ び miR-26a-2 の 3 種 類
で あ っ た 。さ ら に パ ー キ ン 抗 体 の 沈
降 産 物 か ら real-time PCR 解 析 を  
行 っ た と こ ろ 、 最 も 発 現 が 強 い も

の は miR-132 で あ っ た 。さ ら に 、こ
の 沈 降 産 物 か ら pre-miR-132 が 核
お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 分 画  
の 両 者 か ら 検 出 さ れ た 。 以 上 の 成

績 は 、パ ー キ ン が 核 の み な ら ず ミ ト
コ ン ド リ ア に お い て も miRNA の
processing/generation に 関 与 し
て い る 可 能 性 を 示 唆 す る も の で あ
っ た 。  
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