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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患パーキンソン病（PD）の原因遺伝子PINK1, Parkinの神経における機能
をショウジョウバエモデルにより解析した。組織染色、生体イメージングにより神経細胞におけるミトコンドリ
ア形態や神経活動におけるPINK1, Parkinの機能を解析したところ、Parkinの過剰な活性によりミトコンドリア
の形態異常が生じ、Parkinの活性化異常によりドーパミン神経の神経活動が低下し、細胞死が誘導された。この
結果から、神経機能・生存におけるPINK1, Parkinを介したミトコンドリア機能制御の重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：Neural function of Parkinson’s disease causative genes, PINK1 and Parkin 
were analyzed by using Drosophila model. Molecular genetical methods, immunostaining and live 
imaging showed that abnormal activity of Parkin affect accumulation of mitochondria in dopamine 
neurons. Neural activity were decreased by up-/down-regulation of Parkin activity and neural cell 
death were occurred. These results suggested that PINK1, Parkin mediated mitochondria clearance 
mechanisms is important for neural activity and viability.

研究分野：神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
超高齢化が進む本邦では、加齢により発症
リスクが増すパーキンソン病（以下 PD）の
発症機序解明が強く求められている。既に遺
伝性 PD家系から、２０個以上の原因遺伝子
が同定されており、その機能解析が進められ
ている。原因遺伝子には、ミトコンドリア機
能維持や細胞内小胞輸送に関わるものが多
く含まれている。ミトコンドリア機能維持や
小胞輸送機構は、多様な組織・細胞に共通し
た機構であるが、パーキンソン病の主徴は、
中脳黒質ドーパミン神経特異的な変性・脱落
であるため、神経特異的な生理機能における
PD遺伝子の機能解析が求められている。 

PD原因遺伝子 PINK1や Parkinは、共に
ミトコンドリア機能維持に重要な働きを持
つ。加齢や環境要因、遺伝子変異などでミト
コンドリアの機能低下やミトコンドリアス
トレスがかかると、活性酸素が生じ、異常ミ
トコンドリアが生じる。PINK1, Parkinは異
常ミトコンドリアを除去する機構・マイトフ
ァジーを制御していることから、PINK1, 
Parkin の異常によりマイトファジーが正確
に行われなくなり、細胞の機能異常や細胞死
が誘導されると考えられる。しかし、マイト
ファジーの研究の多くは、培養細胞を用いて
行われており、神経細胞におけるミトコンド
リア機能維持機構に関する知見は乏しい。ま
た、ミトコンドリア機能は、神経活動におい
ても重要であると考えられているが、PINK1, 
Parkinの異常と神経機能の異常の関連は、詳
細には解明されていない。 
また、ミトコンドリアの機能維持には、物
質輸送機構も重要であり、PD遺伝子 LRRK2
や Vps35と PINK1, Parkinの遺伝的相関も
報告されていることから、小胞輸送における
PINK1, Parkinの機能解析もPD病態機序の
理解には重要となる。 
組織・細胞特異的な機能解析には、生体を
用いた実験が重要になることから、近年の
PD 研究においては、任意の遺伝子発現制御
が比較的容易で、世代時間や寿命の短さから
加齢依存的な表現型の解析が短時間で可能
なショウジョウバエモデルの利用が広がっ
ている。そこで、本研究では、ショウジョウ
バエモデルを利用し、神経機能におけるミト
コンドリア機能や小胞輸送における PD原因
遺伝子、PINK1, Parkinの機能解析を進めた。 

 
２．研究の目的 

PINK1, Parkin 欠失ハエや発現抑制ハエ
を用いて、神経細胞におけるミトコンドリア
の異常と神経活動の異常を解析することで、
神経における PINK1, Parkin を介したミト
コンドリア機能制御機構とそれに関連した
神経機能の解明を試みた。 
（１）ドーパミン神経におけるミトコンドリ
アの機能制御における PINK1, Parkin の機
能解明。PINK1による Parkinの活性化が異
常ミトコンドリア除去機構に重要と考えら

れている。そこで、Parkinの不活性化型や活
性化型を発現させ、ドーパミン神経における
ミトコンドリア機能を解析する。PINK1 や
Parkin の欠失がミトコンドリア形態異常を
起こすことは既に報告されているため、ドー
パミン神経におけるミトコンドリア形態観
察から、PINK1, Parkinの神経細胞ミトコン
ドリア機能制御への関与を解析する。 
(2)PINK1, Parkin を介した神経活動制御機
構の解明。神経活動には ATPが必要である。
また、カルシウム濃度の変化が神経活動制御
において重要であるが、ミトコンドリアは、
細胞内カルシウム濃度制御も担っているこ
とから、PINK1, Parkinの異常が神経活動の
異常を誘導することが容易に推察できる。そ
こで、生体内の神経活動を可視化・数値化す
る手法を樹立し、神経生理的な PINK1, 
Parkinの機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
 PINK1, Parkin の欠失ハエや発現調節（発
現抑制・過剰発現）ハエは、既に作製されて
おり、利用可能であったため、それらのハエ
を組み合わせ、任意の細胞で発現調節や活性
制御を行った。 
(1)ミトコンドリアの形態観察のため、蛍光
タンパク質GFPをミトコンドリアに局在させ、
共焦点顕微鏡を利用することで、ドーパミン
神経のミトコンドリア形態を観察した。分子
遺伝学的手法によりドーパミン神経特異的
に任意の遺伝子を発現可能なTH-Gal4ハエと
Parkin の不活性化型 Parkin SA 又は、活性型
Parkin SE, 野生型 Parkin WT のいずれかを
発現可能な UAS-Parkin SA, SE, WT ハエを交
配させることで、ドーパミン神経だけで
Parkin SA, SE, WTの発現誘導が可能である。
内在性の Parkin を持つハエや Parkin 欠失ハ
エのドーパミン神経に Parkin SA, SE, WT と
ミトコンドリアに局在する GFP(mito-GFP)を
発現させ、ドーパミン神経に対する免疫染色
と組み合わせてドーパミン神経におけるミ
トコンドリア形態を観察した。 
(2)PINK1, Parkinの発現調節が神経機能に与
える影響を調べるため、シナプス分泌依存的
に蛍光強度変化を生じるVMAT-pHluorinを利
用し、神経分泌能を解析した。VMAT-pHluorin
は、神経活動による神経伝達物質の分泌時に
蛍光強度が上昇する。神経細胞は、自発的に
活動しているため、VMAT-pHluorin をドーパ
ミン神経で発現させ、解剖した脳の蛍光強度
変化を計測することで自発的な神経活動を
数値化できる。VMAT-pHluorin と Parkin SA, 
SE, WT のいずれかを共発現させ、蛍光強度を
計測することで、Parkin の活性化と神経活動
の相関を解析した。 
(3)神経活動を詳細に調べるため、幼虫神経
筋接合部からの電気生理学的記録設備の樹
立を試みた。ショウジョウバエでは、神経筋
接合部に電極を刺し、運動神経の軸索に電気
刺激を与えることで、神経活動を電気生理学



的に記録可能である。刺激条件を任意に制御
することで、神経活動を担うシナプス小胞の
動態を詳細に解析可能である。そこで、電気
生理学的記録を可能とするため、機器の設置
と、詳細な解析のための刺激条件の決定を試
みた。 
 
４．研究成果 
(1)内在性の PINK1 と Parkin がある状態でド
ーパミン神経（図マゼンタ）特異的に Parkin 
WT (図 B), SA（図 C）, SE（図 D）を発現さ
せるとコントロール（図 A）では、細いチュ
ーブ状のミトコンドリアが観察できたが、WT, 
SE 発現ハエではチューブ状のミトコンドリ
アが消失していた。特に、SE 発現ハエでは大
きなミトコンドリアの凝集が生じており、ミ
トコンドリアの分割機構が正常に働いてい
ないと考えられる。一方、SA 発現ハエはコン
トロールと違いは無いことから、活性のある
Parkin の増加がミトコンドリアの異常を誘
導していると考えられた。 

そこで、PINK1 欠失ハエ(PINK1-/-)を使い、
内在性や Parkin WT が活性を持たない状態で
ミトコンドリアを観察したところ、WT（図 F）, 
SA（図 G）はコントロール（図 E）と同様の
チューブ状のミトコンドリアが観察できた
が、SE（図 H）では大きな凝集ミトコンドリ
アが観察された。 

以上の結果から、ドーパミン神経においても、
PINK1 が Parkin の活性を制御しており、過剰
な活性化がミトコンドリアの異常を誘導す

ることが示唆された。異常ミトコンドリアの
除去には、異常ミトコンドリアを正常ミトコ
ンドリアから切り離す機構が重要であるが、
Parkin の活性異常は、こうした異常ミトコン
ドリア切り離しの異常を起こすと考えられ
る。また、細胞体の周囲には、軸索や樹状突
起内のミトコンドリアが存在するが、Parkin
が過剰な活性を持っているハエでは、軸索や
樹状突起のミトコンドリアが観察できなか
ったことから、ミトコンドリアをシナプス終
末に送る軸索輸送に異常が生じている可能
性も考えられる。 
さらに、ドーパミン神経の数を調べた結果
（下図）、５日齢では Parkin の活性が異なっ
ても細胞数に差は無かったが、45 日齢では、
Parkin の過剰な活性を持つハエでは、有意な
ドーパミン神経の減少が見られた。興味深い
ことに、Parkin SA の発現では、ミトコンド
リア形態には異常が生じていなかったが、細
胞死は誘導されており、活性を持てない
Parkin が存在することが、ドーパミン神経の
生存に有害であることが示された。PINK1 や
Parkin の病原性変異では PINK1 や Parkin が
機能を喪失していると考えられるため、
Parkin SA 発現ハエで起きたドーパミン神経
細胞死が誘導されている可能性が考えられ
る。 

（２）次いで、ドーパミン神経の神経活動に
対する Parkin の活性が与える影響を解析し
た。ドーパミン神経で VMAT-pHluorin と
Parkin SA, SE, WT を発現させたところ、SE
発現ハエでは、VMAT-pHluorin の発現量が減
少していた。VMAT-pHluorin はシナプス小胞
に局在する蛍光タンパク質であるため、その
減少はシナプス小胞が減少している可能性
を示している。さらに、自発的神経活動を計
測するため、高出力のレーザーにより一時的
に蛍光を消失させ、その後の蛍光回復率から
シナプス分泌能を計測したところ（下図）、
SE、SA 発現ハエのシナプス分泌能は有意に低
下していた。この結果は、Parkin の活性が過
剰でも不活性状態でも神経活動を低下させ
ることを示している。 
以上の結果から、PINK1, Parkin による正常
な Parkin の活性化制御が、ミトコンドリア
の形態制御に重要であり、かつ神経機能制御
や生存にも重要であることが明らかになっ
た。 
 



(3)幼虫神経筋接合部からの神経活動記録装
置の設置と記録法の樹立。PINK1, Parkinが、
ドーパミン神経のミトコンドリア機能維持
に重要であることが上記の実験から示され、
さらに神経活動にも影響することが明らか
になったことから、より詳細な神経活動解析
法の利用が求められた。そこで、幼虫神経筋
接合部からの電気生理学的神経活動記録に
必要な機器の設置を行い、刺激条件を検討し
た。PINK1 欠失ハエの幼虫神経筋接合部では、
自発的神経活動や電気刺激に対する応答に
は異常がなく、高頻度刺激に対する応答低下
が報告されている。そこで、PINK1 欠失ハエ
(PINK1-/-)に高頻度刺激を行ったところ有
意な神経活動の低下が生じていた(下図)。し
かし、運動神経特異的に PINK1 のノックダウ
ンを行っても、十分な振幅低下は生じていな
かった。このことから、PINK1 欠失ハエにお
ける振幅低下は、受容側である筋肉の機能異
常が原因の可能性が高い。今後は、PINK1 で
見られる神経活動異常の原因部位の特定と
その異常を Parkin の活性化やミトコンドリ
アの機能回復により回復できるかを調べ、ミ
トコンドリア機能異常と神経機能異常を繋
ぐ機構における PINK1, Parkin の機能解析を
進めていく。 

本研究から、生体における PINK1, Parkin
の活性とミトコンドリア機能、神経機能の関
連が明らかになった。興味深いことに、活性
を持たない Parkin SA の発現は、ミトコンド
リア形態には異常を生じていなかったが、神
経機能や生存には有害であり、ミトコンドリ
ア形態以外の神経特異的な機能において、
PINK1, Parkin を介在した制御機構がある可
能性を示唆している。また、ミトコンドリア
機能異常と神経分泌能の相関を示した点で
も PD 患者の生体内で起きている現象の理解
に貢献すると考えられる。また、本研究で用
いた神経機能の解析法は、他の PD 遺伝子の

機能解析においても応用可能であり、PD研究
に幅広く寄与すると考えられる。今後は、よ
り神経特異的機能に注目し、PD 関連遺伝子の
機能解析を進めていく予定である。 
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