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リン酸化ユビキチンとミトコンドリア機能障害に着目したパーキンソン病発症機構の解析

Phosphorylated ubiquitin is critical for mitochondrial quality assurance to 
inhibit onset of Parkinson's disease.
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研究成果の概要（和文）：(1) 作製済の高感度抗リン酸化ユビキチン抗体で免疫染色を行った。健常脳と比較し
てパーキンソン病患者脳では複数の部位において有意にリン酸化ユビキチンが蓄積しているかどうかについて、
解析を進行中である。
(2) 行動解析および病理学的解析を通じて、ヒトパーキンソン病様の症状を呈するかどうか検討するために、
POLGA遺伝子に変異をもつmutator/PARKINノックアウトマウスを作出した。年齢依存的に運動協調機能の低下と
ドパミンニューロンの脱落が生じるかどうかRota-rod 試験と免疫染色法で調査している。

研究成果の概要（英文）：(1) We have examined phosphorylated ubiquitin staining using sporadic 
autopsy Parkinson’s disease (PD) patients’ brains to assess the possibility of phosphorylated 
ubiquitin as a biomarker. If mitochondrial quality was low in sporadic PD patients’ brains, 
phosphorylated ubiquitin would accumulate at mitochondria. Small amount of phosphorylated ubiquitin 
signal was detected in healthy midbrain with increasing age. However, in PD midbrain, several types 
of phosphorylated ubiquitin signals were observed in a broad area and the amount of signal was 
larger than that of healthy control. This strategy may be a useful diagnostic approach for impaired 
mitochondria-derived phosphorylated ubiquitin accumulation.
(2) POLGA-mutated PARKIN knockout mice are subjected to behavioral and pathological analysis to 
assess PD-like phenotype. We are now evaluating whether each mouse group shows decline in motor 
coordination function and the number of dopaminergic neuron with age.
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１．研究開始当初の背景 

 パーキンソン病は極めて患者数の多い神

経変性疾患である。PINK1 と PARKIN は

劣性遺伝性パーキンソン病の原因遺伝子と

して同定され、その遺伝子産物である 

PINK1 と Parkin は細胞内でミトコンドリ

アの品質管理を連携して行っている（図１）。

PINK1 は蛋白質リン酸化酵素であり、

Parkin は不要な蛋白質にユビキチンを付加

するユビキチンリガーゼ (E3) である。 

 2014 年に、代表者らは「不良なミトコン

ドリアでは PINK1 によってリン酸化され

たユビキチンが蓄積し、選択的なミトコンド

リア分解を制御している」ことを明らかにし

た (Koyano et al., Nature, 2014)。しかし、

培養細胞系を用いた実験系だけでなく、生体

でも同様のシステムが機能するか、といった

研究が不足しており、生理的な条件下でこの

ようなシステムがパーキンソン病の発症に

関与していることを証明する必要があった。 

 

 

 

２．研究の目的 

(1) 古くから、パーキンソン病の発症とミト

コンドリアの品質の低下が関係することが

報告されており、リン酸化ユビキチンは細胞

内のミトコンドリアの品質低下を、ひいては 

パーキンソン病発症の危険性を示す分子マ

ーカーになり得ると考えられる。 

そこで、リン酸化ユビキチンのパーキンソ

ン病初期診断マーカーとしての可能性を模

索する第一歩として、抗リン酸化ユビキチン

抗体（作製済み）を用い、パーキンソン病剖

検脳切片でリン酸化ユビキチンが異常に蓄

積しているかどうかを調べる。 

 

(2) ヒトパーキンソン病とは異なり、

PARKIN ノックアウトマウスは際立った表

現型が報告されていない。その理由のひとつ

として、マウスはミトコンドリア DNA の変

異が蓄積するには短命である可能性が考え

られた。そこで、PARKIN ノックアウトマ

ウスと POLGA 変異マウスを交配すること

で、内在性のミトコンドリアストレス下で

Parkin を欠損した場合にヒトパーキンソン

病様の症状を呈するかどうか検討する（図

２）。 

 

 

３．研究の方法 

(1) パーキンソン病患者脳でミトコンドリア

の不良を示すリン酸化ユビキチンが蓄積し

ているかどうかを免疫染色法にて調べる。 

当研究所脳病理解析室と連携して、脳幹、

中脳黒質、大脳皮質を含む複数の領域につい

て剖検脳切片を作製する。複数の検体から重



症度を分類したうえで、コントロール群と比

較して、リン酸化ユビキチンのシグナルに有

意な差が見られるかどうか調べる。 

 

(2) 唯一のミトコンドリア DNA ポリメラー

ゼである POLGA 遺伝子に変異をもつ 

mutator/PARKIN ノックアウトマウスを作

出して、行動解析および病理学的解析を通し

て、ヒトパーキンソン病様の症状を呈するか

どうか検討する。 

運動機能（協調・バランス）および運動調

節機能（運動緩徐）を評価するために、

Rota-rod test と pole-test を経時的に行う。

心臓、肺、肝臓、脾臓の各臓器重量を測定し、

組織標本を作製して病理学的解析を行う。さ

らに、姿勢保持能力や筋固縮、振戦といった

ヒトパーキンソン病でみられる表現型の観

察を並行しておこなうとともに、脳切片を用

いて黒質線条体におけるドパミンニューロ

ンの脱落度をコントロール群と比較する。 

 

４．研究成果 

(1) 以前、代表者らのグループは、異常なミ

トコンドリア上に蓄積した PINK1 がユビ

キチンをリン酸化することで Parkin を活

性化して、細胞から不良なミトコンドリアを

選択的に排除する仕組みを明らかにした。リ

ン酸化ユビキチンは、「ミトコンドリアが不

良である」ことを意味する重要な細胞内シグ

ナルである。パーキンソン病の発症とミトコ

ンドリア品質の低下が関係することは、以前

より示唆されているので、リン酸化ユビキチ

ンは細胞内のミトコンドリア品質の低下を、

ひいてはパーキンソン病発症の危険性を示

す分子マーカーとなり、パーキンソン病剖検

脳で蓄積している可能性がある。 

当研究所脳病理解析室の協力を得ながら、

パーキンソン病と診断された剖検脳と健常

脳（比較対照群）の切片を用いて、抗リン酸

化ユビキチン抗体で免疫染色を行った。最適

化した固定法やブロッキング法を行ったう

えで、抗リン酸化ユビキチン抗体で染色を行

ったところ、パーキンソン病患者脳・脊髄の

各部位で、リン酸化ユビキチンの蓄積が認め

られた。 

現在、解析対象となる症例数を増やしなが

ら、診断の際の進行度を示すステージ別に分

類して検討している。上記と並行して健常脳

と比較して、リン酸化ユビキチンのシグナル

に十分な有意な差がみられるかどうか慎重

に検証を進めている。今後、パーキンソン病

の分子マーカーとしての可能性について、生

体サンプルを用いた詳細な解析を実施する

必要がある。 

 

(2) Rota-rod testは、マウスやラットのよう

な実験動物の運動機能（協調・バランス）を

評価するために開発された試験である。一方

で pole-test は、パーキンソン病をはじめと

した神経変性疾患のモデルマウスの運動調

節機能を評価する系として知られており、

pole から下降する時間がかかるほど、黒質線

条体経路に障害が現れていることが示唆さ

れる。 

まず、Rota-rod test および pole-testを開

始するにあたり、回転数、時間、試験回数等

を最適化した。生後３カ月齢から経時的に計 

測を進め、解析を行っている。並行して、丸

背、姿勢、体重変化、白毛などの加齢の兆候

についても観察中である。 



マウス脳から回収した細胞抽出液を生化

学的な解析に用いるとともに、経時的に脳病

理切片を作製して、黒質ドパミンニューロン

および線条体の神経細胞を免疫染色し、細胞

数 の 自 動 算 出 を 実 施 し て い る 。

mutator/PARKIN KO mice は出産効率が低

いので、現在、解析対象個体数を増やしなが

ら検証を続けている。 
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