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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Parkinはユビキチンリガーゼをコードし、ミトコンドリア
の品質管理に関与することが知られている。しかし、Parkinの変異によりドーパミン神経が選択的に変性する分
子機序は不明である。そこで、ドーパミン神経、グリア特異的にParkin依存的にユビキチン化される分子を、
BioUb6-BirAシステムとショウジョウバエを組み合わせて探索をした。さらに、新規に単離されたパーキンソン
病原因遺伝子CHCHD2の結合タンパク質の探索を、ヒト培養細胞を用いて実施し、ミトコンドリアマトリクスタン
パク質p32を同定した。p32とCHCHD2との結合の生理的意味は、ハエモデルで検討した。

研究成果の概要（英文）：The parkin genes responsible for autosomal recessive early-onset Parkinson’
s disease, which encodes ubiquitin-ligase, is known to regulate mitochondrial quality control. 
However, the pathogenesis of selective dopaminergic neuron death caused by Parkin mutations remained
 unknown. To address this issue, I tried to search dopaminergic neuron-specific or glia-specific 
ubiquitination substrates of Parkin using the combination of BioUb6-BirA system and Drosophila. 
Newly identified autosomal dominant late-onset Parkinson’s disease gene, CHCHD2, encodes a 
mitochondrial protein with unknown functions. I tried to determine CHCHD2-binding proteins from 
human cultured cells and isolated a mitochondrial matrix protein p32. The biological significance of
 CHCHD2-p32 interaction was assessed using Drosophila models.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景	
Parkin 変異にリンクする若年性パーキンソ
ン病(PD)は、中脳黒質ドーパミン神経および

脳幹青斑核のノルアドレナリン神経の選択的

な脱落が特徴である。グリオーシスなどの炎

症は観察されないと報告されている。すなわ

ち Parkin 変異による PDは、純粋にドーパミ

ン神経の生存性に関わるシグナル経路の異常

により発症に至ると考えられる。遺伝子産物

Parkin はユビキチンリガーゼであり、別の

若年性 PD原因遺伝子産物である PINK1 と協

働し、損傷したミトコンドリア上のタンパク

質をユビキチン化する 1。その後ユビキチン

化ミトコンドリアは、オートファジーで選択

的に除去されることが示されている。このイ

ベントはミトコンドリア選択的なオートファ

ジーとして、特にマイトファジーと呼ばれて

いる。しかし、マイトファジーの研究やマイ

トファジーに関わる Parkin基質の同定は、

強力なミトコンドリア脱共役剤で非神経培養

細胞を処理して行われている 2,	3。つまり、

ドーパミン神経とは構造的、性質的に全く異

なる培養株化細胞で Parkinを活性化してい

るため、生体内での動態を反映できている

か、ドーパミン神経の生存性に重要な現象を

みているかは疑問であった。この問題を克服

するには、ドーパミン神経で Parkin の生理

的基質を明らかにすることが重要である。	

モノアミン酸化酵素 MAO-A	、MAO-B はミ

トコンドリア外膜に局在し、Parkin 過剰発

現培養細胞においてユビキチン化修飾が行わ

れるタンパク質の一つとして同定されている
2,	3。MAO-B はドーパミンの不活性化を担って

おり、中脳黒質では主にグリア細胞に発現し

ている。一方、MAO-A はノルアドレナリン、

セロトニンの代謝に関わり、青斑核でその活

性が高い。MAO-A	、MAO-B はモノアミンの酸

化の過程で過酸化水素を生じることから、酸

化ストレスの原因となる可能性が指摘されて

いる。つまり、Parkin にリンクする PDにお

けるドーパミン神経、ノルアドレナリン神経

特異的な病態との関連が予測された。	
 
２．研究の目的	
本研究では、新規に開発されたユビキチン

化タンパク質の高感度同定法 4と時空間特異

的に遺伝子発現調節可能なショウジョウバエ

を組み合わせたドーパミン神経特異的な

Parkin 基質探索と、同定された基質および

既知基質である MAO がドーパミン神経の細胞

生存や神経活動にどのように関与するかを、

ハエモデル、iPS 細胞を組み合わせて解析

し、PD病態に本質的に関わる分子を明らか

にする。	

Parkin がハエドーパミン神経、グリア細胞

内でユビキチン化する基質を網羅的に探索

し、Probability（確実性）順にランクづけ

する。ランクの高いものを抽出し、Parkin

ハエモデルで基質としての妥当性を確認す

る。また、並行して MAO ハエホモログを同定

する。次にこれら基質がドーパミン神経に及

ぼす影響を PINK1,	Parkin ハエモデルを用い

て行動解析、組織化学的解析、神経分泌のイ

メージング、神経化学的解析により明らかに

する。以上の作業から、ドーパミン神経変性

に関わるタンパク質の絞り込みを行う。	

	

３．研究の方法	

PINK1 変異ハエでは、Parkin が不活性型に

なっていることが予想され、その基質タンパ

ク質が蓄積していると考えられる。一方、野

生型ハエでは、基質タンパク質のユビキチン

化が進んでいると予想される。両遺伝子型の

ハエにおいて、ビオチン化ラベルしたユビキ

チンをドーパミン神経・グリア特異的に発現

させ、安定性同位体元素にて個体ごとラベル

する。次に脳を摘出し、アビジン担体でビオ

チン化ユビキチンを高純度に精製する。その

画分にユビキチン化基質が含まれており、定

量的質量分析にてドーパミン神経・グリア特

異的ユビキチン化タンパク質を検出する（図

１に概要を示す）。同定分子の蓄積による神

経伝達異常を遺伝学的解析（過剰発現や機能

喪失による表現型解析）、行動解析、モノア

ミン測定、病理学的解析により明らかにす

る。病態機序に関与する可能性が高い分子

は、さらに PD遺伝子に変異を有する患者

図 1. Bio-Ub6-BirA システムによる Parkin

基質探索の概要 



iPS 細胞由来のドーパミン神経を用いること

により、疾患への関与を確認する。	

並行して、Parkin 基質としての MAO の生

理的意義を、ハエモデルで解析する。具体的

には、Drosophila	MAO	相同候補遺伝子	
CG5653,	CG7460 をクローニングし、MAO 活性

の有無の確認と、遺伝子改変ハエの作製、行

動解析、ドーパミン神経生存性への影響を明

らかにする。	

	

４．研究成果	

ビオチン化酵素BirAとビオチン化配列を付加

されたユビキチンを6つ連結させた人工タン

パク質(BioUb6-BirA)をドーパミン神経に発

現させ、アビジン-ビオチン免疫沈降法を用

いてユビキチン化タンパク質の濃縮を行っ

た。パイロット実験として、脳全体でBioUb6
を発現させ、ユビキチン化タンパク質の精製

を行った（図2）。	

次に、ドーパミン神経特異的にBioUb6-BirA

を発現させた野生型とPINK1変異ハエを用い

て、ユビキチン化タンパク質を濃縮し、SDS-

PAGEで分離したのち、銀染色でタンパク質検

出を実施した。100匹分の頭部から検討を始

めたが、量的な確保が難しく質量分析で解析

できなかった。外来性のParkin遺伝子を導入

し、ビオチン付加ユビキチンの回収量を増や

す方法を試行している際に、ほぼ同じ実験手

法を用いて、Parkinの基質を報告した論文が

発表され5、計画を中断することとした。	

	 一方、MAOに関しては、まずParkinの基質

となるかどうかをヒト神経系細胞SH-SY5Yを

用いて検証した。その結果、Parkinの活性化

依存的に分解されることを確認できた（図

3）。次に、ParkinによるMAOの発現レベルの

制御の生理的意義を検討するため、

PINK1,Parkinの変異で、神経変性が再現でき

るハエの系を用いての実験系を計画した。ハ

エにMAOが存在するかどうかは報告がないた

め、一次配列の相同性から候補遺伝子

CG5653,	CG7460に関して、リコンビナントタ

ンパク質を作製し、ドーパミン酸化活性を測

定した。しかし、有意な活性が認められず、

実験系の構築が困難と判断した。	

２つの実験計画が当初の計画通り進まなか

ったことから、次に新規に同定されたPD原因

遺伝子CHCHD2の結合タンパク質をBirAシステ

ムで同定することとした6。CHCHD2のC末端側

にBirAを付加し、培養細胞に遺伝子導入後、

CHCHD2-BirAによりビオチン化されたタンパ

ク質を精製し同定した（図4）。そのうち、

従来の免疫沈降法においても、CHCHD2の結合

分子として別途同定していたp32が、再現よ

く結合することを見出し、CHCHD2とp32の分

子関係の解析を進めた。	

	 CHCHD2ノックアウトハエは、ミトコンドリ

ア変性がおこることから、ハエの系を用い

て、p32がCHCHD2の発現に及ぼす影響、

CHCHD2がp32の発現に及ぼす影響を調べた。

しかし、分子レベルでの有意な変化は見られ

なかった（図5）。次に、遺伝的相互作用解

析を実施した。CHCHD2ノックアウトハエは、

ミトコンドリア変性が進みATP産生が低下す

る。これが、p32のノックダウン（p32ノック

アウトハエは致死となるため使用できなかっ

た）で増悪するかどうか検討した。しかし、

p32の発現抑制はCHCHD2機能喪失によるミト

コンドリアATP産生の低下に有意な影響をも

たらさなかった（図6）。	

	CHCHD2やそのホモログCHCHD10とp32との結

合は、他研究グループにおいても見出されて

おり7,	8、BirAシステムによるCHCHD2結合タ

ンパク質の同定は成功したと評価される。し

かし、CHCHD2はミトコンドリア膜間腔、p32

はマトリクスに局在すると考えられており、

その会合様式は不明である。今後は、その他

のCHCHD2結合分子の同定と機能解析を進めて

いきたい。	

	

	

図 2. ユビキチン化タンパク質の精製 

ハエの脳よりユビキチン化タンパク質の精製を実施
し、次にドーパミン神経特異的ユビキチン化タンパク
質の探索に進めた。 
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図 4. CHCHD2 結合タンパク質の探索 

CHCHD2-BirA によりビオチン化されたタンパク質
をアビジン担体で精製した。特異的タンパク質を複
数同定することに成功した。 

図 5. CHCHD2 と p32 の分子解析 

ハエ CHCHD2(dCHCHD2)の野生型(+)、ノックアウ
ト(-)に p32 もしくは p32-GFP を導入した。LacZ は
コントロール。 

図 6. CHCHD2 と p32 の遺伝的相互作用解析 

ハエ CHCHD2 の野生型(+)、ノックアウト(-)におい
て、筋肉特異的に p32 もしくは LacZ の RNAi を実
施し、ATP 濃度を測定した。p32 の発現阻害は、
CHCHD2 ノックアウトハエの ATP 低下に影響を与
えなかった。 
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