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研究成果の概要（和文）：Parkinの基質を探索する目的でミトコンドリア膜電位低下時にParkinと結合する因子を検索
し、HKIを同定した。HKIはCCCP処理後にユビキチン化されてラダー状に分子量が増加した。またHKIはミトコンドリア
上に局在し、Parkinによってユビキチン化されること、患者由来のParkin変異体はHKIをユビキチン化できないことを
明らかにした。PINK1が活性化される仕組みについてはPINK1が自己リン酸化をされることを見出して、「PINK1のS228/
S402の自己リン酸化を介した質的制御が異常なミトコンドリアの認識に決定的に重要である」ことを証明した。

研究成果の概要（英文）：1) We screened for novel Parkin substrate(s) and identified mitochondrial hexokina
se I (HKI) as a candidate. Following a decrease in membrane potential, Parkin ubiquitylation of HKI leads 
to its proteasomal degradation. Moreover, most disease-relevant mutations of Parkin hinder this event and 
endogenous HKI is ubiquitylated upon dissipation of mitochondrial membrane potential in genuine-Parkin exp
ressing cells, suggesting its physiological importance. 2) The mechanism underlying the homeostatic contro
l of PINK1 remains unknown. We revealed that PINK1 is autophosphorylated following a decrease in membrane 
potential and that most disease-relevant mutations hinder this event. We demonstrated that PINK1 autophosp
horylation occurs at Ser228 and Ser402, residues that are structurally clustered together. We propose that
 autophosphorylation of Ser228 and Ser402 in PINK1 is essential for efficient mitochondrial localization o
f Parkin.
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病はアルツハイマー病に次い

で高い罹患率を示す老人性神経変性疾患で

ある．国内には 14 万人を超える患者がいる

と推測されており、パーキンソン病が発症す

る仕組みの解明と，その知見を活かした根本

的な治療法の確立が強く求められている。し

かしながら、その発症機構には未だ不明な点

が多く残されている。そこで、本研究では「普

段はパーキンソン病の発症を抑えている」

PINK1 と Parkin という、２つの遺伝性劣性パ

ーキンソン病の原因遺伝子産物に着目し、ミ

トコンドリアの品質管理の破綻という観点

からパーキンソン病発症の全貌に迫ること

を目指して研究を行った。 

 

２．研究の目的 

遺伝性劣性パーキンソン病の原因遺伝子産

物であるPINK1とParkinがどのようにして

“協調して異常なミトコンドリアを分解除

去しているのか”を明らかにする。特に本研

究では 

１）PINK1 が自己リン酸化を介して制御さ

れている可能性を検討するとともに、 

２）Parkin によってユビキチン化される新し

い基質の同定を目指す。 

そのようにして PINK1/Parkin 依存的なミ

トコンドリア品質管理系の分子メカニズム

を明らかにすることで、パーキンソン病の発

症機構の包括的な理解と、将来の治療法確立

に向けた基礎的な土台の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

まず Parkin の基質を探索する目的で、ミト

コンドリア膜電位低下時に Parkin と結合す

る因子のスクリーニングを行い，産業総合研

究所の夏目博士との共同研究により、質量分

析装置を用いて候補因子の同定を試みた。ま

た、PINK1 の自己リン酸化を介した活性制御

の可能性については、徳島大学の小迫博士と

の共同研究を通じて、activation loop にお

ける候補リン酸化残基の絞り込みや、

Phos-tag PAGE を用いて自己リン酸化の意義

の検定・リン酸化された PINK1 量の測定・リ

ン酸化部位の同定などを行った。さらに

Parkin recruitment における PINK1 自己リ

ン酸化の意味は、立教大学の岡博士との共同

研究を通じて、Parkin recruitment assay や 

GFP-偽基質に対するユビキチン化 assay な

どで検討した。 

 

４．研究成果 

Parkin の基質を探索する目的でミトコンド

リア膜電位低下時に Parkin と結合する因子

のスクリーニングを行い，VDAC, Tom70, NME2, 

CISD1, HKI を同定した。細胞質因子である

NME2 は解析対象から外し、残りを培養細胞に

おいて Parkin と共過剰発現し CCCP 処理を行

ったところ、VDAC, CISD1, HKI についてユビ

キチン化に由来すると思われるラダー状の

分子量の増加が観察された。他グループの網

羅的解析と比較検討した結果、今まで解析さ

れていなかったHKIに着目して解析を進めた。

その結果、HKI はミトコンドリア上に局在し、

Parkin によってユビキチン化されること、患

者由来の Parkin 変異体は HKI をユビキチン

化できないことを明らかにした。申請者はこ

れら一連の結果から、HKI が Parkin の新規基

質であることを提唱して論文にまとめたが

(BBRC 2012)、後に PINK1 研究で著名な Mark 



Cookson のチームからも類似の内容の論文が

報告されて、結論の正しさが証明された(HMG 

2014)。PINK1 基質については、まず PINK1 自

身がリン酸化をされていること，言い換える

と「PINK1 自身が基質である」可能性を見出

した。更にこの現象について詳細な解析を行

い、Activation loop 中に存在する Ser402

と、構造予測（理研横浜研究所の清水博士と

の共同研究）と質量分析解析（徳島大学の小

迫博士との共同研究）から同定された 

Ser228 の２ヶ所が自己リン酸化部位である

ことを見出した。つまり、「 PINK1 の

Ser228/Ser402 の自己リン酸化を介した質的

制御が異常なミトコンドリアの認識に決定

的に重要である」ことを証明し、2012 年に論

文としてNature Communications 誌に発表し

た。この仕事は雑誌「細胞工学」の Hot Topic 

でも取り上げられた。 
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