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研究成果の概要（和文）：若年性パーキンソン病原因遺伝子PINK1とParkinは、協働してミトコンドリアの品質
管理に関与することが示唆されていた。一方、新規に同定された晩発性パーキンソン病原因遺伝子CHCHD2は、機
能未知のミトコンドリアタンパク質であった。本研究では、ショウジョウバエモデル、iPS細胞、哺乳類培養細
胞を組み合わせ、PINK1-Parkinシグナル分子機構の解明と、CHCHD2の機能解析、PINK1-ParkinシグナルとCHCHD2
との分子関係の解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：The genes for autosomal recessive early-onset Parkinson’s disease, Parkin 
and PINK1 have been suggested to regulate mitochondrial quality control while the autosomal dominant
 late-onset Parkinson’s disease gene, CHCHD2, encodes a mitochondrial protein with unknown 
functions. In this study, we examined the molecular mechanism of the PINK1-Parkin signaling, the 
molecular functions of CHCHD2 and the relationship between the PINK1-Parkin signaling and CHCHD2 
using Drosophila models, iPS cells and mammalian cultured cells.

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	
パーキンソン病(PD)の発症機序の研究は、臨
床症状を再現するミトコンドリア毒素にはじ
まり、ミトコンドリア機能の低下現象がドー
パミン神経の変性の主因の一つとして長らく
考えられてきた。その後、遺伝性 PD原因遺
伝子群の同定とその機能研究から、ミトコン
ドリアの恒常性維持に若年発症型の PD原因
遺伝子 Parkin と PINK1 が関与することが明
らかとなった。Parkin と PINK1 が PD 病態解
明の鍵因子であることが明らかになりつつあ
ったが、それらのシグナル伝達を制御する分
子機構に関しては十分解明が進んでいなかっ
た。	
そのような背景のなか、我々の研究グルー
プは PD家系の全ゲノム関連解析によって新
規の PD原因遺伝子 CHCHD2 の同定に成功して
いた 1。CHCHD2 はミトコンドリアタンパク質
をコードする。我々は CHCHD2 がミトコンド
リアの機能維持に重要であり、ショウジョウ
バエにおいて parkin,	PINK1 と遺伝的相互作
用を示すことを観察していた。この観察か
ら、PD発症原因におけるミトコンドリアの
重要性および PD原因遺伝子による共通の変
性機序の存在を想定した。	
これらの予備的観察から、CHCHD2 が具体
的に PINK1-Parkin シグナルへどのように関
与しているのか、ユビキタスな発現を示すこ
れら遺伝子の変異がなぜ選択的にドーパミン
神経変性を導くのかという２つの点がPDの
病態解明にとって未解決な重要課題であっ
た。	
	
２．研究の目的	
研究目的は２つ設定した。	
(1)	PINK1-Parkin シグナル構成因子の同定
および CHCHD2 と PINK1-Parkin シグナルとの
関係の解明	
	 PINK1 が Parkin を制御する分子メカニズ
ムには、PINK1 によるParkin のリン酸化の
みでは不十分なため、未同定の制御分子が関
与すると考えられた。この制御分子を同定
し、さらに既知 PD原因遺伝子との関連を解
明する。また、PINK1,	Parkin	遺伝子欠損シ
ョウジョウバエにおいて内在性の CHCHD2 の
発現レベルが上昇していることを観察してお
り、CHCHD2	が PINK1-Parkin シグナル伝達に
直接関与するのかあるいは補完的に相互作用
しているのか、ミトコンドリア恒常性維持に
おいてのその作用点はどこか、という課題を
分子遺伝学的、分子細胞生物学的に明らかに
する。	
(2)	ミトコンドリアの異常によりドーパミン
神経が特異的に変性する分子基盤の解明	
	 PINK1,	Parkin モデルショウジョウバエの
解析から、これら遺伝子が組織特異的な役割
を持つことが示唆された。すなわち、筋肉組
織においては PINK1 欠失によるミトコンドリ
ア変性を parkin の過剰発現が完全に抑制す
るが、ドーパミン神経においては部分的にし

か抑制しない。またヒトにおいて、PINK1,	
Parkin 活性の喪失は、ドーパミン神経の選
択的な脱落を示すが、その他の組織では顕著
な変性は見られない。その背景となる分子基
盤を明らかにする。	
	
３．研究の方法	

2012 年に Parkin のユビキチン様領域の

Ser65 が PINK1 によりリン酸化されることを

見出していた 2。しかし、リン酸化変異型

Parkin を過剰発現した培養細胞において、

マイトファジーへの影響は軽微であったた

め、in	vivo においてリン酸化の意義を明ら
かにすることとした。PINK1 でリン酸化され

る部位の変異体（リン酸化模倣体および非リ

ン酸化体）のトランスジェニックハエを作製

し、ミトコンドリアへ及ぼす影響、ドーパミ

ン神経の生存性に及ぼす影響を解析した。	

	 CHCHD2 に関しては、CHCHD2 ノックアウト

ハエ、ノックアウトマウス細胞の作製と、こ

れらに野生型および病因変異体を再導入した

ハエ、細胞を作製し、ミトコンドリア機能に

及ぼす影響を解析した。	

	 ドーパミン神経が選択的に変性する分子基

盤の理解のために、iPS 細胞からドーパミン

神経、非ドーパミン神経を分化させ、PINK1-

Parkin シグナルに関与する分子の挙動を観

察した。	
	
４．研究成果	
Parkin のリン酸化模倣体トランスジェニッ
クハエのミトコンドリアは高度に断片化し、
Parkin の基質である Mitofusin や Miro の分
解が進んでいた。これは、PINK1 による
Parkin のリン酸化が Parkin のユビキチンリ
ガーゼを活性化していることを示していた。
さらにドーパミン神経において、Parkin の
リン酸化模倣体は、神経軸索ミトコンドリア
の輸送を阻止し、神経細胞体にミトコンドリ
アが凝集することが明らかとなった。Parkin
のリン酸化模倣体の過剰発現はドーパミン神
経細胞死を引き起こしたことから、PINK1-
Parkin の過剰な活性化は組織に障害を与え
ることが示唆された。一方、ショウジョウバ
エにおいて、内在性の PINK1 活性の有無で
Parkin のリン酸化模倣体が組織障害を導く
度合いが異なることから、PINK1 は Parkin
以外にリン酸化基質をもち、これが Parkin
のユビキチンリガーゼ活性を活性化すること
が示唆された。本成果は、PLoS	Genetics に
発表した 3。	
		 上述の観察から、未知の PINK1 リン酸化
基質の存在が考えられ、それを同定すること
とした。野生型 PINK1 およびキナーゼ不活性
型 PINK1 を PINK1 ノックアウト細胞に再導入
しミトコンドリア膜電位低下処理後、リン酸
化質量分析により野生型 PINK1 でのみリン酸
化が亢進する分子を同定した。並行して、ミ



トコンドリア膜電位低下処理有り無しの状態
で野生型 PINK1 を発現する細胞のライゼート
を調製し、同様にリン酸化質量分析を実施し
た。これら２通りの条件で、ともに PINK1 が
活性化した状態でのみリン酸化が増えるタン
パク質として、ユビキチンを同定した。詳細
には、Parkin のユビキチン様領域のリン酸
化部位に相当するユビキチンのSer65 がリン
酸化されることが明らかとなった。	
	 さらに、ユビキチンのリン酸化の発見から
Parkin が Lys63 にリンクするリン酸化ユビ
キチン鎖に高い親和性を持つことが明らかと
なった。この観察から、図１のようなPINK1
と Parkin によるリン酸化ユビキチン鎖増幅
機構が考えられた。すなわち、ミトコンドリ
ア膜電位が低下すると、PINK1がミトコンド

リア上にあるユビキチン化された外膜タンパ
ク質をリン酸化する。次に Parkin はリン酸

化されたユビキチン鎖に結合することによ
り、ミトコンドリアへ局在化（移行）し、さ
らにユビキチンリガーゼが活性化し、外膜タ
ンパク質のユビキチン化を進める。このユビ
キチン鎖をさらに PINK1 がリン酸化し、
Parkin の移行と活性化を進める、という活
性化ループを形成する（図１）。本成果は、
PLoS	Genetics に発表した 4。	
	 次に、ユビキチンのリン酸化がヒト脳やド
ーパミン神経においても検出されるかどうか
を解析した。ヒト剖検脳においては、一部の
孤発性 PD症例において中脳黒質のドーパミ
ン神経でリン酸化ユビキチンシグナルが認め
られた。また iPS 細胞から分化させたドーパ
ミン神経において、ミトコンドリア膜電位低
下処理を施すと、非ドーパミン神経に比べ高
いリン酸化ユビキチンシグナルが観察され
た。このことは、ドーパミン神経では
PINK1-Parkin シグナル活性が高いことを示
しており、PDにおける組織選択性を説明す
る鍵となると考えられた。さらに、PINK1,	

図 2 CHCHD2 の役割とその喪失による神経
細胞死の機序 
（上）正常なミトコンドリアの酸素呼吸では、水
素イオンの濃度勾配を利用して ATP が合成さ
れる。チトクロムＣは、水素イオンの濃度勾配を
つくる際に発生する電子が外に漏れ出ないよう
にする。CHCHD2 とその結合分子 MICS1 は、
チトクロムＣをクリステ内に保持する。 
（下）CHCHD2 変異では、CHCHD2 がないとクリ
ステ構造が崩壊しチトクロムＣと電子がミトコン
ドリア外部に流出する。漏れ出た電子は酸化ス
トレスの原因となり、チトクロムＣは細胞死シグ
ナルを活性化する。抗酸化ストレス分子 4E-BP
は CHCHD2 変異によるミトコンドリアの変性を
抑制する。 

 

図 1. PINK1, Parkin によるリン酸化ポリユビ
キチン鎖増幅と活性化のループ 
（１）Parkin は、N 末端側にユビキチン様領域
（Ubl）、C 末端側に RING1-IBR-RING2 と呼
ばれるシステイン残基に富んだ領域をもつ。
ユビキチンリガーゼの活性中心は、RING2
にある。Parkin は細胞質にて不活性状態で
存在する。（２）ミトコンドリア膜電位の低下に
より、PINK1 が蓄積・活性化し、ユビキチンを
リン酸化する。リン酸化されたユビキチンは
Parkin と結合し、Parkin の折り畳み構造を緩
める。（３）構造が緩められた Parkin の Ubl
がリン酸化され、構造が完全に開き、活性中
心が露出した活性型となる。(4)活性化した
Parkin は、ミトコンドリア外膜タンパク質をユ
ビキチン化し、PINKK1 がリン酸化をすること
により、リン酸化ユビキチン鎖の速やかな増
幅と Parkin 活性化のループ(2-4)が形成され
る。 



Parkin に変異をもつ iPS 細胞から分化させ
たドーパミン神経では、膜電位低下処理で起
こるミトコンドリアの神経軸索輸送の停止が
障害されていることが分かった。これは、シ
ョウジョウバエでみられる観察と同様であり
5、PINK1-Parkin シグナルはハエからヒトま
で高度に保存されていること、ショウジョウ
バエが PDモデルとして有用なことを示して
いた。本成果は、Human	Molecular	Genetics
に発表した 6。	
	 CHCHD2 ノックアウトハエでは、加齢とと
もにミトコンドリアクリステ構造の崩壊が見
られた。さらに、慢性的な酸化ストレス状態
であることが、酸化ストレスマーカー、脂質
やタンパク質の酸化度から明らかとなった。
CHCHD2 の結合タンパク質を探索し、さらに
ハエで遺伝的相互作用を示す分子として
MICS1 を同定した。MICS1 は CHCHD2 とともに
電子伝達体チトクロム Cの安定化に関与し
た。CHCHD2 がミトコンドリアから失われる
と、チトクロム Cが不安定化し、呼吸鎖複合
体からの電子の漏洩と活性酸素種発生に繋が
ることが明らかとなった。	
	 次に、CHCHD2 ノックアウトハエでみられ
るミトコンドリア変性が PINK1,	Parkin の活
性化で回復するかどうかを試験した。予想と
は異なり、PINK1,	Parkin の過剰発現は、ミ
トコンドリアの機能、形態ともに増悪させ
た。これは、PINK1-Parkin シグナルが
CHCHD2 のないミトコンドリアをすべてマイ
トファジーで排除するためと推察された。ま
た明らかになったそれぞれの分子機能から
CHCHD2 と PINK1-Parkin シグナルは直接関連
しないことが示唆された。CHCHD2 の解析の
成果は、Nature	Communications に発表した
7。	
	 PINK1-Parkin シグナルにおける Parkin の
リン酸化の重要性、リン酸化ユビキチン鎖に
よる Parkin 活性化メカニズムは、他研究グ
ループからも同時期に同様の報告がなされて
おり、当該分野への貢献は大きかったと評価
できる。また CHCHD2研究においても、遺伝
子の同定から機能解析まで進められ、当初掲
げた目的は達成できたと考える。CHCHD2 に
おいては、本研究の実施期間内において臨床
での新規発見があり、それに基づいて新たな
研究を進めている。PINK1-Parkin シグナル
の研究は、活性化メカニズムの解明から、創
薬への展開を進めており（挑戦的萌芽研究
16K15484）、臨床への貢献を目指している。	
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