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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産物であるParkinとPINK1はミトコンドリアの機能維持に
関与する。PINK1はParkinをリン酸化することで活性化し、膜電位の低下した不良ミトコンドリアを選択的に除
去することが明らかになっている。
本研究課題では、PINK1とParkinが分解シグナルであるリン酸化ポリユビキチン鎖を増幅する役割があることを
明らかにした。また、患者由来iPSドパミン神経細胞においてこのシステムが破綻していることを示し、発症機
構に関与することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：The Parkinson’s disease gene products PINK1 and Parkin are involved in the 
maintenance of mitochondrial functions. It has been demonstrated that PINK1 activates Parkin through
 its phosphorylation, which leads to selective removal of damaged mitochondria.
This study uncovered that PINK1 and Parkin have a role to amplify the phospho-ubiquitin chains on 
the damaged mitochondria as their degradation signal. Moreover, the amplification system of the 
phospho-ubiquitin signal was compromised in dopaminergic neurons derived for patient’s iPS cells, 
which strongly suggests that the dysfunction of this system is involved in PD pathogenesis.

研究分野：神経学
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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（Parkinson’s	Desease:	PD）
はアルツハイマー病に次いで罹患率の高い
神経変性疾患である。PD は中脳黒質ドパミ
ン神経細胞の変性による運動障害を主徴と
するが、その病態機序は明らかになってい
ない。	
研究代表者は原因遺伝子産物の機能解析
から PD 発症機構の解明を目指している。
1998 年、当研究室において若年性劣性遺伝
性 PD の原因遺伝子産物として Parkin を同
定し、ユビキチン連結酵素（E3 リガーゼ）
であることを明らかにした。その後、長い
間、Parkin の本質的な役割は不明であった
が、ショウジョウバエの遺伝学的解析から、
別の原因遺伝子産物である PINK1（キナー
ゼ）と相互作用すること、また、両遺伝子
産物がミトコンドリアの機能維持に関与す
ることが報告された。さらに、哺乳類培養
細胞を用いた研究から、PINK1 と Parkin は
膜電位が低下した不良ミトコンドリアを選
択的にオートファジー（マイトファジー）
経路で分解することが明らかになった。す
なわち、PINK1 と Parkin はミトコンドリア
の品質管理役として機能している。	
研究代表者は、その分子メカニズムの一端
としてミトコンドリアの膜電位が低下する
と PINK1 が Parkin の 65 番目のセリン残基
をリン酸化し、Parkin の E3 リガーゼ活性
を活性化することを報告した。また、ショ
ウジョウバエを用いた遺伝学的相互作用の
解析から、PINK1-Parkin 経路の活性化にお
いて、さらなる新規分子の存在も示唆して
いた。一方で、PINK1 のキナーゼ基質の探
索も行っており、複数の候補因子を同定し
ていた。	
 
２．研究の目的 
本研究では、PINK1-Parkin 経路マイトファ
ジーに関与する新規分子を同定しその役割
を解明すること、PINK1 のリン酸化基質候
補の中でマイトファジーに関与する分子を
決定すること、さらにヒトドパミン神経細
胞においてのこれらの関与の検証を目的と
した。	
	
３．研究の方法	
PINK1 基質探索のために PINK1 ノックアウ
トマウス線維芽細胞に野生型 PINK1、また
キナーゼ喪失型 PINK1 を安定発現する細胞
を樹立した。これらの細胞にミトコンドリ
ア脱共役剤である CCCP を 3 時間処理後、リ
ン酸化タンパク質の精製を行い、質量分析
法により野生型でより多く検出されるタン
パク質を同定した。In	vitroキナーゼアッ
セイは、γ32P-ATP を用いてリン酸化反応を
行い、SDS-PAGEによりタンパク質を分離後、
オートラジオグラフィーにより検出した。
細胞内局在においては免疫染色法において
可視化した。タンパク質発現量は、ウエス

タンブロット法において検出した。ショウ
ジョウバエは、目的の遺伝子を挿入したベ
クターを作製し、トランスジェニックハエ
を作出した。	
	
４．研究成果	
(1)PINK1 新規基質ユビキチンの同定	
PINK1-Parkin経路に関与する新規分子を同
定するために PINK1 キナーゼ基質のスクリ
ーニングを行い、PINK1 が活性化状態で、
300 倍以上リン酸化修飾される分子として
ユビキチンを同定した。一方、その他の候
補分子は、高々数倍レベルのリン酸化であ
り、内在性レベルでのリン酸化は検出でき
なかった。In	vitro	キナーゼアッセイを行
った結果、PINK1 はモノユビキチンおよび
ポリユビキチン（鎖）の 65 番目のセリン残
基を直接リン酸化することを明らかにした。	
	
(2)Parkin に対するユビキチンの役割	
PINK1-Parkin 経路が活性化すると Parkin
はミトコンドリア外膜タンパク質をユビキ
チン化する。これらのポリユビキチン鎖の
PINK1 によるリン酸化修飾が Parkin のミト
コンドリア移行、及び E3 リガーゼ活性に影
響するかどうかを検討した。その結果、65
番目のセリン残基をアラニンに置換したリ
ン酸化できないポリユビキチン鎖をミトコ
ンドリア上に発現させると（ミトコンドリ
ア移行シグナルに 4つユビキチンを連ねた
コンストラクトを発現させると）、野生型
と比較して Parkin のミトコンドリアの移
行効率は低下した。一方、模擬リン酸化体
のユビキチン鎖においては、野生型と同様
であった。また、ミトコンドリア移行シグ
ナルに Parkin のリガーゼ活性中心を結合
させたコンストラクトを細胞内に発現させ、
ミトコンドリア上に Parkin 活性依存的に
形成するユビキチン鎖を発現させると、ミ
トコンドリアに移行できない Parkin の病
因変異体や E3 リガーゼ不活性型において
もミトコンドリアに移行することを確認し
た。	
また、Parkin のミトコンドリアへの局在
化がユビキチン鎖との結合によるものかど
うかを検討したが、Parkin はポリユビキチ
ン鎖と結合することを示し、野生型と比較
するとリン酸化ポリユビキチン鎖との結合
能は劇的に高まることを確認した。これら
の結果から、ミトコンドリア上のリン酸化
ポリユビキチン鎖は Parkin と結合するこ
とでミトコンドリアに局在化させる役割を
持つことが明らかになった。	
次に、リン酸化ユビキチン鎖が Parkin の
E3 活性に影響するかどうかを検討した。
GFP-Parkin を培養細胞内に発現させると
Parkin は E3 活性依存的に GFP を偽基質と
して認識し、ユビキチン化する。そこで、
GFP-Parkin とミトコンドリア上に野生型、
非リン酸化型、及び模擬リン酸化ユビキチ



ン鎖を発現させた結果、野生型と模擬リン
酸化ユビキチン鎖でのみ GFP はユビキチン
化された。一方で、非リン酸化ユビキチン
鎖では、GFP のユビキチン化は検出されな
かった。これらの結果から、リン酸化ユビ
キチン鎖は Parkin の E3 活性を活性化する
ことが明らかになった。	
以上のことから、Parkin が形成したユビ
キチン鎖を PINK1 がリン酸化し、これらの
リン酸化ユビキチン鎖はさらなる Parkin
のミトコンドリアへの局在化を促進する。
局在化したParkinは PINK1によってリン酸
化され、Parkin の E3 活性は活性化される。
その結果、効率よくリン酸化ユビキチン鎖
を増幅するポジティブフォワードループが
形成され、速やかに不良ミトコンドリアを
分解する。これらの機構において PINK1 と
Parkinは主要な役割を担っていることが示
唆された（図１）（Shiba-Fukushima	K,	PLoS	
Genet.10:	e1004861,	2014）。	
	

	
図 1.PINK1と Parkinによるリン酸化ユビ
キチン鎖の増幅機構	
	
①PINK1 がユビキチンをリン酸化する。
②Parkin がミトコンドリア上のリン酸
化ユビキチンに結合する。③PINK1 が
Parkin をリン酸化する。④Parkin のミ
トコンドリアへの親和性が増加する。
⑤Parkin が活性化され、さらにミトコ
ンドリア外膜タンパク質をユビキチン
化する。⑥PINK1 と Parkin は協働して
リン酸化ユビキチン鎖を増幅する。	
	

(3)リン酸化ユビキチン鎖の生理学的意義	
次に、ショウジョウバエを用いてリン酸化
ユビキチン鎖の生理学的意義を検証した。
そのため、ミトコンドリアに野生型、模擬
リン酸化、非リン酸化ユビキチン鎖を発現
するショウジョウバエを作製し、PINK1 ノ
ックアウトショウジョウバエと掛け合わせ、
次世代の表現型を観察した。PINK1 ノック
アウトショウジョウバエでは飛翔筋のミト
コンドリアが変性するが、模擬リン酸化ユ
ビキチン鎖を発現させるとミトコンドリア
の変性は改善した。一方、野生型、及び非
リン酸化ユビキチン鎖を発現させた個体で
は、ミトコンドリア変性は改善されなかっ
た。また、クライミングアッセイにおいて
運動機能を測定した結果、模擬リン酸化ユ
ビキチンを発現させると改善効果が確認さ
れた。これらの結果はリン酸化ユビキチン

鎖が内在性 Parkin を活性化することでミ
トコンドリア機能を改善したことが予想さ
れる。以上のことから、リン酸化ユビキチ
ンの生理学的意義は Parkin の活性化を促
進するためであることが示唆された図２）。	
	

	
	
図 2.(左)PINK1 ノックアウトショウジョウ
バエの飛翔筋ではミトコンドリアは変性し
ている。(右)模擬リン酸化ユビキチン鎖を
発現させるとその変性は改善された。	
	
(4)ドパミン神経細胞における
PINK1-Parkin の役割	
最後に、PINK1 と Parkin 患者由来の iPS 細
胞をドパミン神経細胞に分化誘導し、
PINK1-Parkin経路マイトファジーに対する
影響を検討した。その結果、両遺伝子変異
患者由来の細胞では、ミトコンドリア膜電
位低下時においてもミトコンドリア上にリ
ン酸化ユビキチンは検出されず、外膜タン
パクの分解も見られなかった。これらの結
果は、PINK1 と Parkin にリンクした患者の
ドパミン神経細胞において、不良ミトコン
ドリアの除去が不能であることを示唆して
いる。	
ミトコンドリア外膜タンパク質 Miro1、
Miro2（以降、２つを Miro と記載）は、Parkin
の基質であり、ミトコンドリア輸送を正に
制御する分子であり、その働きにより神経
軸索内のミトコンドリア輸送が促進される。
一方、PINK1-Parkin シグナルは、Miro を分
解することにより、不良ミトコンドリアが
神経終末に運ばれないよう、品質管理をし
ていると考えられる。	
このコンテクストにおいて、PINK1、Parkin
患者由来の神経細胞を用いてミトコンドリ
ア膜電位低下時のミトコンドリア局在を確
認した。結果、健常者ドパミン神経細胞で
は神経軸索内のミトコンドリアはほとんど
検出されなかったが、PINK1、Parkin 患者
由来の神経細胞においては野生型と比較し
て軸索内でのミトコンドリアシグナルが多
く検出された。これらの結果は、PINK1、
Parkin患者由来のドパミン神経細胞におい
て、不良ミトコンドリアの軸索輸送阻害が



機能していないことを示唆していた
（Shiba-Fukushima	K,	Hum	Mol	Genet.	
26:	3172-3185,	2017)。	
	
まとめ	
本研究において、PINK1 による Parkin とユ
ビキチン（鎖）のリン酸化は、不良ミトコ
ンドリアの目印となるリン酸化ユビキチン
鎖を効率よく増幅し、不良ミトコンドリア
の神経軸索輸送を止め速やかに分解する品
質管理機構に関与する分子であることを明
らかにした。また、このミトコンドリア品
質管理機構の破綻が PD 発症メカニズムで
ある可能性を示唆した。	
今後、生体内における PINK1-Parkin シグ
ナルの意義の検証と、これら分子メカニズ
ムに基づく分子標的治療薬の開発への貢献
を目指したい。	
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