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緒緒  言言  

 
本研究の目的は、数十年支持されてきた「パーキンソン病病態は Parkin による細胞保護機能破綻である」と

いう仮説から視点を変え、「パーキンソン病病態は不溶性 Parkin による細胞毒性によるもの」という全く新しい

考え方を提供することである（図 1）。それに伴い治療薬の開発対象が「不溶性 Parkin の毒性および形成を解消

するもの」へと大きくシフトする可能性がある。私たちの研究室ではユビキチンリガーゼ活性を持つミトコンド

リア酵素 MITOL を同定し、MITOL が神経変性疾患に関連する変性タンパク質（PolyQ、mSOD1 など）の除去

機能を有することを明らかとしてきた。また、私たちは Parkin に関連する論文が 7,000 報を超える中、世界に

先駆けて Parkin を分解する酵素として MITOL を見出した。予備的な実験データより Parkin 分解酵素 MITOL
を欠損させたパーキンソン病モデル細胞では不溶化性ニトロシル化 Parkin が過剰に蓄積し細胞死が強く起こる

結果を得ていた。さらに、患者脳では不溶性ニトロシル化 Parkin の蓄積が認められている。これらの情報から、

本研究では、Parkin による細胞毒性の発生機序とその抑制機構に着目することとした。具体的にはニトロシル化

修飾を受けた不溶性 Parkin の蓄積機序と MITOL による Parkin 分解機構の 2 つの点を解明することとした。  

 
図 1．パーキンソン病の新たな考え方 

 
方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．MMIITTOOLL ははニニトトロロシシルル化化修修飾飾をを受受けけたた PPaarrkkiinn とと結結合合しし PPaarrkkiinn のの量量的的制制御御をを行行うう  
先行研究において MITOL はマイトファジー時においてリン酸化修飾を受けた Parkin と結合し、分解するこ

とが明らかとなっている［1］。マイトファジーはミトコンドリア選択的オートファジーの 1 種であり、ミトコン

ドリア脱共役剤 mitochondrial uncoupler carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone（CCCP）で誘導される

ことが知られている［2］。しかし、その試薬の強さゆえに、生理的な現象を反映しているか疑問視されている。

そのため、今回 PD 患者でミトコンドリア呼吸鎖複合体 I の機能不全が見られることから、呼吸鎖複合体 I の   
阻害剤である Rotenone をもちいて実験を行うこととした。Rotenone 刺激では Parkin のリン酸化やマイト    
ファジーが起こらないことが報告されている。そのため、まず初めに Rotenone 処理時に MITOL がリン酸化を
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受けていない Parkin と結合するか確認した。免疫沈降法を用いた結果にて、MITOL は Rotenone を処理した時

のみに Parkin と結合することが確認された。次に、PD 患者でニトロシル化（NO）された Parkin が蓄積して

いることを踏まえ、MITOL が NO-Parkin を制御している可能性を疑った。初めに、病態で見られる呼吸鎖複合

体 I の障害が Parkin のニトロシル化を誘導できるか確認を行ったところ、Rotenone 刺激依存的に NO-Parkin
が検出された。次に、他の報告で Parkin のシステイン（Cys）323 に NO 修飾が起こることが明らかとなってい

るため［3］、Rotenone 刺激によって Parkin の C323 に NO 修飾が行われるかどうかを Parkin の C323 を      
アラニン（A）に置換した Parkin C323A 変異体を作製し検討を行ったところ、変異体では Rotenone 刺激での

NO 修飾が行われなくなった。Rotenone 刺激による C323 への NO 修飾が MITOL と Parkin との結合に必要か

どうかを確認するため、C323A 変異体と MITOL との結合を確認したところ、野生型の Parkin は Rotenone    
刺激依存的に MITOL と結合したのに対し、C323 変異体では結合が見られなかった。さらに、MITOL が      
NO-Parkin の量にどのような影響を与えているか検討するため、HA タグを付加した Parkin を安定的に発現し

た MITOL 欠損 HA-Parkin 安定発現株を作製し Rotenone 刺激時の NO-Parkin の量を確認したところ、野生型

株より MITOL 欠損株では NO-Parkin が過剰に蓄積している様子が観察された。さらに、PD 患者では不溶性度

の高い Parkin が蓄積していることが報告されていたため、界面活性剤に不溶な分画における Parkin の量を確認

したところ、NO-Parkin の蓄積と同様に野生型株より MITOL 欠損株では NO-Parkin が過剰に蓄積しているこ

とが確認できた。 
 
22．．MMIITTOOLL ははニニトトロロシシルル化化修修飾飾をを受受けけたた PPaarrkkiinn ををアアググリリソソーームム経経路路ににてて分分解解すするる  

Rotenone 刺激時に Parkin が MITOL と結合し、さらに量的な制御を行う可能性が示唆されたため、MITOL
が Parkin に対してどのような制御を行っているか検討することとした。非常に興味深いことに、先行研究で、

MITOL は CCCP 刺激時のリン酸化 Parkin に対して K48 型のユビキチン鎖を付加し分解することが明らかと 
なっていたが、Rotenone 刺激時においては、K48 型ではなく K63 型のユビキチン鎖を NO-Parkin に付加して

いることが確認できた。このことから MITOL が状況に応じてユビキチンシグナルのスイッチングを行っている

と考えられる。タンパク質除去機構の一つであるアグリソーム機構において K63 型のユビキチンの付加が重要

である報告があることから［4］、MITOL は NO-Parkin に K63 型のユビキチン鎖を付加し分解しているのでは

ないかと考えた。そこで、K63 型ユビキチンシグナルを介したアグリソーム経路に必須である HDCA6 をノック

ダウン（KD）し NO-Parkin の量を確認したところ、HDAC6 を KD した群では NO-Parkin の蓄積が観察され

た。 
さらに、アグリソーム経路はオートファジーの機構を用いてタンパク質を分解しているため、オートファジー

抑制剤であるbafilomycinを添加した際のNO-Parkinの量を確認したところ、NO-Parkinの蓄積が観察された。

一方で、プロテアソーム阻害剤である epoxomycin を添加した際には、その蓄積が確認できなかったことから、

NO-Parkin の分解はプロテアソーム経路によるものではないことが明らかとなった。このことから、NO-Parkin
はアグリソーム経路を用いて分解されていること、及び、MITOL はその分解経路に関係している可能性が示唆

された。 
 
33．．不不溶溶化化ししニニトトロロシシルル化化修修飾飾をを受受けけたた PPaarrkkiinn のの毒毒性性はは TTUUDDCC にによよっってて解解消消さされれるる  
現時点で PD を根本的に治せる治療薬は存在しない。そこで、不溶性 Parkin に毒性があると仮定し、不溶性

Parkin の毒性を抑制する薬剤を見つけることとした。以前の報告から、分子シャペロンである TUDC 
（tauroursodeoxycholic acid）が不溶性タンパク質を細胞内から解消できるとの報告があることから［5］、TUDC
が NO-Parkin の不溶化を解消できるのではないかと仮定し、検討を行った。まず、MITOL 欠損細胞において 
過剰に蓄積する不溶性 Parkin を TUDC が解消できるか検討したところ、TUDC を添加した細胞では不溶化し

た Parkin の量が減少した。これらは細胞内凝集タンパク質を染色できる試薬 proteostat の蛍光シグナルの減弱

でも同様に確認された。さらに、これらの細胞内凝集体が毒性を持っているかを検討するため細胞の生存率を   
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観察したところ、MITOL 欠損細胞において、不溶性 Parkin が蓄積している条件下で細胞の生存率が著しく低下

し、さらにそれらは TUDC の添加によって緩和されることが明らかとなった。これらのことより、MITOL 欠損

によって蓄積した不溶性 Parkin が毒性をもち、それらは TUDC によって解消され毒性を緩和できることが明ら

かとなった。 
MITOL 欠損細胞で蓄積した不溶性 Parkin の毒性とその毒性を緩和できる薬剤を発見できたことから、これ

らが生体内において有効かどうかを確認するために、パーキンソン病誘導剤である MPTP を用いてパーキンソ

ン病モデル MITOL 欠損マウスを作出しその病態と TUDC 投与による病態への影響を観察することとした。そ

の結果、パーキンソン病モデル MITOL 欠損マウスではパーキンソン病モデル野生型マウスに比べて病態      
マーカーであるドパミン作動性ニューロン TH（Tyrosine hydroxylase）の減弱が観察され、病態が悪化している

ことがわかった。さらに、細胞の結果と同様に、病変部である線条体においてパーキンソン病モデル MITOL    
欠損マウスではパーキンソン病モデル野生型マウスに比べて、不溶性 Parkin の蓄積が確認され、TH の減弱を 
指標とする病態の悪化が観察された（図 2）。また、MPTP 投与によるパーキンソン病の病態悪化は TUDC の   
投与によって改善され、不溶性 Parkin の蓄積も同時に解消された。 

 
図 2．パーキンソン病モデル脳特異的 MITOL 欠損マウスでは

ニトロシル化 Parkin の蓄積と病態悪化がみられる。 
 

考考  察察  

 
近年、PD 患者脳で化学修飾を受けた Parkin が多く蓄積していることが報告された［6］。Parkin は種々の   

ストレスに応じて化学修飾を受けその活性が調節されていることが知られている。特にミトコンドリア脱分極時

には Parkin がリン酸化修飾を受けることで活性化し機能不全ミトコンドリア除去（マイトファジー）の実行    
因子として働く。先行研究にて MITOL はマイトファジー時にリン酸化 Parkin を分解することが明らかと     
なったが、他の修飾を受けた Parkin の制御については明らかとされていない。そこで、今回私は新たに MITOL
がニトロシル化修飾を受けた Parkin を分解することを見出した。また、非常に興味深いことに同じ分子にもか

かわらず異なる分解経路を用いてタンパク質を分解する結果が得られた。これら、分解経路の違いは修飾を受け

た Parkin の性質の違いによるものだと推察する。リン酸化修飾を受けた Parkin は大きく構造を変化させ活性化

することが知られている［7］。一方でニトロシル化を受けた Parkin は一過的に活性が上がるが、その後は活性

が抑制される。これらの知見から、各々の修飾によって Parkin が同等の制御を受けていないことが伺える。     
リン酸化 Parkin については結晶構造解析によって構造の全貌が明らかとなっているが［8］、NO-Parkin の構造

についてはほとんど知見がない。もしかすると、リン酸化 Parkin と NO-Parkin の構造の違いが、MITOL によ

る基質認識の違いを生み出しているのかもしれない。 
当研究室では MITOL が基質に対して K63 型ユビキチン鎖および K48 ユビキチン鎖を付加することを報告し

てきた。今回、新たに同じ分子にもかかわらず MITOL によって付加されるユビキチン種が刺激に応じて変化す
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ることを見出した。しかしながら、MITOL が基質に付加するユビキチン鎖をどのように使い分けているのかは

いまだに明らかにできていない。近年、脱ユビキチン酵素 OTUD4 が自身の修飾変化により K63 鎖と K48 鎖を

切断し分けているという報告がされた［9］。OTUD4 は未修飾時には K48 型のユビキチン鎖を選択的に切断し、

リン酸化修飾を受けると K63 型のユビキチン鎖を選択的に切断する。OTUD4 はミトコンドリアにも局在してい

るため、MITOL と結合することで、基質に対してのユビキチン修飾の種別化を制御している可能性があるので

はないかと考えている。 
Parkin は基質分解能を有するため、基質の分解を通して基質蓄積を防ぎ細胞毒性を回避すると考えられてい

る。一方で、孤発性パーキンソン病患者においては基質および Parkin 自体（高度に凝集した Parkin）が蓄積す

るといった報告がある［6］。実際今回の解析から Parkin 分解酵素である MITOL を欠損することで、不溶性化

し細胞死を誘導するという Parkin の新たな一面が明らかとなった。病態の初期、進行に伴い機能不全の Parkin
が増加し、基質が蓄積することで病態が悪化することは想像に難しくない。そのためパーキンソン病を含む多く

の神経変性疾患は不溶性タンパク質の蓄積が神経障害の原因であることを踏まえ、Parkin 自体に基質分解能  
（細胞保護機能）を有する反面、不溶性化し毒性となる可能性があるのではないかと考える。今後十分な検討が

必要だがパーキンソン病の新たな病態像の端緒を開ければと慎重に解析を進める。 
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