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PINK1/Parkin依存性マイトファジーにおける 
Parkin活性化の分子機構

松田 憲之

PARK2遺伝子およびPARK6遺伝子は，若年で発症する遺伝性潜性（劣性）パーキンソン病
の原因遺伝子であり，PARK2はユビキチン連結酵素（ユビキチンリガーゼ：E3）Parkinを，
PARK6はプロテインキナーゼPINK1をコードしている．少なくとも培養細胞ではParkinは
PINK1と協調して脱分極したミトコンドリア（つまり機能障害のあるミトコンドリア）を
ユビキチン化して，ミトコンドリアに対するオートファジー（マイトファジー）を誘導す
ることが示されている．
一方で，通常時にParkinが正常ミトコンドリアをマイトファジーで分解することがないよ
うに，その機能には何重にもロック（抑制）がかかっており，Parkinが脱抑制する仕組みを
理解することは重要である．ごく最近，Parkinが活性化される仕組みが分子レベルで解明
された．いまだ日本語の総説等では詳しく紹介されたことのないParkinの活性化メカニズ
ムを，本稿では詳しく解説したい．

1. はじめに

パーキンソン病は，黒質のドーパミン作動性ニューロン
の喪失によって引き起こされる運動症状を主な特徴とす
る神経変性疾患である（近年では，運動症状以外にも種々
の症状を呈することが知られている）．パーキンソン病の
ほとんどの症例は高齢者に散発的に発生するが［一般的に
“パーキンソン病”といわれる孤発性パーキンソン病（孤発
性PD）］，症例の約5～10％は常染色体上の遺伝子変異に
よって引き起こされる遺伝性パーキンソン病である［正式
には“遺伝性パーキンソニズム”であるが，わかりやすさを
優先して本稿では“遺伝性パーキンソン病（遺伝性PD）”と

記載する］．遺伝性PDには，孤発性PDと比較して極端な
若年で病状が観察される若年発症型のPDが含まれる．

PARK21）およびPARK62）遺伝子は若年で発症する遺伝
性潜性PDの原因遺伝子である．遺伝様式や，欠失を含む
ゲノム変異の様式から，PARK2にコードされるユビキチ
ン連結酵素（ユビキチンリガーゼ：E3） Parkinや，PARK6
にコードされるプロテインキナーゼPINK1の機能喪失に
よって病気が発症することが明らかになっている．また膨
大な論文から，少なくとも培養細胞においては，Parkinお
よびPINK1が脱分極したミトコンドリア（つまり機能障
害のあるミトコンドリア）に対するオートファジー（マイ
トファジー）を誘導して，ミトコンドリアの品質管理を行
うことが示されている 3）．
一方，PINK1とParkinは上述のようにミトコンドリア
をマイトファジー分解に導く機能を持つので，通常時に
はその機能には何重にも抑制がかかっている．たとえば，
PINK1は通常時には分解されて細胞内に存在しないよう
になっている．Parkinは通常時はサイトゾルに存在し，ミ
トコンドリア上には存在しない．さらに，Parkinは常に自
己阻害プロセスによってE3としての酵素活性を失ってい
る．しかしながらミトコンドリアの膜電位が低下すると，
Parkinはサイトゾルからミトコンドリアに移行するととも
に，そのE3機能が活性化状態に変換されて，マイトファ
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ジーを誘導する．なお，このParkinの移行と活性化のプロ
セスは，損傷ミトコンドリアの外膜上で分解を免れて蓄積
し活性化されたPINK1によって開始される．

PINK1やParkinの機能を考えるためには，両者の機能が
オンになる分子メカニズムの詳細な理解が必要不可欠であ
る．また，PINK1やParkinを活性化できれば，ミトコンド
リアの代謝回転が増加して遺伝性PDの進行を妨げる可能
性が示唆されているが，そのような治療を念頭に置いた研
究を進める上でも，両者の活性化メカニズムの理解は重要
である．

2. 構造解析から示されたParkin不活性化のメカニズム

Parkinは，N末端にUblドメイン（Ubiquitin like domain）
を持ち，その後にリンカーを介して四つのZn2＋結合ドメ
イン（RING0, RING1, IBR，およびRING2）を持つE3であ
る（図1）．IBRとRING2の間には構造解析から明らかに
されたRING1に結合する領域があり，REPドメインと呼
ばれる（REPリンカーと呼ぶ研究者もいる）．
ユビキチンは基本的にE1, E2, E3の働きを経て基質へと
付加される．ParkinのRING1はE2結合部位，RING2は活
性中心部位である．ParkinがE3として機能する際には，
まずParkinのRING1に結合したE2からRING2に存在する
酵素活性中心システイン（C431）へとユビキチンがチオ
エステル結合の状態で転移し，その後にRING2から基質
のリシン残基にユビキチンが転移すると考えられている
（図1）4）．

Parkinの最初の結晶構造（Parkin単独の結晶構造）が明
らかにされたのは2013年であり，その分子構造からParkin
が複数の自己抑制メカニズムを持つことが明瞭に示され
た 5‒7）．まず，当時解明されたParkinの構造をドメイン間
の位置関係から述べると，「RING0ドメインとRING2ドメ
インが結合し，UblドメインとRING1ドメインが結合して
いる」ことが示された（模式図を図2Aに示す）．

ParkinのRING1ドメイン上にはE2結合部位が存在する
が，興味深いことに，UblドメインおよびREPドメインが
立体的に“RING1ドメイン上のE2結合部位にE2が結合す
ること”を妨げている．また上述のようにParkinはRING2

ドメイン内にある活性中心Cys（C431）を用いて，E2酵
素からユビキチンを高エネルギー状態（チオエステル結
合）で受け取るが，驚くべきことに，この触媒中心である
RING2ドメインのC431もRING0ドメイン［unique Parkin 
domain（UPD）ドメインとも呼ばれる］との結合によっ
て外からアクセスできないように塞がれている（図2A）．
このように，Parkinを不活性化状態に保つメカニズムは，
「Parkinに不活性化因子が結合することに由来する」ので
はなくて，「Parkinの分子内で引き起こされる構造的な自
己阻害に由来する」ものであった．

3. Parkin活性化因子としてのリン酸化ユビキチン

Parkinの活性化メカニズムに大きな進展があったのは
2012年から2014年である．ParkinのE3酵素活性は完全
にPINK1キナーゼに依存している．2012年から2013年
にかけて，PINK1がParkinのUblドメインの65番目のセ
リン（S65）をリン酸化することが示された 8‒10）．ただ
し，ParkinのS65A変異体のE3活性が完全に失われるわけ
ではなく，またParkinのリン酸化模倣変異（S65E変異な
ど）によってParkinが活性型に変換されるわけではない
ことから，PINK1の基質はParkinだけではないことが予想
された．2014年にPINK1のもう一つの決定的に重要な基
質がユビキチンであり，PINK1によって65番目のセリン
（S65）がリン酸化された“リン酸化ユビキチン（PhosUB）”
がParkinの活性化因子であることが明らかにされた 11‒13）．
なお，紙面の都合で詳細は他の総説にゆずるが，PhosUB
はParkinの損傷ミトコンドリアへの移行にも必須の役割を
担っている 3）．これらの知見を支持するデータとして，た
とえば細胞内のすべてのユビキチンを非リン酸化フォーム
（S65A）に置き換えると，ミトコンドリアの膜電位を低
下させても，ParkinのE3機能の活性化は起こらなくなり，
損傷ミトコンドリアへの移行も阻害される 14, 15）．同様に，
Parkinの“リン酸化ユビキチンとの結合部位”に変異を導入
すると，ミトコンドリア損傷依存的なParkinの活性化も損
傷ミトコンドリアへの移行も観察されなくなる 16）．
次に興味が持たれたステップは，「どのように，活性化
因子であるPhosUBとParkinが結合しているのか」である．

図1 ユビキチン（Ub）・E2・Parkinのドメイン構成と，それらの関係性
（P）はUbおよびUblドメインにおけるS65のリン酸化を，E2とRING2ドメインの黄色の丸印は活性中心システイン
を表す．なお電子版ではよりわかりやすくカラー表示されている．



628

生化学 第 91巻第 5号（2019）

驚くべきことに，PINK1キナーゼの基質がユビキチンであ
ることが報告された翌年には，PhosUBと結合したParkin
の構造（∆Ubl-Parkin-PhosUB複合体の構造）が解明され
た 17）．

ParkinとPhosUBは主にRING1ドメインで結合してお
り（ただしE2結合領域の逆側からRING1ドメインに結合
している；図2Bを参照），その結合によって，RING1ド
メインのHelix［phosphoUb binding helix（pUBH）とも呼
ばれる］に顕著な構造変化を引き起こし，その結果とし
て IBRドメインも大きく移動していた．またPhosUBと
RING1の結合様式と，UblとRING1の結合様式を比較する
ことによって，PhosUBによってUblドメインとRING1ド
メインの結合が阻害されることも示唆されていた（この研
究 17）で解明されたParkin-PhosUB複合体の構造にはParkin
のUblドメインは含まれていないので，上記知見は直接的
な証拠というよりも間接的な証明である）．まとめると，
2014年にParkinとPhosUBの結合がParkinの活性化に重
要であることが示されて，2015年の構造解析でも確かに
PhosUBの結合でParkinに構造変化が引き起こされること
が明確になった 17）．
このように構造解析が進展する一方で，依然として

PhosUBに結合したParkinにおける活性化の仕組みには謎

が残っていた．つまり，Parkin-PhosUB複合体においては，
上述のようにRING1ドメインに存在するヘリックスの大
きな構造変化などが観察された一方で，RING1のE2結合
部位にはREPドメインが結合しており，RING2にある活
性中心Cysは（少し構造が緩んでいると思われるが）依然
としてUPDによって容易にアクセスできない抑圧状態で
あった（図2B）．つまり，ParkinとPhosUBの結合はParkin
のE3機能の活性化に必須であるが，両者が結合しさえす
ればParkinの自己阻害が完全に解消されるわけではなく，
活性化のためにはさらなるステップが存在する可能性が
残っていた．
この謎を解いたのが，Komanderのグループ，あるいは

TrempeとGehringのグループによる2018年のリン酸化Par-
kinの構造解析論文である 18, 19）．以下にその詳細を解説す
る．

4. Parkin活性化のメカニズム：Komanderらによる構
造解析

Komanderのグループは，2013年の不活性型Parkinの構
造解析 5）や，2015年のParkin-PhosUB複合体の構造解析 17）

も行っているが，彼らの構造解析には常に多くの工夫が

図2 Parkinの活性化に伴う構造変化の模式図
不活性型のParkin（A）はいくつかのステップを経て活性型Parkin（BおよびC）に変換される．最終的にRING2ドメ
インがE2からユビキチン（Ub）を受け取り（D），それを損傷ミトコンドリア上の基質に付加することで，マイト
ファジーが誘導される．図中の（P）はUbやUblドメインのS65リン酸化を，黄色の丸印はユビキチンとチオエステ
ル結合を形成する活性中心システインを表す．なお電子版ではよりわかりやすくカラー表示されている．
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凝らされており，それは今回の論文 18）でも同じである．
ParkinのUblドメインとRING0/UPDドメイン間にはフレキ
シブルなリンカー領域が存在するが，このリンカー領域の
アミノ酸配列をみると，高度に保存された部分と，生物種
によって非常に異なる部分とを含んでいる．一般に，進
化的な保存度が低く（＝重要性が低く），移動の自由度の
高い領域は結晶形成を阻害する傾向がある．さまざまな
種類の動物のParkinの配列を調べると，ガータースネーク
（Thamnophis sirtalis）というヘビのParkin（TsParkin）のリ
ンカー配列が最もコンパクトな短いものであった．そのた
めに，Komanderらは活性型Parkinの構造解析の対象とし
てガータースネーク由来のTsParkinを選択した．
さらに彼らは，活性型Parkinの結晶解析が移動自由度の
高いRING2ドメインによって妨げられている可能性に気
づいた．それならば「RING2ドメインを除去したParkinの
構造解析」を行えばよいと思われるが，TsParkinはRING2
ドメインなしで発現されると不溶性であった．RING2と
RING0/UPDは主に疎水領域を介して結合しているので，
おそらくRING2がないとRING0/UPDの疎水性領域が露出
されてしまい，その結果として不溶性になってしまうこと
が考えられた．そこでKomanderらは，まずTEV（Tobacco 
etch virus）プロテアーゼ切断部位をTsParkinの IBR-と
RING2間のリンカー領域に導入し，TEVプロテアーゼに
よってRING2が切除できるParkinを可溶性の状態で得た
［TsParkin（IBR-TEVsite-RING2）］．次にUb-C3Brというユ
ビキチンプローブ（C末端に活性基のついたユビキチン）
と上記のTsParkin（IBR-TEVsite-RING2）をGST-PINK1存
在下で反応させた．PINK1がUb-C3Brをリン酸化し，リン
酸化されたPhosUB-C3Brが活性基（C3Br）を介してParkin
と安定な複合体を形成するので，この反応によって「Phos-
UBが安定して結合したTsParkin（IBR-TEVsite-RING2）」
が得られた．また，3節に記載したように（図2Bの模式
図も参照），PhosUBの結合によってParkinのUblドメイン
がRING1ドメインから外れやすくなるので，このRING1
ドメインからリリース（放出）したUblドメインが反応液
に含まれるGST-PINK1によって効率よくリン酸化される．
こうした試料調製時の工夫によって，Ublドメインがリン
酸化されたTsParkin（IBR-TEVsite-RING2）を得て，その
後にTEVプロテアーゼを用いて自由度の高い（＝それゆ
えに結晶化を邪魔していると思われた） RING2ドメイン
を除去することが可能になった．今回，構造解析された
のは，このような手順を経て準備された「PhosUBと結合
し，Ublドメインがリン酸化されたTsParkin∆RING2」であ
る．なお水素‒重水素交換（HDX）-MSプロファイルの比
較（詳細は6節に記載）などから，Komanderらは「RING2
を除去しても，その操作が残った部分に影響を与えて，
TsParkin本来の構造を失わせている可能性はない」と述べ
ている．
得られたUblがリン酸化されたTsParkin∆RING2とPhosUB
の複合体（以降はPhosParkin∆2-PhosUBと記載）の結晶構

造は，1.8 Å解像度で以下の知見をもたらした．
まず，2013年に報告されている全長Parkinの構造（X）

や，2015年に報告されているParkin-PhosUB複合体（非リ
ン酸化Parkinとリン酸化ユビキチンの複合体，ただし実際
に決められた構造にはUblドメインが含まれていない）の
構造（Y）と，今回新しく決定されたPhosParkin∆2-PhosUB
（リン酸化Parkinとリン酸化ユビキチンの複合体，ただし

RING2ドメインはない）の構造（Z）を比較すると，Parkin
のコアとなる部分の構造（RING0/UPD-RING1-IBR）は
（Y）‒（Z）間でほとんど同じであり，またParkinを構成する
モジュールである個々のドメインの構造も，（X）‒（Y）‒（Z）
間でほとんど同じであった．では，何が大きく違うかとい
うと，個々のドメインの位置関係，具体的にはUblドメイ
ンの位置がまったく異なっていたのである．

2013年に報告されていた不活性型Parkinの構造（X）で
は，図2Aに模式的に示すようにUblドメインはRING1ド
メインと結合していたが，今回構造解析されたPhosParkin
∆2-PhosUBの構造（Z）では，図2Cに模式的に示すように，
リン酸化Ublドメイン（PhosUbl）はRING0/UPDドメイ
ンに結合していた．両者のUblドメインの位置を比較す
ると，実に50 Å以上も移動している．PhosUblとRING0/
UPDとの間の相互作用部位をみると，Ublドメインのリン
酸化Ser65は，RING0/UPD上のK161, R163, K211によって
形成される正電荷を帯びたポケットに収まっている．実
はK161とK211はParkinの機能に重要な残基としてよく知
られていた．というのも，K161とK211は遺伝性PD患者
にみられる二つの有名な突然変異（K211NおよびK161N）
部位であり，培養細胞を用いたさまざまなアッセイで
K211NとK161NがParkinの機能を失わせることが報告さ
れていたからである．実際，K211N変異を有するリン酸化
Parkinは，ユビキチン由来の活性化プローブであるUb-VS
によって修飾されず（＝活性型に変換されないことを示
唆する），またHDX-MS解析（後述）でもRING2が放出さ
れた兆候をほとんど示さなかった．これらの結果は，Pho-
sUblが，RING0/UPDドメイン中のK211が形成する正電荷
を帯びたポケットと相互作用できないと，ユビキチンを受
け取るRING2ドメインの活性中心Cysがアクセス不能のま
まであることを示している．
さらに今回のKomanderらの構造解析からはRING0/UPD
ドメインと結合する新たな領域が発見され，RING2と
RING0/UPDの結合を阻害する新たな仕組みの存在が示唆
された．先述のように，RING0/UPDドメインとPhosUblド
メインが結合すると，立体障害が生じるために，自動的
にRING2ドメインはRING0/UPDドメインと結合できなく
なることが予想される．このことに加えて，TsParkinにお
いてはUblドメインの後ろに続くリンカー領域中のL102‒
L107の部分が，RING0/UPDドメインとRING2ドメインの
結合ポケットに相当する部分に入り込んでいた．そこで，
Komanderらは新たにこのL102‒L107近傍の部分をactiva-
tion element（ACT element）と命名し，このACT elementが
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RING0/UPDドメインとRING2ドメインの結合を阻害して
いることを提唱した．実際に，PD患者でもこのACT ele-
ment中に変異が見いだされており（R104W），またリン酸
化ParkinにR104A変異を導入するとユビキチン由来の活性
化プローブであるUb-VSによって修飾されない（＝活性
型に変換されない）ことが示されている．
ただし，このACT elementは，アミノ酸配列［SLTR-疎
水性（V/I/L）-DLSXX］でみるとヒト・マウス・ヘビ・ゼ
ブラフィッシュなどで保存されているが，次節で紹介する
ミカンコミバエのParkin（BdParkin）では保存されていな
い．それにもかかわらず，ACT elementのないミカンコミ
バエのBdParkinも明瞭な“Ublドメインのリン酸化に依存
したE3の活性化”を示すのは不思議である．ACT element
がParkin活性化に際して必須の役割を担っているのかにつ
いては，今後の展開を注視する必要がある．

5. Parkin活性化のメカニズム：TrempeとGehringに
よる構造解析

一方のTrempeとGehringのグループも，2013年に不活性
型Parkinの構造を報告する 6）など，Parkinの構造解析で成
果をあげてきた研究者である．今回，彼らはPhosUBとE2
酵素（UbcH7）との複合体として，リン酸化された活性型
Parkinの構造を報告している 19）．
活性化Parkinのタンパク質結晶を得るために，彼らはさ
まざまなParkinのコンストラクトをスクリーニングした．
最も解析に優れた結晶は，ヒトParkinとアミノ酸配列で
43％の同一性を示すミカンコミバエ（Bactrocera dorsalis）
のParkin（BdParkin）で得られた．さらに彼らはE2酵素と
の共結晶化を促進するために，ヒトのE2であるUbcH7と
BdParkinをつなげた融合タンパク質を作製した（強引なや
り方に思えるが，このようなアプローチは他のE2-RING
複合体の結晶化において使用されてきた手法である）．
BdParkinには，Ublの前にN末端延長部分があるが，この
部分は削除された．彼らは長さの異なるリンカーを介して
UbcH7とBdParkinを融合し，PhosUBの存在下で結晶化の
さまざまな条件を検討した．こうして結晶化の実験を進め
る過程で，Komanderらの場合と同様に，TrempeとGehring
も融合タンパク質からREPリンカーとRING2ドメインを
削除した方がよいことに気づいた．前節で記載したよう
に，不活性型のParkinはRING2ドメインなしでは溶解性
が乏しくなるが，TrempeとGehringらはREP-RING2を欠
いたBdParkinタンパク質をPINK1およびユビキチンと同
時発現させることで，可溶性を維持できたようである．こ
のようにして，彼らはリン酸化ユビキチン（PhosUB）・E2
（UbcH7）・リン酸化BdParkinの三者複合体の構造を明らか
にした．

TrempeとGehringのBdParkinの構造解析からも，Parkin
の活性化はUblドメインの位置を大きくシフトさせるこ
とが示されている．自己阻害された不活性型のParkinに

おいて，UblドメインはRING1ドメインに結合している
が（図2A），彼らの構造においても，リン酸化されたUbl
ドメインはRING0ドメインに移動（結合）している．こ
の立体配座では，RING1上のE2結合部位が利用可能にな
る一方で，リン酸化Ubl（PhosUbl）と結合部位を競合する
RING2はRING0に結合することができない（図2Dに模式
的に示す）．また，Ubl中のリン酸化S65（pS65）は，正に
帯電した二つのリシン（K161, K211）と一つのアルギニン
（R163）によって安定化されている．このあたりの結論
は，文献18, 19でまったく一緒である．

BdParkinの結晶構造で観察された「PhosUblとRING0の
結合」がミカンコミバエ由来Parkin（BdParkin）特異的な
現象である可能性や，E2とParkinを融合したタンパク質
を使用したことによるアーティファクトである可能性を
除外するために，TrempeとGehringのグループはラット
Parkinを用いた検証実験を行っている．K161, R163，およ
びK211を個別にアスパラギンに変異させ，変異タンパク
質をPINK1によってリン酸化した．これらのリン酸化‒変
異Parkinタンパク質を精製して自己ユビキチン化アッセイ
にかけると，三つの変異体は劇的なE3活性の減少を示し
た．つまり，K161N変異体はいくらかの残存活性を示し
たが，R163NおよびK211N変異体は完全に不活性であっ
た．これらの変異の影響が「Parkinがリン酸化を受けなく
なった」ことに由来する可能性を排除するために，Phos-
tag SDS-PAGEや質量分析を行った結果，三つの変異体は
すべて完全にリン酸化されていることが確認された．
もっとも，4節で述べたようにK161NやK211Nは有名な

遺伝性PD患者由来の変異であり，すでにParkinのE3活性
低下も含めたさまざまな異常が報告されていた．したがっ
て，「K161NやK211NでE3機能が阻害される」こと自体に
新規性があるわけではなく，「K161NやK211NのE3機能
阻害が，PhosUblとRING0が結合できないことに由来する
と解釈できる」ところに新規性がある．

Komanderらの研究（4節）では行われていない，Trempe
とGehringによるユニークな解析として，彼らはNMR実
験によってもRING0がPhosUblに結合することを確認し
ている．15NでラベルしたPhosUblはNMR中で完全にアサ
インされた 15N-1Hスペクトルを示すが，このときに溶液
中に∆Ubl-Parkinを加えると，Ublドメインのリン酸化セリ
ン（pS65）に由来するシグナルが完全に消失する．対照的
に，溶液中に∆Ubl-Parkin（K211N）を加えても，PhosUbl
ドメインのpS65に由来するNMRのシグナルは消失しな
い．このことは，溶液中でPhosUblドメインのpS65が，
RING0ドメイン中のK211依存的に∆Ubl-Parkinと結合して
おり，その結果としてシグナルが消失することを示してい
る．
さらに溶液中の分子間相互作用（上述のようにUblと

∆Ubl-Parkinを混ぜ合わせて，相互作用をみるような実験
系）ではなくて，同一の分子内での相互作用を調べるた
めに，彼らは sortase A protein-ligation systemを用いて「Ubl
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ドメインのみが 15NでラベルされたParkin」を作製し，Ubl
ドメイン部分のNMRスペクトラムを解析する実験も行っ
ている．その結果，1） Parkin（全長）に含まれる 15N-ラベ
ルPhosUblのシグナルは，15N-ラベルPhosUblドメイン単
独のシグナルより顕著に減衰しているが，2） K211N変異
体中の 15N-ラベルPhosUblのシグナルは，遊離の 15N-ラベ
ルPhosUblドメインのシグナルとほぼ同じであることを見
いだした．これらの結果は，「一つのParkin分子内でも，
pUblドメインがK211依存的にRING0と結合するためにシ
グナルが減弱する」と考えると矛盾なく説明可能なデータ
である．
まとめると，二つの構造解析の論文 18, 19）からみえてく
るのは，Parkinの活性化に際して，UblドメインがRING1
と結合してParkinのリン酸化と活性化を抑える“阻害的な
位置”（図2A）から，リン酸化されたのちにRING0/UPD
と結合してRING2を放出させる“活性化を促す位置”（図
2C, D）へと劇的に再配置されていることである．

6. 溶液中の水素‒重水素交換（HDX）-MSによるParkin
活性化に伴うドメイン再配置の検討

このように結晶構造解析から「活性型Parkinが大規模な
構造変化とドメインの構成変化を起こしている」ことが
示されたが，それは静的な結晶中で「活性化した後の構
造」データであり，Parkinが溶液中で時間依存的にそのよ
うな構造変化を起こしていることを示すデータではない．
Komanderのグループ 18），TrempeとGehringのグループ 19），
双方が水素‒重水素交換（HDX）-MSを用いてこの問題点
の解決に挑んでいるので，最後にその結果を紹介したい．

HDX-MSはタンパク質主鎖のアミド水素「［R‒（C＝O）‒
NH‒R′］のNH部分の水素」と溶液中の重水素との相対交
換速度を調べる技法である．タンパク質の中には「時間が
経過しても溶媒中の重水素との交換がほとんどない」ペ
プチド（領域）と，「時間の経過とともに溶媒中の重水素
との交換が起こる，または交換が増加する」ペプチド（領
域）とが存在するが，交換の遅い前者は「相対的にタンパ
ク質のコアの中にある（したがって溶媒とのアクセスが困
難な）領域」であり，交換が進む後者は「相対的にタンパ
ク質の表面に露出した領域」である．HDX-MSは主鎖ア
ミド水素と溶液中の重水素との相対交換速度を調べること
で，フォールディングしたタンパク質における溶媒への接
近しやすさを評価することができる．この方法の威力は，
活性化の過程を通じて「同一サンプル内のペプチドと溶媒
との関係性」を比較できる能力にあり，タンパク質の中で
溶液中に新たに露出される領域や，別なドメインと新たに
結合して保護される領域を見積もることができる．

HDX-MS実験では，解析時のペプチドの被覆率（cover-
age）に依存する分解能で重水素交換の速さをマッピングす
ることが可能であり，TrempeとGehringの論文ではその分
解能が15アミノ酸に相当する．TrempeとGehringらはラッ

トのParkinをHDX-MS解析し，KomanderらはヒトParkin
をHDX-MS解析しているが，両者がPhosUBとの結合・
Ublドメインのリン酸化・PhosUbl結合部位への変異の導
入，などの影響を調べた結果は以下のとおりである．
まず自己阻害された不活性型のParkinをHDX-MS分析

すると，Ublドメインとのリンカー領域の一部の重水素化
のレベルが他の領域に比較してやや高いが，全体として重
水素化は低く抑えられている．そこにPhosUBを添付する
と，Ublドメインの重水素化が促進される．この結果は，
2015年の結晶構造解析や，in vitroのリン酸化実験からも
示唆されていたことであり，「PhosUBが結合すると，Par-
kinのUblはRING1と結合できなくなる（その結果，溶媒
との接触が増える）」という予想と一致する（図2Aから図
2B）．PhosUB添付の効果は IBRドメインにおいても観察
されており，残基323～338を含む領域の重水素化は不活
性型Parkinと比較してむしろ減弱する．一方で，PhosUB
の添付では，活性中心であるRING2の重水素化にはほと
んど変化が観察されなかった．

HDX-MS解析で最も大きな変化が観察されたのは，Par-
kinをリン酸化した後のRING2ドメインである．つまり，
Parkinのリン酸化によって，RING2のC末端へリックスの
重水素化が劇的に増加することが観察された．2013年に
報告された不活性型のParkinの構造では，RING2のC末端
ヘリックスはRING0にしっかりと結合しており（図2A），
溶媒から保護されているので，重水素化は阻害されてい
るはずである．一方で，Parkinがリン酸化されると，Phos-
UblがRING0に結合することで，RING2は放出されるが，
その結果としてRING2のヘリックスは完全に溶媒中に露
出されて，急速に重水素と交換されると期待される（図
2C）．したがって，このHDX-MSの結果は，「Ublのリン酸
化に依存したRING2の放出によってParkinが活性化され
る」という結晶構造から導かれたモデルとよく一致してい
ることになる．
さらに確認のために，TrempeとGehringらは先述の

K211N変異体を用いたHDX-MS解析も行っている．非リ
ン酸化状態では，野生型ParkinとK211N変異体の重水素
交換速度は区別できない状態（重水素交換のパターンは同
じ状態）であった．しかしながら，リン酸化後の効果は劇
的に異なっていた．つまり野生型Parkinではリン酸化後に
RING2の重水素交換速度が増加するが，K211N変異体で
はリン酸化後のRING2の重水素交換速度の増加が完全に
阻害された．
一方，Ublドメインの重水素交換速度は，二つのグルー
プで実験手法が異なる部分もあって単純に比較するのは少
し難しい．TrempeとGehringの論文では，短いタイムポイ
ントではリン酸化Parkin（K211N）のUbl（42～61）ペプチ
ドの重水素交換速度は野生型よりも高いと記載されてい
る［これはPhosUblがRING0（K211N）に結合できないた
めに，溶液中に存在する時間が長いためと理解できる］．
Komanderの論文では，Parkinのリン酸化だけではUblド
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メインの重水素交換はあまり変化せず，E2とUbの複合体
（non-dischargeable E2-ubiquitin結合体）を試料に添加する
ことで，PhosUblの重水素交換速度が顕著に減少すると報
告している（これは図2Dで示すように，最終形態として
PhosUblがRING0と安定して結合すると溶媒との交換が起
こらなくなるため，と理解できる）．
いずれにせよHDX-MS解析からは，ParkinのUblドメイ
ンはK211N変異体を用いると自由度が増加し，RING2ド
メインはParkinのリン酸化・活性化に伴って自由度が増す
という，結晶構造と一致する知見が得られている．

7. おわりに

本稿では，今まで日本語総説等で詳しく紹介されたこ
とがないと思われる，構造解析を基盤とするParkin活性化
の分子メカニズムを解説した．もっとも，本稿では2報の
論文 18, 19）の著者らの主張に従って，あたかもParkin活性
化メカニズムのすべてが解明されたかのように記述をし
たが，実際には不明な点も残されている．たとえばParkin 
S65A変異体の表現型は解釈が難しい．仮に“PhosUblが
RING0に結合してRING2を弾き飛ばすことがParkin活性
化の本質”なのであれば，Ublドメインのリン酸化が停止
するS65A変異によってParkinの機能は完全に失われるは
ずである．しかしながら，実際にはParkin S65A変異体で
もcell free assayではE3活性が残っているし，ParkinのE3
活性に依存したミトコンドリアへの移行も観察される（つ
まり，S65A変異体は，細胞内でそれほど劇的な表現型を
示すわけではない）13）．もっといえば，Parkin ∆Ublドメイ
ンでも細胞内のParkinの機能が完全に失われるわけではな
い 13）．このあたりの矛盾点が今後どのように解決される
のかは興味深い．ただし，上述のような謎は残っている
が，本稿で紹介した2報の論文 18, 19）がParkin活性化に関し
て多くの有益な情報を提供してくれたのは紛れもない事実
である．
最後にもう一つ言及したいことは，今回の構造解析の

結果と，Parkinのユニークな「基質選択性の低さ・触媒す
るユビキチン鎖の多様性の高さ」とは相性がよいことであ
る．
ユビキチン鎖にはいくつかの種類があるが，Parkinに

よって損傷ミトコンドリアに付加されるのはK6鎖，K11
鎖，K48鎖，K63鎖であることが報告されている 20‒23）．
Parkinが損傷ミトコンドリアにK63鎖を付加すること
は，（1）質量分析装置を用いた実験，（2）特定の種類のユビ
キチン鎖を検出できるプローブを用いた実験，（3）ユビキ
チン鎖の種類に特異的な抗体を用いた実験，など複数の手
法によって確認されており，信頼度が高い．一方で，Par-
kinが損傷ミトコンドリアにK48鎖を付加することも，（1）
質量分析装置を用いた実験，（2）プロテアソーム阻害剤を
用いた実験，などから確認されており，Parkinが複数のタ
イプのユビキチン鎖を触媒する可能性が示されている（た

だし，マイトファジーの誘導という役割においては，K63
鎖の貢献が大きいと思われる）．ここで一度Parkinの構造
に立ち返ると，活性中心を含むRING2触媒ドメインは，
RING0から解放された後は約30アミノ酸の IBR-RING2リ
ンカーによってのみ他のドメインに結合されており（図
2C），可動性が非常に高いと予想される．一方でK63ユビ
キチン鎖や直鎖ユビキチン鎖が選択的に形成されるときに
は，ドナーユビキチンとアクセプターユビキチンが正しく
配置される必要がある 24‒26）．そのことを考えると，Parkin
の活性中心（RING2）の自由度の高さは「特定の種類のユ
ビキチン鎖」を形成するにはいかにも不適当であり，逆に
活性中心の自由度の高さゆえに多様なユビキチン鎖を形成
するのに適しているように思われる．
同様に，Parkinの基質選択性の低さは以前から報告さ

れているが 27），その背景は不明であった．しかしながら，
「ユビキチンと高エネルギーなチオエステル結合を形成し
た活性中心（RING2）部分がフレキシブルな可動領域とし
て存在する」活性型Parkinの構造（図2D）をイメージす
ると，“基質との相互作用”よりも“近傍に存在すること”が
基質選択性を決定する 27）という仮説の信憑性が増してく
る．実際に研究をしていると，Parkinは損傷ミトコンドリ
ア上の外膜タンパク質であれば何でもユビキチン化する印
象を受ける．このようなE3としては例外的な基質特異性
の低さも，活性化されたParkinの構造をみると，妥当に思
えてくるものである．
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