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研究成果の概要（和文）：家族性パーキンソン病の原因遺伝子産物として、セリン/スレオニンキナーゼPINK1と
ユビキチン連結酵素Parkinが知られている。近年、PINK1とParkinが協調して損傷ミトコンドリア特異的なオー
トファジー分解を引き起こすことが明らかになった。本研究では、PINK1の損傷ミトコンドリア上での複合体形
成機構やPINK1の下流シグナル伝達経路を明らかにするために、多検体間定量リン酸化プロテオーム解析、およ
び免疫沈降-質量分析による大規模相互作用解析などを行った。そしてPINK1の直接の基質であり、かつPINK1と
相互作用するミトコンドリア外膜タンパク質を見出した。

研究成果の概要（英文）：The serine/threonine kinase PINK1 and the E3 ubiquitin ligase Parkin are 
known to be causative gene products of familial Parkinson's disease. Recently, it has been shown 
that PINK1 and Parkin cooperate to induce autophagic degradation of damaged mitochondria. In this 
study, we have performed multiplex quantitative phosphoproteomic analysis and large-scale 
interactome analysis by immunoprecipitation-mass spectrometry to elucidate mechanisms of PINK1 
complex formation on damaged mitochondria and signaling pathways downstream of PINK1. As a result, 
we found a mitochondrial outer membrane protein that is a direct substrate of PINK1 and interacts 
with PINK1.

研究分野： プロテオミクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
家族性パーキンソン病の原因遺伝子産物であるPINK1とParkinがオートファジーによってミトコンドリアの品質
管理を行う仕組みの概要が最近明らかになったが、従来の細胞生物学や分子生物学を基盤とする研究からは、そ
の全体像を理解する上で十分な知見が得られていなかった。本研究において最先端のプロテオミクス技術を駆使
することにより、PINK1が形成する複合体の構成因子とリン酸化する基質を大規模に同定することができた。本
研究で開発した技術は他の疾患原因キナーゼにも応用可能であり、汎用性が高い技術である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病は中脳黒質のドーパミン産生神経細胞が変性・脱落することを主因とする難治
性の中枢神経変性疾患である。国内だけでも 15 万人以上の患者がいると推定されており、高齢
化社会の進行と共に患者数は増え続けている。このためパーキンソン病の発症機構の全体像を
明らかにし、早期診断法や根本的な治療法を開発することが強く求められている。研究代表者は
これまでの一連の研究により、家族性パーキンソン病の原因遺伝子産物である PINK1（セリン/
スレオニンキナーゼ）と Parkin（ユビキチン連結酵素）が協調してオートファジーによって損
傷ミトコンドリアを選択的に分解し、ミトコンドリアの品質管理を担う仕組みを明らかにして
きた（図１）。しかしながらミトコンドリアが正常な際には PINK1 が分解され、ミトコンドリア
が損傷を受けると安定化して活性化する過程において、PINK1 がどのようなタンパク質と相互作
用するのかは未だ十分に明らかになっていない。また Parkin やユビキチン以外の PINK1 の下流
基質の同定も進んでいない。そこで本研究では、ミトコンドリアの機能低下に伴って形成される
PINK1 複合体の構成因子と PINK1 の下流シグナル因子を網羅的に同定するために、最先端技術を
用いたプロテオミクス解析を行うことにした。 

 
２．研究の目的 
 
ミトコンドリア局在キナーゼである PINK1 が形成するシグナルネットワークの全体像を明らか
にすることは、パーキンソン病の発症機構を解明し、根本的な治療法を開発する上で重要である。
これまでに研究代表者は高性能質量分析計を駆使したプロテオミクス解析を行い、リン酸化や
ユビキチン化などの翻訳後修飾を高感度に同定・定量する方法を確立してきた。本研究では最先
端のプロテオミクス技術を導入・改良することにより、PINK1 が形成する複合体の構成因子と活
性化した PINK1 がリン酸化する下流基質を網羅的に同定する。そして PINK1 シグナル伝達系に
関与する新たな鍵分子のミトコンドリアにおける役割を種々の生化学・細胞生物学的解析によ
って明らかにすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) PINK1 の下流基質を網羅的に同定するために、PINK1 を安定発現する HeLa 細胞および親株
の HeLa 細胞に対し、無処理または脱共役剤 CCCP で処理してから抽出液を調製した。まず研究代
表者のグループが開発した IMAC と 2D-DIGE を組み合わせた方法により（Kosako et al., Nat. 
Struct. Mol. Biol., 2009）、既知の PINK1 基質であるユビキチンが PINK1 活性依存的にリン



酸化されることを確認した。次に抽出液からタンパク質を抽出し、トリプシン消化後にペプチド
を 10 種類の TMT (tandem mass tag) 試薬で標識した。標識ペプチドを混合後、Fe-NTA を用い
た IMAC によってリン酸化ペプチドを精製し、さらに塩基性条件での逆相分画を行ってから LC-
MS/MS 解析を行った。 
 
(2) PINK1との相互作用因子を網羅的に同定するために、磁気ビーズを用いた免疫沈降、ビーズ
上酵素消化、LC-MS/MS測定、ラベルフリー定量解析のシステムを構築した。そして3×Flagタグ
付きPINK1を安定発現するHeLa細胞および親株のHeLa細胞に対し、無処理または脱共役剤CCCPで
処理してから抽出液を調製し、抗Flag抗体を固定化した磁気ビーズを用いた免疫沈降-質量分析
（IP-MS）を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) TMT 標識による多検体間定量リン酸化プロテオーム解析の結果、約 2万 2千種類のリン酸化
ペプチドの同定と定量に成功し、既知の PINK1 基質であるユビキチンや PINK1 自身と共に、Rab
ファミリータンパク質やミトコンドリア外膜タンパク質などを新たな PINK1 基質の候補として
見出した（図２）。さらにこの Rab ファミリータンパク質が細胞内で PINK1 によってリン酸化さ
れることを Phos-tag ウェスタンブロット法によって確認した。 
 

 
(2) 免疫沈降-質量分析（IP-MS）法により、PINK1と相互作用する因子を網羅的に同定すること
を試みた結果、1,053種類のタンパク質の同定と定量に成功し、PINK1自身やTom複合体構成因子
などと共に、キナーゼシャペロンであるCdc37や様々なミトコンドリアタンパク質を新たなPINK1
との相互作用因子の候補として見出した（図３）。さらに一部の因子については、免疫沈降物の
ウェスタンブロットによってPINK1と相互作用することを確認した。この中には上記の多検体間
定量リン酸化プロテオーム
解析によって同定したPINK1
基質候補とオーバーラップ
するものがあった。そこで本
因子とPINK1を細胞内に共発
現させることにより、両者が
相互作用することと本因子
がPINK1依存的にリン酸化さ
れることを再確認した。この
タンパク質を大腸菌で発現・
精製し、in vitroキナーゼア
ッセイを行うことによって、
大腸菌から精製した昆虫
PINK1が直接リン酸化し得る
ことを明らかにした。 



 
(3) PINK1 によって活性化した Parkin がミトコンドリアに局在するユビキチン連結酵素である
MITOL をユビキチン化することを見出し、質量分析によって MITOL の C末端付近のリジン残基が
ユビキチン化部位であることを示した。このユビキチン化部位をアラニンまたはアルギニンに
置換した変異体を用いて解析することにより、Parkin が MITOL をユビキチン化することによっ
て MITOL をミトコンドリアからペルオキシソームへ移行させることを明らかにした。 
 
(4) 本研究により、ミトコンドリアの損傷に依存してPINK1と相互作用し、かつPINK1によって直
接リン酸化される新たな基質タンパク質を同定することができた。このタンパク質はミトコン
ドリア外膜に局在し、ミトコンドリア特異的なオートファジーやアポトーシスと関連すること
が報告されており、PINK1/Parkinシグナルにおいて何らかの役割を果たしている可能性がある。
このタンパク質とミトコンドリア機能やパーキンソン病などとの関連について、生化学・細胞生
物学的な検討を今後進める予定である。なお、本研究で開発した下流リン酸化タンパク質の大規
模な定量解析法や相互作用因子の網羅的な探索法は他のシグナル伝達因子にも適用可能な汎用
性の高い方法である。 
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