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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であるセリン/スレオニンキナーゼPINK1とユ
ビキチン連結酵素Parkinが協調して損傷ミトコンドリアをオートファジーによって特異的に除去する分子機構の
概要が最近明らかになった。本研究では、免疫沈降-質量分析（IP-MS）法や近接ビオチン標識（BAR）法、ター
ゲット質量分析（PRM）法などのプロテオーム解析によってPINK1およびParkinとの新たな相互作用因子の同定と
定量を行った。そして損傷ミトコンドリアにおいて内膜のプロテアーゼによるPINK1の分解をTIM23がPINK1と相
互作用することによって防いでることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have elucidated the molecular mechanism by which the 
serine/threonine kinase PINK1 and the ubiquitin ligase Parkin, the causative gene products of 
familial Parkinson's disease, cooperate to selectively remove damaged mitochondria through 
autophagy. In this study, we have identified and quantified new interacting proteins with PINK1 and 
Parkin by proteomic analyses such as immunoprecipitation-mass spectrometry (IP-MS) and targeted mass
 spectrometry (parallel reaction monitoring: PRM). Our results suggest that TIM23 interacts with 
PINK1 to prevent degradation of PINK1 by inner membrane proteases in damaged mitochondria.

研究分野：プロテオミクス

キーワード： プロテオーム　PINK1　Parkin　ミトコンドリア　パーキンソン病　質量分析　IP-MS　AQUA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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。本研究において複数のプロテオーム解析技術を駆使することにより、PINK1とParkinの新たな相互
作用因子を多数同定することができた。そしてPINK1との新たな相互作用因子であるTIM23の損傷ミトコンドリア
での機能を明らかにした。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
難治性の神経変性疾患であるパーキンソン病の発症機構を解明し、早期診断法や根本的な治療
法を開発することは緊急の課題である。パーキンソン病の発症原因の1つとして、「機能低下し
たミトコンドリアを選択的に除去して細胞内のミトコンドリアの品質を管理する仕組みの破綻」
が有力となっている。近年、研究代表者を含む国内外の多数のグループによる研究により、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）が協調して損傷ミトコンドリアをオートファジーによって特異的に分解する
メカニズムの概要が明らかになった。即ち、ミトコンドリアの損傷に伴ってPINK1がミトコンド
リア外膜に蓄積して様々なタンパク質と複合体を形成して活性化し、ユビキチンとParkinをリ
ン酸化することによってParkinを損傷ミトコンドリアにリクルートして活性化する。そして損
傷ミトコンドリア上に形成されたリン酸化ポリユビキチン鎖をオートファジー受容体が認識し、
隔離膜が形成されてリソソームで分解される。しかし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、PINK1とParkinによるマイトファジーの全貌を理解する上で十分な知見が得ら
れていない。本研究では、最先端のプロテオーム解析技術を用いてPINK1-Parkinシグナル経路の
構成因子を網羅的に同定し、さらにPINK1とParkinの新たな相互作用因子や下流基質のミトコン
ドリアでの機能を調べることにした。 
 
 
２．研究の目的 
 
PINK1 と Parkin が形成するシグナル伝達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、早期診断法や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系を駆使したプロテオーム解析を行い、リン酸化やユビキチ
ン化などの翻訳後修飾や標的タンパク質との相互作用因子を高感度に同定・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ーム解析技術を導入・改良することにより、PINK1 と
Parkin が形成する複合体の構成因子を網羅的に同定する。そして PINK1-Parkin シグナル伝達経
路に関与する新たな因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) GFP と融合した Parkin を安定発現する HeLa 細胞と親株の HeLa 細胞に対し、無処理または
ミトコンドリアの膜電位を低下させる脱共役剤で処理した後、低濃度のホルムアルデヒドを添
加して Parkin を含む複合体をクロスリンクした。その後 SDS を含む可溶化能の高いバッファー
で細胞抽出液を調製し、アルパカ由来 GFP 結合 nanobody を固定化したビーズである GFP-Trap 磁
気アガローズビーズで免疫沈降した。沈降物をよく洗浄した後、ビーズ上で直接トリプシン消化
を行い、消化ペプチドを LC-MS/MS で測定した。 
 



(2) これまでに免疫沈降-質量分析（IP-MS）法を改良・最適化することにより、既知のPINK1結
合因子であるTOM複合体構成因子だけでなく、TIM複合体構成因子であるTIM23を新たなPINK1結
合因子として見出していた。そこでPINK1の免疫沈降物中に含まれるTIM23を絶対定量すること
を試みた。PINK1およびTIM23由来のトリプシン消化ペプチドに相当する、安定同位体で標識した
AQUAペプチドを３本ずつ合成した。脱共役剤で処理した細胞から調製したPINK1の免疫沈降物に
これらのAQUAペプチドを200 fmolずつスパイクしてトリプシン消化後、PRM法を用いたターゲッ
ト質量分析による定量解析を行った。 
 
(3) 近接依存性ビオチン標識法の１つである BAR (biotinylation by antibody recognition)法
を用いて、PINK1 との相互作用因子を網羅的に同定することを試みた。Flag タグ付き PINK1 を安
定発現する HeLa 細胞に対してミトコンドリアの膜電位を消失させるバリノマイシンで処理した
後、抗 Flag マウス抗体および HRP 標識抗マウス IgG 抗体とインキュベートした。そしてビオチ
ンフェノールの存在下で H2O2を加えてビオチン標識を行った。ビオチン化タンパク質をストレ
プトアビジンビーズで精製し、ビーズ上でトリプシン消化して DDA (data-dependent 
acquisition)法による質量分析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ラベルフリー定量解析の結果、親株細胞よりもGFP-Parkin発現細胞で有意に増加したタン
パク質を291種類、ミトコンドリアの損傷によって増加したタンパク質を110種類同定すること
ができた（図1）。両者に共通する61種類はミトコンドリアの損傷時にParkinと相互作用するタ
ンパク質であると考えられ、それらの細胞内局在についてエンリッチメント解析を行った結果、
ミトコンドリアに局在するタンパク質が多く含まれることが判明した（図2）。この中には、ミ
トコンドリア外膜に局在する電位依存性陰イオンチャンネルタンパク質であるVDACなどが含ま
れていた。これらの新たなParkinとの相互作用因子がParkinによってユビキチン化されるか、ま
たミトコンドリアの損傷に伴うParkinの活性化や局在変化などにおける役割やミトコンドリア
のオートファジーへの影響を今後検討する予定である。このnanobodyを用いた免疫沈降-質量分
析による相互作用タンパク質の大規模同定法は他の標的タンパク質にも適用可能な汎用性の高
い方法である。 
 

 
(2) AQUAペプチドとPRM法によって絶対定量することにより、PINK1の約1/5量のTIM23がPINK1と
共免疫沈降していることが明らかになった。これにより、損傷ミトコンドリアにおいてTIM23は
PINK1と相互作用することによってミトコンドリア内膜に局在するプロテアーゼによるPINK1の
分解を防ぐ役割を担っているというモデルを支持することができた。本研究によって質量分析
計を用いた絶対定量法を確立できたため、他の微量なタンパク質に対する絶対定量も可能にな
ったと考えられる。 
 
(3) ラベルフリー定量解析の結果、1754種類のタンパク質が定量された。この中でバリノマイシ
ン処理で有意に増加するタンパク質にはPINK1自身だけでなく、TOM20やTIM23などが含まれてい
たため、BAR法は有用であると考えられた（図3）。本研究ではFlagタグ付きPINK1を安定発現す
るHeLa細胞に対してBAR法を実施したが、BAR法では特異性の高い抗体があれば内在性タンパク
質に対しても適応可能であるため、今後は内在性PINK1や他の内在性タンパク質に対してもBAR
法による相互作用タンパク質の同定を行う予定である。 
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