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研究成果の概要（和文）：近年我々が報告した PGAM5の結合因子の質量分析による網羅的解析と

ショウジョウバエを用いた in vivoスクリーニングを組み合わせて、PINK1−Parkinの機能に関

与する因子の探索を行った。その結果、PINK1 欠失ショウジョウバエの表現型を修飾する結合

因子として Target of rapamycin complex 2(TORC2)の構成因子である Rictor の同定に成功し

た。しかしながら、培養細胞において Rictorは PINK1のリン酸化基質である証拠は得られなか

った。次に PINK1 新規リン酸化基質探索のため、PINK1 ノックアウト細胞を用いた比較リン酸

化プロテオミクス解析を行い、Parkin のユビキチン様ドメインの 65 番目のセリン残基がミト

コンドリア膜電位低下時かつ PINK1 依存的にリン酸化修飾されることを示した。この Parkin

のリン酸化修飾は、Parkinのユビキチンリガーゼ活性の活性化に必要であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We have reported that PGAM5 acts between PINK1 and Parkin.  To 
understand the molecular roles of PAGM5 in the PINK1–Parkin pathway further, we searched 
for PGAM5-binding proteins using mass spectrometric analysis and screened genes encoding 
these binding proteins using Drosophila PINK1 models. We found that Rictor modulates the 
phenotypes caused by PINK1 inactivation in Drosophila. However, PINK1 did not modify the 
phosphorylation status of Rictor in cultured cells, suggesting that Rictor is not a direct 
substrate of PINK1.  To isolate physiological substrates of PINK1, we performed 
phospho-proteomics analysis and subsequent in vitro kinase assay using normal and PINK1 
mutant cells.  We then found that Ser65 in the ubiquitin-like domain (Ubl) of Parkin is 
phosphorylated in a PINK1-dependent manner upon depolarization of mitochondrial membrane 
potential. We further showed that the phosphorylation of Parkin is required for the 
activation of its ubiquitin-ligase activity. 
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経が選択的に変性欠落することにより発症
するが、その神経変性のメカニズムに関して
は未解明のままである。現在までに幾つかの
遺伝性パーキンソン病原因遺伝子が同定さ
れ、そのうち若年性パーキンソン病原因遺伝
子 PINK1 と parkin がミトコンドリアの機能
維持に必須の働きを持つことがショウジョ
ウバエ遺伝学により示されている。 
 parkin 遺伝子産物 Parkin は細胞質局在
ユビキチンリガーゼであり（Imai, J Biol 
Chem 2000）、ミトコンドリア局在キナーゼ
PINK1 のシグナルの下流に位置することが
示唆されている(Clark,Nature 2006; Park, 
Nature 2006; Yang, PNAS 2006)。その後哺
乳類やショウジョウバエ培養細胞において、
Parkin は PINK1 依存的に膜電位の低下した
ミトコンドリアにリクルートされ、機能不全
のミトコンドリアのオートファジー（マイト
ファジー）に関与することが報告されている
(Narendra,PLoS Biol. 2010; Geisler, Nat. 
Cell Biol. 2010; Matsuda, J Cell Biol. 
2010)。以上の報告から、PINK1-Parkin 経路
は全容が未知である「ミトコンドリアの品質
管理」を担っていると考えられる。すなわち
PINK1-Parkin 経路がミトコンドリアの機能
を維持することにより、神経細胞の生存性が
支えられると推察される。 
 我々は PINK1 が直接 Parkin のユビキチン
リガーゼ活性を制御しないことを観察して
おり、PINK1 と Parkin の間を介する分子の
存在を想定した。そこで PINK1 結合分子の網
羅的な同定作業と、その後の試験管内再構成
系およびショウジョウバエ分子遺伝学を組
み 合 わ せ た ス ク リ ー ニ ン グ か ら 、
PINK1-Parkin 経路の間を介する分子 PGAM5 
を同定した（Imai, Kanao, PLoS Genet 2010）。 
 
２．研究の目的 
 パーキンソン病原因遺伝子産物である
PINK1 と Parkin がミトコンドリアの機能を
制御する分子メカニズムおよび、その破綻が
神経変性を導く病理メカニズムを明らかに
することを目的とする。 
 PINK1 と Parkin は、それぞれキナーゼと
ユビキチンリガーゼ活性をもち、協調して損
傷を受けたミトコンドリアを選択的に除去
する「ミトコンドリアの品質管理」に関与す
ることが示唆されている。しかし、PINK1 と
Parkin のみではすべての事象を説明できず、
未同定の分子と制御メカニズムがあると考
えられる。本研究では、我々が以前同定した
新規分子 PGAM5 を中心に、ミトコンドリアの
品質管理に関わる分子群とそのメカニズム
を細胞レベル・個体レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）PGAM5結合因子の生化学的同定 

FLAGタグを付与した PGAM5を安定的に強制発
現するヒト培養細胞からライゼートを作製
し、抗 FLAGカラムにて大量精製を行った。
精製画分を一次元 PAGEで展開し銀染色を行
った。対照群と比較して増加しているバンド
を PGAM5 に結合するタンパク質群として切
り出し、液体クロマトグラフィー質量分析に
より網羅的に同定した。得られた候補因子は
培養細胞に過剰発現させ免疫沈降法で結合
特異性を確認した。 
（２）遺伝学的スクリーニング 
迅速かつハイスループットな研究を行うた
め、ショウジョウバエの可視化表現型を用い
た in vivoスクリーニングを研究の早い段階
で行った。複眼に候補因子を発現させたハエ
に PINK1、Parkin、PGAM5を共発現させた（あ
るいは欠失させた）ハエを各々掛け合わせる
ことによって、複眼に変化が見られる因子の
スクリーニングを行った。PINK1欠失ショウ
ジョウバエはミトコンドリア機能維持する
ことが出来ず羽の下垂を引き起こす。PINK1
に関与する因子かどうかを、さらに羽の姿勢
異常を指標にスクリーニングを行った。 
（３）in vitroアッセイ 
PINK1が候補因子を直接リン酸化するか確認
するために、[32P]リン酸で代謝ラベリングも
しくはγ-32P ATPを用いた in vitroキナー
ゼアッセイを行った。 
[32P]リン酸で代謝ラベリング：リン酸を含ま
ない培養液で培養したヒト神経芽細胞を、
[32P]リン酸を含む培養液にて３時間代謝ラ
ベリングした。細胞からライゼートを作製、
免疫沈降した後、ウエスタンブロット法およ
びオートラジオグラフィーにて解析を行っ
た。 
γ-32P ATPを用いた in vitroキナーゼアッセ
イ：GSTタグもしくは MBPタグを付与したタ
ンパク質を BL21に発現させ大量精製を行い、
PINK1が候補因子をリン酸化修飾するかキナ
ーゼアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
 PINK1—Parkinを介する PGAM5分子メカニズ
ムを解明すべく質量分析による PGAM5の結合
因子の同定から行った。さらに候補因子の絞
り込みを行うためショウジョウバエ複眼に
よる in vivoスクリーニングを行った。その
結果、Target of rapamycin (TOR)と PINK1、
Parkin、PGAM5 に遺伝的相互作用があること
がわかった。TOR 構成因子が PINK1 の基質に
なる可能性が考えられたため、さらにショウ
ジョウバエの羽の姿勢異常を指標としたス
クリーニングを行った。その結果、PINK1 に
よる表現型を修飾する因子として TOR複合体
2(TORC2)の構成因子である Rictor を同定し
た。 
 次に[32P]リン酸で代謝ラベリングにより、



 

 

PINK1が Rictorを直接リン酸化するか検討し
た。PINK1 はミトコンドリアの膜電化低下時
に活性化することが報告されている。ヒト神
経芽腫由来の SH-SY5Y細胞を[32P]リン酸で代
謝ラベリングした後 PINK1を活性化させた細
胞からライゼートを作製し、抗 Rictor 抗体
で免疫沈降し、オートラジオフラフィーを行
った。その結果、PINK1活性依存的な Rictor
のリン酸化レベルに変化はなかったため、
Rictorは PINK1のリン酸化基質ではないと考
えられた(図１)。 

 次に PINK1が TORC2活性化を介して AKTの
リン酸化レベルを増強する報告があること
から、PINK1 を活性化したときの AKT リン酸
化レベルを調べた。詳細には、HeLa 細胞、
SH-SY5Y 細胞、またはマウス胎児線維芽細胞
のライセートから抗 Rictor 抗体で免疫沈降
したものに、リン酸化基質として AKTを加え
キナーゼアッセイを行った。その結果、TORC2
活性化に依存してリン酸化される AKT S473
のリン酸化レベルは PINK1 欠失細胞または
PINK1 活性化細胞において変化は見られなか
った。 
 しかしながら、ヒト培養細胞に PGAM5を過
剰発現（あるいは RNAi 法により発現抑制）
させて Phos-tag PAGE 法で解析した結果、
Rictor のリン酸化レベルに変化がみられた。
そのため、TORC2-AKT 以外の未知の経路で
Rictor がパーキンソン病病態に関わってい
る可能性が考えられる。現在、他の候補因子
の解析を行っている。 
 次に PINK1の新規リン酸化基質を見出すべ
く新たに質量分析による網羅的解析を行っ
た。以前行った PINK1結合因子による網羅的
解析で見出した PGAM5は PINK1リン酸化基質
ではなかった。その理由として PINK1とリン
酸化基質との結合能が一過的だったため結
合分子として同定することが難しかったた
めと考えられる。そこでリン酸化タンパク質
-金属親和性カラムを用いてリン酸化タンパ
ク質を濃縮した後、質量分析を行うリン酸化
プロテオミクス解析を行うこととした。さら

にリン酸化基質を同定できなかった原因と
して試料が PINK1不活性状態の細胞から作製
されたことが挙げられる。そのため PINK1+/+、
PINK1-/-マウス由来線維芽細胞にミトコン
ドリア膜電位低下させ PINK1活性化した細胞
も加えて比較解析を行った。その結果、
Parkin のユビキチン様ドメインの 65 番目の
セリン残基(Ser65)がミトコンドリア膜電位
低下時かつ PINK1依存的にリン酸化修飾され
ることが明らかとなった。 
 次に PINK1 が直接 Parkin Ser65 をリン酸
化しているか γ-32P ATP を用いた in vitro
キナーゼアッセイにより検討した。ほ乳類
PINK1は in vitroにおいてキナーゼ活性を失
ってしまうため、活性化が保持されることが
近年報告された Tribolium castaneumのオル
ソログである TcPINK1を使用した。基質とし
て MBP-Parkin 野生型および Ser65 をアラニ
ンに変換したリン酸化できない変異体を作
製し精製した。in vitroキナーゼアッセイの
結果、TcPINK1は Parkin野生型をリン酸化す
るが Parkin Ser65 アラニン変異体をリン酸
化しなかったことから、PINK1 は Parkin 
Ser65 を直接リン酸化していることを証明し
た（図２）。Parkin Ser65リン酸化の細胞レ
ベル、個体レベルの解析は現在進行中である。 

 
 
 
 
 
 

図２ PINK1 を用いた in vitro キナーゼア
ッセイ 
Maltose-binding protein(MBP) 融 合 T. 
castaneus PINK1 と MBP-human 
full-length Parkin WT あるいは MBP  
Parkin S65A を 30℃で反応させた。アスタ
リスクは MBP-Parkin の分解産物である。
PINK1 が Ser65 のみをリン酸化している。 

図１ [32P]リン酸代謝ラベリング 
PINK1 を過剰発現させた SH-SY5Y を[32P]
リン酸で培養し PINK1を CCCP処理で活性化
させた。Rictor で免疫沈降後ウエスタンブ
ロットを行った。 
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