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研究成果の概要（和文）：　研究代表者(松田憲之)は「ParkinとPINK1がユビキチン化を介してミトコンドリア品質を
管理する仕組みの一端を、精製タンパク質を用いて生化学的に試験管内再構成する」ことを研究テーマとして、挑戦的
萌芽研究に採択された。そこで、光架橋性アミノ酸BPAを用いて、リン酸化ユビキチンとParkinの結合様式の解明を試
みた。
　リン酸化Parkinやリン酸化ユビキチンの狙った部位にBPAを導入し、部位特異的な架橋によって相互作用マップを作
成し、さらにin silicoモデリングと組み合わせることによって、既知の不活性型Parkinとリン酸化ユビキチンの構造
から、両者の新しい複合体モデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：Parkin, a gene product mutated in familial Parkinsonism, is essential for 
elimination of damaged mitochondria. Recent progress has revealed that phosphorylation of both Parkin and 
ubiquitin by PINK1 are crucial for their function. However, the mechanism by which phosphorylated 
ubiquitin associates with and activates Parkin remains largely unknown.
Here, we analyze interactions between phosphorylated forms of both Parkin and ubiquitin at a spatial 
resolution of the amino acid residue by site-specific photo-crosslinking. We reveal that IBR domain along 
with RING1 domain of Parkin preferentially binds to ubiquitin in a phosphorylation-dependent manner. 
Furthermore, the Fluoppi assay showed that pathogenic mutations in these domains blocked interactions 
with phosphomimetic ubiquitin in mammalian cells.
Thus molecular modeling based on the site-specific photo-crosslinking interaction map combined with mass 
spectrometry reveals that a novel binding mechanism between Parkin and ubiquitin.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（以下、PD と略記）は

国内に 15 万人近い患者がいるにもかかわ

らず、未だに発症メカニズムが完全に解明

されていない疾患である。PINK1 と Parkin 

は遺伝性劣性 PD の原因遺伝子産物であ

り、機能喪失によって病気が発症すること

から、普段は PD の発症を防ぐ役割を担っ

ている。PINK1 はミトコンドリア移行配列

を有するプロテインキナーゼ、Parkin は基

質にユビキチンという低分子量の蛋白質を

共有結合させる酵素(ユビキチンリガーゼ)

である。2010-2013 年に、我々は「PINK1 と 

Parkin が協調して異常ミトコンドリア上

の基質をユビキチン化しており、その品質

管理機構が破綻すると、異常ミトコンドリ

アの蓄積や ROS の過剰産生によって PD

が発症する」という概略を明らかにした。 

 このようにPINK1とParkinの機能の概略

は明らかになりつつあるが、未だに解明さ

れていない点も多く、例えば PINK1 の触媒

するリン酸化ユビキチンと Parkin の相互作

用ひとつとっても、十分な理解は進んでい

なかった。 
 
２．研究の目的 
 PINK1と Parkinの機能の全体像を理解す

る上で、両者の分子機構には解明されてい

ない点が多く存在する。上述のように、

PINK1 の触媒するリン酸化ユビキチンと

Parkin の相互作用でさえも、理解が進んで

いなかった。その問題に挑むために、（新た

な役者を探索する意味もあって）質量分析

装置を用いて Parkin のユビキチン化する

基質を網羅的に解析したり、ショウジョウ

バエの遺伝学的な解析（PINK1/Parkin 変異

体のエンハンサー・サプレッサーのスクリ

ーニング）によって PINK1 や Parkin の制

御因子を同定する試みなどは、世界中の研

究室で行われている。 

 一方で、私は他の研究室とは異なるアプ

ローチとして、試験管内 in vitro の系や 

semi vitro の系で PINK1/Parkin によるミト

コンドリア品質管理システムの一部を再構

築し、この現象を生化学的に理解すること

を目指した。 
 
３．研究の方法 
 最小限の要素を用いて、試験管内 in vitro 

や semi vitro の系で PINK1 や Parkin に

よるミトコンドリア品質管理の一部を再構

築する。我々は既に精製 PINK1・精製

Parkin・ユビキチン・E1・E2 などの必須因

子を有しているので、これらの精製タンパ

ク質を用いて、ミトコンドリア品質管理の

一部を再構成する。 

 再構成系の最も危険な落とし穴は「vivo 

を反映しない artifact に陥ること」である

が、再構成系に添加する Parkin を野生型

から患者由来変異体に置き換えた時に、再

構成系が停止するかどうかを調べることで、

再構成系が  vivo を反映していない 

artifact に陥る危険性を常に回避すること

ができる。 
 
４．研究成果 
 助成対象者（松田憲之）は、平 26 年-平

27 年に“パーキンソン病を予防するミトコ

ンドリア品質管理の試験管内再構成”とい

う課題名で、「Parkin と PINK1 がユビキチ

ン化を介してミトコンドリア品質を管理・

維持する仕組みの一部を、生化学的に試験

管内で再構成する」ことを研究主題として、

挑戦的萌芽研究に採択された。 

 助成期間（平 26-27 年）中に、私は S ラ

ンク論文を２報（Nature (2014)、JCB (2015)）、

A ランク論文を２報（JCS (2015)、JBC 

(2015)）、責任著者として発表した。その中

から、挑戦的萌芽研究と関連の深い生化学

的再構成の結果に関して、以下に研究の概

要を述べる。 

 



 我々が試みたのは、リン酸化ユビキチン

と Parkin の結合様式の解明である。研究手

法としては、光架橋性アミノ酸 BPA を用い

た生化学的な解析を選択した。つまり、リ

ン酸化 Parkin やリン酸化ユビキチンの狙っ

たアミノ酸部位に BPA を導入し、部位特異

的な架橋によって相互作用マップを作成し、

さらに in silico モデリングと組み合わせ

ることによって、既知の (=不活性型の ) 

Parkin とリン酸化ユビキチンの構造から複

合体モデルを構築することを目指した。 

 まず、BPA を Parkin の様々な部位に導入

し、リン酸化ユビキチンとの結合に重要な

アミノ酸のマッピングを行なった結果、

RING1 ドメイン中の  alpha-ヘリックス

（310-330アミノ酸周辺）を取り囲む領域、

及び RING1-IBR 境界領域が重要であるこ

とが示された。ユビキチンに BPA を導入す

る実験の結果からは、I44 を取り囲む領域

が結合領域の近傍に位置することが解った。

より直接的な証拠を得るために、BPA を導

入したリン酸化ユビキチン（あるいはリン

酸化模倣ユビキチン）で架橋される Parkin

のペプチドを質量分析装置で決定したとこ

ろ、やはり RING1 ドメイン中の alpha-ヘリ

ッ ク ス （ 310-330 ア ミ ノ 酸 周 辺 ） や 

RING1-IBR 境界領域付近のペプチドが同

定され、静的な複合様式の情報を得た。 

 動力学を考慮した in silico 分子モデル構

築から、Parkin の RING1 ドメイン中の

alpha-ヘリックスとユビキチン I44 周辺の

疎水領域が結合した状態で、Parkin の

K151/H302 を主とする正電荷に富んだ領域

とユビキチンのリン酸化 S65 が結合する可

能性が示唆された。最終的に、その結合が

Parkin の構造を大きく変化させるという複

合体の構造モデルを提唱した。 

 実際に相互作用に重要と思われるアミノ

酸に変異を導入すると、in cell でリン酸化

模倣 Parkin とリン酸化模倣ユビキチンの結

合や、Parkin の異常ミトコンドリアへの移

行が阻害されることから、このモデルの妥

当性が証明された。 

 本成果は、Yamano K., 他著者 4 名, Tanaka, 

K., and Matsuda, N. (2015) J Biol Chem. 290 

(42): 25199-25211 として、助成期間中に論

文として報告した。なお、下記〔雑誌論文〕

に示したように、助成期間中に他にも３報

の論文(計４本の論文)を報告している。 
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