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研究成果の概要（和文）：様々な細胞傷害性ストレスによってミトコンドリアの機能低下が生じるが、細胞が機
能し続けるためには、それに対して適切な細胞応答を誘導する必要がある。本研究では、定常状態のミトコンド
リア内に局在するタンパク質脱リン酸化酵素PGAM5が、ミトコンドリアの傷害にともなってミトコンドリア外に
移行し、さらにその一部が核に移行し、RNAの代謝に関わる複数の分子の機能を脱リン酸化によって制御するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are vulnerable to various cytotoxic stressors and easily lose 
their functions. To maintain normal cellular functions even under such conditions, it is crucial 
that cells equip mechanisms inducing appropriate overall cellular response to mitochondrial 
dysfunctions. In this research, we have found that PGAM5, a protein phosphatase that exists in 
mitochondria, escapes from mitochondria upon their damages. We have further shown that a fraction of
 PGAM5 escaped from mitochondria translocates to the nucleus where PGAM5 regulates various molecules
 regulating RNA metabolism through direct dephosphorylation.

研究分野： 細胞内シグナル伝達

キーワード： ミトコンドリア　ストレス応答　タンパク質リン酸化　プロテインホスファターゼ　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞傷害性ストレスにさらされた細胞では、ミトコンドリアはATP産生によって細胞の生存を支える通常の機能
を失い、逆に細胞死へのシグナルを積極的に発信する。そのため、ミトコンドリアの機能低下の程度を的確に感
知し、それに見合った適切な情報をミトコンドリア内外の分子や他のオルガネラに伝える必要がある。その機構
の一端を明らかにした本研究の成果は、ミトコンドリアの機能不全に起因する様々の疾患の発症メカニズムや病
態の理解につながるものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 細胞のストレス応答においては、細胞内のすべてのオルガネラが協調的に働く必要がある。そ
の中でミトコンドリアは、ATP 産生によって細胞の生存を支えると同時に細胞死の誘導にも深
く関わることから、常にストレス応答の中心で働くオルガネラとして注目されてきた。さらに最
近では、細胞内代謝の中枢としての機能が再注目されており、その機能の不全が様々な疾患の発
症や増悪につながると考えられている。よって、ミトコンドリアは単に細胞の生死という二者択
一的なストレス応答のアウトプットを担うだけではなく、細胞機能をファインチューニングす
ることによってストレス応答を積極的に制御していると考えられる。 
 細胞障害性ストレスにさらされた細胞のミトコンドリアでは、活性酸素種の過剰産生、ミトコ
ンドリア DNA の損傷、異常タンパク質のマトリックスへの蓄積などさまざまな障害が起こる。
そのような障害は、ミトコンドリアの本来持つ ATP 産生能や代謝機能を低下ないしは消失させ、
さらにはネクローシスやアポトーシスなどの細胞死を誘導するシグナルを発信させることで、
一つ一つの細胞の運命にとどまらず、生体としての機能にも大きな影響をもたらす。そのため、
ミトコンドリアの傷害や機能低下の程度を的確に感知し、その程度や質に見合った適切な情報
をミトコンドリア内外の分子や他のオルガネラに正確に伝える機構が働いていると予想される。
本研究では、その機構の実態がどのようなもので、それがどのような分子によって、どのように
制御されているかを解明すべき課題とした。 
 
２．研究の目的 

我々は、新しいタイプのプロテインホスファターゼとして同定した PGAM5 が、N 末端の膜貫
通ドメインを介してミトコンドリアの内膜に局在し、さまざまな細胞傷害性ストレスによるミ
トコンドリアの機能低下にともなって膜貫通ドメイン内で切断されることを見出した。さらに
最近になり、オートファジーのシステムを用いて機能不全ミトコンドリアを選択的に分解する
マイトファジーと呼ばれる機構の進行にともなって、切断された PGAM5 がミトコンドリア外
へと放出されることを見出した。よって PGAM5 は、自身のタンパク質脱リン酸化活性を用い
てミトコンドリア内からミトコンドリア外へのシグナル伝達を直接担う分子として働くと考え
られる。そこで本研究では、この分子の機能解析を通じて、ミトコンドリアのストレス感知機構、
ミトコンドリア内外をつなぐタンパク質リン酸化によるシグナル伝達機構、さらにはそれらを
ベースとした細胞の新たなストレス応答制御機構の解明を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 

（１）Parkin 安定発現 HeLa 細胞を用いた PGAM5 欠損細胞株の作製 
 Parkin 安定発現 HeLa 細胞（Parkin-HeLa 細胞）をベースに、CRISPR/Cas9 法により
PGAM5 欠損 Parkin-HeLa 細胞を作製した。 
（２）PGAM5 結合分子の探索と同定 
 N 末端あるいは C 末端に Flag タグを付与した PGAM5 を HEK293 細胞に一過性に発現さ
せ、Flag 抗体ビーズを用いて免疫沈降を行い、PGAM5 と共沈降されたタンパク質をプロテオ
ミクスの手法により解析した（詳しい方法は Komatsu et al. EMBO J. 23, 1977-1986, 2004 参
照）。 
（３）リコンビナント PGAM5 の作製 
 大腸菌発現ベクターpGEX4T を用いて GST との融合タンパク質として PGAM5 を大腸菌
BL21 株にて発現させ、その細胞抽出液より Glutathione Sepharose を用いて目的のタンパク質
を精製した。 
（４）免疫蛍光染色 
 細胞を 3.7%パラホルムアルデヒドあるいは氷冷したメタノールで固定した後、各種抗体を 1
次抗体として用いた間接蛍光法にて、目的のタンパク質の細胞内局在を解析した。画像の解析と
取得には共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss 社 LSM710）を用いた。 
（５）細胞分画 
 回収した細胞を低張液に懸濁し、氷上で 15 分間インキュベートした。その後、終濃度 0.3%の
NP-40 を加えて激しく混和し、遠心後の上清を細胞質画分、ペレット側を核画分としてそれぞ
れ回収し、免疫ブロット解析に供した。 
（６）免疫ブロット解析 
 1% Triton X-100 を含むバッファーにて細胞抽出液を調製し、それを SDS-PAGE に供してタ
ンパク質を分離した後、PVDF メンブレンにタンパク質を転写させた。目的のタンパク質を認識
する 1 次抗体とそのメンブレンをインキュベートした後、HRP 標識抗体を 2 次抗体として作用
させた後、ECL 法にて目的のタンパク質を検出した。SRm160 や各種 SR タンパク質のリン酸
化の程度は、SDS-PAGE 上での泳動度の違いとして検出した。 
（７）In vitro ホスファターゼアッセイ 



 HeLa 細胞に Flag タグを付与した SRm160（Flag-SRm160）を一過性に発現させ、Flag 抗
体ビーズを用いて免疫沈降を行い、大腸菌で作製した GST-PGAM5 あるいはホスファターゼ活
性を持たない変異体である GST-PGAM5-H105A とインキュベートした。その後、免疫ブロット
により Flag-SRm160 のリン酸化状態を解析した。 
 
４．研究成果 

以前我々は、ユビキチンリガーゼ Parkin を発現した HeLa 細胞に脱共役剤 CCCP を処理し
てマイトファジーを誘導すると、その初期に起こるミトコンドリアの外膜破壊に伴って切断型 
PGAM5 がミトコンドリアから放出されることを見出している。そこで切断型 PGAM5 分子の
細胞内局在を検討したところ、一部は核に局在したことから、 PGAM5 の結合分子として以前
同定していた核タンパク質 SRm160/SRRM1 に着目した。SRm160 は pre-mRNA 選択的ス
プライシングや mRNA の核外輸送などの RNA 代謝の調節因子であり、定常状態で高度にリン
酸化されている。リコンビナント PGAM5 は in vitro において SRm160 を脱リン酸化し、細
胞に切断型 PGAM5 を発現させた際にも内在性 SRm160 の脱リン酸化が誘導されたことか
ら、SRm160 は PGAM5 の脱リン酸化基質となることが示された。さらに、マイトファジーの
過程で SRm160 が脱リン酸化され、その脱リン酸化は PGAM5 の発現抑制によって減少する
ことが明らかとなった。同時に、SRm160 と共通のドメインを持ち、同様に RNA の代謝に関わ
る SR タンパク質ファミリー分子も、SRm160 と同様に PGAM5 による脱リン酸化制御を受け
ることが分かった。よって、マイトファジーの過程で切断された PGAM5 の一部が核に移行し、 
SRm160 や各種 SR タンパク質のリン酸化レベルを調節することで、ミトコンドリアの機能低
下の状況に応じた適切な細胞応答を制御することが示唆された。 
一方、PGAM5 がマイトファジーの進行に与える影響についても検討した。野生型細胞および

PGAM5 KO 細胞でのマイトファジーの進行状況をいくつかのミトコンドリア局在分子の発現
量を指標に検討したところ、KO 細胞ではマイトファジーが亢進していることが明らかとなった。
その際、リソソームの活性を抑制する Bafilomycin A1 を加えると、KO 細胞におけるマイトフ
ァジーの亢進がキャンセルされたことより、KO 細胞ではリソソームの活性が亢進していること
が示唆された。実際、LysoTracker でリソソーム活性を評価したところ、野生型細胞ではマイト
ファジー誘導 8 時間後までリソソーム活性が上昇し、その後は減少に転じるのに対し、KO 細胞
では誘導 8 時間後以降の減少は認められず、12 時間後にかけてさらに活性が上昇した。この結
果より、マイトファジーの過程でミトコンドリアから放出された PGAM5 は、リソソームの活
性を抑制することでマイトファジーをネガティブフィードバック的に制御し、ミトコンドリア
ストレスに対する細胞応答を制御していることが示唆された。 
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