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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリアストレスに応答した細胞骨格制御の分子機構解明を目指
した。その成果として、ミトコンドリアストレスに応答してマイトファジーが誘導される際に、ミトコンドリア
から放出された脱リン酸化酵素PGAM5が、微小管の安定化を誘導すること、アクチン結合タンパク質である
cortactinの脱リン酸化と分解を誘導することを見出した。これらは、PGAM5が損傷を受けたミトコンドリアの状
態を感知し、それを細胞骨格に伝達することで細胞応答を調節する可能性を示しており、ミトコンドリアストレ
スを起点とした細胞骨格制御の新たな分子機構の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanisms of 
cytoskeletal regulation in response to mitochondrial stress. We revealed that PGAM5, a protein 
phosphatase cleaved and released from mitochondria during mitophagy in response to mitochondrial 
stress, induces microtubule stabilization and the dephosphorylation and degradation of cortactin, an
 actin-binding protein. These findings indicate that PGAM5 may regulate cellular responses by 
sensing the state of damaged mitochondria and transmitting the signal to the cytoskeleton, revealing
 a novel molecular mechanism of cytoskeletal regulation initiated by mitochondrial stress.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ミトコンドリアストレス　マイトファジー　リン酸化　細胞骨格　微小管　アクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の意義は、細胞の生死をコントロールするミトコンドリアが、その損傷の程度に応じて細胞骨格を制
御する可能性、またそれが脱リン酸化によって制御される可能性を示した点にある。リン酸化・脱リン酸化は可
逆的な反応であることから、ミトコンドリアの損傷の程度に対して柔軟に対応することができる。よって、本研
究成果はストレスシグナルに対して適切な細胞応答を誘導する上での細胞骨格制御の重要性を示しており、今後
その調節機構のさらなる解明につながると考えられる。

※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。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

細胞障害性ストレスを受けたミトコンドリアでは、内膜を隔てた膜電位の低下や、活性酸素
種の過剰産生、ミトコンドリア DNA の損傷などが起きる。このような障害は、単にエネルギー
産生の中枢としての機能を失うだけでなく、積極的に細胞死を誘導することになるため、機能を
維持できなくなったミトコンドリアはオルガネラ選択的なオートファジーの一つであるマイト
ファジーによって積極的に分解除去される。 

これはミトコンドリアにとっては受動的な現象に見えるが、ミトコンドリアには自身の障害
の程度を感知してマイトファジーを制御する機構が備わっており、状況に応じてそれを発動さ
せることでストレス応答を適切にコントロールしていると考えられる。 

ミトコンドリアの膜電位低下に伴って誘導される典型的なマイトファジーでは、ユビキチン
リガーゼである Parkin によるミトコンドリア外膜の破壊の後、ミトコンドリアはオートファゴ
ソームに取り込まれ、やがてリソソームと融合して分解される。我々はこの過程で細胞骨格であ
る微小管が高度に安定化されること、すなわちミトコンドリアストレスが細胞骨格の変化を誘
導することを見出していた。細胞骨格はオルガネラの細胞内輸送や配置を調節すると同時に細
胞内シグナル伝達の足場としても働くことから、ミトコンドリアストレスが細胞骨格の制御を
介してマイトファジーを調節していると予想し、それがどのような機構によるものなのか、そし
てその生物学的意義が何かを明らかにすることとした。 
 
 
２．研究の目的 

 
我々は、自身の N 末端の膜貫通ドメインを介してミトコンドリア内膜に局在しているプロテ

インホスファターゼ PGAM5 が、ミトコンドリアストレスによって膜貫通ドメイン内で切断され
て内膜への局在化能を失い、さらにはミトコンドリア外膜の破壊に伴って細胞質へと放出され
ることを明らかにしていた。さらに、切断型 PGAM5 はホスファターゼ活性に依存して微小管に
局在し、微小管を安定化させる可能性を見出していた。よって、ミトコンドリアストレスに応答
した微小管の制御の少なくとも一部はミトコンドリアから放出された PGAM5 によるものと考
えられた。 

また、切断型 PGAM5 がホモ 2 量体を形成し、これが基になってリング状の 12 量体を形成す
ることを明らかにしており、他の研究グループからも PGAM5 の 12 量体が連なってフィラメン
ト状の多量体を形成することが報告された。このような知見に基づいて多量体形成能をなくし
た PGAM5 変異体の挙動を解析したところ、細胞の辺縁部に局在し、糸状仮足様の細胞形態の変
化を起こすことが分かった。糸状仮足はアクチンフィラメントの重合によって形成される特徴
的な構造であることから、PGAM5 が多量体化の程度に応じてアクチンフィラメントの形成を制
御すると考えられた。 

一方、我々は、微小管結合タンパク質である MAP7 や、アクチンフィラメント制御因子であ
る Cortactin を PGAM5 の結合分子として見出していたことからも、PGAM5 の細胞骨格への積極
的な関わりが強く示唆されていた。 

マイトファジーと細胞骨格の関連については、ミトコンドリアの細胞内輸送を担う微小管モ
ータータンパク質と結合するミトコンドリア外膜分子の動態や、リソソームやオートファゴソ
ームの輸送や互いの融合に微小管やアクチンフィラメントが重要な役割を担っていることなど
が注目されていたが、ミトコンドリア局在分子が積極的に細胞骨格を制御するという現象には
まだ関心は集まっていなかった。また、PGAM5 の研究には国内外の多くのグループが参画して
いるが、PGAM5 のミトコンドリアストレスによる切断と局在変化に着目した報告は少なく、
PGAM5 の局在変化に基づいた分子機能の解析を進めることで、ミトコンドリアストレスが起点
となる細胞骨格の制御機構を解明し、新たなミトコンドリアストレス応答の分子機構を独自の
視点で明らかにできると考えられた。 

これらを踏まえて、本研究ではミトコンドリアストレスに応答した細胞骨格の制御が細胞全
体のストレス応答にどのように働くかについて、以下の３項目に着目した解析を進めることで、
その分子機構の解明を目指した（図１）。 

 
(1) ミトコンドリアストレスに応答した微小管制御の分子機構 
(2) ミトコンドリアストレスに応答したアクチンフィラメント制御の分子機構 
(3) ミトコンドリアストレスに応答した細胞骨格の制御を介したオルガネラ調節機構 

 
 
 
 



 
 
３．研究の方法 
 

マイトファジーの解析には、ミトコンドリア脱分極剤投与でマイトファジーを簡便かつ再現
性高く誘導することができる Parkin 安定発現 HeLa 細胞(Parkin-HeLa)と、それをもとに樹立し
た PGAM5 ノックアウト細胞(Parkin-HeLa-PGAM5-KO)を用いた。また、PGAM5 の機能解析に
は、一過性の過剰発現系や発現抑制系に加え、PGAM5 誘導発現型 HeLa 細胞を利用した。 

 
(1) ミトコンドリアストレスに応答した微小管制御の分子機構 

PGAM5 多量体形成を介した制御：多量体形成能をなくした PGAM5 変異体の細胞内局在を
間接免疫蛍光法によって解析し、安定化微小管の指標である-チューブリンのアセチル化によ
って微小管に与える影響を解析した。 

微小管結合タンパク質を介した制御：PGAM5 結合分子として同定した微小管結合タンパク
質 MAP7 に対する作用を解析した。共免疫沈降法により PGAM5 と MAP7 の結合を検討すると
ともに、ミトコンドリアストレスや PGAM5 の過剰発現あるいは発現抑制での MAP7 のリン酸
化状態の変化を解析した。また、MAP7 の細胞内局在を間接免疫蛍光法により解析した。さらに、
PGAM5 と MAP7 発現抑制が微小管へ及ぼす影響を検討した。 
 
(2) ミトコンドリアストレスに応答したアクチンフィラメント制御の分子機構 

アクチンフィラメント制御因子を介した制御： PGAM5の結合分子として同定したCortactin
はアクチンフィラメントと結合するとともにアクチン重合の核となるArp2/3複合体と相互作用
することでアクチンフィラメントの形成を促進する。微小管結合タンパク質MAP7と同様に、共
免疫沈降法による結合解析と合わせて、ミトコンドリアストレス、PGAM5の過剰発現あるいは
発現抑制でのCortactinのリン酸化状態と細胞内局在の変化を解析した。また、Cortactinについて
はPGAM5によって調節されるリン酸化部位の特定を行なった。 
 
(3) ミトコンドリアストレスに応答した細胞骨格の制御を介したオルガネラ調節機構 

オルガネラの細胞内局在と活性に及ぼす影響：細胞骨格はオルガネラの輸送、配置、形成に
影響を及ぼすことから、オルガネラ特異的マーカーを利用して、ミトコンドリアストレスおよび
PGAM5、MAP7、Cortactinの過剰発現や発現抑制が、ミトコンドリアやリソソーム等のオルガネ
ラの局在と活性に及ぼす影響、またマイトファジーと細胞死の誘導に及ぼす影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) ミトコンドリアストレスに応答した微小管制御の分子機構 
マイトファジーの過程で切断されてミトコンドリアから放出された PGAM5 の一部が微小管

に局在すること、また PGAM5 は微小管の安定化の指標となる-チューブリンのアセチル化を促
進することを明らかにした。さらに、PGAM5 の多量体形成能変異体を用いた解析により、PGAM5
の微小管局在と-チューブリンアセチル化の促進には PGAM5 のフィラメント形成能が必要で
あることが分かった。また、マイトファジーの過程における-チューブリンアセチル化の上昇は、
単なるミトコンドリアストレス（膜電位の低下）によって起きるのではなく、マイトファジーの
誘導に起因することを見出した。 

切断型 PGAM5 は微小管結合タンパク質 MAP7 と結合すること、またその結合部位は MAP7
の微小管結合領域を含む N 末端側にあることを明らかにした。一方、切断型 PGAM5 を発現さ
せても定常状態における MAP7 のリン酸化状態には大きな変化は認められなかった。また、マ



イトファジーの誘導過程において、Parkin-HeLa細胞とParkin-HeLa-PGAM5-KO細胞の間でMAP7
のリン酸化状態に大きな違いは認められなかった。一方、-チューブリンのアセチル化は、
PGAM5 と MAP7 の発現抑制によって低下した。よって、PGAM5 は MAP7 の脱リン酸化を介し
てではなく、MAP7 との相互作用を介して-チューブリンのアセチル化状態に作用する可能性が
示された。 
 

(2) ミトコンドリアストレスに応答したアクチンフィラメント制御の分子機構 
アクチンフィラメント制御因子 Cortactin の欠失変異体を用いた解析により、PGAM5 は

Cortactin のアクチンフィラメント結合部位を含む領域に結合することが分かった。また、細胞分
画・共免疫沈降法によってマイトファジーの過程で細胞質に放出された切断型 PGAM5 が
Cortactin と結合することを明らかにした。さらに、PGAM5 によって誘導される Cortactin の脱リ
ン酸化部位を同定した。 

Parkin-HeLa 細胞においてマイトファジーを誘導すると Cortactin の脱リン酸化が誘導される
ことが分かった。また、Parkin-HeLa-PGAM5-KO 細胞では Cortactin の脱リン酸化が低下するこ
とを見出した。すなわち、マイトファジーの過程において PGAM5 は Cortactin の脱リン酸化を
誘導する可能性が示された。 

さらに、Cortactin はマイトファジーの誘導過程で分解されることが明らかとなった。Parkin-
HeLa-PGAM5-KO 細胞では Cortactin の分解が抑制されることから、PGAM5 による Cortactin の
脱リン酸化制御が Cortactin の安定性に影響を及ぼすと考えられた。 
 

(3) ミトコンドリアストレスに応答した細胞骨格の制御を介したオルガネラ調節機構 
マイトファジーの誘導過程で、細胞質に PGAM5 が放出された細胞では、リソソームの活性

化が低下することが分かった。そのような細胞ではカスパーゼの活性化が認められたことから、
細胞死が促進されることが示唆された。また、Parkin-HeLa-PGAM5-KO 細胞ではマイトファジー
の進行が促進され、その一方で細胞死は抑制された。 

Cortactin の発現を抑制するとマイトファジーの過程で細胞死の誘導が促進されたことから、
PGAM5 は Cortactin の制御を介してミトコンドリアストレスに対する細胞応答を調節する可能
性が示された。 
 

これらの研究成果は、ミトコンドリアに局在するプロテインホスファターゼ PGAM5 が損傷
を受けたミトコンドリアの状態を感知し、それを細胞骨格に伝達することで細胞応答を調節す
る可能性を示しており、ミトコンドリアストレスを起点とした細胞骨格制御の新たな分子機構
の一端が明らかになったと考えられる。 
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