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研究成果の概要（和文）：最近我々は、ヒスチジン残基を活性中心とする全く新しいタイプのプロテインホスファター
ゼとしてPGAM5を見出したが、その酵素としての作用機構は分かっていない。本研究では、PGAM5の構造解析を行い、２
つのヒスチジン残基と２つのアルギニン残基から酵素活性中心が形成されることを見出した。また、PGAM5は二量体を
形成し、さらに二量体化がPGAM5の活性保持に必須であることも明らかとなった。この結果は、ヒスチジン型プロテイ
ンホスファターゼの作用機構の解明への大きな足がかりになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have recently identified PGAM5 as a novel type of protein phosphatase that reli
es on a histidine residue as a catalytic center; however, its mechanism of enzymatic action has not been r
evealed. In the current study, we found by structural analyses that the catalytic center of PGAM5 consists
 of two histidines and two arginines. We also found that PGAM5 forms a dimer and that the dimerization is 
required for the catalytic activity of PGAM5. These results provide important clues to the mechanism of ac
tion of the histidine-based protein phosphatases.   
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１．研究開始当初の背景 
 細胞が正常に機能するためには、細胞内の
情報伝達機構が秩序だって働くことが必須
であり、分子レベルではリン酸化やユビキチ
ン化に代表されるタンパク質の様々な修飾
が大きな役割を担っている。よって、その修
飾に携わる酵素の同定と機能の解明はきわ
めて重要である。 
 我々は、ASK1 というストレス応答性キナ
ーゼの解析過程で見いだした新規分子
PGAM5 が、ヒスチジン残基を活性中心とす
る全く新しいタイプのセリン・スレオニン特
異的ホスファターゼとして機能することを
発見した(Takeda et al. PNAS 106: 12301-12305, 
2009)。PGAM5は、解糖系で機能するホスホ
グリセリン酸ムターゼ(PGAM)と高い相同性
をもつ PGAMファミリーに属するが、PGAM
活性（リン酸基の分子内転移反応を触媒）は
示さず、ホスファターゼ活性を示す。その活
性により、ASK1 活性を抑制しているリン酸
化部位を脱リン酸化することで ASK1を活性
化させ、下流で機能するストレス応答性MAP
キナーゼ経路を活性化する。また我々は、シ
ョウジョウバエ PGAM5 (dPGAM5)がショウ
ジョウバエのパーキンソン病モデルにおけ
る増悪因子であることを明らかにしている
(Imai et al. PLoS Genet, 2010)。 
 このような新規の活性をもつ分子が、
PGAM ファミリー内に他にも存在するので
はないかと考え、STS-1 という分子の活性を
検討してみたところ、驚いたことに STS-1 は
チロシンのみを特異的に脱リン酸化するこ
とが明らかとなった。このような結果から、
PGAMファミリー内には、互いに非常に似た
構造を取りながらも全く異なる基質特異性
を有するプロテインホスファターゼがサブ
ファミリーを構成していることが分かった。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の脱リン酸化に働くプロテイ
ンホスファターゼは、きわめて多くの細胞機
能を担っている。これまでに少なくともヒト
においては、すべてのプロテインホスファタ
ーゼのリストアップが終了し、各々の機能解
析のフェイズに入ったものと思われていた。
しかし、最近我々がヒスチジン残基を活性中
心とする全く新しいタイプのプロテインホ
スファターゼを発見したことで、未知のプロ
テインホスファターゼがまだ存在すること
が強く示唆された。さらに興味深いことに、
我々の発見した分子はセリン及びスレオニ
ンを特異的に脱リン酸化するのに対し、非常
に似た構造を持つ別の分子はチロシンを特
異的に脱リン酸化することも見いだした。よ
って本研究では、新規のヒスチジン型プロテ
インホスファターゼを探索するとともに、そ
れらの構造と基質特異性との相関から新た
なホスファターゼファミリーとしての機能
を探り、既知の分子の機能では説明のできな
いタンパク質脱リン酸化を介した細胞機能

調節の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ホスファターゼ活性の測定：HEK293 細
胞に一過性に発現させた Flag タグ付きタン
パク質を、Flag抗体ビーズを用いた免疫沈降
によって単離し、in vitroにおいてホスファタ
ーゼ活性を測定した。基質としてリン酸化セ
リン・ペプチド（pS: RRApSVA）、リン酸化
スレオニン・ペプチド（pT: RRApTVA）、リ
ン 酸 化 チ ロ シ ン ・ ペ プ チ ド （ pY1: 
ENDpYINASL, pY2: DADEpYLIPQQG）を用
い、リン酸化ペプチド基質から遊離されるリ
ン酸はモリブデン酸：マラカイトグリーン：
リン酸複合体に変換し、分光光度計を用いて
600nmの波長として測定した。 
(2) オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学 Structural 
Genomics Consortium (SGC)の Stefan Knapp教
授のグループとの共同研究として、文献
(Bunkoczi et al. Structure 15, 1215-1226, 2007)
に記載された方法に基づいて PGAM5 の X
線結晶構造解析を行った。 
(3) 産業技術総合研究所の夏目徹博士との共
同研究により、ダイレクトナノフロー 
LC/MS/MS 法に基づくプルダウンによって
PGAM5の結合分子の探索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PGAM5および Sts-1をそれぞれセリン/ス
レオニンホスファターゼおよびチロシンホ
スファターゼのコントロールとして、PGAM
ファミリーメンバーのうち PGAM1 および
TIGARのホスファターゼを検討したが、どち
らの分子もリン酸化セリン、スレオニン、チ
ロシンを含むペプチドに対する脱リン酸化
活性は示さなかった。今後、他のファミリー
メンバー分子についても同様の検討を進め
る必要がある。 
(2) PGAM5の PGAMドメインから C末端領
域（90-289AA）にかけてのリコンビナントタ
ンパク質が精製できたため、その構造を解析
したところ、二量体として存在し、２つのヒ
スチジン残基と２つのアルギニン残基から
酵素活性中心が形成されることが分かった。
２量体形成に関しては、C末端どうしで相互
作用していることが示唆されたため、C末端
の欠失変異体を作製して共免疫沈降実験を
行ったところ、C末端の７アミノ酸が PGAM5
どうしの二量体形成に必要であることが明
らかとなった。さらに、二量体化できない C
末端７アミノ酸の欠失変異体はホスファタ
ーゼ活性を失っていることが分かり、二量体
化が PGAM5の活性保持に必須であることが
明らかとなった。一方、構造解析に用いた
90-289AA のリコンビナントタンパク質の in 
vitro におけるホスファターゼ活性を検討し
たところ、ほとんど活性を保持していないこ
とが確認された。そこで、PGAMドメインよ
り N 末端側の配列を保持したいくつかの欠
失タンパク質のホスファターゼ活性を測し



たところ、54-289AA では活性を保持してい
ることから、PGAMドメインより N末端側も
活性の保持に必要であることが分かった。そ
の領域には種を越えて保存されたモチーフ
（WDxNWDxR）が存在しており、このモチ
ーフが活性制御に重要な役割を担っている
と予想される。現在、54-289AA の構造解析
を進めているが、うまく結晶が得られておら
ず、基質ペプチドとの共結晶化が必要と考え
られる。 
(3) 最近の解析から、PGAM5はミトコンドリ
アの機能低下にともなって膜内切断を受け
るが、さらにアポトーシス誘導刺激を受ける
ことで、切断型 PGAM5がミトコンドリアか
ら放出されることが分かった。その一部は核
にも移行することが示唆されたため、核にお
ける PGAM5 結合分子を探索したところ、
SRm160（別名 SRRM1）をはじめとするいく
つかの核タンパク質が同定された。SRm160
はエクソン接合部複合体の構成因子の一つ
として高度にリン酸化された状態で核スペ
ックルに存在し、mRNAの選択的スプライシ
ングや核外輸送などを担っている。非ストレ
ス状況下でも核に移行できる膜貫通ドメイ
ン欠失 PGAM5変異体を細胞に発現させると、
SRm160 のスペックル局在が低下することか
ら、PGAM5 が SRm160 の局在および機能を
調節していることが示唆された。また、細胞
からの免疫沈降によって単離したリン酸化
状態の SRm160 を、リコンビナント PGAM5
が in vitro において直接脱リン酸化すること
も明らかとなった。よって、PGAM5 の標的
となる SRm160におけるリン酸化部位の特定
を進めることで、PGAM5 のヒスチジン型プ
ロテインホスファターゼとしての脱リン酸
化の分子機構の解明を進むことが期待され
る。 
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