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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア局在プロテインホスファターゼPGAM5は、ミトコンドリアの機能低下
を感知し、それに対する適切な細胞応答を制御する分子と予想されている。本研究では、PGAM5が2量体をベース
とした12量体として活性を発揮すること、PGAM5がストレス応答性の脂質代謝調節に働くこと、アポトーシスや
マイトファジーの過程で切断を受けたPGAM5の一部が核に移行し、選択的pre-mRNAスプライシングの制御に関わ
ることを明らかにした。これらの結果は、PGAM5がミトコンドリアストレスに対する細胞応答の新たな制御因子
であることを示している。

研究成果の概要（英文）：The mitochondrial protein phosphatase, PGAM5, is regarded to be a molecule 
that senses mitochondrial dysfunction and regulates appropriate cellular response to it. In this 
study, we found the following results: 1) PGAM5 exerts its catalytic activity in a dodecamer, which 
consists of six dimers; 2) PGAM5 regulates lipid metabolism in response to some kind of metabolic 
stress; 3) a fraction of PGAM5 that is cleaved during apoptosis or mitophagy is translocated to the 
nucleus, where PGAM5 regulates alternative pre-mRNA splicing. These results demonstrate that PGAM5 
is a novel regulator that functions in cellular response to mitochondrial stress. 

研究分野：生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ミトコンドリアは、エネルギー産生の中枢
機関として細胞の生存を支えると同時に、さ
まざまな細胞の機能制御から細胞死の誘導
に至るまで、きわめて多彩な働きを持つ。し
かしそのようなミトコンドリアの機能は、さ
まざまな環境要因によって容易に影響され
うることがストレス応答に関する研究など
から明らかにされてきた。実際、ストレスに
さらされた細胞のミトコンドリアでは、ミト
コンドリアの本来持つ機能の低下にとどま
らず、活性酸素種の過剰産生、ミトコンドリ
ア DNA の損傷、マトリックスへの不良タンパ
ク質の蓄積など、さまざまな障害が起こる。
このような障害は、アポトーシスやネクロー
シスの誘導など細胞の運命に大きな影響を
もたらし、さまざまな疾患の発症や増悪の要
因となる。 
 ミトコンドリアの機能においては、電子伝
達系の活性に依存して形成される膜電位の
保持が必須であるが、膜電位を失ったミトコ
ンドリアはマイトファジーと呼ばれる機構
によって排除され、損傷を受けたミトコンド
リアが、例えば制御を失った電子伝達系から
の過剰な活性酸素種の放出などにより、細胞
全体を傷害することを防ぐと考えられてい
る。また、損傷を受けたミトコンドリアが、
機能を保持している健常ミトコンドリアと
融合することで機能回復を図る機構も存在
する。よって、膜電位の低下をミトコンドリ
アの被った損傷の指標として感知し、その情
報をミトコンドリアの品質管理マシナリー
や他のオルガネラに向けてシグナルとして
発信する機構が存在し、その機構が細胞のス
トレス応答だけではなく、細胞の機能調節に
おいても重要な役割を担っていることが予
想される。 
 我々が最近見いだした Phosphoglycerate 
mutase family member 5 (PGAM5)は、そのよ
うなミトコンドリアの機能低下をストレス
応答シグナルに変換する機構の一翼を担う
分子であることが分かってきた。この分子は、
これまでに知られていたいずれの分子とも
相同性を持たない、まったく新しいタイプの
セリン・スレオニン特異的プロテインホスフ
ァターゼとして機能し、その活性依存的にス
トレス応答性MAPキナーゼ経路を活性化する
ことが、我々の解析により明らかとなった。
PGAM5 はその N 末端側に存在する膜貫通ドメ
インを介して主にミトコンドリアに局在し
ているが、興味深いことに我々は、さまざま
な細胞傷害性ストレスによって引き起こさ
れるミトコンドリアの膜電位低下にともな
って、PGAM5 が膜貫通ドメイン内で切断され
ることを明らかにし、さらにはこのユニーク
な膜内切断に働くプロテアーゼの同定にも
成功した。その一方で、ショウジョウバエに
おけるPGAM5オルソログの解析からは、PGAM5
がそのホスファターゼ活性依存的に熱ショ
ックによる神経細胞のアポトーシスを抑制

することや、家族性パーキンソン病の病因遺
伝子として知られているPINK1の欠損による
病態モデルにおいてPGAM5が増悪因子として
働くことも明らかにした。さらに他の研究グ
ループからは、PGAM5 がネクローシスの誘導
にも重要な役割を担うことが最近報告され、
国内外を問わず広く注目されるようになっ
てきた。我々は切断型 PGAM5 の多くが分解さ
れることなくミトコンドリア内に留まって
いることを見いだしており、その点も考慮す
ると、PGAM5 は膜電位低下に応答して切断を
受け、ミトコンドリアの傷害程度を他の分子
にシグナルとして伝達する役割を担ってい
ると予想される。以上の結果をふまえると、
PGAM5 の膜内切断ならびに PGAM5 の脱リン酸
化活性を用いたシグナル伝達に焦点を当て
た研究を遂行することで、新たな細胞のスト
レス応答機構の解明や、未だ不明な点が多い
ミトコンドリア内におけるリン酸化シグナ
ルの包括的な理解が得られると予想された。 
 
２．研究の目的 
 細胞傷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
やミトコンドリアDNAの損傷などさまざまな
障害が起こる。このような障害が生じたミト
コンドリアからはネクローシスやアポトー
シスを誘導するシグナルが発信され、細胞の
運命に大きな影響をもたらすとともに、さま
ざまな疾患の発症や増悪の要因となる。最近
我々が見いだした PGAM5 という分子は、新し
いタイプのプロテインホスファターゼとし
て機能し、ミトコンドリアの傷害程度を感知
するシステムの一翼を担うことがこれまで
の我々の研究から明らかとなってきた。本研
究では、ミトコンドリアの機能低下とストレ
ス応答シグナルとを結ぶ鍵因子としての
PGAM5 の機能解明を中心に、ミトコンドリア
内におけるタンパク質リン酸化シグナルの
包括的な理解と新たな細胞のストレス応答
機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)相同組み換え法によって Pgam5 遺伝子の
第 1 から第 5 エクソンを欠失した C57BL/B6
マウス由来 ES 細胞を樹立した後、同系統の
マウスにてPgam5ヘテロ欠損マウスを作製し、
その交配によって Pgam5 ホモ欠損マウス
（PGAM5 ノックアウト(KO)マウス）を作製し
た。PGAM5 抗体を用いた Western blot 法によ
り、KO ノックアウトマウスでは PGAM5 タンパ
ク質の発現が完全に消失していることを確
認した。 
(2)PGAM5 の構造解析は、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
究として行った。まず、膜貫通領域を含む N
末端領域を欠失した各種変異体にHisタグを
付与して大腸菌に発現させた後、Ni2+アフィ
ニティーカラムにて精製し、TEV プロテアー



ゼによってタグを取り除いた。得られたタン
パク質を結晶化させ、ダイヤモンドライトソ
ース（英国のシンクロトロン施設）にて X線
構造解析データを取得した。さらに、超遠心
分析法（沈降速度法および沈降平衡法）、水
素-重水素交換質量分析法による構造学的解
析も併せて行った。 
(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 および PPTC7 の結合分子の探索を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)PGAM5 KO マウスの表現型解析：PGAM5 KO
マウスは、通常の飼育条件では異常を示さな
かったが、飢餓状態かつ低温という厳しいス
トレス条件下においても、PGAM5 KO マウスで
は体温が維持され、生存も延長することが明
らかとなった。同時に、飢餓・低温ストレス
下の KO マウスでは、血清中の中性脂肪が減
少し、熱産生の中枢である褐色脂肪組織
（BAT）では、組織重量が低下し、脂肪の蓄
積が著しく減少していることが分かった。よ
って、飢餓・低温ストレス下の PGAM5 KO マ
ウスでは、脂質代謝が亢進していると考えら
れる。しかし、BAT の電顕解析を行ってみる
と、電子密度の高い異常な形態を示すミトコ
ンドリアが、飢餓・低温ストレスによって、
むしろ KO マウスで増加していることが分か
った。つまり、PGAM5 欠損でミトコンドリア
の機能自体が高まっているわけではないと
考えられる。今後の解析がさらに必要だが、
 PGAM5 がミトコンドリアにおける脂質代謝
を一定のレベルに止める役割を担っており、
ミトコンドリアが代謝ストレスに過剰に応
答して疲弊することを防いでいる可能性が
考えられる。さらに、PGAM5 KO マウスでは、
高脂肪食摂取による体重増加が抑制されて
おり、様々な臓器における脂肪蓄積も減少し
ていた。この表現型も脂質代謝亢進の結果と
考えられる。以上の結果から、PGAM5 KO マ
ウスでは、ある種の代謝ストレスに応答し
て脂質代謝が亢進すること、すなわち、
PGAM5 がストレス応答性の脂質代謝調節に
働くことが明らかとなった。 
(2)PGAM5 の構造解析：これまでに知られてい
たプロテインホスファターゼとはまったく
異なる一次構造を持つ PGAM5 が、どのような
分子機構でプロテインホスファターゼ活性
を発揮するかを明らかにすることを目的に、
PGAM5 の分子構造の解析を行った。その結果、
活性の保持には C末端領域を介した 2量体形
成が必要であることに加えて、膜貫通ドメイ
ンと酵素活性ドメインとの間に存在する
WDPNWD モチーフが、PGAM5 を 12 量体に構築
することでアロステリックに酵素活性を増
強させていることが明らかとなった。また、
３つの活性状態（リン酸基を保持しない apo
型、リン酸基を保持した ON 型、リン酸基を

保持した OFF 型）の構造も明らかとなり、予
想されていたとおり、105 番目のヒスチジン
残基が酵素反応に極めて重要な役割を担っ
ていることが確認された。 
(3)切断型 PGAM5 の機能解析ならびに新規結
合分子の解析： PGAM5 はミトコンドリアの膜
電位低下にともなって膜内切断を受けるが、
研究当初においては切断後もミトコンドリ
ア内にとどまることが示唆されていた。しか
し、細胞に脱共役剤 CCCP を加えてミトコン
ドリアの膜電位を低下させた後にアポトー
シス誘導刺激を加えることで、切断型 PGAM5
の一部が細胞質に放出されることが新たに
確認された。また、オートファジーの機構を
使ったミトコンドリアの積極的な排除機構
であるマイトファジーの過程においても、切
断型PGAM5が細胞質に放出されてくることも
明らかとなった。 
 そこで、切断型 PGAM5 を模倣した膜貫通ド
メイン欠失型 PGAM5（PGAM5-TM）の分布を探
ったところ、細胞質だけではなく核内にも移
行しうることが分かった。その分布様式と一
致して、PGAM5 の脱リン酸化基質の探索を兼
ねて行ったプルダウン法による結合分子の
探索の結果、核タンパク質 SRm160 を PGAM5
の結合分子の一つとして見出した。SRm160 は
定常状態において高度にリン酸化されたタ
ンパク質で、Exon Junction Complex の構成
因子として知られている。SRm160 は全長型、
すなわちミトコンドリア局在型PGAM5とはほ
とんど結合しないが、PGAM5-TM とは結合し
た。またリコンビナント PGAM5 は、細胞抽出
液から免疫沈降によって単離した SRm160 を
in vitro において脱リン酸化することから、
SRm160はPGAM5の脱リン酸化基質であること
が明らかとなった。 
 SRm160 は選択的 pre-mRNA スプライシング
の co-activator として報告されており、実
際、CD44 の mini-gene を用いて解析を行った
ところ、SRm160 は CD44 variant exon 5 (V5)
の成熟 mRNA への取り込みを促進することを
確認した。それと同時に、SRm160 の V5 取り
込み促進効果をPGAM5が抑制することが分か
った。一方、不活性型 PGAM5 にはそのような
抑制効果が認められなかったことから、
PGAM5がSRm160のリン酸化レベルを調節する
ことで、選択的 pre-mRNA スプライシングの
制御に関わることが示唆された。 
 続いて、アポトーシスやマイトファジーが
誘導される状況下において、PGAM5 が SRm160
の脱リン酸化を介して制御していると予想
される選択的 pre-mRNA スプライシングがど
のように変化しているかを検討した。その結
果、PGAM5-TM を過剰発現させた際と同様の
スプライシングの変化が、ある種の内在性遺
伝子や一過性に発現させた CD44 mini gene
において検出された。実際の内在性 PGAM5 の
必要性については今後の検討課題であるが、
ミトコンドリア内で切断を受けたPGAM5がミ
トコンドリアの外膜破壊に伴って細胞質に



放出され、少なくともその一部が核に移行し、
選択的 pre-mRNA スプライシングの制御に関
わっていることが示唆された。 
 以上の結果に加えて、細胞質中の切断型
PGAM5 が微小管に局在することも新たに明ら
かとなった。さらに、切断型 PGAM5 はホスフ
ァターゼ活性依存的に微小管の重合を促進
することも明らかとなったことから、細胞質
に放出された切断型PGAM5が細胞骨格系の制
御に関わることが示唆された。 
(4) 機能未知ミトコンドリア局在プロテイ
ンホスファターゼの解析：本研究で着目して
いるもう一つのミトコンドリア局在プロテ
インホスファターゼ PPTC7 については、安定
発現細胞株を作製し、ミトコンドリア内での
局在を詳細に検討したところ、おもにマトリ
ックス内に存在し、一部は内膜のマトリック
ス側に表在性膜タンパク質として局在して
いることを明らかにした。また、プルダウン
アッセイにより、PPTC7 結合分子をいくつか
同定し、その解析に着手した。そのうちの一
つの結合分子は、ミトコンドリアストレスに
依存してPPTC7との結合が増強されることを
確認した。また、内在性 PPTC7 を検出するこ
とを目的にモノクローナル抗体の作製を進
めた結果、内在性分子を検出可能な複数のモ
ノクローナル抗体産生ハイブリドーマの樹
立に成功した。それらのハイブリドーマから
の精製抗体を用いてマウス各臓器における
PPTC7 タンパク質の発現を検討したところ、
脳、肝臓、骨格筋に多く発現していることが
確認された。また、マウス脳組織の分画実験
により、過剰発現系での解析結果と同様に、
内在性PPTC7は確かにミトコンドリアに局在
することが確認された。 
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