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学　位　論　文　題　名

Study on the Substrate Recognition and the Novel Substrate Identification Method of
Mn2+/Mg2+-dependent Ser/Thr Phosphatase PPM Family

（Mn2+/Mg2+ 依存的 Ser/Thrホスファターゼ PPMファミリーの基質認識と新規基質同定法に関す
る研究）

　 PPMファミリーはMn2+/Mg2+依存的に脱リン酸化活性を有する Ser/Thrホスファターゼで
あり、他の多くのホスファターゼファミリーとは異なり、調節サブユニットを有せず単量体として基
質を認識する。PPMファミリーは極めて多様かつ重要な役割を有し、その遺伝子異常が癌を含む種々
の疾患の原因となる。しかしながら、PPMファミリーの基質およびシグナル経路は不明な点が多く、
その解明が強く望まれている。そこで本研究では、PPM1Aを標的とした PPMホスファターゼの基
質認識機構の解明、および PPMホスファターゼに対する新規基質同定法の開発を目的とした。

　本学位論文は全４章より構成されている。第１章では総括的な序論として PPMホスファターゼの
機能、従来の基質同定法、PPM1A機能と構造を含む本研究の背景と、目的を述べている。
　第２章では、PPM1A活性中心に位置する Arg33と Arg186の基質のリン酸基認識における機能
について述べている。PPM1Aは複数の基質認識モチーフを脱リン酸化可能であるが、その機構は不
明である。本研究では、詳細な速度論的解析により、リン酸基認識残基として、従来報告されていた
Arg33のみではなく、ペプチド基質の脱リン酸化において Arg33と Arg186の両方の残基が重要で
あることを明らかにした。さらに、基質配列により脱リン酸化反応に対するこれら Arg残基の寄与が
異なることを示した。また、ペプチド基質と PPM1Aとの複合体構造の Docking model解析によっ
て、異なる基質により PPM1A活性中心の異なる溝を利用して結合することを示唆した。
　第３章では、PPM ホスファターゼに対する新規基質同定法の開発について述べている。まず、
Zn2+がMg2+に対して競合的に PPM1A活性を阻害することが示した。Zn2+を結合した PPM
ホスファターゼの CDおよびモデリングによる構造解析により、Zn2+の結合が立体構造の変化する
ことなく、脱リン酸化のために必要な水分子の活性化をしないことが示唆された。以上の結果より、
PPM活性中心のMn2+/Mg2+を不活性な二価金属イオンに置換することにより、活性中心の電荷
と構造を保持することで安定な酵素–基質複合体を形成させるという全く新規な原理に基づいた基質
同定法”Metal-dependent Substrate Trapping法（MdST法）”を考案した。リン酸化ペプチドに
対するMdSTによって本手法の基質配列特異性を示、細胞溶解液に対するMdSTによって内在性の
PPM1A既知基質を取得可能であることを示した。これらを基に、PPM1Aの新規基質探索を行い、
核ラミナの構成タンパク質である Lamin A/Cの Thr24および Thr27を in vitroおよび細胞内にお
ける PPM1Aの新規脱リン酸化部位として同定した。さらに、Lamin Cは telophaseの細胞核内で
環状の構造体を形成し、PPM1Aはその内部に特に強く局在することを明らかにした。Lamin C環
状核内構造体形成は Thr24, Thr27のリン酸化状態によって制御されることが示唆された。以上の結
果より、PPMホスファターゼの新規基質同定法MdST法の開発に成功し、Lamin A/Cが PPM1A
の新規基質であることを示した。
　第 4 章では，本研究の総括的な結論について述べている。本研究により、PPM1 ホスファターゼ
における新規な基質認識機構モデルの提案、さらに新規基質同定法有用性とその展開について述べて
いる。



　以上、本研究により、PPM1A活性中心の 2つの Arg残基の機能を明らかにし、PPM1Aが様々
な基質認識モチーフを脱リン酸化可能にしている機構に新たな知見を与えた。さらに、PPM ホス
ファターゼに対する新規基質同定法”Metal-dependent Substrate Trapping法”の開発に成功した。
MdST法は PPMの機能と経路の解明を強く推進することが期待される。よって審査員一同は，著者
が北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。


