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研究成果の概要（和文）：癌抑制タンパク質p53誘導性Ser/ThrホスファターゼPPM1Dは、免疫系細胞の分化や免
疫応答において重要な機能を有していることが示唆されている。しかしながら、免疫細胞分化・免疫応答におけ
るPPM1Dの分子制御機構はいまだ明らかとなっておらず、その解明が強く求められている。本研究では、PPM1Dが
好中球分化および分化後の機能制御に関与していることを明らかにした。さらに、PPM1Dの各スプライスバリア
ント過剰発現細胞株を作製し、PPM1DスプライスバリアントPPM1D605, PPM1D430の好中球分化および機能成熟に
おける機能を初めて明らかにすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Tumor suppressor protein p53-inducible Ser/Thr phosphatase PPM1D has 
important role in DNA damage responses. Ppm1d knockout mice show multiple defects in immune 
responses and spermatogenesis. It is suggested that PPM1D plays an important role in immune cell 
differentiation and immune responses. In this study, we demonstrated that PPM1D inhibitor induced 
neutrophil differentiation of human promyelocytic leukemia cells. Furthermore, we showed that PPM1D 
regulates neutrophil immune function, such as phagocytosis. Using cell line which overexpressed 
PPM1D splice variants, PPM1D605 and PPM1D430, we clarified the role of PPM1D splice variants in 
neutrophil differentiation.

研究分野：分子生物学

キーワード： 細胞分化　ホスファターゼ　阻害剤　好中球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫細胞への分化過程は遺伝子発現・制御因子の活性化により厳密に制御されており、分化の制御機構の破綻
は、白血病や骨髄異形成症候群などの重篤な血液疾患を引き起こす。しかしながら、免疫細胞分化の分子制御機
構はいまだ不明な点が多く、これら疾患の原因解明および新規治療法開発のために、免疫細胞分化および免疫応
答の分子制御機構の解明が強く求められている。本研究は、好中球の分化および機能獲得を制御する遺伝子産物
PPM1Dを同定し、その詳細な機能を明らかとした。本研究により、好中球分化および機能制御機構の破綻により
引き起こされる様々な疾患の原因解明・新規治療法開発への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体内の免疫細胞は、造血幹細胞から血液前駆細胞を経て機能的な成熟細胞へと分化して機

能している。血液細胞への分化過程は遺伝子発現・制御因子の活性化により厳密に制御されてお
り、分化の制御機構の破綻は、白血病や骨髄異形成症候群などの重篤な血液疾患を引き起こす。
しかしながら、免疫細胞分化の分子制御機構はいまだ不明な点が多く、これら疾患の原因解明お
よび新規治療法開発のために、免疫細胞分化および免疫応答の分子制御機構の解明が強く求め
られている。 

 癌抑制タンパク質 p53 誘導性ホスファターゼ PPM1D は、p53, ATM などの脱リン酸化・不活
性化を介して細胞周期の恒常性を維持している。造血幹細胞において、PPM1D 遺伝子は極めて多
くの変異が報告されている遺伝子である。また、白血病をはじめとする様々な悪性腫瘍において、
PPM1D の過剰発現や遺伝子増幅が報告されている。Ppm1d 欠損マウスにおいて、造血器異常、特
に好中球数増大および免疫不全の表現系が見られ、PPM1D が好中球をはじめとした免疫細胞分化
や免疫応答において重要な機能を有していることが強く示唆されている。我々はの研究室では、
ヒト PPM1D において、以前より知られる PPM1D605 に加え、C 末端に１０残基のユニークな配列
を持つスプライスバリアント PPM1D430 を同定している（図１）（J.Biochem. 145, 1-12, 2009）。
また、PPM1D605 が全身の組織にユビキタスに発現しているのに対し、PPM1D430 は白血球系細胞
および精巣特異的に発現することを明
らかにしている。このため、PPM1D430 は
免疫細胞において特異的な機能を有し
ていることが強く示唆されるが、現在ま
でにスプライスバリアントを区別して
解析した例はなく、その機能は不明であ
る。免疫細胞分化・免疫応答における
PPM1D の分子制御機構はいまだ明らかと
なっておらず、その解明が強く求められ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
免疫細胞の中でも好中球は、白血球において最も多い割合を占め、初期段階における生体防御

の中心を担っている。骨髄において造血幹細胞から分化した好中球は、血管内を移動して生体内
に侵入した病原菌を貪食・殺菌する。本研究では、PPM1D のスプライスバリアントを区別した解
析および PPM1D 特異的阻害剤を用いた解析により、PPM1D による好中球分化・免疫応答の分子制
御機構の解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）好中球分化における PPM1D バリアントの発現量および局在解析 
 血液細胞分化の研究に広く用いられている急性骨髄球性白血病由来細胞株 HL-60 細胞を好中
球様細胞やマクロファージ様細胞に分化誘導し、バリアント特異的抗体を用いて PPM1D430 およ
び PPM1D605 の発現レベルを定量し、分化マーカーである CD11b発現レベルや細胞の表現型（NBT
還元試験・接着性）との相関を解析した。また、各 PPM1D バリアントの分化前後における細胞内
局在や mRNA量を解析した。 
 
（2）PPM1D 活性および発現量変化による好中球分化制御機構解明 
 PPM1D 特異的阻害剤 SL-176（図２）を HL-60 細胞に投与し、
PPM1D 活性の阻害が分化誘導に及ぼす効果を解析した。好中球様
細胞への分化誘導効率解析には、我々が開発した新規蛍光プロ
ーブ TAP-4PH を用いた細胞分化過程の迅速な可視化手法を用い
た（PLOS ONE, 11, e0160625, 2016）。PPM1D阻害剤による活性
阻害は、阻害剤を加える時期を変えることで、細胞分化のどの時
期に PPM1D が機能しているかについても検討した。 
 
（3）RNAseqによるトランスクリプトーム解析 
 好中球分化過程において PPM1D が制御するシグナル経路を同
定するため、分化誘導剤 ATRA、PPM1D阻害剤 SL-176、および ATRA
と SL-176 を共投与した HL-60 細胞について、RNAseqのライブラ
リを調製し、次世代シーケンサーによりトランスクリプトーム解析を実施した。 
 
（4）PPM1D スプライスバリアント PPM1D605, PPM1D430 の好中球分化における機能を解析するた
め、各スプライスバリアントを過剰発現させた HL-60 細胞株を作製した。 
 
 

図１ PPM1D605, 430 のドメイン構造 
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４．研究成果 
（1）HL-60 細胞に PPM1D阻害剤 SL-176 を
投与した結果、分化マーカーである CD11b
の発現量が増加したことから、PPM1D阻害
により好中球様細胞に分化が誘導される
ことが明らかとなった。また、TAP-4PHを
用いた細胞の核形態の観察により、PPM1D
阻害によって HL-60 細胞の核分葉が誘導
されることが見出された。また、好中球分
化にともない、PPM1D605 および PPM1D430
の発現量が増加することが明らかとなっ
た。 
さらに我々は、PPM1D 阻害により CD11b

が増加することが示された一方、好中球の
主要な機能である貪食能が低下すること
を見出した（図３）。これらの結果より、
PPM1D が好中球の分化のみならず、その分
化後の好中球機能の制御にも関与してい
ることが示唆された。 
 
（2）好中球分化過程において PPM1D が制
御するシグナル経路を同定するため、HL-
60 に PPM1D 阻害剤を投与した際の遺伝子
発現パターンを RNAseq により解析した。
PPM1D 阻害剤単独投与の条件および、分化誘導剤 ATRA と阻害剤の共投与の条件下において、刺
激前の HL-60 と比較して多くの遺伝子の発現が変化していることが見出された。得られた発現
変動遺伝子群の GO解析を実施し、好中球の主要な機能である貪食能や、炎症応答経路に関わる
遺伝子発現が PPM1D により制御されていることが明らかとなった。 
 
（3）RNA-seqにより同定された炎症応答における PPM1D の機能解析を実施し、ATRA と PPM1D阻
害剤 SL-176 を共投与した細胞では、ATRA単独で分化誘導した HL-60 細胞と比較して LPS 刺激に
応答した炎症性サイトカインの産生量が増加することが見出された。一方で、抗菌ペプチド産生
量は SL-176 により大きく減少することが明らかとなった（図３）。 
 
（4）作製した PPM1D スプライスバリアント PPM1D605, PPM1D430 を過剰発現させた細胞株を用
い、好中球分化および機能解析を実施した。その結果、PPM1D605 および PPM1D430 の過剰発現に
よって、抗菌ペプチドの発現量が著しく増加することが示された。また、PPM1D605 は貪食促進
的受容体 FCGR1 の mRNA の発現量を大幅に増加させ、貪食抑制的受容体 FCGR2B の mRNA の発現量
もわずかに増加させた。一方で、PPM1D430 は FCGR1 および FCGR2B の mRNA の発現量を低下させ
た。転写レベルにおいて貪食能にバリアント間で異なる変化を引き起こしたが、PPM1D は貪食能
を促進させることが示唆された。 
 
本研究により、Ser/Thrホスファターゼ PPM1D が好中球の分化を制御していることが明らかと

なった。さらに、PPM1D スプライスバリアント PPM1D605, PPM1D430 の好中球分化および機能成
熟における機能が初めて明らかとなった。今後は、好中球分化および機能獲得における PPM1D の
詳細な機能解明を進めていく。本研究により、好中球分化および機能制御機構の破綻により引き
起こされる様々な疾患の原因解明・新規治療法開発への展開が期待される。 
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