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研究成果の概要（和文）：プロテインホスファターゼ PPM1Lに関して、肥満症の原因遺伝子であるとの報告があ
るが、その分子メカニズムは不明である。PPM1Lは脂質合成系で機能する転写因子であるSREBP1c の機能制御に
関わるリン酸化部位を脱リン酸化することができた。一方、KO細胞の解析から、PPM1L がTGFbeta/Smad2径路の
制御を介してインテグリンの発現制御に関わり、細胞接着を調節することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Obesity is a significant risk factor for diabetes and cardiovascular 
diseases. In an earlier study using quantitative trait loci (QTL) analysis in mice, protein 
phosphatase PPM1L was identified as a gene related to obesity and other metabolic syndrome traits 
(Chen et al., 2008), but the underlying mechanism remains unclear. In this study, Thr402 of SREBP1c,
 which is involved in the ubiquitin-dependent degradation of SREBP, was efficiently dephosphorylated
 by PPM1L in vitro. In addition, PPM1L KO cells showed enhanced attachment to the culture dish. This
 is probably due to the enhanced expression of integrins. In PPM1L KO cells, phosphorylation of 
Smad2 was enhanced, suggesting that PPM1L is involved in regulating TGFβ/Smad pathway.

研究分野：生化学

キーワード： protein phosphatase

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満は、糖尿病や脂質異常症、高血圧症、心血管疾患などの多くの疾患の原因となるため、その予防は健康な生
活を送る上で重要である。本研究では、脂質代謝に関わる重要な因子であるSREBP1c の調節にタンパク質脱リン
酸化酵素であるPPM1Lが関わる可能性を示すことができ、生活習慣病の予防に資することが期待できる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
代謝性疾患や肥満症は、1つの形質が複数の遺伝子座によって支配されている多因子性の疾患
である。その原因遺伝子を同定するため、マウスの肥満、糖尿病およびアテローム性動脈硬化症
に関連する代謝形質と遺伝子発現データを用いた量的形質遺伝子座(QTL)解析が行われ、3種類
の遺伝子、リポプロテインリパーゼ、ラクタマーゼβおよびプロテインホスファターゼ PPM1L
が、代謝異常と肥満に関わる新規の遺伝子として報告された(Chen et al. Nature,452,429-
435,2008)。 
これら関連遺伝子のうち、プロテインホスファターゼ PPM1L(protein phosphatase 

Mg2+/Mn2+-dependent 1L)は、ストレス応答シグナル伝達経路の制御因子として我々が初めて
同定したものである (Li et al. 2003)。その後、N末端に膜貫通ドメインを持つ小胞体膜タンパ
ク質であることを見出し、小胞体・ゴルジ間の脂質輸送に関与することを報告した(Saito et al. 
2008)。さらに PPM1L遺伝子欠損マウスを作製し、脳神経系の正常な発生分化に必要であるこ
とを見出した(Kusano et al. 2016)。 
 
２．研究の目的 
以上の学術的背景を踏まえ、本研究ではプロテインホスファターゼ PPM1L の肥満形成にお
ける役割を検証し、その分子基盤を脂質合成系の重要な転写因子である SREBP1c に着目して
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 酵母 2-ハイブリッド(HYB)法による PPM1L の相互作用タンパク質のスクリーニング 
細胞内でPPM1Lと相互作用するタンパク質を探索するため、GAL4DBDと融合させたマウスPPM1L
を bait として、ヒト脳由来の cDNA ライブラリーを用いて 2-ハイブリッドスクリーニングを実
施した。 
(2) SREBP1c の in vitro におけるリン酸化/脱リン酸化系の構築 
プロテインキナーゼ CK1,CK2、DYRK2 およびプロテインホスファターゼ PPM1L は大腸菌で発現
させた場合、十分な比活性を得られなかったため、バキュロウイルスの系を用いて昆虫細胞での
発現を試みた。 
(3) PPM1L ノックアウト細胞株の樹立 
PPM1L の細胞における機能を明らかにすることを目的ととして、CRISPR/Cas9 法を用いて培養
細胞株におけるノックアウト（KO）細胞を作製した。 
 
４．研究成果 
(1)PPM1L による SREB1c の機能制御に重要なリン酸化部位の脱リン酸化 
酵母 2HYB スクリーニングで PPM1L と会合すると考えられる部位(ヒト SREBP1c の 341-535 残
基)には、AMPK によりリン酸化され活性抑制に関与する Ser 残基(Ser372)と、GSK3 beta 依存性
にリン酸化され、タンパク質安定性に関与する Thr および Ser 残基（Thr402 および Ser406）が
含まれている。通常、GSK3beta によるリン酸化には 4 残基 C 末側の Ser または Thr 残基がリン
酸化されることが必要であるが、これまでそれを担うプロテインキナーゼについては不明であ
った。今回、大腸菌で発現した SREBP1 タンパク質を基質として検討したところ、SREBP1c にお
いては、DYRK2 が GSK3beta 依存性リン酸化に必要な C 末側のリン酸化を担っていることが明ら
かとなった。PPM1L は以上の方法で調製した SREBP1c のリン酸化部位を in vitro で効率良く脱
リン酸化することができた(図 1)。 



 
(2)PPM1L KO 細胞の樹立とその解析 
PPM1L の細胞における機能を明らかにする一端として、ノックアウト（KO）培養細胞株を作製
し、遺伝子破壊の影響を検討した。その結果、HEK293 KO 細胞株の培養ディッシュへの接着性が
野生株と比較して亢進していることを見出した（図 2）。 

ウエスタンブロッティング法にて細胞と細胞外マトリックスの結合に関わる接着因子である
インテグリンの発現を調べたところ、KO 細胞において複数のインテグリン分子の発現が亢進し
ていることが明らかとなった。この発現上昇はKO細胞にPPM1Lを発現させると消失した（図3）。 

QIAGEN 社のネットワーク/パスウェイ解析ソフトウエアである Ingenuity Pathway Analysis
（IPA）システムで発現上昇が見られたインテグリン分子種の上流調節因子を検索したところ、
ERK MAPK 経路、TGFβ/Smad2/3 経路、AKT 径路、NF-kB 径路などが候補としてあげられた。これ
らの分子情報を元に解析を行ったところ KO 細胞では TGFβ依存性の Smad2 のリン酸化が亢進
し、PPM1L タンパクの強制発現でその亢進が抑制されたことから、そのメカニズムとして Smad2
径路の活性化が関与することが示唆された（図 4）。 
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