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研究成果の概要（和文）：

p53 誘導性 Ser/Thr ホスファターゼである PPM1D の選択的スプライシングバリアント・
PPM1D430 を mRNA およびタンパク質レベルで同定した。PPM1D430 はホスファターゼ活性を有し
ており、in vitro および in vivo で p53 を脱リン酸化した。さらに、PPM1D430 は精巣および白
血球に特異的に発現し、免疫応答や精子形成に重要な役割を果す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：
PPM1D is a PPM1 type protein phosphatase and is induced in response to DNA

damage. In our current study, we identify and characterize an alternative splicing
variant (denoted PPM1D430) of human PPM1D at both the mRNA and protein level.
PPM1D430 comprises the common 420 residues of the known PPM1D protein
(PPM1D605) and contains a stretch of PPM1D430-specific 10 amino acids.
Semi-quantitative RT-PCR analysis revealed that PPM1D430 mRNA is also induced in
response to the genotoxic stress in a p53-dependent manner. In vitro phosphatase
analysis and PPM1D430-specific RNA interference analysis further indicated that
PPM1D430 can dephosphorylate Ser15 of human p53 both in vitro and in vivo. On
the other hand, expression profiling of this gene by RT-PCR analysis of a human tissue
cDNA panel revealed that PPM1D430 is expressed exclusively in testes and in
leukocytes whereas PPM1D605 is ubiquitous. In addition, PPM1D430 shows a
different subcellular localization pattern and protein stability when compared with
PPM1D605 under some conditions. Our current findings thus suggest that
PPM1D430 may exert specific functions in immune response and/or spermatogenesis.
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１．研究開始当初の背景
PPM1 タイプ Ser／Thr ホスファターゼに

属する PPM1D は、乳がんなどの複数のがん
細胞において過剰発現し、細胞のがん化に寄
与しているとの報告がある一方、神経膠芽腫
細胞を用いた PPM1D の過剰発現解析では、
逆にコロニー形成を抑制することが報告さ
れている。また、PPM1D ノックアウトマウ
スの解析より、PPM1D が細胞の癌化のみな
らず、免疫応答や精子形成、寿命決定など多
様な機能を有することが報告されているが、
その作用メカニズムは明らかにされていな
い。

２．研究の目的
当研究室のこれまでの研究成果より、

PPM1D の機能多様性発現メカニズムには
PPM1D スプライシングバリアントの存在が
深く関与することが考えられた。そこで、本
研究では、「PPM1D スプライシングバリアン
トを区別した細胞解析系を構築し、PPM1D
スプライシング多型による真の細胞周期制
御の解明」を目的とした。多機能タンパク質
として機能するPPM1Dの多様性機能発現メ
カニズム、ならびにその制御機構が解明でき
れば、PPM1D による細胞がん化制御機構を
解明できるだけでなく、これまで明らかにさ
れていない免疫不全、生殖異常、老化現象に
おけるPPM1Dの作用機序解明への展開が期
待される。

３．研究の方法
PPM1D スプライシング多型の機能解明のた

め、以下の実験を実施した。
(1) 新規スプライシングバリアントの mRNA

レベルの解析
➀新規スプライシングバリアントの全長
配列の決定
➁正常組織における発現パターン解析 
➂各種がん細胞における発現解析 
➃遺伝毒性ストレスによる誘導解析 
➄血球細胞における発現パターン解析 

(2) 新規スプライシングバリアントのタンパ
ク質レベルでの機能解析
➀スプライシングバリアント特異的抗体
の作製
➁各種がん細胞における発現パターン解
析
➂細胞内局在解析 
➃in vitro ホスファターゼ活性測定 
➄siRNA ノックダウンによる内在性
PPM1D の機能解析
➅免疫沈降による新規結合タンパク質の
同定

４．研究成果
本研究により、これまで報告されていた

PPM1D605 に加え、430 残基からなる新規な選
択的スプライシングバリアント・PPM1D430 を
発見した。PPM1D430 は PPM1D605 と同様の基
質選択性を示す一方、PPM1D605 が核内のみに
局在するに対し、固有の C端フラグメントを
有する PPM1D430 は、核内に加え細胞膜や細
胞質にも局在することを示した。さらに、
PPM1D430 はユビキタスに発現する PPM1D605
と異なり、白血球と精巣に特異的に発現して
いることを明らかにした。本論文は、PPM1D
の制御する免疫応答や精子形成において
PPM1D430 が中心的な役割を果していること
を示唆しており、国内外で高い評価を得てい
るとともに今後多くの論文引用が予想され
る。
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