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研究成果の概要（和文）：セリン・スレオニン脱リン酸化酵素PP6の以下の新しい機能が判明した。（１）胚の
正常発生に必須。（２）PP6はオートファジー活性に重要なP62に依存したオートファジーにより分解制御され
る。（３）MEF細胞では、従来の個体レベルの結果とは異なり、活性化型K-Ras発現の有無によらず、PP6は細胞
の増殖・造腫瘍形成に必要である。（４）PP6の神経細胞特異的欠損は誕生後2日以内の死亡を引き起こしたし
た。胎生18.5日目の脳では大脳新皮質第Ⅴ・Ⅵ層の神経細胞数の減少が認められたが、大脳新皮質第Ⅴ層神経の
増殖の異常は認められない。大脳新皮質第Ⅰ層部分に存在する介在神経の細胞数の減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：The following new functions of serine/threonine phosphatase PP6 have been 
identified. (1) PP6 is essential for normal embryonic development. (2) PP6 degradation is regulated 
by autophagy dependent on P62, which is important for autophagy activity. (3) In MEF cells, PP6 is 
required for cell proliferation and tumorigenesis regardless of the presence or absence of activated
 K-Ras expression, in contrast to previous results at the individual level. (4) Neuronal-specific 
loss of PP6 caused death within 2 days after birth. (5) The 18.5-day-old brain showed a decrease in 
the number of neurons in layers V and VI of the neocortex, but no abnormality in the proliferation 
of layer V nerves of the neocortex. A decrease in the number of cells of interneurons in the layer I
 portion of the neocortex was observed.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 脱リン酸化酵素PP6　恒常活性化型K-Ras　　オートファジー　　胎児肝臓造血　神経細胞分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
セリン・スレオニン脱リン酸化酵素PP6の機能として、細胞レベルでオートファジーとの関わりを、恒常活性化
型K-Rasとの関係が個体レベルでの結果と異なることを明らかにし、新たなPP6研究の領域を創出した。加えて、
PP6が造血細胞発生や神経系の細胞の機能に重要な働きをしていることを組織特異的な欠損体で明らかにした。
今後のPP6の生理機能解析の基礎となった。癌の治療や各組織の形成時にPP6が重要であることは、今後のがん治
療薬の開発や再生医療の基礎として価値がある成果となることが期待でき、社会的にも意義があると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

PP6 はセリン・スレオニン脱リン酸化酵素で、触媒サブユニットの Ppp6c、調節サブユニットの

ARS (ankyrin-repeat subunit)と SAPS (Sit4p-associated proteins subunit)の 3つのサブユ

ニットから成り立っている 。PP6 の触媒サブユニットをコードしている Ppp6c 遺伝子は、酵母

からヒトに至るまで広く保存されている。PP6 は全身の組織で発現しており、研究に多用されて

いる HeLa 細胞では最も多量に存在するセリン・スレオニン脱リン酸化酵素である（Mol Syst 

Biol, 2011）。 

右の図に示すように、これまで酵母や線

虫での機能解析により、Ppp6c は細胞周期

のチェックポイントに働いていることが

報告されている（Cell, 2009）。また、ほ

乳類培養細胞を用いた研究より、Ppp6c は

ウイルス感染応答（Mol Cell, 2017）や、

細胞のサイズの決定（Cell Rep., 2018）

に加え、DNA 修復、染色体分離、NF-B シ

グナル制御などがんの要因に関連することが示唆されている。これらの報告は培養細胞（主にが

ん細胞株のHeLa細胞など）レベルでのsiRNAによるノックダウンの実験である（FEBS J, 2013）。

個体レベルでの生理機能も徐々に解明されている。欠損マウスが胚性致死であることは我々が

発見した（Ogoh et al., Mech of Dev., 139, 1-9, 2016）。組織特異的な欠損から、PP6 が T 細

胞発生の負の制御因子として働くことや、卵子の第一減数分裂前期で機能していることが報告

されている（J. I., 2015; PLoS Genet, 2016）。 

 

2．研究の目的 

本申請研究の最終目的は、セリン・スレオニン脱リン酸化酵素 PP6 の「個体レベルでの生 

理機能の解明」である。そのために、PP6 の触媒サブユニット Ppp6c の組織特異的欠損マウス 

と誘導型 Ppp6c 欠損 MEF 細胞とを用いて、以下の３つの「学術的問い」を解明することを目的と

した。（１）血液・血管系での組織特異的 Ppp6c 欠損により欠損効果を検証し、血液・血管系に

おける PP6 の生理機能を解明する。（２）bafilomycin A 添加により誘導されるオートファジ 

ーが Ppp6c 欠損時に増強されることから、PP6 とオートファジー誘導との関係の分子メカニ 

ズムを解明する。（３）がん細胞の腫瘍形成時には増殖促進、正常細胞時には増殖抑制と 

Ppp6c 欠損効果が真逆になるパラドックスを検証するため、活性化型 K-Ras の誘導発現系を 

導入した誘導型 Ppp6c 欠損 MEF 細胞を用いて、in vitro, in vivo で PP6 の生理機能を解明す

る。 

 

3．研究の方法 

セリン・スレオニン脱リン酸化酵素 PP6 の「個体レベルでの生理機能の解明」という申請研究の



目的を達成するために、組織特異的 Ppp6c 欠損マウスとタモキシフェン誘導型 Ppp6c 欠損 MEF 細

胞とを用いて、研究機期間内に以下の３つの「問い」を明らかにする。 

（１）血液特異的 Ppp6c 欠損効果を解明するために、ア）胎児肝臓中の「血球細胞画分」の動態

変化を、表面マーカーを指標に FACS にて解析する、イ）胎児肝臓中の「造血幹細胞画分」の血

球分化能を幹細胞移植にて詳細に検討する、ウ）胎児造血時に加えて、成体骨髄での造血時の PP6

の生理機能を検討するために、血液特異的欠損誘導型 Ppp6c マウスを造血幹細胞移植にて作出

する。（２）PP6 とオートファジーとの関係を解明する：bafilomycin A 添加により誘導されるオ

ートファジーが Ppp6c 欠損で増強された。ア）まずは Beclin と Ppp6c との関係を検討する。イ）

オートファジーが Ppp6c を抑制する機構が存在するのかを検討する。 

（３）腫瘍形成時には増殖促進、正常細胞時には増殖抑制と Ppp6c 欠損効果が真逆になるパラド

ックスを検証・解明する：作製済みの MEF 細胞を用いて通常の単層培養時とマウスへの移植を行

い、活性化型 K-Ras の発現への Ppp6c 欠損の細胞増殖への効果を明らかにする。シグナル伝達機

構が良く解析されている MAP キナーゼ・カスケードに関しても Ppp6c 欠損による変化の有無を

同様に検討する。 

 

4．研究成果 

以下に示す、当初の計画に沿った結果と、当初の計画から広がる形での成果とを挙げることに成

功した。 

（１） 造血系（幹細胞）における PP6 の生理機能解析を行った。Tie2-Cre での欠損効率が予想 

外に低いことが判明した。そこで、現在欠損が誘導された細胞のみを回収できるように Cre によ

り YFP 発現が同時に誘導できるマウスを作製中である。また、成体での解析かつ高効率の欠損誘

導を期待して、Ppp6c (flox/flox); ERT2-Cre マウスの造血細胞画分を移植して、造血系でのみ

欠損を誘導できる移植マウスの樹立に成功した。しかしタモキシフェンの添加により Cre 依存

的欠損を誘導したところ、タモキシフェンにより誘導される効果なのか造血の亢進効果が大き

く出て、Ppp6c 欠損の効果が解析できたとは判断できなかった。コロナ感染拡大により、大学間

の交流ができなくなり、その後の移植実験と解析とは実施できていないのは、正直痛かった。 

（２）PP6 はオートファジー活性に重要な P62 に依存したオートファジーにより分解制御されて

いることを示し、がん細胞での PP6 タンパク質の蓄積は、部分的にではあるがオートファジーの

欠損による可能性があることを示すことに成功した。この成果は Cancer Science 111:4371-4380、

2020. として論文公表した。 

（３）Ppp6c 欠損 MEF 細胞は、活性化型 K-Ras 発現があれば増殖・維持でき、活性化型 K-Ras 発

現が無ければ増殖・維持でないことを見出した。コロニー形成能で解析すると、活性化型 K-Ras

発現 Ppp6c 欠損 MEF 細胞は Ppp6c 非欠損細胞の 60％程度のコロニー形成能を示し、既報とは異

なり活性化型 K-Ras 発現でも実は十分には機能相補できないことを見出した。さらに詳しく解

析するために誘導欠損ができる MEF 細胞を樹立し、これを用いて NEF 細胞での増殖と造腫瘍に

対する PPpp6c の欠損効果を検討した。個体レベルの結果とは異なり、少なくとも MEF 細胞では、



活性化型 K-Ras 発現があったとしても、平板培養や軟寒天培地でのコロニー形成は Ppp6c 欠損

により大幅に減少し、さらに同系マウスへの移植による腫瘍形成能も大幅に低下した。MEF 細胞

では、従来の個体レベルの結果とは異なり、活性化型 K-Ras 発現の有無によらず、PP6 は細胞の

増殖・造腫瘍形成に必要であることを初めて明らかにした。 

（４）リン酸化反応が重要な神経系と脂肪細胞系での PP6 の機能を探るため、Nestin-Cre（神経

幹細胞で欠損、神経系全般）で欠損させると、全例誕生後 2 日以内に死亡するが脳の全体号

増としての変化は見られなかった。一方胎生 18.5 日目の脳では大脳新皮質第Ⅴ・Ⅵ層の神経

細胞数の減少が認められた。このことから、神経幹細胞特異的 KO マウスでは大脳新皮質下層神

経において、細胞の増殖や移動の異常などの発生異常が生じていることが示唆された。しかし、

大脳新皮質第Ⅴ層神経の増殖に関しての異常は認められなかった。他にも、神経幹細胞特異的 KO

マウスでは大脳新皮質第Ⅰ層部分に存在する介在神経の細胞数の減少が認められた。このこと

から、神経幹細胞特異的 KO マウスでは介在神経においても発生異常が示唆された。 
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