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研究成果の概要（和文）： PPM1Dホスファターゼ過剰発現細胞では染色体不安定化が見られるが、その分子機構は不明
である。本研究では、PPM1D過剰発現によりp53非依存的に染色体不安定化が引き起こされることが示された。また、PP
M1Dの過剰発現により核内タンパク質であるTOP2Aの低リン酸化・活性低下が引き起こされることが明らかとなった。こ
れらの結果から、PPM1D過剰発現により低リン酸化TOP2A増加に伴うTOP2A不活性化が生じ、最終的に染色体分離異常を
引き起こす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： PPM1D was originally identified as a p53-inducible Ser/Thr phosphatase. We have 
found that PPM1D-overexpressed cells often show “DNA bridge” which is one of chromosome segregation 
errors, however the mechanism remains obscure.
 In this study, we showed that PPM1D overexpression induced DNA bridge in p53-independent manner. 
Co-immunoprecipitation analysis showed that PPM1D interacts with nuclear phosphorylated protein, TOP2A. 
Overexpressed PPM1D co-localized with endogenous TOP2A not only in the nucleus but also on the DNA bridge 
during anaphase in mitosis. Decatenation assay exhibited that overexpressed PPM1D suppresses the TOP2A 
activity. The phosphorylation analysis of TOP2A exhibited that overexpressed PPM1D induced the elevation 
of low level of phosphorylated-TOP2A. These data suggested that overexpression of PPM1D induces genome 
instability through the inhibition of TOP2A activity by the regulation of TOP2A phosphorylation level.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
様々な遺伝毒性ストレスによりp53依存的

に誘導される脱リン酸化酵素 PPM1D
（ Protein Phosphatase 
Magnesium-dependent 1, Delta）は、正常
細胞においてはp53シグナル伝達系を抑制す
ることにより細胞周期制御を行っている。一
方、乳癌を含む多くの癌において遺伝子増幅
および過剰発現がみられ、PPM1D 過剰発現
が細胞癌化に深く関与することが知られて
いる(表 1)。そのため、PPM1D 阻害剤は有望
な抗癌剤のターゲットとして期待されてお
り、我々はこれまでペプチド性 PPM1D 阻害
剤の開発、ならびに高い親和性・選択性を有
する低分子阻害剤の開発に成功してきた。し
かしながら、PPM1D 過剰発現による癌化メ
カニズムについては未知の部分が多く、
PPM1D 阻害剤を抗癌剤として実用化するた
め、そのメカニズム解明が強く望まれている。 
 

 
 
 

 
２．研究の目的 
染色体不安定性は、染色体数の異常、欠損、

転座などに代表される多くの癌細胞にみら
れる特徴であり、発癌メカニズムの一因と考
えられている。我々は、LC-MS/MS を用いた
新規PPM1D結合タンパク質の探索を実施し、
これまでにクロマチンリモデリングに重要
な役割を果しているトポイソメラーゼ IIα 
(TOP2A)を同定している。PPM1D 過剰発現
細胞において、p53 シグナル経路の過剰抑制
とは異なる新規発癌メカニズムが存在する
のではないかと考え、「PPM1D 過剰発現によ
る細胞癌化には、TOP2A の機能制御破綻を
介した染色体不安定性が関与している」とい
う仮説を立案した。 
そこで本研究では、抗癌剤の分子標的薬と

して期待されているPPM1D阻害剤の臨床応
用への展開を目指し、「PPM1D 過剰発現に伴
う TOP2A 機能制御、ならびにゲノム安定性
への効果を解析することにより、PPM1D 過
剰発現による細胞癌化メカニズムを解明す
ること」を目的として研究を実施した。 

 

３．研究の方法 
（１）PPM1D 過剰発現細胞における染色体
不安定化評価 
 生細胞の染色体を Hoechst33342 で染色し、
M期細胞分裂時におけるDNA Bridgeの形成
を定量化し、染色体不安定化の指標とした。
PPM1D の異所発現による過剰発現系、なら
びに内在性PPM1Dを過剰発現している乳が
ん細胞におけるPPM1Dノックダウン系を用
い、PPM1D 過剰発現による染色体不安定化
の定量解析を実施した。 
 
（２）PPM1D と TOP2A 相互作用解析 
 HA タグ標識した PPM1D を肺がん由来
H1299 細胞に発現させた。抗 HA 抗体、また
は TOP2A 抗体で免疫沈降を実施し、沈降産
物をWestern blottingによる共沈解析するこ
とにより PPM1D と TOP2A の細胞内におけ
る相互作用を解析した。 
 
（３）PPM1D と TOP2A の細胞内局在解析 
 EGFP 融合 PPM1D を培養細胞に発現し、
ホルマリンにて細胞を固定した。EGFP 蛍光
観察、ならびに抗 TOP2A 抗体を用いた免疫
蛍光染色を蛍光顕微鏡を用いて観察するこ
とにより、PPM1D と TOP2A の細胞内局在
を解析した。 
 
（４）PPM1D 過剰発現による TOP2A 活性
への影響評価 
 TOP2A の活性評価には、連環 DNA であ
るkDNAを基質に用いたDecatenation 活性
測定を用い、TOP2A 含有各抽出液処理後の
nicked DNA および circular DNA の生成量
を定量することにより、PPM1D の発現量の
差異による TOP2A 活性への影響を解析した。 
 
（５）PPM1D 過剰発現による TOP2A タン
パク質安定性解析 
 PPM1D の過剰発現細胞系、ならびにノッ
クダウン細胞系を用い、内在性 TOP2A の発
現量をWestern blotting解析により定量評価
した。 
 
（６）  PPM1D 過剰発現細胞における
TOP2A リン酸化評価 
 PPM1D の発現量の違いによる TOP2A の
リン酸化による影響については、Phos-Tag
含有アクリルアミドゲルを用いたゲルシフ
トアッセイにより、定量評価した。また、
TOP2A の特定部位のリン酸化評価について
は、リン酸化ペプチドを化学合成した後、ウ
サギ免疫し、アッフィニティカラムを用いて
精製した抗リン酸化ペプチド抗体を作製し、
Western blotting 法により解析、評価した。 
 
（７）PPM1D 阻害剤と TOP2A 阻害剤併用
による癌細胞増殖抑制効果 
 我々が開発したPPM1D阻害剤SPI-001と、
抗癌剤として知られている TOP2A 阻害剤

表１．多様な腫瘍にみられる 
PPM1D 遺伝子増幅 



Etoposide を PPM1D 過剰発現細胞である乳
がん由来 MCF-7 細胞に併用後数日培養し、
処理後の細胞数をカウントすることにより、
PPM1D 阻害剤と TOP2A 阻害剤併用による
癌細胞増殖抑制効果を解析した。また、
PPM1D 阻害剤と TOP2A 阻害剤の併用投与
による細胞周期に及ぼす影響について、フロ
ーサイトメトリーを用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）PPM1D 過剰発現細胞における染色体
不安定化評価 
 PPM1D 過剰発現による染色体不安定化へ
の影響を解析するため、PPM1D の異所発現
による過剰発現系、ならびに内在性 PPM1D
を過剰発現している乳がん細胞を用いた
PPM1D ノックダウン系を用いて細胞分裂時
における DNA bridge 形成細胞の定量評価を
実施した。その結果 PPM1D 過剰発現に伴い
染色体不安定化が引き起こされることが確
認された（図１）。また、この染色体不安定
化は p53 欠損細胞である H1299 細胞におい
ても観察されたことから、PPM1D 過剰発現
に伴う染色体不安定化は、p53 非依存的であ
ることが示唆された。 
 
 

 
図１ PPM1D による染色体不安定化 

 
（２）PPM1D と TOP2A の相互作用と細胞
内局在解析 
 我々は、PPM1D 新規結合タンパク質とし
て TOP2A を同定している。染色体不安定性
を示す細胞において、PPM1D と TOP2A が
相互作用することを解析するため、免疫共沈
降解析を実施した。その結果、PPM1D の免
疫沈降、および TOP2A の免疫沈降に TOP2A
とPPM1Dがそれぞれ共沈してくることから、
PPM1D が細胞内において TOP2A と複合体
を形成することが明らかとなった。蛍光顕微
鏡を用いた細胞内局在解析より、過剰発現し
た PPM1D は内在性 TOP2A と核内に共局在
することが明らかとなったが、さらに興味深
いことに過剰発現したPPM1Dは染色体分離
異常の際に見られる DNA bridge 上に存在し、
TOP2A と共局在することが判明した。この
ことから、PPM1D の過剰発現により染色体
安定化に重要な役割を果たす TOP2A の活性

が抑制され、染色体不安定化が引き起こされ
ることが示唆された。 
 
（３）PPM1D過剰発現によるTOP2A活性、
安定化への影響 
 PPM1D 過剰発現に伴う TOP2A 活性への
影響を解析するため、PPM1D 過剰発現細胞
である乳がん由来 MCF-7 細胞を用いて、
Decatenation 活性評価を実施した。PPM1D
ノックダウンにより TOP2A 活性の顕著な増
加が観察されたことから、PPM1D の過剰発
現に伴う TOP2A 活性減少が、染色体不安定
化に関係していることが考えられた(図３)。
次に、PPM1D 過剰発現に伴う、TOP2A 安
定化の評価を実施したところ、予想に反して
PPM1D 過剰発現細胞では TOP2A のタンパ
ク質量が増加していることが明らかとなっ
た。PPM1D の酵素活性不活化体では TOP2A
タンパク質の増加が見られないことから、
PPM1D による TOP2A タンパク質の安定化
にはPPM1Dの酵素活性が必須であることが
示された。 
 

 
 
図２ PPM1D 過剰発現による TOP2A 活性阻害 
 
（４）PPM1D 過剰発現細胞における TOP2A
リン酸化評価 
 2 量体で機能する TOP2A の酵素活性は、
リン酸化により制御されることが知られて
いる。そこで、PPM1D 過剰発現に伴う
TOP2A リン酸化レベルへの影響について、
Phos-Tag 含有アクリルアミドゲルを用いた
ゲルシフトアッセイにより解析した。その結
果、PPM1D 過剰発現細胞では低リン酸化状
態の TOP2A が増大していることが明らかと
なった（図３）。そこで、これまで TOP2A の
活性に重要な役割を果たしていることが知
られている Ser1337 位の高リン酸化ペプチ
ド抗体を作製し、PPM1D 過剰発現に対する
リン酸化への影響を解析した。M 期に同調し
た PPM1D ノックダウン細胞では、コントロ
ールの細胞に比べて、顕著な Ser1337 位のリ
ン酸化レベルが上昇していたことから、
PPM1D は TOP2A1337 位のリン酸化レベル
を減少させることにより TOP2A 活性を不活
性化していることが示された。これらの結果
から、PPM1D 過剰発現により低リン酸化



TOP2A 増加に伴う TOP2A 不活性化が生じ、
最終的に染色体分離異常を引き起こす可能
性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ PPM1D による TOP2A リン酸化への影響 
 
 
（５）PPM1D 阻害剤と TOP2A 阻害剤併用
による癌細胞増殖抑制効果 
 TOP2A 阻害剤は抗がん剤として機能する
とともに、その抗癌活性は TOP2A 活性に相
関することが知られている。今回の研究によ
り、PPM1D が TOP2A 活性を阻害すること
が示されたことから、PPM1D 阻害剤と
TOP2A 阻害剤を併用することにより、効果
的な癌細胞抑制効果が期待される。そこで、
我々が開発した PPM1D 阻害剤 SPI-001 と
TOP2A 阻害剤である TOP2A の併用投与に
よる癌細胞増殖への効果について解析した。
MCF-7 細胞に対して、SPI-001 と TOP2A 阻
害剤を併用投与したところ、顕著な細胞増殖
抑制効果の増強が見られた。この増強効果は
SPI-001 の不活性化体である SL-104 では観
察されないことから、PPM1D 阻害と TOP2A
阻害の併用効果に起因することが確認され
た(図４)。また、フローサイトメトリーを用 
 

図４ PPM1D 阻害剤と TOP2A 阻害剤併用によ
る細胞増殖抑制効果 
 
いた細胞周期解析から、併用処理した細胞で
は sub-G1 期の細胞の顕著な増加が見られた
ことから、アポトーシスにより細胞増殖抑制

効果の増強が引き起こされることが示唆さ
れた。このれらの結果から、PPM1D 阻害剤
とTOP2阻害剤の併用法は有用な抗癌療法の
一つとして展開できることが示唆された。 
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