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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスのセンサーであるIRE1が活性化されるためには、小胞体ストレスに応答した
二量体化およびそれに伴う分子間自己リン酸化で、Ser724を含む複数の残基がリン酸化されることが必要である。今回
、私達は、培養細胞における異所発現系により、小胞体に局在するセリンスレオニンホスファターゼであるPP2CεがIR
E1のSer724を特異的に脱リン酸化することを見出した。しかしながら、遺伝子発現をsiRNAでノックダウンしてもSer72
4のリン酸化レベルに変化がなかったことから、IRE1の脱リン酸化にはPP2Cεを含む複数のプロテインホスファターゼ
が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：PPM1L (formerly PP2Cε) was originally identified as a negative regulator of 
stress-activated protein kinase signaling pathways, in which PPM1L represses the activity of 
TGFβ-activated kinase 1 (TAK1) and apoptosis regulating kinase 1 (ASK1), two mitogen-activated protein 
kinase kinase kinases. Recently, I demonstrated that PPM1L is an endoplasmic reticulum (ER)-resident 
transmembrane protein and obtained the evidence that it is involved in regulation of transfer of ceramide 
between ER and Golgi. In this project, I examined whether PPM1L was involved in regulation of ER stress 
response. Overexpression of PPM1L in cells reduced ER-stress dependent phosphorylation of ER stress 
sensor IRE1. However, knockdown of PPM1L did not affect level of phosphorylation of IRE1. These results 
suggested that other protein phosphatase(s) may be involved in regulation of ER stress response.

研究分野：生化学

キーワード： プロテインホスファターゼ
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１．研究開始当初の背景 
(1) PP2Cεの細胞内局在と細胞における機能 
プロテインホスファターゼ 2Cε (PP2Cε)は、
ストレス応答シグナル伝達経路の制御因子
として私達が初めて同定したものである。そ
の後、PP2Cεが、膜貫通ドメインを持つ膜タ
ンパク質で、細胞質側に触媒ドメインを配し
た形で小胞体膜に局在するという、セリンス
レオニンホスファターゼとしては、大変ユニ
ークな存在様式を持っていることを明らか
にした。さらに、PP2Cεが、セラミド輸送タ
ンパク CERT を小胞体膜上で脱リン酸化し、
セラミド輸送を正に制御するという知見を
得た。プロテインキナーゼとプロテインホス
ファターゼの遺伝子数の違いから、プロテイ
ンホスファターゼには広い基質特異性を持
つ分子種が存在することが予想されていた
が、PP2Cεがストレス応答のみならず、小胞
体における脂質輸送にも関わるという知見
は、この分子が固有の分子進化の過程で、多
重基質特異性を獲得してきたことを示唆す
るものであった。 
(2) 小胞体ストレスの関知メカニズム 
近年、小胞体ストレスが、糖尿病、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索
硬化症などの発症や病態進行に関わること
が明らかにされている。小胞体ストレスを感
知するセンサーのうち、IRE1 と PERK は、
膜貫通型のプロテインキナーゼで、活性化に
分子間自己リン酸化が必要である。活性化さ
れたこれらのセンサーは、転写因子を介して
適応反応を誘導し、小胞体の恒常性を保つよ
う働く。小胞体ストレス応答経路も、細胞内
のすべてのシグナル伝達路と同様、活性化機
構と、それに抑制的に働く負の制御機構のバ
ランスによって精緻に調節されていると考
えられるが、その詳細（特に負の制御機構）
については不明であった。 
 
２．研究の目的 
小胞体に局在する PP2Cε が、小胞体スト
レスセンサーである IRE1 の脱リン酸化を介
して小胞体ストレスシグナルを制御すると
の仮説を、PP2Cεノックアウトマウスや細胞
内異所発現系を用いた解析を通して検証し、
そのメカニズムを解明していくことを目的
とし、以下の研究課題を計画した。 
【1】PP2Cε による小胞体ストレスのセンサ
ータンパク IREの制御メカニズムの検討 
【2】PP2Cε遺伝子欠損マウスの作製と解析 
【3】小胞体ストレスによる PP2Cεの機能調
節の可能性の検討 
 
３．研究の方法 
(1) PP2Cεによる IRE1の制御メカニズム 
  小胞体ストレスセンサーである IRE1 が活
性化されるためには、二量体化およびそれに
伴う分子間自己リン酸化で、Ser724 がリン
酸化されることが必要である。PP2Cε が
IRE1 の制御に関わるかを検討するため、以

下の実験を行った。 
(i)培養細胞における異所発現系および siRNA
を用いたノックダウンの手法を用いて、
PP2Cεが IRE1の Ser724残基の特異的な脱
リン酸化に関わるか検討した。 
(ii)PP2Cε が小胞体上に存在する scaffold タ
ンパクであるVAP-Aを介して IRE1と結合す
るかどうか検討した。 
 (iii) 大腸菌で発現させた組換えタンパクを
用いた in vitro脱リン酸化実験を行い、PP2Cε
が IRE1 を直接脱リン酸化できるか検討した。 
(iv) PP2C ファミリー発現ライブラリー
（PP2Cα, PP2Cβ, ILKAP, PP2Cε）を用いた
培養細胞共発現系を利用し、IRE1 の脱リン
酸化の特異性を検討した。 
(2) PP2Cε遺伝子欠損マウスの作製と解析 
個体における PP2Cε の機能を明らかにす
る目的で、PP2Cεの欠損マウスを作製した。 
(3) PP2Cε会合タンパク質の解析 

PP2Cε の機能調節の可能性を検討するた
め、酵母 two hybridシステムで得られた、会
合候補タンパクの解析を行った。 
(4) PP2Cファミリーの複製後修飾の解析 
PP2C ファミリーの機能制御にリン酸化、ユ
ビキチン化、脂質修飾などが関わっていない
か検討した。 
(i) PP2Cファミリーを細胞に発現させ、様々
な刺激を与えた後、phos-tagアクリルアミド
を含む SDS-PAGE ゲルで分離し、当該タン
パクがリン酸化を受けていないか検討した。 
(ii) PP2Cファミリーを細胞に発現させ、プロ
テオソーム阻害剤で処理した後、タンパクを
回収し、ユビキチンに対する抗体でユビキチ
ン化の有無を検討した。 
(iii) PP2Cファミリーを細胞に発現させ、[14C]
パルミチン酸で細胞を標識した後、タンパク
を回収し、SDS-PAGEで分離した後、放射活
性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) PP2Cεによる小胞体ストレスのセンサー
タンパク IREの制御メカニズムの検討 
今回、私達は、培養細胞における異所発現系
により、小胞体に局在するセリンスレオニン
ホスファターゼである PP2Cε が IRE1 の
Ser724 を特異的に脱リン酸化することを見
出した(図 1)。一方、PP2Cファミリーの他の
メンバーである、PP2Cα、PP2Cβ および
ILKAPは同様の実験系で IRE1を脱リン酸化
できなかったことから、脱リン酸化の特異性
が観察された。 しかしながら、PP2Cε 遺伝
子の発現を siRNA でノックダウンしても
Ser724のリン酸化レベルに変化がなかった。   
我々が作製したPP2Cεホモ欠損マウスは、
出生直後に大多数が死亡するものの、少数が
生き残る。本研究では、生き残ったホモ欠損
マウスに代謝性の小胞体ストレスを付加し
た後、肝臓における IRE1 のリン酸化レベル
を検討した。PP2Cε遺伝子欠損マウスの腹腔
内に小胞体ストレスを誘導する物質を投与



した後、肝臓の IRE1の Ser724のリン酸化レ
ベルを検討したが、野生型と違いが認められ
なかった。これらのことから、細胞内におい
ては、PP2Cεを含む複数のプロテインホスフ
ァターゼが IRE1 の脱リン酸化に関与するこ
とが示唆された。 

(2) PP2Cε会合タンパク質の解析 
PP2Cε を bait とし、ヒト脳 cDNA ライブ
ラリーを酵母 two hybrid法にてスクリーニン
グしたところ、acyl CoA binding domain 
containing 3 (ACBD3)を会合タンパク質とし
て同定した。ACBD3 は Golgi dynamics 
(GOLD) domainを介し giantinと会合するこ
とで、主にゴルジ体に局在する。ACBD3 の
PP2Cε会合領域を同定する目的で、さまざま
な領域を含む組み換え体を作製し、PP2Cε
との会合を検討したところ、ACBD3はGOLD
ドメインを介して PP2Cε と会合することが
示唆された。次に、PP2Cεと ACBD3の会合
がお互いの細胞内局在にどのような影響を
与えるかを免疫蛍光法により検討したとこ
ろ、小胞体上の PP2Cε は、ゴルジ体上の
ACBD3と会合することにより、小胞体-ゴル
ジ体間に存在する近接領域へリクルートさ
れた。ACBD3 による PP2Cε の小胞体-ゴル
ジ近接領域への移行の生理的意義を明らか
にするため、ACBD3の共発現が PP2Cεのセ
ラミド輸送タンパク質のリン酸化レベルに
与える影響を検討したところ、ACBD3 の発
現は PP2Cεによる CERTの脱リン酸化を亢
進することが明らかとなった(図 2)。 

 
(3) PP2Cファミリーの複製後修飾の解析 

タンパク質のミリストイル化は N 末端のグ
リシンにミリスチン酸が付加する脂質修飾
である（N-ミリストイル化）。N-ミリストイ
ル化によりタンパク質の疎水性が上昇し、そ
の結果、N-ミリストイル化はタンパク質の輸
送、タンパク質-脂質相互作用、タンパク質-
タンパク質相互作用において重要な役割を
果たすことが知られている。今回我々は、
PPM1Aと PPM1Bが N-ミリストイル化され
ており、この修飾が基質認識に重要な役割を
担うことを明らかにした。PPM1Aと PPM1B
の G2A 変異体は、細胞内で生理的基質であ
る AMPK や SAPK を脱リン酸化できなかっ
た。リン酸化 AMPKを基質とした in vitroの
反応系で、これらの G2A 変異体は、活性が
減弱していた。興味深いことに、人工的な化
合物である p-ニトロフェニルリン酸を基質
とした場合は、G2A変異体のホスファターゼ
活性は逆に亢進していた。立体構造上、N末
端のグリシンが活性中心の近傍に位置する
ことを勘案すると、N末端に結合したミリス
トイル基は活性中心の構造を安定化し、正確
な基質特異性を獲得するのに貢献している
と考えられた(図 3)。 
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