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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、小胞体膜上に存在するプロテインホスファターゼであるPPM1Lが、SAPK経
路やセラミド輸送の制御に関与していることを報告した。PPM1L KOマウスを解析したところ、成熟したホモKOマウスで
、ハンチントン病モデルマウスで観察される前脚や後脚の握り込みが認められた。脳の組織学的な解析を行った結果、
側脳室の拡大や線条体尾状核被殻の縮小が観察された。認められた異常は大脳皮質に入出力する軸索線維の異常である
と考えられ、大脳皮質の神経細胞もしくは大脳皮質へ投射する神経細胞の軸索形成不全あるいは発達異常が示唆された
。

研究成果の概要（英文）：To explore function of protein phosphatase PPM1L in vivo, we disrupted the mouse 
gene by gene targeting. The mutant mice were backcrossed with two different inbred strains (C57/BL6 and 
CBA), but only homozygous mutant mice on CBA background survived to adulthood. The PPM1L-/- mice showed 
impaired fine motor coordination and balance in the beam walking assay while Y-maze test did not reveal 
any specific alterations in their learning memory. Histological analyses revealed that PPM1L-/- mice 
exhibit morphological abnormalities in the central nerve system including reduction of striatum, corpus 
callosum and anterior commissure. Histochemical analyses suggest that these structural abnormalities are 
caused by failure of elongation of axons but not by cell death of neurons. These results suggest that 
PPM1L may play important role during neural development.

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 (PP2C

ε)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) PP2Cε遺伝子欠損マウスの表現型 
私達は、個体における PP2Cεの機能を明

らかにする目的で PP2Cε遺伝子欠損（KO）
マウスを作成した。KO マウスでの行動を観
察した結果、ホモ欠損マウスを持ち上げた際
に後脚を握りこむような行動が観察された。
類似の異常行動は、ハンチントン病（HD）
のモデルマウスをはじめとする神経機能に
異常を持つマウスで報告されていた。 
２．研究の目的 

本研究課題では、HD 発症に PP2Cεの機
能不全が関与するのではないかとの仮説の
もと、私達が作出した PP2Cε遺伝子欠損マ
ウスについて、神経回路形成過程の組織学的
解析や、成熟期、老齢期における行動学的解
析を行い、HD 発症機序への関与の可能性を
検討するとともに、神経細胞の各種細胞生物
学的現象の制御における PP2Cεの役割を詳
細に検討することを目的とした。 
３．研究の方法 
(1) マウス発生過程における発現解析 
本研究で用いた KO マウスでは、β-ガラク

トシダーゼ(LacZ)遺伝子が PP2Cε遺伝子の
エクソン 1に組み込まれているため、LacZ 遺
伝子の発現を指標とした PP2Cεの発現の追
跡が可能である。本研究では、マウス胎児に
おける PP2C εの発現を X-gal 染色で解析し
た 
(2)マウス行動解析 
遺伝子ノックアウトが活動・運動能力や空

間学習・空間記憶などに与える影響を検討す
るため、ワイヤーハング試験、バランスビー
ム試験および Y迷路試験を実施した。 
(3) PP2Cε KO マウスの組織学的解析 
PP2Cε KO ウスの神経構築を解析するため、

以下の視点から脳の組織学的解析を行った。 
①神経線維の走行を確認するために髄鞘タ

ンパク質(myelin basic protein, MBP)を用い
た免疫組織染色を施した 
②大脳交連線維が走行する前交連の冠状断
面に対する電子顕微鏡解析を行った 
４．研究成果 
(1)マウス発生過程における PP2Cεの発現
の解析 
PP2Cεゲノムに組み込まれた LacZ 遺伝子

の発現を指標としてマウス胚(9.5～11.5 日
胚)での、PP2Cεの発現を検討したところ、
中枢神経系（終脳、中脳、後脳、脊髄）およ
び網膜に高い発現が認められた。神経系以外
では、心臓血管内皮細胞に高い発現が認めら
れたが、その他の領域では、ほとんど発現が
観察されなかった。 
(2) PP2Cε KO マウスの行動解析 
実施した 3種類の行動解析のうち、PP2Cε 

KO マウスは、バランスビーム試験において、
異常な行動を示した。このことより、PP2Cε
KO マウスでは、協調運動、平衡感覚が損なわ
れたことが示唆された。 
(3) PP2Cε KO マウスの組織学的解析 
PP2Cε KO と野生型マウスの神経構築を神

経解剖学的に精査した結果、以下のような成
果を挙げた。 
① PP2Cε KO における側脳室の拡大と大脳
神経線維束の非薄化 
野生型とPP2Cε KOの成熟期の脳矢状断と

冠状断切片に対して、ニッスル染色および神
経線維の走行を確認するために髄鞘タンパ
ク質(myelin basic protein, MBP)を用いた免
疫組織染色を施した。その結果、図 1で示す
ようにPP2Cε KOの側脳室の著明な拡大が明
らかになった。さらに、大脳交連線維が走行
する脳梁と前交連、大脳皮質の投射神経線維
（例えば皮質脊髄路や皮質橋路）が走行する
内包におけるMBP陽性の神経線維の著明な減
少が認められた。一方、脳神経核の配置や大
脳皮質や小脳皮質などの皮質層構造の明ら
かな異常は認められなかった。 
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図1 PP2C KOマウスの神経構造異常
野生型(WT)とPP2C KOマウスの冠断面(a,b)と矢状
断面におけるMBPに対する免疫染色の結果を示す。
側脳室(LV)の拡大と線条体(CP)中を走行する内包の
減少、前交連(ac)や脳梁(cc)の非薄化が認められた。
Cb,小脳; CP,線条体; Cx,大脳皮質; Hi,海馬; IC,下丘;
MO, 延髄,OB, 嗅球; Th,視床 scale bar, 1 mm



②PP2Cε KO の前交連における有髄神経線維
の減少 
光学的顕微鏡レベルで検出された神経線

維束の減少が、神経線維の減少あるいは髄鞘
形成の障害のいずれに起因するかを明確に
するため、大脳交連線維が走行する前交連の
冠状断面に対する電子顕微鏡解析を行った。
その結果、図 2で示すように、単面積あたり
の髄鞘を持つ軸索（有髄神経線維）の著明な
減少が明らかになった (p<0.05)。したがっ
て、神経線維束の減少は有髄神経線維の数の
減少に起因することが示唆された。 
皮質神経細胞の減少によるものか、神経線

維の回路形成の障害によるものかを確認す
るために、交連線維の起始である大脳皮質
2/3層のマーカーのCux1を用いた免疫組織学
的解析により、大脳皮質 2/3 層の神経細胞の
密度を検討した。その結果、遺伝子欠損型と
野生型との間に明らかな神経細胞の密度の
差は認められなかった。これらの結果より、
神経線維の減少は、発達過程の細胞死などに
よる大脳皮質の神経細胞の減少よりはむし
ろ、神経突起形成や神経回路形成の異常によ
る可能性が考えられた。今後、Di などのトレ
ーサーを用いて大脳皮質の神経回路形成に
ついて、さらに詳細な神経解剖学的検討が必
要と考えられる。 

 
(4)今後の課題 
本研究により，PP2Cεの神経回路形成にお

ける機能関与が個体レベルで初めて明確に
なった。従来、リン酸化酵素の神経機能の研
究成果が多く蓄積されてきたが、脱リン酸化
経路に関する知見は少ない。本研究により
PP2Cεを介する脱リン酸化経路の神経回路
形成制御機構の解明への進展が大いに期待
される。また、本遺伝子欠損マウスの神経行
動学的異常として不随運動などのハンチン
トン病様の症状を示すことが明らかになっ

ており、本マウスが新たな疾患モデルマウス
として発展する可能性を秘めており、今後さ
らなる本マウスの表現系の解析が望まれる。 
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図2 PP2C KOマウスの有髄神経繊維の減少
野生型(WT)とPP2C KOマウスの前交連の断面の電子顕
微鏡観察像。グラフは単位面積当たりの有髄神経線維の
比較を示す。p<0.05, scale bar, 100 µm



分子生物学会年会 ,神戸国際会議場  神戸 , 
2015年12月2日 
3.藤田 宏介, 篠田 康晴, 永浦 裕子, 草野 理
恵, 渡邊 利雄, 松居 靖久, 阪上 洋行, 佐藤
達也, 舟橋淳一, 大西 素子, 田村 眞理, 小林 
孝安, ノックアウトマウスを用いたプロテイ
ンホスファターゼPPM1Lの新規機能解明. 日
本生化学会東北支部会第81回例会, 東北大学
片平さくらホール仙台, 2015年5月9日 
4. Fujita, K., Shinoda, Y., Nagaura, Y., Kusano, 
R., Watanabe, T., Matsui, Y., Sakagami, H., 
Ohnishi, M., Tamura, S., Kobayashi, T., Targeted 
disruption of the mouse protein phosphatase 
PPM1L gene leads to structural abnormalities in 
the brain. 11th International Conference on 
Protein Phosphatases., Gonryo Kaikan Hall, 
Sendai, 2014年11月14日 
5.小林孝安, 藤田宏介, 篠田康晴, 永浦裕子, 
草野理恵, 渡邊利雄, 松居靖久, 舟橋淳一, 佐
藤達也, 阪上洋行, 大西素子, 田村眞理, プ口
テインホスファターゼPPM1Lの欠損は大脳皮
質において軸索線維の異常を引き起こす. 第
87回日本生化学会大会 , 国立京都国際会館 
京都, 2014年10月16日 
6.岩下新太郎, 鈴木健裕, 中島健太郎, 小林孝
安, 安田武嗣, 大野-岩下淑子, 今城-大海忍, 
宋時栄, 堂前直, リン酸化クロマチン構成因
子Bcnt/Cfdp1の多様性の分子基盤. 第87回日
本生化学会大会 , 国立京都国際会館  京都 , 
2014年10月15日 
7.小林孝安, 千田透子, 安藤正勝, 松木佑, 枡
悠太郎, 永浦裕子, 田村眞理, N-ミリストイル
化はPP2CαおよびPP2Cβの生理的基質の認識
に必須である. 第86回日本生化学会年会, パ
シフィコ横浜 横浜, 2013年9月12日 
8.小林孝安, 千田透子, 安藤正勝, 松木佑, 枡
悠太郎, 永浦裕子, 田村眞理, N-ミリストイル
化はPP2CαおよびPP2Cβの生理的基質の認識
に必須である. 日本生化学会東北支部会第79
回例会 , 東北大学片平さくらホール仙台 , 
2013年5月11日 
9.篠田康晴, 福永浩司, 藤田宏介, 永浦裕子, 
田村眞理, 小林孝安, セリンスレオニンホス
ファターゼPP2C ε のゴルジ体局在タンパク
質GCP60との機能連関. 日本生化学会東北支
部会第79回例会, 東北大学片平さくらホール
仙台, 2013年5月11日 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 田村 眞理（TAMURA SHINRI） 

東北大学・加齢医学研究所・非常勤講師 
 研究者番号：20124604 
 
(2)研究分担者 
 小林 孝安 （KOBAYASHI TAKAYASU） 

東北大学・遺伝子実験センター・准教授 
 研究者番号： 10221970 


