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要旨 

 

【背景と目的】 

PPM1D（ protein phosphatase Mg2+/Mn2+ dependent 1D）は、セリン/スレオニン特

異的ホスファターゼであり、p53経路を介した DNA損傷応答の負のフィードバ

ック制御を担う重要な分子である。DNA損傷を受けた細胞では p53が活性化し、

細胞周期停止やDNA修復が誘導されるが、修復完了後にはPPM1Dが誘導され、

p53 シグナルを抑制することで細胞の恒常性維持を助ける。しかし、PPM1D の

過剰発現や C 末端欠損変異は、p53 依存的アポトーシスおよびチェックポイン

ト制御を抑制し、腫瘍形成や治療耐性の獲得に寄与することが報告されている。

近年、PPM1Dは乳がん、肺がん、神経膠腫、造血器悪性腫瘍など多様ながんで

遺伝子増幅や過剰発現がみられ、COSMIC Tier 1に分類される代表的ながん遺伝

子として注目されている。また、これらの知見を背景に、PPM1D阻害剤を新規

抗腫瘍薬として応用する研究も進展している。 

PPM1D の分解機構に関しては、これまで HIPK2 による N 末端領域のリン酸

化がプロテアソーム依存的な分解を促進すること、さらに C 末端領域が分解に

おける重要な標的であることが報告されているものの、その分子機構の全貌は

依然として不明である。特に、プロテアソームが PPM1Dのどの領域を直接認識

するのか、またユビキチン化依存性がどの程度関与しているのかは明らかでな

い。 

一方、近年注目されているユビキチン化非依存的プロテアソーム依存的分解

 ubiquitin-independent proteasomal degradation, UbInPD）は、従来のユビキチン化

を介する分解経路とは異なる新たな制御様式であり、細胞内タンパク質の約

20％がこの経路により分解されると推定されている。しかし、PPM1Dの分解に

UbInPDが関与するか否かについてはこれまで検証されていない。 

本研究の目的は、PPM1Dの分解機構を分子レベルで詳細に解明し、ユビキチ

ン依存的および非依存的経路、重要な認識領域、関与する補助因子を明確化する

ことである。さらに、PPM1D阻害剤とプロテアソーム阻害剤の併用による抗腫

瘍効果を検証し、悪性腫瘍に対する新たな治療戦略の基盤を構築することを目

的とした。 

 

【方法と結果】 

PPM1Dの安定性および分解経路を解析するため、複数のヒト腫瘍細胞株を各

種薬剤で処理し、ウエスタンブロット解析で PPM1D 発現量の変化を評価した。

実験には、野生型 PPM1D発現細胞 HEK293T、HeLa）、野生型と C末端欠損変
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異型 PPM1D をヘテロ発現する細胞 HCT116、U2OS）、および PPM1Dの N末

端領域（ FLAG-PPM1D-N）または C末端領域（ FLAG-PPM1D-C）を過剰発現さ

せた HEK293T細胞を用いた。 

Cycloheximide chase assayでは、野生型 PPM1Dが速やかに分解される一方、C

末端欠損変異体は細胞内で安定していた。プロテアソーム阻害剤処理により両

者の発現が増加したことから、PPM1Dがプロテアソームにより分解されること

が示された。 

次に、プロテアソーム分解機構におけるユビキチン化依存性を検討するため

に、ユビキチン化活性化酵素 E1 阻害剤 TAK-243 による処理を行った。その結

果、野生型 PPM1Dの発現量に変化はみられず、C末端欠損変異 PPM1Dは部分

的に増加し、FLAG-PPM1D-Cは減少した。さらに TAK-243に加えて、プロテア

ソーム阻害剤である MG132 との併用処理も行ったところ、野生型 PPM1D は

MG132単独処理と同等に蓄積した。これは、PPM1Dの分解が主として UbInPD

経路で進行している、あるいはユビキチン化阻害によりこの経路が代償的に活

性化されることが示唆された。また、TAK-243、MG132 の併用処理によって、

FLAG-PPM1D-NはMG132単独処理と同等に蓄積し、FLAG-PPM1D-CはMG132

単独処理と同等に回復した。これらの結果から、FLAG-PPM1D-Nがユビキチン

化依存的分解されること、FLAG-PPM1D-Cではユビキチン化阻害により UbInPD

が代償的に亢進することを示唆した。 

PPM1Dの C末端領域を段階的に欠失させた解析から、アミノ酸残基 450–501

が UbInPDを抑制するために不可欠であることが明らかとなった。また、C末端

35残基を欠損した変異体ではいずれの阻害剤にも反応せず、この領域が UbInPD

に必須であることを示した。さらに、20S プロテアソームを阻害する NQO1 阻

害剤 ジクマロール）処理により PPM1D発現量が減少し、20Sプロテアソーム

が PPM1Dを直接認識・分解することが示唆された。リコンビナント PPM1Dを

用いた in vitro 実験でも、20S プロテアソームによる PPM1D の直接分解を確認

した。 

質量分析により PPM1D C末端領域に結合する分子を探索した結果、19S制御

パーティクル構成因子 PSMD14 およびプロテアソーム活性化因子 PSME3 が結

合分子候補として同定された。HEK293T細胞におけるノックダウン実験により、

これらの分子を抑制すると PPM1D が安定化することが判明し、両者が PPM1D

分解促進に寄与することが示唆された。 

さらに、プロテアソーム阻害剤 ボルテゾミブ）と PPM1D阻害剤を併用した

処理では、野生型 p53を有する腫瘍細胞において抗腫瘍効果が顕著に増強した。

加えて、ボルテゾミブ耐性細胞を用いた実験でも同様の相乗的効果が認められ、

PPM1D阻害が耐性克服の一助となる可能性が示された。 
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【考察】 

本研究により、PPM1Dの C末端に存在する非構造化領域がデグロンとして機

能し、20Sプロテアソームがこれを直接認識してユビキチン非依存的に分解する

ことが明らかとなった。また、アミノ酸残基 450–501領域がユビキチン化を介し

て UbInPDを抑制する上で不可欠であり、PSMD14および PSME3がこの過程を

活性化する補助因子である可能性が示唆された。さらに、C末端欠損変異 PPM1D

を発現する腫瘍細胞では UbInPDによる分解を回避し、PPM1Dが異常に安定化

していた。これに対し、人工的に作製した FLAG-PPM1D（ 1–395）はより速やか

に分解され、アミノ酸 396–449 領域がユビキチンリガーゼによる認識を妨げる

構造的役割を担う可能性が示された。 

ユビキチン化による UbInPD抑制機構としては、他のユビキチン化タンパク質

を介した間接的な抑制、あるいは Lys469 および Lys480 の直接的ユビキチン化

による C末端構造の安定化が想定される。これらの知見は、PPM1Dが平常時に

は UbInPDによって低レベルに維持され、DNA損傷時の p53経路活性化を迅速

に許容する一方で、ユビキチン依存的経路が応答終結過程における精密な制御

を担うことを示している。したがって、PPM1Dの二重の分解機構は、DNA損傷

の強度や修復可能性に応じて p53 活性を精密に制御し、細胞運命を最適化する

上で重要な役割を果たしていると考えられる。 

 

【結論】 

本研究は、PPM1D 分解機構の分子基盤を明らかにし、C 末端領域と UbInPD

経路の関与を実証した。これらの発見は、PPM1Dを標的とする新規治療戦略の

理論的基盤を提供するものであり、さらに PPM1D阻害剤とプロテアソーム阻害

剤の併用が相乗的抗腫瘍効果を発揮することを示した。本成果は、がん治療にお

ける分解経路制御の新たな可能性を提示するものである。 

  



5 

 

略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

AEBSF  4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride 

CBB  coomassie brilliant blue 

CHX  cycloheximide 

CI  combination index 

CIAP  calf intestine alkaline phosphatase 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

Fa  fraction affected 

FBS  fetal bovine serum 

IDR  intrinsically disordered regions 

MEM  Eagle's minimum essential medium 

NEM  N-ethylmaleimide 

NQO1  NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1 

PPM1D  protein phosphatase Mg2+/Mn2+ dependent 1D 

PROTAC PROteolysis TArgeting Chimera 

PVDF  PolyVinylidene DiFluoride 

SD  standard deviation 

TB  transformation buffer 

UbInPD  ubiquitin-independent proteasomal degradation 
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緒言 

 

1. PPM1Dの生理的役割 

 

PPM1D（ protein phosphatase Mg2+/Mn2+ dependent 1D、別名：WIP1）は、セリン

/スレオニン特異的なタンパク質ホスファターゼであり、Mg2+またはMn2+イオン

を補因子とする PPMファミリーに属する酵素的特徴を持つ(Fiscella et al., 1997)。 

PPM1Dは、細胞が DNA損傷や放射線・紫外線によるストレスを受けたとき、

p53の転写活性を介して誘導され、p53活性化後の応答を抑制する負のフィード

バック機構を形成する 図 1）。DNA損傷を受けた細胞内ではまず p53が活性化

され、細胞周期停止や DNA修復機構の誘導が起こる。修復が完了すれば、PPM1D

の発現が上昇し、p53やその関連シグナルを抑制することで、細胞が修復後に正

常増殖へと戻るための調整機構として機能する。このような動きにより、細胞は

ストレスを受けた後も過剰反応や長期停止を回避しつつ、恒常性を維持するこ

とが可能となる(Deng et al., 2020)。 

このように、PPM1Dは p53シグナルを介したストレス応答の切り替えを担う

重要な分子であり、細胞周期制御、DNA修復、アポトーシス抑制など多様な過

程に関与している。適切な PPM1Dの制御は、細胞恒常性の維持とストレス適応

に不可欠であり、その異常はがん化にも深く関わることが後に明らかになって

いる。 

 

 

図 1. PPM1Dと p53のシグナル伝達経路の概略図 
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2. PPM1Dのがん関連性と変異の特徴 

 

近年のがんゲノム解析により、PPM1Dは重要ながん遺伝子として注目されて

いる。COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer）においても Tier 1に

分類されるほど、臨床的な関心が高い遺伝子である(Sondka et al., 2018)。多くの

研究が、乳がん・肺がん・造血系悪性腫瘍などにおいて PPM1Dの遺伝子増幅や

過剰発現を報告しており、これらは腫瘍の増殖促進、転移、治療抵抗性と関連し

ているが分かっている(Deng et al., 2020)。また、PPM1Dを高発現させた細胞で

は、p53依存的アポトーシスの抑制や細胞周期の再開が促されることが示されて

おり、過剰な PPM1D は p53 経路を抑制するため、DNA 損傷に対する細胞のチ

ェックポイントが低下し、腫瘍形成や治療耐性に寄与すると考えられる(Deng et 

al., 2020)。 

さらに、臨床検体や細胞株では、PPM1Dに C末端を欠失する変異を生じるこ

とが知られている。これらの C 末端欠失変異体は、通常存在する分解シグナル

を失うため、タンパク質の安定性が増加し、機能が亢進することが報告されてい

る。結果として、p53の抑制が持続的に起こり、腫瘍形成に有利に働くことが示

唆されている(Kleiblova et al., 2013; Burocziova et al., 2023; Khadka et al., 2022)。 

 

 

3. PPM1D分解機構 

 

タンパク質の発現量は転写・翻訳だけでなく分解制御によっても厳密に調節

される。PPM1Dの分解機構については、これまでいくつかの研究から部分的に

明らかになっている 図 2）。 

例えば、HIPK2が PPM1Dの N末端領域における特定のセリン残基 Ser54、

Ser85）をリン酸化することで、PPM1Dのユビキチン依存的プロテアソーム分解

を促進することが報告されている(Choi et al., 2013)。HIPK2は DNA損傷応答に

おいて p53 をリン酸化しその活性化に寄与することが知られており、この経路

における PPM1D分解促進作用は、p53の負の制御を解除して損傷応答を適切に

進行させるための重要な調節段階と考えられる。しかし、HIPK2 が誘導する

PPM1D分解に関与するユビキチンリガーゼについては、現時点では同定されて

いない。 

一方で、PPM1Dの C末端領域が分解における重要な標的であることを示す研

究も存在する。HCT116細胞 p.L450X変異）および U2OS細胞 p.R458X変異）

を用いた解析では、野生型 PPM1Dと C末端欠損変異 PPM1Dの両方をヘテロ発

現する場合、変異型 PPM1D タンパク質が野生型の 10～20倍高いレベルで発現
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していることが報告されている(Kleiblova et al., 2013)。この差は転写量の違いで

はなく、タンパク質安定性の上昇によるものであることが示唆されている。さら

に、プロテアソーム阻害剤を処理すると野生型 PPM1Dの蓄積が観察されること

から、PPM1Dの C末端領域がプロテアソームによる分解の直接的な標的となっ

ている可能性が高いと考えられている。 

しかしながら、PPM1D 分解機構の詳細、特にプロテアソームが PPM1D をど

のように認識し、どの分子経路を介して分解するのかについては未解明な部分

が多い。PPM1D分解機構の破綻ががんの進行を強力に促進することを考慮する

と、今後この経路を分子レベルで解明することは、PPM1Dを標的とした新たな

治療法の開発にも直結すると考えられる。 

 

 

図 2. 現在知られている PPM1Dの分解機構 

 

 

4. ユビキチン非依存的プロテアソーム分解 UbInPD）の概念 

 

多くのタンパク質がユビキチン依存的プロテアソーム経路によって分解され

る。この経路では、標的タンパク質がユビキチンリガーゼによりポリユビキチン

化され、その標識により 26Sプロテアソームが認識し分解する。しかし近年、一

部のタンパク質がユビキチン化非依存的プロテアソーム依存的分解 ubiquitin-

independent proteasomal degradation, UbInPD）の対象となることが明らかとなって

きた。この経路では、ユビキチン修飾を介さずにプロテアソームが直接標的タン

パク質を認識し分解する(Murai et al., 2018; Murakami et al., 1992; Asher et al., 2005; 
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Chen et al., 2004)。 

代表的な UbInPD基質としては、ODC1、p53、p73、c-Myc、p21などが報告さ

れており、これらは細胞周期制御やアポトーシス、増殖シグナルの調節に重要な

役割を果たすタンパク質である(Murai et al., 2018; Murakami et al., 1992; Asher et 

al., 2005; Chen et al., 2004)。さらに近年の研究では、これまで知られていなかっ

た多数の分子が UbInPDの対象となり得ることが示され、UbInPDの対象となる

タンパク質の種類は従来考えられていたよりも広範であることが分かってきた

(Makaros et al., 2023)。推定では、細胞内タンパク質の約 20％が UbInPD経路に

より分解されている可能性があるとされている(Baugh et al., 2009)。 

UbInPDが標的タンパク質を認識する分子メカニズムについては、近年多くの

研究が進められている。これまでの報告では、標的タンパク質の C 末端配列や

構造的に不安定な非構造化領域 intrinsically disordered regions, IDR）、および疎

水性残基を含む特定のアミノ酸配列モチーフが、プロテアソームによる認識と

分解効率を高めることが示されている(Makaros et al., 2023; Jariel-Encontre et al., 

2008; Kisselev et al., 2002)。これらの特徴は、ユビキチン修飾を経ずにプロテア

ソームに直接結合する基質の特性として重要視されている。 

 

 

5. プロテアソーム阻害剤とがん治療 

 

プロテアソームは、細胞内で不要になったタンパク質や異常タンパク質を分

解する主要な酵素複合体であり、細胞のタンパク質恒常性の維持に不可欠であ

る。腫瘍細胞は増殖速度が速く、DNA損傷やストレス応答による異常タンパク

質が蓄積しやすいため、プロテアソーム依存的な分解機構に強く依存している。

この特性を標的とした治療戦略として、プロテアソーム阻害剤が開発されてき

た。 

代表的なプロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブは、26Sプロテアソームの

β5 サブユニットに存在するキモトリプシン様活性部位を可逆的に阻害すること

により、標的タンパク質の分解を抑制する。この阻害作用により、細胞内に未分

解のタンパク質が蓄積し、小胞体ストレスや酸化ストレスの増大、さらには細胞

周期停止やアポトーシスの誘導が起こることが知られている(Mujtaba and Dou, 

2011)。特に、多発性骨髄腫やマントル細胞リンパ腫においては、ボルテゾミブ

は標準治療の一部として臨床的に高い有効性を示しており、患者の生存期間延

長に寄与している。また、乳がんや肺がんなどの固形腫瘍に対しても、ボルテゾ

ミブの有効性や併用療法の可能性が臨床試験や基礎研究で検討されている(Liu 

et al., 2021)。 
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しかしながら、ボルテゾミブには長期投与や高用量投与により、腫瘍細胞が薬

剤耐性を獲得する臨床課題があり、ボルテゾミブ単独では十分な治療効果が得

られない問題点が指摘されている。したがって、プロテアソーム阻害療法の効果

を最大化するためには、耐性に対する新たな戦略の開発が不可欠である。例えば、

耐性を回避するために別の標的分子や、シグナル経路を同時に阻害する併用療

法、あるいは耐性細胞に特異的に作用する新規阻害剤の開発などがこれまでに

進められている(Lü and Wang, 2013)。 

 

 

6. PPM1D阻害剤の開発と治療的意義 

 

PPM1D が腫瘍の増殖や治療抵抗性に寄与することから、PPM1D の阻害剤は

抗腫瘍薬として注目を集めている。近年、PPM1Dを選択的に阻害する小分子化

合物がいくつか開発されており、GSK2830371、SPI-001、CCT007093などが代表

例である(Gilmartin et al., 2014; Yagi et al., 2012; Lee et al., 2014)。これらの阻害剤

は、PPM1Dのホスファターゼ活性を抑制することにより、腫瘍細胞内で p53経

路を再活性化し、細胞周期停止やアポトーシス誘導を促進することが報告され

ている。特に、PPM1D阻害剤は C末端欠失変異を有する腫瘍細胞でも効果を示

すことが示されており、従来の治療抵抗性を示す腫瘍に対する新規治療戦略と

して期待されている。 

一方で、PPM1D阻害剤の臨床応用にはいくつかの課題が存在する。まず、阻

害剤の選択性や安定性、細胞膜透過性などの薬物学的性質を改善する必要があ

る。現在の阻害剤は、in vitro での活性は高いものの、生体内でのバイオアベイ

ラビリティが限定される場合がある。また、腫瘍以外の正常細胞における p53活

性の過剰な誘導は、予期せぬ細胞死や毒性を引き起こす可能性があり、安全性評

価が重要である。さらに、腫瘍細胞内での耐性獲得や代謝変化により、治療効果

が減弱する可能性もある。これらの課題を克服するために、阻害剤の構造改良、

投与スケジュールの最適化、標的腫瘍選択性の向上などが求められている。 

以上のように、PPM1D阻害剤は腫瘍細胞における p53経路の再活性化を通じ

て抗腫瘍効果を示す有望な分子標的治療薬であり、特に耐性腫瘍や C 末端欠失

変異を有する腫瘍に対する治療戦略として注目されている。一方で、選択性・安

定性・安全性の向上や併用療法の検討など、臨床応用に向けた課題も残されてお

り、今後の研究の進展が期待される。 

 

 

7. 本研究の目的 
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本研究では、PPM1Dの分解機構を詳細に解析し、その分子メカニズムを明ら

かにすることを目的とした。これまで、PPM1Dの C末端領域がプロテアソーム

による分解において重要な役割を果たすことが示唆されていたものの、具体的

な分解経路や関与する補因子は不明であった。そこで本研究では、まず PPM1D

のプロテアソームにおける分解が、ユビキチン化依存的もしくは非依存的であ

るのか、そして、どの領域が分解において重要であるのか、詳細に解明を行い、

加えて関与する補因子の同定を目指した。 

さらに、PPM1D阻害剤とプロテアソーム阻害剤の併用が腫瘍細胞における抗

増殖効果をどの程度向上させるかを検証し、相乗的な抗腫瘍戦略としての可能

性を評価した。これにより、単独薬剤では克服が困難な耐性腫瘍や PPM1D変異

体を有する腫瘍細胞に対する新たな治療アプローチの基盤を提供することを目

指した。 
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実験方法 

 

1. 実施体制 

 本研究は、北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定（ 認認号 2020-020）

に従って実施した。 

 

2. 実験材料 

本研究で使用した実験材料の種類、由来、および調製方法を以下に示す。なお、

使用した装置や試薬などの製造業者名は、社名の後に「社」または「 株）」の略

記を付して記載した。 

 

＜1＞ 大腸菌株、培養細胞 

大腸菌 XL-10 Gold株 Stratagene社） 

HEK293T細胞 RIKEN BRC） 

HEK293細胞 ATCC） 

HeLa細胞 ATCC） 

HCT116細胞 ATCC） 

U2OS細胞 ATCC） 

A549細胞 ATCC） 

U87MG細胞 ATCC） 

hTERT-RPE1細胞 ATCC） 

 

＜2＞ 装置 

PCR装置： 

MJ Mini バイオラッドラボラトリーズ 株）） 

StepOne™リアルタイム PCRシステム Applied Biosystems社）） 

DNAシークエンサー：ABI SeqStudio Thermo Fisher Scientific社） 

電気泳動槽：  

スラブ電気泳動装置 日本エイドー 株）） 

Mupid-2plus Advance 株）） 

トランスブロットセル バイオラッドラボラトリーズ 株）） 

パワーサプライ：BP-T5 Bio craft 株）） 

UVトランスイルミネーター アガロースゲル撮影装置）： 

AS-100BT Bio craft 株）） 

超音波破砕機：Sonifier250 Branson社） 
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濾紙：3MM Whatman社） 

大腸菌培養用シェーカー：Innova4330 New Brunswick Scientific社） 

インキュベーター：TVN680DA incubator Advantec社） 

CO2インキュベーター： 

Forma series II water jacketed CO2 incubator Thermo electron社） 

ヒートブロック：Thermo Alumi bath ALB-221 IWAKI社） 

吸光光度計：Smart Spec 3000  バイオラッドラボラトリーズ 株）） 

遠心機： 

Centrifuge 5415R Eppendorf社） 

MX-300 TOMY社） 

Avanti J-E centrifuge Beckman Coulter社） 

pHメーター：Seven Easy Mettler Toledo社） 

オートクレーブ装置：KS-323 TOMY社） 

ドライオーブン：SS-K-300 いすず製作所 株）） 

濾過滅菌用フィルター：MILLEXHV Millipore社） 

質量分析装置およびソフトウェア： 

Orbitrap Elite Thermo Fisher Scientific社） 

ナノフローウルトラ HPLC EASY-nLC 1000；Thermo Fisher Scientific社） 

C18 Reprosil分析カラム 日京テクノス社） 

Xcaliburソフトウェア Thermo Fisher Scientific社） 

Proteome Discoverer ソフトウェア バージョン 2.4；Thermo Fisher Scientific

社） 

圧力式細胞破砕機：French pressure cell press Aminco社） 

マイクロプレートリーダー：SpectraMax Paradigm Molecular Devices社） 

 

＜3＞ キット 

タンパク質定量キット： バイオラッドラボラトリーズ 株）） 

DNAシークエンスキット： BigDye Terminator Kit Applied Biosystems社） 

DNA連結キット： TaKaRa DNA ligation kit タカラバイオ 株）） 

プラスミド抽出キット：  

NucleoBond® Xtra Midi EF タカラバイオ社） 

Fastgene plasmid mini prep kit 日本ジェネティクス社） 

リアルタイム PCR マスターミックス： 

Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems社） 

細胞増殖／細胞毒性アッセイキット： 

Cell Counting Kit-8 同仁化学研究所 株）） 
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＜4＞ 各種酵素 

DNA合成酵素： 

KOD FX TOYOBO 株）） 

DNA polymerase I Klenow fragment タカラバイオ 株）） 

RNA分解酵素：RNase A Novagen社） 

トリプシン Sigma社） 

制限酵素類： 

BamHI タカラバイオ 株）） 

NotI タカラバイオ 株）） 

XhoI タカラバイオ 株）） 

 

＜5＞ 各種核酸 

pQCXIP タカラバイオ 株）） 

pGEX6P Cytiva社） 

pCL10A1 Novus Biologicals社） 

Human Matchmaker cDNA Library Mix（ Clontech社、複数のヒト cDNA libraryを

混合した。） 

Silencer select siRNA Thermo Fisher Scientific社） 

siPSME3#1 s19871） 

siPSME3#2 s19872） 

siPSMD14#1 s19921） 

siPSMD14#2 s19919） 

 

＜6＞ メンブレン、フィルター 

PolyVinylidene DiFluoride PVDF）膜：  

Immobilon-P Transfer membrane MILLIPORE社） 

MILLEX-HV 0.45 μmフィルター） MILLIPORE社） 

 

＜7＞ 培養用試薬 

大腸菌培養試薬： 

Bacto Trypton Sigma社） 

Yeast Extract Sigma社） 

Bacto Agar Sigma社） 

細胞培養試薬： 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM） Sigma-Aldrich社） 



15 

 

McCoy's 5A medium Thermo Fisher Scientific社） 

Eagle's minimum essential medium MEM） Nacalai tesque 社） 

Eagle medium/nutrient mixture F-12 DMEM/Ham's F-12） Thermo Fisher 

Scientific社） 

Fetal bovine serum FBS） Thermo Fisher Scientific社） 

 

＜8＞ ビーズ類 

Glutathione Sepharose Beads 4B Cytiva社） 

FLAG M2 agarose Sigma社）  

 

＜9＞ 抗生物質類 

Ampicillin Sigma社） 

Puromycin Sigma社） 

Cycloheximide Sigma社） 

 

＜10＞ タンパク質分解酵素阻害剤、プロテアソーム阻害剤、PPM1D阻害剤 

4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride AEBSF） Roche社） 

N-ethylmaleimide NEM） Sigma社） 

MG132 Calbiochem社） 

Carfilzomib Cayman Chemical社） 

Bafilomycin A1 Cayman Chemical社） 

Chloroquine Sigma社） 

Bortezomib StressMarq Biosciences社） 

GSK2830371 セレックバイオテック 株）） 

 

＜11＞ 抗体 

マウス抗 FLAGタグモノクローナル抗体 M2） Sigma社） 

ウサギ抗 PPM1D抗体 Cell Signaling Technology社） 

ウサギ抗 PSME3抗体 Proteintech社） 

ウサギ抗 PSMD14抗体 Proteintech社） 

ウサギ抗 c-Myc抗体 Cell Signaling Technology社） 

ウサギ抗 NCOA4抗体 Bethyl Laboratories社） 

マウス抗 GAPDHモノクローナル抗体 6C5） Ambion社） 

マウス抗 Vinculinモノクローナル抗体 Sigma社） 

ウサギ抗 NCOA3/SRC3抗体 Cell Signaling Technology社） 

ウサギ抗 CDKN1A/p21抗体 Cell Signaling Technology社） 
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マウス抗 TP53抗体 Cell Signaling Technology社） 

ウサギ抗 NQO1抗体 Proteintech社） 

ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgG二次抗体 プロメガ社） 

ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG二次抗体 プロメガ社） 

 

＜12＞ 遺伝子導入試薬： 

FuGENE® HD Roche社） 

Lipofectamine RNAiMAX Thermo Fisher Scientific社） 

 

＜13＞ SDS-PAGE、ウエスタンブロット関連試薬 

Mini-PROTEAN TGX Gels Biorad社） 

SDS-PAGE用タンパク質分子量マーカー： 

プレステインドエクセルラダー Broad range アンテグラル社） 

ECL Western Blotting Detection Reagents GE healthcare社） 

X線フィルム： CL-XPosure Film Thermo Scientific社） 

CBB R-250 Nacalai tesque 社） 

 

＜14＞ その他試薬 

エタノール Sigma社） 

イソプロパノール Sigma社） 

フェノール Sigma社） 

8-quinolinol Sigma社） 

クロロホルム Sigma社） 

3-メチル-1-ブタノール Sigma社） 

1 kb plus DNAラダーマーカー Invitrogen社） 

アガロース Sigma社） 

低融点アガロース Sigma社） 

Trizma base Sigma社） 

HEPES Sigma社） 

HCl Sigma社） 

EDTA Sigma社） 

NaCl Nacalai tesque 社） 

KCl Sigma社） 

Na2HPO4 Sigma社） 

KH2PO4 和光純薬工業 株）） 

D-glucose Sigma社） 
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水酸化ナトリウム Sigma社） 

SDS Sigma社） 

Triton X-100 Sigma社） 

Igepal CA-630 NP-40） Sigma社） 

Tween 20 Sigma社） 

Ammonium peroxodisulfate APS） Sigma社） 

2-メルカプトエタノール Sigma社） 

グリセロール Sigma社） 

Bromophenol blue sodium BPB） Sigma社） 

酢酸 Sigma社） 

酢酸カリウム Sigma社） 

Glycine Sigma社） 

Dimethyl sulfoxide DMSO） Sigma社） 

Formamide Sigma社） 

Isogen ニッポンジーン社） 

Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside IPTG） Sigma社） 

Ammonium Bicarbonate 富士フィルム和光純薬社） 

Benzonase Sigma社） 

Iodoacetamide Thermo Scientific社） 

Trichloroacetic Acid TCA） 富士フィルム和光純薬社） 

Trifluoroacetic Acid TFA） 富士フィルム和光純薬社） 

Acetonitrile ACN） 富士フィルム和光純薬社） 

PhosStop phosphatase inhibitors Sigma-Aldrich社） 

ジチオスレイトール Thermo Fisher Scientific社）  

ヨードアセトアミド Thermo Fisher Scientific社） 

トリプシン Promega社） 

RapiGest SF Waters社） 

GL-Tip GC GL Sciences社） 

GL-Tip SDB GL Sciences社） 

ヒト 20S Proteasomeタンパク質 R&D systems社） 

HRV 3C Protease Thermo Fisher Scientific社） 

 

＜15＞ 調製試薬類 

純水には Milli-Q 装置で精製した水を用いた。使用した試薬は、特級試薬、

生化学実験用、分子生物学実験用、あるいは細胞実験用グレードのものを所定

の濃度に調製し、オートクレーブ滅菌または濾過滅菌を行ったうえで使用した。
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なお、「%」の表記は、固体を液体に溶解して調製した場合には質量/体積パー

セント濃度 w/v%）を、液体を液体に溶解した場合には体積/体積パーセント

濃度 v/v%）を示すものとした。 

 

核酸用試薬 

0.5-2 M Tris/HCl緩衝液 pH 6.8-8.8）： 

Tris溶液を塩酸で適当な pH（ 6.8-8.8）に合わせ、最終的に Tris濃度が 0.5-

2 Mとなるよう調製した。 

 

0.5 M EDTA pH 8.0）： 

EDTA溶液を水酸化ナトリウム溶液で pH 8.0に合わせ、最終的に EDTA濃

度が 0.5 Mとなるよう調製した。 

 

TE緩衝液 pH8.0）： 

10 mM  Tris/HCl pH 8.0） 

1 mM  EDTA pH 8.0） 

 

中性フェノール溶液： 

65℃にて融解したフェノールに 0.1% 8-quinolinol を加えた。次に、0.1 M 

Tris-HCl緩衝液 pH 7.6）を等量加えて十分に撹拌し、水層を除去した。こ

の操作を水層の pH が中性となるまで繰り返した。最終的に、水層を数 cm

程度残した状態で分離を終了し、得られた中性フェノール溶液を遮光瓶に入

れて 4℃で保存した。 

 

クロロホルム/3-メチル-1-ブタノール溶液： 

クロロホルムと 3-メチル-1-ブタノールを体積比 49：1 で混合し、十分に

撹拌して均一化したのち、遮光瓶に入れて 4℃で保存した。 

 

5M NaCl 溶液： 

純水に溶解し、全量を 1 lとした。 

 

50×TAE溶液： 

2 M  Tris 

2 M  酢酸 

0.05 M  EDTA 

使用時は 1×濃度に希釈して使用した。 
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エチジウムブロマイド含有アガロースゲル： 

アガロース、低融点アガロースは sigma社のものを使用した。1×TAE緩衝

液中にアガロースが最終濃度 0.7～2%となるように溶解し、十分に加熱して

均一化した後、冷却過程で 200 mlあたり 20 mg/mlエチジウムブロマイド溶

液を 1 µl添加して混和した。得られた溶液を型に流し込み、室温で固化させ

てゲルを作製した。 

 

アガロース電気泳動用色素： 

各制限酵素に添付されている 10×loading bufferを使用した。 

 

制限酵素用緩衝液： 

各制限酵素に添付されている 10×bufferを使用した。 

 

アルカリミニプレップ法 I液 Solution I）： 

50 mM グルコース 

25 mM  Tris/HCl pH 8.0） 

10 mM  EDTA pH 8.0） 

 

アルカリミニプレップ法 II液 Solution II）： 

0.2 M 水酸化ナトリウム 

1% SDS 

 

アルカリミニプレップ法 III液 Solution III）： 

3 M 酢酸カリウム 

2 M 酢酸 

 

大腸菌の培地 

LBプレート培地： 

1%  Bacto Trypton 

0.5%  Yeast Extract 

170 mM  NaCl 

1.5%  Bacto Agar 

100 μg/ml  Ampicillin 

25 μg/ml  Kanamycin 

滅菌後約 50℃に冷却し、抗生物質 Ampicillin, Kanamycin）は必要に応じ



20 

 

て加えて使用した。 

 

2×YT培地： 

1.6%  Bacto Trypton 

1%  Yeast Extract 

86 mM  NaCl 

100 μg/ml  Ampicillin 

25 μg/ml  Kanamycin 

抗生物質 Ampicillin, Kanamycin）は必要に応じて加えて使用した。 

 

SOB培地： 

2%  Bacto Trypton 

0.5%  Yeast Extract 

10 mM  NaCl 

2.5 mM  KCl 

10 mM  MgSO4 

10 mM  MgCl2 

Bacto Trypton、Yeast Extract、NaCl、KClを純水に溶解しオートクレーブに

より滅菌後、フィルター濾過滅菌したMgSO4、MgCl2混合溶液を加えて調製

した。 

 

IPTG溶液： 

1 Mの濃度となるように IPTGを純水で溶解して使用した。 

 

Transformation Buffer TB）： 

10 mM  PIPES 

250 mM  KCl 

15 mM  CaCl2 

55 mM  MnCl2 

 

細胞培養用 

DMEM 

Sigma 社製の DMEM を使用した。FBS は 56℃、30 分の非働化を行い、

HEK293、HEK293T、A549、HeLa細胞用として FBSを 10%となるよう調製

した。 
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McCoy's 5A 

Thermo Fisher Scientific社製の McCoy's 5A を使用した。FBSは 56℃、30

分の非働化を行い、HCT116、U2OS細胞用として FBSを 10%となるよう調

製した。 

 

MEM 

Nacalai tesque社製のMEMを使用した。FBSは 56℃、30分の非働化を行

い、U87MG細胞用として FBSを 10%となるよう調製した。 

 

DMEM/Ham's F-12 

 Thermo Fisher Scientific社製のDMEM/Ham's F-12を使用した。FBSは 56℃、

30 分の非働化を行い、hTERT-RPE1 細胞用として FBS を 10%となるよう調

製した。 

 

タンパク質泳動、ウエスタンブロット用試薬 

SDS-PAGE分離ゲル緩衝液： 

1.5 M  Tris/HCl pH 8.8） 

0.4%  SDS 

 

SDS-PAGE濃縮ゲル緩衝液： 

0.5 M  Tris/HCl pH 6.8） 

0.4%  SDS 

 

10×SDS-PAGE泳動緩衝液： 

250 mM Tris 

1.92 M  Glycine 

1%  SDS 

 

1×SDS-PAGE泳動緩衝液： 

上記 10×SDS-PAGE泳動緩衝液を 1×に希釈して使用した。 

 

20% APS溶液： 

2 gの APSを 10 mlの純水に溶解後、-20℃に保存した。 

 

CBB脱色液： 

 5%  メタノール 



22 

 

 7.5%  酢酸 

 

300 mM NaCl 細胞溶解緩衝液： 

50 mM  Tris-HCl pH 7.6） 

300 mM  NaCl 

10%   glycerol 

0.2%   NP-40 

10 mM  iodoacetamide 

10 mM  NEM 

5 mM   AEBSF 

10 μM   MG132 

 

150 mM NaCl 細胞溶解緩衝液： 

150 mM  NaCl 

50 mM  Tris/HCl pH 7.5） 

10%  Glycerol 

0.2%   NP40 

 

免疫沈降用洗浄緩衝液： 

150 mM  NaCl 

50 mM  Tris/HCl pH 7.6） 

0.1%  Triton-X 100 

1 mM  Phenylmethylsulfonyl fluoride PMSF） 

10 μg/ml Aprotinin 

10 μg/ml Leupeptin 

400 μM  Na3VO4 

400 μM  EDTA 

10 mM   NaF 

10 mM   Sodium pyrophosphate 

 

GST結合緩衝液： 

300 mM NaCl 

50 mM  Tris/HCl pH 7.6） 

10%  Glycerol 

5 mM   AEBSF 
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1×SDSサンプル緩衝液： 

50 mM  Tris/HCl pH6.8） 

2%  SDS 

6%  2-メルカプトエタノール 

10%  グリセロール 

0.1%  BPB 

 

3×SDSサンプル緩衝液： 

150 mM Tris/HCl pH6.8） 

6%  SDS 

18%  2-メルカプトエタノール 

30%  グリセロール 

0.1%  BPB 

 

10×ウエスタンブロットトランスファー緩衝液： 

0.25 M  Tris 

1.92 M  Glycine 

 

1×ウエスタンブロットトランスファー緩衝液： 

10%となるようにメタノールを加え、10×ウエスタンブロットトランスフ

ァー緩衝液を純水にて 10倍に希釈した。 

 

10×TBS： 

0.2 M  Tris/HCl pH 7.6） 

1.5 M  NaCl 

 

1×TBST： 

10×TBS を純水にて 10 倍に希釈し、0.05%となるように Tween 20 を加え

た。 

 

10×PBS： 

1.37 M  NaCl 

81 mM  Na2HPO4 

27 mM  KCl 

15 mM  KH2PO4 
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1×PBS： 

10×PBSを純水にて 10倍希釈して調整した。 

 

トリプシン/EDTA溶液： 

0.05%  Trypsin 

0.5 mM  EDTA 2Na 

以上を 1×PBSに溶解し、1 lになるように調製し、濾過滅菌した。 

 

2×HEPES buffered saline HBS）： 

280 mM  NaCl 

1.5 mM  Na2HPO4 

10 mM  KCl 

12 mM  Dextrose 

50 mM  HEPES 

以上を純水に溶解し、1 M NaOHにて pH 7.10に合わせ、500 mlになるよ

うに調製した後、濾過滅菌した。 

 

3. 実験方法 

＜1＞ DNAアガロースゲル電気泳動 

1×TAE 緩衝液にアガロースを最終濃度 0.7～2%となるよう溶解し、200 ml あ

たり 20 mg/mlエチジウムブロマイド溶液を 1 μl添加してゲルを作製した。試料

を添加後、同一の 1×TAE緩衝液中で電気泳動を行い、泳動後は UVトランスイ

ルミネーターを用いて DNAバンドを検出し撮影した。 

 

＜2＞ エタノール沈殿・イソプロパノール沈殿 

核酸を含む溶液に 1/20 量の 5M 塩化ナトリウムと 2.5倍量のエタノールを加

え撹拌後、4℃、16,200×g、5分間遠心しエタノール沈殿を行った。イソプロパノ

ール沈殿の場合は、エタノールの代わりに 0.7 倍量のイソプロパノールを加え、

同様の手順で遠心・沈殿を行った。得られた沈殿は 70%エタノールで洗浄後乾

燥し、適当量の純水または TE緩衝液に溶解して使用した。 

 

＜3＞ フェノール抽出・クロロホルム抽出 

核酸試料からタンパク質・脂質を除去し、酵素を失活させる目的で行った。試

料に等量の中性フェノールを加えて混和後、室温で 16,200×g、5分間遠心し、水

層を回収した。さらに、この回収液に等量のクロロホルム/3-メチル-1-ブタノー

ル混合溶液を加え、再度撹拌後、同条件で遠心して水層を分離・回収した。 



25 

 

 

＜4＞ 低融点アガロースゲルからの DNA断片の回収 

目的とする DNA断片を含む試料を DNAラダーマーカーとともに低融点アガ

ロースゲルで電気泳動し、UVトランスイルミネーター下で観察後、目的バンド

を清潔なカッターナイフで切り出した。切り出したゲル片を 100℃で 1分間加熱

して溶解させたのち、フェノール抽出およびクロロホルム抽出を順に行った。得

られた水層をエタノール沈殿またはイソプロパノール沈殿により精製し、最終

的に純水または TE緩衝液に溶解して DNAを回収した。 

 

＜5＞大腸菌形質転換 

(1) コンピテント細胞の調製 

各種大腸菌を LB寒天プレートに播種し、37℃で 14時間培養後、単一コロニ

ーを 25 ml の SOB 培地に接種して 37℃で 8時間振盪培養した。100 mlの SOB

培地を 3本用意し、それぞれに培養液を 5 ml、2 ml、1 mlずつ加えて混合し、

18℃で一晩培養した。それぞれの A600値を測定し、A600=0.5前後の培養液のみを

使用 あるいはその値になるまで培養を継続）し、氷上で 10分間冷却後、4℃、

2,500×gで 10分間遠心して菌体を回収した。菌体を氷冷した 40 mlの TBに懸濁

し、10 分間静置後、再び 4℃、2,500×g で 10 分間遠心し、回収した菌体を氷冷

した 10 mlの TBに懸濁した。最後に 750 μlの DMSOを加えて穏やかに混合し、

10分間氷上で静置した後、1.5 mlチューブに 100 μlずつ分注して液体窒素で凍

結し、-80℃で保存した。 

 

(2) 形質転換 

凍結コンピテント細胞を氷上で解凍し、ライゲーション反応後の DNAまたは

プラスミド DNAに 100 μlの細胞を加えて氷上で 30分間静置した。その後、42℃

で 45秒間ヒートショックを行い、再び氷上で 2分間静置した。続いて 4倍量の

2×YT培地を加え、37℃で 30分間培養した。培養後、低速遠心で菌体を回収し、

適量の培地で懸濁した後、適切な抗生物質を含む LB プレートに播種して 37℃

で一晩培養した。 

 

＜6＞ プラスミドの調製 

(1) アルカリ SDS法によるプラスミドの少量調製 

プラスミド保持株の大腸菌コロニーを適切な抗生物質を含む 2 mlの 2×YT培

地に接種し、37℃、200 rpmで 8時間培養した。培養後、4℃、16,200×gで 1分

間遠心して菌体を回収した。菌体を 200 μlの Solution Iに懸濁し、200 μlの Solution 

II を加えて転倒混和した後、室温で 5 分間静置して菌体を溶解させた。続いて
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200 μlの Solution IIIを加えて転倒混和し中和後、4℃、16,200×gで 5分間遠心し

て上清を回収し、イソプロパノール沈殿を行った。得られた沈殿物は 70%エタ

ノールで洗浄後乾燥させ、純水または TE緩衝液に溶解した。 

 

(2) キットを使用したシークエンス反応用プラスミドの少量調製 

プラスミド抽出キット Fastgene plasmid mini prep kit 日本ジェネティクス社）

を用いた。形質転換した大腸菌を、抗生物質を含む 2×YT 液体培地 1.5 ml で一

晩培養し、室温 約 25℃）で 13,000 rpm、2分間遠心して菌体を回収した。得ら

れたペレットを、RNase Aを添加した再懸濁バッファーmP1（ 200 µl）に懸濁し、

ボルテックスまたはピペッティングにより十分に混和した。次いで、溶解バッフ

ァーmP2（ 200 µl）を加え、チューブを 10回程度穏やかに転倒混合し、室温で 2

分間静置して細胞を溶解した。その後、中和バッファーmP3 300 µl）を加えて

10回転倒混合し、13,000 rpmで 2分間遠心して上清を回収した。得られた上清

を FastGene mPスピンカラムに添加し、13,000 rpmで 30秒間遠心して DNAを

カラムメンブレンに結合させた。続いて、第 1洗浄バッファーmP4 400 µl）を

加えて 13,000 rpm で 30 秒間遠心した後、ろ液を廃棄し、第 2 洗浄バッファー

mP5（ 600 µl）で同様に洗浄した。洗浄後、メンブレンを完全に乾燥させるため、

追加で 2分間遠心を行った。DNAの溶出は、新しい 1.5 mlチューブにカラムを

移し、溶出バッファーmP6（ 50 µl）をメンブレン中央に添加して 2分間静置した

後、13,000 rpmで 2分間遠心することで行った。得られたプラスミド DNA溶液

は、シークエンス反応に供した。 

 

(3) キットを使用した細胞トランスフェクション用プラスミドの大量調製 

プラスミド抽出キットNucleoBond® Xtra Midi EF（ タカラバイオ社）を用いた。

形質転換した大腸菌を抗生物質を含む LB培地 3–5 mlで 8時間培養後、これを

1/1000量希釈して 100–300 mlの LB培地に接種し、37℃、約 300 rpmで 12–16時

間振とう培養した。培養液を 4℃、4,500–6,000×gで 10分間遠心して菌体を回収

し、RNase Aを添加した Resuspension Buffer RES-EF 8–12 ml）に完全に懸濁し

た。次いで、Lysis Buffer LYS-EF 8–12 ml）を加えて 5回穏やかに転倒混合し、

室温で 5分間静置して溶菌させた。続いて、Neutralization Buffer NEU-EF 8–12 

ml）を加えて転倒混合し、中和した後、氷上で 5分間静置した。得られたライセ

ートは、NucleoBond® Xtraカラムフィルターに添加してろ過・清澄化を行い、同

時に DNAをカラムに結合させた。カラムは Equilibration Buffer EQU-EFで平衡

化した後、Filter Wash Buffer FIL-EF（ 5–10 ml）、Wash Buffer ENDO-EF（ 35–90 ml）、

およびWash Buffer WASH-EF（ 15–45 ml）で順次洗浄した。洗浄後、Elution Buffer 

ELU-EF 5–15 ml）を用いてプラスミド DNAを溶出した。溶出液に対し、等量
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の室温イソプロパノール 約 3.5–10.5 ml）を加えて混合し、15,000×g、4℃で 30

分間遠心して DNAを沈殿させた。得られた DNAペレットをエンドトキシンフ

リー70%エタノール 2–5 ml）で洗浄し、15,000×gで 5分間遠心後、室温で乾燥

させた。最後に、TE-EFバッファーまたはエンドトキシンフリー水 適量、通常

100–200 µl）に溶解し、DNA濃度を分光光度計で測定した。 

 

＜7＞ 塩基配列の決定 

塩基配列は ABI SeqStudio（ Thermo Fisher Scientific社）を用いて解析した。PCR

反応は、BigDye Terminator Kitのプレミックス溶液 4 μl、5×シークエンス緩衝液

2 μl、DNA 400 ng、プライマー1.6 pmolを混合し、純水で最終体積を 20 μlとし

た。PCR条件は、96℃で 10秒、50℃で 5秒、60℃で 4分を 1サイクルとし、こ

れを 25サイクル繰り返した。反応後、PCR産物をエタノール沈殿により回収し、

沈殿物を 70%エタノールで洗浄後乾燥させ、25 μl の Formamide Sigma 社）に

溶解した。溶解後、95℃で 2 分間熱変性し、氷上で急冷した試料を用いて ABI 

SeqStudio にて配列決定を行った。得られたデータは、付属ソフトウェアを用い

て解析した。 

 

＜8＞ オリゴヌクレオチドの合成 

Integrated DNA Technologies社に依頼して合成した。合成したオリゴヌクレオ

チドは以下の通りである。 

 

ヒト PPM1D、NQO1遺伝子クローニング用 

HsPPM1D sense1 5’-ATGACAAGgGCGGCCGCatggcggggctgtactcgctg-3’ 

HsPPM1D sense2 5’-ATGACAAGgGCGGCCGCactgacagcccttcctataat-3’ 

HsPPM1D sense3 5’-CAGGGGCCCCTGGGATCCatggcggggctgtactcgctg-3’ 

HsPPM1D sense4 5’-ATGACAAGgGCGGCCGCttagaggtttcagctgagata-3’ 

HsPPM1D sense5 5’-ATGACAAGgGCGGCCGCaattcaacaaacactgtcatg-3’ 

HsPPM1D antisense1 5’-GGGGGGGGCGCTCGAGtcacaggttcaggtataactcatc-3’ 

HsPPM1D antisense2 5’-GGGGGGGGCGCTCGAGtcagcaaacacaaacagtttt-3’ 

HsPPM1D antisense3 5’-GATGCGGCCGCTCGAGtcagcaaacacaaacagtttt-3’ 

HsPPM1D antisense4 5’-GGGGGGGGCGCTCGAGtcatgaggttgtggggagacttgc-3’ 

HsPPM1D antisense5 5’-GGGGGGGGCGCTCGAGtcaaggggttctttcaatttcttg-3’ 

HsNQO1 sense1 5’-AATTGATCCGCGGCCGCatggtcggcagaagagcactg-3’ 

HsNQO1 antisense1 5’-GGGGGGGGCGCTCGAGtcattttctagctttgatctg-3’ 

 

＜9＞ 遺伝子クローニング用 PCR 
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酵素は KOD FXを使用し、下記の組成で PCR反応液を作成した。 

 

KOD FXを利用した PCR反応液組成 総液量：50 μl） 

テンプレート DNA  100 ng  

各プライマー  各 0.3 μM 

2×PCR緩衝液  25 μl 

dNTPs   各 0.4 mM 

KOD FX DNA polymerase 1 U 

滅菌水 

 

PCR反応条件 

目的とする反応産物に応じて、下記の 1）または 2）の条件を使用した。 

条件 1）： 

 94℃、1分→68℃、30秒→72℃、1分）×2サイクル→ 

 94℃、1分→66℃、30秒→72℃、1分）×3サイクル→ 

 94℃、1分→64℃、30秒→72℃、1分）×4サイクル→ 

 94℃、1分→62℃、30秒→72℃、1分）×5サイクル→ 

 94℃、1分→60℃、30秒→72℃、1分）×6サイクル→ 

 94℃、1分→56℃、30秒→72℃、1分）×25サイクル 

 

条件 2）： 

 94℃、1分→68℃、30秒→72℃、2分）×2サイクル→ 

 94℃、1分→66℃、30秒→72℃、2分）×3サイクル→ 

 94℃、1分→64℃、30秒→72℃、2分）×4サイクル→ 

 94℃、1分→62℃、30秒→72℃、2分）×5サイクル→ 

 94℃、1分→60℃、30秒→72℃、2分）×6サイクル→ 

 94℃、1分→56℃、30秒→72℃、2分）×25サイクル 

 

ヒト PPM1D cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D-N用）の PCR反応条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense1 

3’プライマー   HsPPM1D antisense1 

反応条件   条件 1） 

 

ヒト PPM1D cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D-C用）の PCR反応条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 
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5’プライマー   HsPPM1D sense2 

3’プライマー   HsPPM1D antisense2 

反応条件   条件 1） 

 

ヒト PPM1D cDNA pGEX6P1-PPM1D用）の PCR反応条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense3 

3’プライマー   HsPPM1D antisense3 

反応条件   条件 2） 

 

ヒト PPM1D 450-605）cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D (450-605)用）の PCR反応

条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense4 

3’プライマー   HsPPM1D antisense2 

反応条件   条件 1） 

 

ヒト PPM1D 502-605）cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D (502-605)用）の PCR反応

条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense5 

3’プライマー   HsPPM1D antisense2 

反応条件   条件 1） 

 

ヒト PPM1D 396-570）cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D (396-570)用）の PCR反応

条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense2 

3’プライマー   HsPPM1D antisense4 

反応条件   条件 1） 

 

ヒト PPM1D 396-530）cDNA pQCXIP-FLAG-PPM1D (396-530)用）の PCR反応

条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsPPM1D sense2 

3’プライマー   HsPPM1D antisense5 
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反応条件   条件 1） 

 

ヒト NQO1 cDNA pQCXIP-FLAG-NQO1用）の PCR反応条件 

テンプレート DNA  Human cDNA Library mix 

5’プライマー   HsNQO1 sense1 

3’プライマー   HsNQO1 antisense1 

反応条件   条件 1） 

 

＜10＞ サブクローニング 

(1) Calf intestine alkaline phosphatase CIAP）処理ベクターDNAの調製 

ベクターDNA を各制限酵素により完全に分解し、CIAP による 5’末端の脱リ

ン酸化を行った。また必要に応じて Klenow fragmentによる平滑末端化を行った。 

 

(2) インサート DNAの調製 

インサート DNAは、低融点アガロースゲルで分離し、目的断片を回収して使

用した。 

 

(3) In-Fusion反応 

上記で調製したベクターDNA 100 ngとインサート DNA 100 ngを混合し、等

量の 5×In-Fusion HD Enzyme Premix In-Fusion® Snap Assembly Master Mix）を加

え、Total 10 μl、50℃で 15分静置した。 

 

(4) 各コンストラクトの作製 

pQCXIP-FLAG-PPM1D-N、pQCXIP-FLAG-PPM1D-C 

pQCXIP-FLAG-PPM1D (450-605), pQCXIP-FLAG-PPM1D (502-605) 

pQCXIP-FLAG-PPM1D (396-570), pQCXIP-FLAG-PPM1D (396-530) 

pQCXIP-NQO1 

前記 PCR で得られ、低融点アガロースゲルによって精製した PCR 産物を、

ヒト PPM1D遺伝子は NotI、XhoI処理した pQCXIP-FLAGベクターと In-Fusion

反応を行った。ヒト NQO1遺伝子は NotI、XhoI処理した pQCXIPベクターと

In-Fusion反応を行った。 

 

pGEX6P1-PPM1D 

前記 PCR で得られ、低融点アガロースゲルによって精製した PCR 産物を、

BamHI、XhoI処理した pGEX6P1ベクターと In-Fusion反応を行った。 
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＜11＞ タンパク質のポリアクリルアミド電気泳動 SDS-PAGE） 

Mini-PROTEAN TGX Gels、SDS-PAGE泳動緩衝液を用いて、150 Vの定電圧で

およそ 50分行った。 

 

＜12＞ Coomassie brilliant blue CBB）染色 

泳動後、ゲルを CBB 染色液に室温で 30 分間浸した。その後純水で数回洗浄

し、脱色液に浸し、背景と比べてタンパク質のバンドが鮮明になるまで洗浄を続

けた。 

 

＜13＞ ウエスタンブロット 

ウェットタイプのウエスタンブロット装置を使用した。PVDF膜は事前にメタ

ノールに 1～2 分間浸し、その後転写緩衝液と濾紙と共に浸した。電気泳動後、

ゲルを取り出し、ウエスタンブロット装置において、陽極側から順にスポンジ→

濾紙→PVDF 膜→ゲル→濾紙→スポンジの順に重ね、100 V の低電圧で 60 分間

転写した。転写後、PVDF膜をブロッキング溶液に浸し、室温で 30分以上振盪

した。ブロッキング後は TBSTで 3回洗浄し、TBSTで希釈した 1次抗体希釈液

に浸して、4℃で一晩、または室温で 2時間抗体反応を行った。1次抗体反応後、

TBSTで 5分間×3回洗浄し、TBSTで希釈した 2次抗体希釈液に浸して室温で 2

時間反応した。その後、TBSTで 5分間×3回洗浄し、ECL Western Blotting Detection 

Reagentsを用いて化学発光反応を行い、X線フィルムに露光して検出した。 

 

＜14＞ 細胞の継代培養 

全ての細胞は、CO2インキュベーター内で、5% CO2、37°Cの条件で培養した。 

HEK293、HEK293T、A549、HeLa細胞は FBSを 10%添加した DMEMで、HCT116

細胞、U2OS細胞は FBSを 10%添加したMcCoy's 5A mediumで、U87MG細胞は

FBS を 10%添加した MEM で、hTERT-RPE1 細胞は FBS を 10%添加した

DMEM/Ham's F-12で培養した。継代は、70-90%コンフルエントとなった細胞の

培地を吸引除去し、培地の約 1/4量の PBSで洗浄した。洗浄後 PBSを吸引し、

培地の約 1/10量のトリプシン/EDTA溶液加えて 37°C、5分間静置し、細胞が底

面から剥離したことを顕微鏡観察により確認後、培地をトリプシン/EDTA 溶液

の 10倍量加えて中和し、この細胞懸濁液の 1/10～1/20量を、予め培地を分注し

ておいたディッシュに加え均一になるよう懸濁し、5% CO2、37°C で培養した。 

 

＜15＞ リポフェクション法を用いた細胞への遺伝子導入 

PEI MAX試薬（ Polysciences社）を用いた。遺伝子導入を行う細胞をあらかじ

め 10 cmディッシュに播き、一晩培養した。導入する DNAをそれぞれ 10 μg分
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注し、DMEMで総量が 500 μlになるよう調整した。作製した DNA混合液に PEI 

MAXを 25 μg加え、15分間室温で静置後、細胞に滴下した。導入後は、5% CO2、

37°Cで培養した。 

 

＜16＞ レトロウイルスを用いた安定発現細胞株作成 

HEK293T細胞をウイルスパッケージング細胞として 10 cmディッシュに播き、

リポフェクション法によりレトロウイルスベクターと pCL10A1を導入した。感

染の標的する細胞は導入前に 10 cm ディッシュに 15～30%コンフルエントで播

いておいた。導入から 48時間後、パッケージング細胞の上清を回収しフィルタ

ーで濾過後、Polybreneを最終濃度 8 μg/mlに調整して感染細胞の培地と交換し、

レトロウイルスを感染させた。さらに 48時間培養した後、適当な抗生物質を含

む培地に置換し、1週間程度培地交換または継代培養を繰り返すことで、安定発

現細胞株を樹立した。 

 

＜17＞ 細胞溶解液の調製 

細胞はディッシュからトリプシン/EDTA 溶液またはセルスクレイパーで剥離

し、15 mlチューブに回収後、4℃、2,500×gで 5分間遠心して沈殿させた。沈殿

した細胞は 1 mlの PBSで懸濁し、1.5 mlチューブに移して再度 4℃、2,500×gで

5 分間遠心し上清を除去した。直ちに溶解を行わない場合は、この状態で-80℃

で保存した。細胞溶解には、300 mM NaClまたは 150 mM NaClを含む細胞溶解

緩衝液を用い、細胞内タンパク質を可能な限り回収する場合は、直接 1×SDSサ

ンプル緩衝液を添加して氷上で溶解した。懸濁後、超音波破砕機を用いて凝集塊

が見えなくなるまで数秒間破砕し、15分間氷上で静置した。1×SDSサンプル緩

衝液を使用した場合はそのままヒートブロックで 100℃、5分間加熱し、使用ま

で-20℃で保存した。それ以外の緩衝液を用いた場合は 4℃、16,200×gで 15分間

遠心して上清を回収し、SDS-PAGE用試料として使用する場合は 1/2量の 3×SDS

サンプル緩衝液を加え、同様にヒートブロックで 100℃、5分間加熱し、使用ま

で-20℃で保存した。免疫沈降に用いる場合の手順は下記に記述する。 

 

 

＜18＞ 免疫沈降実験 

前項で得られた細胞溶解液のうち、1/20量を別の 1.5 mlチューブに移し、1/2

量の 3×SDSサンプル緩衝液を加え、ヒートブロックで 100℃、5分間加熱後、使

用まで-20℃で保存した。残りの溶解液は 1000 µlずつ、50 µlの 50%（ v/v）FLAG 

M2 agaroseを加え、4℃で 1時間転倒混和した後、4℃、4,000 rpmで 1分間遠心

して上清を除去する操作を、溶解液がなくなるまで繰り返した。その後、4℃、



33 

 

6,000 rpmで 10秒間遠心、上清を除去し、800 µlの免疫沈降用洗浄緩衝液で懸濁

する操作を 5 回行った。続いて、免疫沈降用洗浄緩衝液で希釈した 1×FLAG ペ

プチドを 100 µl加え、氷上で 10分間溶出させた。溶出液を回収し、同様の操作

を再度行い、合計 200 µlの溶出液を得た。100 µlは質量分析用に-80℃で保存し、

残りの 100 µl には 1/2 量の 3×SDS サンプル緩衝液を加え、ヒートブロックで

100℃、5分間加熱し、使用まで-20℃で保存した。 

 

 

＜19＞ Cycloheximideを用いた細胞内タンパク質分解実験 

Cycloheximide は真核細胞のタンパク質翻訳阻害剤である。この性質を利用し

て、転写翻訳の影響を排した状態での目的タンパク質の半減期を調べることが

できる。具体的には、50 μg/ml の cycloheximide処理をした細胞を経時的に回収

しそれぞれ細胞溶解液を調製し、目的のタンパク質に対してウエスタンブロッ

トを行った。この際、半減期が観察する期間内よりも十分に長いタンパク質（ 本

研究では vinculinや GAPDHを用いた）を内部標準として同時にウエスタンブロ

ットを行った。また、半減期が観察する期間内で検出可能なタンパク質（ 本研究

では c-Mycを用いた）を陽性対照として同時にウエスタンブロットを行った。 

 

＜20＞ 阻害剤を用いた細胞内タンパク質量測定実験 

MG132（ 10 μM）および Carfilzomib（ 10 μM）をプロテアソーム阻害剤として、

Bafilomycin A1（ 10 nM）および Chloroquine（ 50 μM）をリソソーム阻害剤、TAK-

243（ 250 nM）をユビキチン活性化酵素 E1阻害剤として併記した濃度で用いた。

各阻害剤処理をした細胞を所定の時間後に回収しそれぞれ細胞溶解液を調製し、

目的のタンパク質に対してウエスタンブロットを行った。この際、Vinculinまた

は GAPDHを内部標準として同時にウエスタンブロットを行った。また、ユビキ

チン化およびプロテアソーム依存的に分解を受けるタンパク質 本研究では c-

Myc を用いた）およびリソソーム依存的に分解を受けるタンパク質 本研究で

は NCOA4を用いた）を陽性対照として同時にウエスタンブロットを行った。 

 

＜21＞ 質量分析用サンプル調製 

免疫沈降後の溶出したペプチドを真空遠心で乾燥させ、還元 55 mM ジチオ

スレイトール、95℃で 5分間）、アルキル化（ 10 mM ヨードアセトアミド、室温、

暗所で 20分間）後、0.01％ RapiGest SF存在下でトリプシン 50 ng/μl、37℃で

一晩）で消化をした。トリプシン消化後、TFA で酸性化し、GL-Tip GC および

GL-Tip SDBを用いて固相抽出を行い脱塩した。 
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＜22＞ 質量分析 

脱塩したトリプシン消化物は、EASY-nLC 1000にオンライン接続した Orbitrap 

Eliteにより分析した。移動相は、0.1％ギ酸/水（ 溶媒 A）と 0.1％ギ酸/100％アセ

トニトリル 溶媒 B）を用い、ペプチドを C18 Reprosil分析カラムにロードし、

300nL/minの一定流速で 150分間の 2段階グラジエント（ 溶媒 Bの 0〜35％ 130

分、35〜100％ 5分、100％ 15分）により分離した。イオン化には、液絡電圧 1.6 

kV、キャピラリー温度 200℃を使用した。Orbitrap Elite装置は、Xcaliburソフト

ウェアを使用して、データ依存のMS/MSモードで操作し、m/z 400で 120,000の

分解能で取得したサーベイスキャンを使用した。2から 4の電荷を持つ最も豊富

な上位 10個の同位体パターンを、2.0 m/zの分離ウィンドウでサーベイスキャン

から選択し、規格化衝突エネルギー35 で衝突誘起解離により断片化した。サー

ベイスキャンと MS/MSスキャンの最大イオン注入時間は 60msで、イオンター

ゲット値は 1e6に設定した。 

 

＜23＞ 質量分析データからのタンパク質の同定 

Proteome Discoverer ソフトウェアを使用してピークリストを生成した。

MS/MS スペクトルは SequestHT 検索エンジンを使用して UniProt ナレッジベー

ス（ バージョン 2017_10）に対して検索した。プリカーサーおよびフラグメント

の質量公差はそれぞれ 10ppm および 0.6Da に設定した。メチオニン酸化、タン

パク質アミノ末端アセチル化、Asn/Gln 脱アミド化、Ser/Thr/Tyr リン酸化、Lys

側鎖のジグリシン修飾、Cysカルバミドメチル修飾をデータベース検索用の可変

修飾としてセットした。ペプチドの同定は 1％の偽発見率でフィルタリングした。

ラベルフリー定量（ LFQ）は、プリカーサーイオン定量ノードのプリカーサーイ

オンの強度を用いて計算した。各サンプルの全ペプチドの存在量の合計が同じ

になるように正規化を行った。 

 

＜24＞ siRNAノックダウン 

HEK293T細胞を 6 cm ディッシュに 5x105数ずつ播種し、10 nMの siRNAを

Lipofectamine RNAiMAXを使用して導入した。48時間後に細胞を回収し、1×SDS

サンプル緩衝液を添加して細胞を氷上で溶解した。各緩衝液を加えて懸濁した

後、超音波破砕機にて凝集塊が見えなくなるまで数秒間破砕後、15 分間氷上で

静置した。1×SDS サンプル緩衝液を用いた場合はそのままヒートブロックにて

100℃、5分間加熱し、使用時まで-20℃で保存した。siRNAは、silencer select siRNA

を使用した。 

 

＜25＞ リコンビナント PPM1Dタンパク質の作製 
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pGEX6P1-PPM1D で大腸菌を形質転換し、LB-Ampicillin プレート培地に播種

した。コロニーをピックアップし、37℃で 100 mlの 2×YT培地で 14時間培養し

た。900 mlの 2×YT培地を加えて、さらに 3時間培養後、IPTGを終濃度 0.2 mM

となるように添加し、18℃で 20時間培養を行った。回収した大腸菌を、30 mlの

GST結合緩衝液で懸濁し、French pressure cell pressで破砕した。4℃、16,200×g、

10 分間で遠心して上清を回収し、沈殿物が出現しなくなるまでこれを繰り返し

た。50% v/v）の Glutathione Sepharose Beads 4Bを 1000 μl添加し、4℃、2時間

転倒混和した。GST結合緩衝液で 5回洗浄後、GST-HRV3Cプロテアーゼを添加

し、4℃で一晩転倒混和した。翌日上清を回収した試料で SDS-PAGE、CBB染色

を行い、リコンビナント PPM1Dタンパク質の作製を評価した。 

 

＜26＞ In vitro degradationアッセイ 

0.25 μg の 20S Proteasome タンパク質と 2 ng のリコンビナント PPM1D を In 

vitro degradationアッセイ緩衝液中に混ぜ、30℃で一時間静置した。その後、1/2

量の 3×SDSサンプル緩衝液を加え、ヒートブロックにて 100℃、5分間加熱し、

使用時まで-20℃で保存し、ウエスタンブロット解析を行った。 

 

＜27＞ 細胞生存率アッセイ 

細胞生存率は、Cell Counting Kit-8を用いて評価した。各ウェルに培地 100 µl

中に 1×104個の細胞を播種し、37℃で 48時間培養した。その後、ボルテゾミブ、

GSK2830371、または両者をそれぞれの濃度で添加し、37℃でさらに 48 時間培

養した。培養後、各ウェルに Cell Counting Kit-8試薬を 10 µl添加し、37℃で 1時

間培養した。吸光度は SpectraMax Paradigmを用いて 450 nmで測定した。薬剤非

添加の対照群に対する吸光度の割合をもって生存率を算出した。 

 

＜28＞ 薬剤併用効果の評価 

ボルテゾミブと GSK2830371 の併用効果は、CompuSyn ソフトウェア

 ComboSyn社）を用い、Chou–Talalay法(Chou and Talalay, 1984)に基づいて解析

した。各薬剤の単剤における IC50 値から算出した固定モル比で薬剤を組み合わ

せ、各効果レベル fraction affected, Fa）における併用指数 combination index, CI）

を求めた。CI＜1を相乗効果、CI＝1を相加効果、CI＞1を拮抗効果と判定した。

CompuSynソフトウェアにより、自動的に median-effectプロット、CI–Faプロッ

ト、isobologramを作成した。 

 

＜29＞ ボルテゾミブ耐性細胞株の樹立 

ボルテゾミブ耐性細胞株は、親株細胞をボルテゾミブを含む培地で連続培養
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することで樹立した。ボルテゾミブ濃度は 10〜100 nMの範囲で 5 nMずつ段階

的に上昇させ、合計 30 日間培養した。細胞は 2〜3 日に 1 回継代し、過度の高

密度を避けて維持した。30 日後、最も高濃度のボルテゾミブ存在下で生存した

細胞を回収し、耐性株として保存した。耐性の確認は、親株細胞と同様の方法で

Cell Counting Kit-8を用いて細胞生存率アッセイを行い、ボルテゾミブ処理 48時

間後の IC50値を算出し、親株との比較により評価した。 
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実験結果 

 

1. PPM1Dは短寿命タンパク質である 

 

まず、PPM1Dの分解機構に関与する領域を推定することを目的として、野生

型および複数の変異体 PPM1Dについて、細胞内における安定性を cycloheximide

 CHX）chase assayにより評価した。 

本実験で使用した PPM1D の各アミノ酸配列を図 3A に示す。HEK293T 細胞

および HeLa 細胞は野生型 PPM1D を発現している。HCT116 細胞および U2OS

細胞は、PPM1D遺伝子にナンセンス変異をヘテロ発現しており、野生型 PPM1D

と C 末端欠損変異 PPM1D の双方を有している。また、PPM1D の N 末端領域

 FLAG-PPM1D-N）または C末端領域 FLAG-PPM1D-C）を安定に過剰発現さ

せた HEK293T細胞株を樹立した。 

CHX chase assay の結果、HEK293T 細胞および HeLa 細胞において野生型

PPM1Dは細胞内で速やかに分解された 図 3B, C）。 

HCT116および U2OS細胞において、先行研究では C末端欠損変異 PPM1Dが

野生型に比して高い安定性を示すことが報告されている(Kleiblova et al., 2013)。

本研究でも同様に、C末端欠損変異 PPM1Dは野生型に比べて細胞内で安定化し

ていることが確認された 図 3D, E）。 

さらに、FLAG-PPM1D-C は野生型 PPM1D よりも速やかに分解されることが

明らかとなった 図 3F, G）。これらの結果から、PPM1Dの C末端領域がタンパ

ク質の安定性および分解制御において重要な役割を担っていることが示唆され

た。 
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図 3. PPM1Dは短寿命タンパク質であり、C末端領域が安定性に影響を与える 
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A 本研究で使用した野生型および変異型 PPM1D構築体の模式図。 

B, C HEK293T細胞および HeLa細胞を用いた CHX chase assay（ n = 3）。PPM1D

タンパク質の代表的なウエスタンブロット像 B）および定量結果 C）を示す。

細胞は CHX 50 μg/ml存在下で、各時間培養した。 

D, E HCT116細胞および U2OS細胞を用いた CHX chase assay n = 3）。PPM1D

の C末端欠損変異（ PPM1D-mut）および全長型 PPM1D-FL）の代表的なウエス

タンブロット像 D）および定量結果 E）を示す。細胞は CHX 50 μg/ml存在下

で、各時間培養した。 

F, G FLAGタグ付き PPM1Dの N末端領域 FLAG-PPM1D-N）または C末端領

域 FLAG-PPM1D-C）を安定発現させた HEK293T細胞を用いた CHX chase assay

 n = 3）。PPM1D変異体タンパク質の代表的なウエスタンブロット像 F）およ

び定量結果 G）を示す。細胞は CHX 50 μg/ml存在下で、各時間培養した。 

タンパク質量は vinculin に対して正規化した。定量データは平均値±標準偏差で

示した。 

 

 

2. PPM1Dはプロテアソーム依存的分解を受ける 

 

PPM1Dがプロテアソーム、リソソームのいずれによって分解を受けるか明ら

かにするために、プロテアソーム阻害剤 MG132、Carfilzomib）およびリソソー

ム阻害剤 Bafilomycin A1、Chloroquine）で各種細胞を処理し、PPM1D発現量の

変化を測定した。対照実験として、リソソーム経路で分解されることが知られて

いる NCOA4がリソソーム阻害剤処理により蓄積すること、またユビキチン化依

存的および非依存的な機構の双方を介してプロテアソーム分解を受ける c-Myc

が、プロテアソーム阻害剤処理により蓄積することを確認した(Murai et al., 2018; 

Mancias et al., 2014; Salghetti et al., 1999)。 

野生型 PPM1D を発現している HEK293T 細胞および HeLa 細胞では野生型

PPM1Dはプロテアソーム阻害剤処理によって蓄積し、リソソーム阻害剤処理で

は変化がなかった 図 4A, B）。 

次に野生型 PPM1Dと C末端欠損変異 PPM1Dをヘテロ発現している HCT116

細胞および U2OS細胞では、プロテアソーム阻害剤処理によって野生型 PPM1D

は同様の蓄積を認め、C末端欠損変異 PPM1Dは野生型 PPM1Dの変化に比べて

軽度の蓄積を認め、リソソーム阻害剤処理では両者ともに変化がなかった 図

4C, D）。 

FLAG-PPM1D-N または FLAG-PPM1D-C を過剰発現させた HEK293T 細胞で

は、プロテアソーム阻害剤処理により FLAG-PPM1D-N はゆるやかな蓄積を、
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FLAG-PPM1D-Cは多量の蓄積をみとめ、リソソーム阻害剤処理では変化がなか

った 図 4E, F）。 

 以上のことから PPM1Dの分解はプロテアソーム依存的に制御されており、そ

のメカニズムとして、PPM1Dの C末端が特に重要な役割を担っていることが示

唆された。 
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図 4. PPM1Dはプロテアソーム依存的分解を受ける 

A, B HEK293T細胞および HeLa細胞を、DMSOを溶媒対照として、MG132（ 10 

μM）、Carfilzomib 10 μM）、Bafilomycin A1 100 nM）、Chloroquine 50 μM）で

3時間処理した n=3）。PPM1Dタンパク質の代表的なウエスタンブロット像 A）

および定量結果 B）を示す。 
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C, D HCT116 細胞および U2OS 細胞を同様に 3 時間処理した n=3）。PPM1D

の全長型（ PPM1D-FL）および C末端欠損変異 PPM1D-mut）の代表的なウエス

タンブロット像 C）および定量結果 D）を示す。 

E, F FLAG-PPM1D-Nまたは FLAG-PPM1D-Cを安定発現させた HEK293T細胞

を同様に 3時間処理した（ n=3）。代表的なウエスタンブロット像 E）および定

量結果 F）を示す。 

タンパク質量は vinculin に対して正規化した。定量データは平均値±標準偏差で

示した。 

 

 

3. PPM1Dは N末端と C末端の異なる経路で分解され、C末端のユビキチン化が

C末端のユビキチン非依存的分解を阻害する 

 

PPM1Dのプロテアソーム依存的な分解がユビキチン化に依存しているか検証

するために、ユビキチン活性化酵素 E1阻害剤 TAK-243）で各種細胞を処理し、

PPM1D量の変化を測定した。 

HEK293T細胞および HeLa細胞では野生型 PPM1Dは E1阻害剤処理によって

変化しなかった 図 5A, B）。HCT116細胞および U2OS細胞では、E1阻害剤処

理によって野生型 PPM1Dは変化せず、C末端欠損変異 PPM1Dは HCT116のみ

増加をみとめた 図 5C, D）。このことから、HCT116 細胞における C 末端欠損

変異 PPM1Dの安定性には、ユビキチン依存的分解機構が部分的に関与すること

が示唆された。FLAG-PPM1D-N または FLAG-PPM1D-C を過剰発現させた

HEK293T細胞では、E1阻害剤処理により FLAG-PPM1D-N はゆるやかに蓄積し

たのに対し、FLAG-PPM1D-Cではむしろ減少した 図 5E, F）。 
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図 5. PPM1D の C 末端領域はユビキチン非依存的プロテアソーム依存的分解を
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受ける 

A, B HEK293T細胞および HeLa細胞を、DMSOを溶媒対照として E1ユビキチ

ン活性化酵素阻害剤 TAK-243（ 250 nM）で 3時間処理した n=3）。PPM1Dタン

パク質量の代表的なウエスタンブロット像 A）および定量結果 B）を示す。 

C, D HCT116細胞および U2OS細胞を、DMSOを溶媒対照として TAK-243（ 250 

nM）で 3 時間処理した n=3）。PPM1D の全長型 PPM1D-FL）および変異型

 PPM1D-mut）の代表的なウエスタンブロット像 C）および定量結果 D）を

示す。 

E, F FLAG-PPM1D-NまたはFLAG-PPM1D-Cを過剰発現するHEK293T細胞を、

DMSOを溶媒対照として TAK-243（ 250 nM）で 3時間処理した n=3）。PPM1D

変異体の代表的なウエスタンブロット像 E）および定量結果 F）を示す。 

タンパク質量は vinculin に対して正規化した。定量データは平均値±標準偏差で

示した。 

 

次に、ユビキチン化を阻害した条件下でのプロテアソーム依存的分解の程度

を評価するため、TAK-243 と MG132 で同時に処理した。HEK293T 細胞では、

E1単独阻害では変化しなかった野生型 PPM1Dが、MG132単独処理と同程度に

蓄積した 図 6A, B）。この結果は、野生型 PPM1Dの分解が主として UbInPD経

路によって制御されていること、あるいはユビキチン化阻害によってユビキチ

ン非依存的分解が代償的に亢進することが示唆している。 

FLAG-PPM1D-Nを過剰発現する HEK293T細胞では、E1単独阻害による蓄積

が TAK-243とMG132の併用処理によってさらに増強されることはなかった 図

6C, D）。これは、FLAG-PPM1D-Nの分解が主としてユビキチン化依存的に進行

していることを示唆している。 

一方、FLAG-PPM1D-Cを過剰発現する HEK293T細胞では、E1阻害単独でみ

られた FLAG-PPM1D-Cの減少が、TAK-243とMG132の併用処理によりMG132

単独処理と同程度に回復した 図 6E, F）。これは、ユビキチン化阻害によりユビ

キチン化非依存的プロテアソーム依存的分解が代償的に亢進することを示して

いる。 

また、HCT116 細胞でも、野生型 PPM1D は HEK293T 細胞と同様の変化を示

し、C 末端欠損変異 PPM1D は FLAG-PPM1D-N と同様の変化を示した 図 6G, 

H）。したがって、C末端欠損変異 PPM1Dの分解は主としてユビキチン化依存的

機構によって制御されていることを示している。 

さらに、PPM1D-Cを基に作製した一連の C末端断片 図 6I）を HEK293T細

胞に導入し、同様の解析を行った。PPM1D 450–605）は、PPM1D-C と同様に

E1単独阻害により発現量が減少し、MG132併用処理で回復した 図 6J, K）。一
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方、PPM1D（ 502–605）では E1阻害による減少を示さなかった。このことから、

ユビキチン化によってユビキチン化非依存的プロテアソーム依存的分解が抑制

される機構には、PPM1Dのアミノ酸残基 450–501領域が必要であることが示唆

された 図 6L, M）。さらに、PPM1D（ 396–570）および PPM1D（ 396–530）はい

ずれの阻害処理にも反応を示さず、PPM1D の C 末端 35 アミノ酸がユビキチン

化非依存的プロテアソーム依存的分解に必須であることが明らかとなった 図

6N–Q）。 

以上より、野生型 PPM1Dは、N末端を介したユビキチン化依存的分解と、C

末端 35アミノ酸を介したユビキチン化非依存的プロテアソーム依存的分解の双

方によって制御される。また、アミノ酸 450–501領域は、ユビキチン化依存的機

構を介してユビキチン化非依存的分解経路を抑制する上で必要な領域であるこ

とが示唆された。 
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図 6. TAK-243 と MG132 の併用処理により、ユビキチン依存的および非依存的

分解の両者の調節に関与する PPM1Dの重要な領域の同定 

HEK293Tまたは HCT116細胞を、DMSOを溶媒対照として TAK-243 250 nM）

単独またはMG132（ 10 μM）との併用で 3時間処理した n=3）。PPM1Dタンパ
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ク質量の代表的なウエスタンブロット像 A, C, E, G, J, L, N, P）および定量結果

 B, D, F, H, K, M, O, Q）を示す。 

A, B HEK293T細胞における内在性 PPM1D。 

C–F FLAG-PPM1D-N または FLAG-PPM1D-C を過剰発現する HEK293T 細胞。 

G, H PPM1D 全長型 PPM1D-FL）または変異型 PPM1D-mut）を発現する

HCT116細胞。 

I 本研究で用いた野生型および変異型 PPM1D断片の模式図。 

J–Q 各種 FLAGタグ付き PPM1D欠失変異体 450–605, 502–605, 396–570, 396–

530）を安定発現する HEK293T細胞。 

タンパク質量は vinculin に対して正規化した。定量データは平均値±標準偏差で

示した。 

 

 

4. PPM1Dは 20Sプロテアソームによって直接認識・分解される 

 

PPM1D の C 末端領域を介した分解がユビキチン化非依存的であることから、

PPM1Dが 20Sプロテアソームによって直接分解を受ける可能性を検討した。20S

プロテアソームは、標的タンパク質の非構造化領域 intrinsically disordered 

regions: IDRs）を直接認識してユビキチン化非依存的に分解することが知られて

いる(Ben-Nissan and Sharon, 2014)。そこで、IUPred2A(Mészáros et al., 2018)を用い

て PPM1Dアミノ酸配列中の IDRを予測したところ、約 500号目以降の C末端

領域に高い無秩序性がみとめられ、この領域が PPM1Dの安定性を規定するデグ

ロンとして機能している可能性が考えられた（ 図 7A）。20Sプロテアソームによ

るタンパク質のユビキチン化非依存的分解は NAD(P)H:quinone-oxidoreductase-1 

(NQO1)によって阻害されることが知られている(Moscovitz et al., 2012)。そこで、

20Sプロテアソームが PPM1D分解に果たす役割を検証するため、NQO1阻害剤

であるジクマロールで細胞を処理した。その結果、野生型 PPM1Dの発現量はジ

クマロール処理によって減少した 図 7B）。これは NQO1 阻害が 20S プロテア

ソーム活性を増強し、PPM1Dの直接分解を促進することを示唆しているものと

考えられた。 

さらに、FLAG-PPM1D-N を過剰発現する HEK293T 細胞をジクマロールで処

理したところ、FLAG-PPM1D-N の発現量も低下した 図 8A, B）。この結果は、

C末端を欠損した PPM1Dに対しても、20Sプロテアソーム活性の上昇が分解を

促進しうることを示唆している。ただし、図 6Cおよび 6Dに示すように、通常

条件下では FLAG-PPM1D-N は主にユビキチン依存的に分解される点に留意が

必要である。 
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次に、NQO1の過剰発現が PPM1Dおよび FLAG-PPM1D-Cの安定性に与える

影響を検討した。NQO1を過剰発現する HEK293T細胞では、野生型 PPM1D、c-

Myc、p53 既知の 20Sプロテアソーム基質）の発現量に変化は認められなかっ

た 図 8C, D）。この結果は、HEK293T細胞中の内在性 NQO1がすでに 20Sプロ

テアソーム活性を十分に抑制していることを示唆する。同様の結果は、FLAG-

PPM1D-Cを安定発現する HEK293T細胞においても得られた 図 8E, F）。 

さらに in vitroにて 20Sプロテアソームとリコンビナント PPM1Dを混ぜてイ

ンキュベートしたところ、PPM1D量が減少した（ 図 7C）。以上から、PPM1Dは

20Sプロテアソームによって直接認識され、ユビキチン非依存に分解されること

が示された。 
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図 7. 20Sプロテアソームは PPM1Dを直接認識し、ユビキチン非依存的に分解す
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る 

A PPM1Dの IDRを予測するために、2種類の手法を用いた。青線は IUPred2に

よる解析結果を、紫線は ANCHOR2 による解析結果を示す。スコアが 0.5 を超

える領域は IDRである可能性が高いことを示す。 

B HEK293T細胞をジクマロール 300 μM）で 3時間処理した n = 3）。PPM1D

タンパク質量の代表的なウエスタンブロット像および定量結果を示す。タンパ

ク質量は GAPDHにより正規化した。 

C 精製した PPM1Dおよび 20Sプロテアソームを、MG132 10 μM）存在下ま

たは非存在下で 60分間インキュベートした n = 3）。反応液の一部を抗 PPM1D

抗体でウエスタンブロット解析した。タンパク質量は対照群により正規化した。

定量データは平均値±標準偏差で示した。 
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図 8. ジクマロール処理および NQO1発現が PPM1Dタンパク質量に与える影響 

A, B FLAG-PPM1D-Nを安定発現するHEK293T細胞をジクマロール 300 μM）

で 3 時間処理した n = 3）。PPM1D タンパク質量の代表的なウエスタンブロッ

ト像 A）および定量結果 B）を示す。タンパク質量は GAPDHにより正規化
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した。 

C, D NQO1を安定発現する HEK293T細胞および対照細胞における PPM1Dタ

ンパク質量を解析した。代表的なウエスタンブロット像 C）および定量結果 D）

を示す。タンパク質量は vinculinにより正規化した。 

E, F FLAG-PPM1D-C および NQO1 を共発現する、または FLAG-PPM1D-C の

みを発現する HEK293T細胞における PPM1Dタンパク質量を解析した。代表的

なウエスタンブロット像 E）および定量結果 F）を示す。タンパク質量は vinculin

により正規化した。 

定量データは平均値±標準偏差で示した。 

 

 

5. プロテアソーム活性化因子 PSMD14 および PSME3 は PPM1D の分解を促進

する 

 

PPM1Dは 20Sプロテアソームによって直接認識されて分解を受けることが明

らかとなったが、ジクマロール処理時の野生型 PPM1D量の減少は、50%程度に

留まり、これは c-Myc の減少量と比べてゆるやかであった 図 7B）。NQO1 は

26Sプロテアソームとは結合しないが、20Sプロテアソームとは結合することが

報告されていることから、ジクマロールは 20Sプロテアソームを介して UbInPD

基質の分解を特異的に誘導する可能性が考えられる(Asher et al., 2005)。一方で、

PPM1Dの分解には他のプロテアソーム関連調節因子が関与している可能性も想

定された。そこで、PPM1Dの C末端領域に結合する分子の同定を試みた。 

HEK293T 細胞および FLAG-PPM1D-C を過剰発現させた HEK293T 細胞を

MG132で処理し、抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降を行い、液体クロマトグラフ

-タンデム質量分析法 LC-MS/MS）を行った（ 図 9A）。その結果、19S制御パー

ティクルのサブユニット PSMD14 およびプロテアソーム活性化因子 PSME3 を

FLAG-PPM1D- C結合分子候補として同定した（ 図 9B）。質量分析の結果と一致

して、イムノブロットにおいても PSMD14および PSME3は FLAG-PPM1D-Cと

共沈降した 図 9C）。 

次に、これらの分子が PPM1Dの分解に及ぼす影響を検討するため、HEK293T

細胞において PSMD14および PSME3のノックダウンを行った。その結果、いず

れの分子をノックダウンしても野生型 PPM1D の安定化がみられ、PPM1D の分

解抑制が示唆された 図 9D, E）。また先行研究と一致して、PSME3ノックダウ

ンにより SRC-3(Li et al., 2006)および p21/CDKN1A(Li et al., 2007)の蓄積が確認さ

れた。一方で、PSME3や PSMD14の有無にかかわらずユビキチン非依存的にプ

ロテアソームで分解される c-Myc(Murai et al., 2018)および p53(Asher et al., 2005)



53 

 

には変化がみられなかった。 

さらに、FLAG-PPM1D-C を過剰発現する HEK293T 細胞において同様のノッ

クダウン実験を行ったところ、PSMD14ノックダウンにより FLAG-PPM1D-Cの

明確な蓄積がみられたのに対し、PSME3 ノックダウンでは明らかな影響はみら

れなかった 図 10A, B）。一方、FLAG-PPM1D-N を過剰発現する細胞を用いた

実験では、PSMD14または PSME3いずれのノックダウンによってもタンパク質

量に変化は生じなかった 図 10C, D）。 

以上の結果から、PPM1D の C 末端領域の分解は PSMD14 依存的経路を介し

て促進される一方、PSME3 依存的分解には PPM1D 全長の存在が必要であるこ

とが示唆された。 
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図 9. プロテアソーム活性化因子 PSMD14 および PSME3 は PPM1D のプロテア

ソーム分解を促進する 

A 結合タンパク質同定の実験手順の概略図。HEK293T 細胞において FLAG-

PPM1D-Cを発現させ、MG132 10 μM）で 6時間処理後、抗 FLAG抗体を用い

て免疫沈降を行い、得られたタンパク質を LC–MS/MS解析により同定した。得
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られたデータはラベルフリー定量法により解析した。 

B LC–MS/MS 解析の結果、19S プロテアソーム調節サブユニット PSMD14 お

よびプロテアソーム活性化因子 PSME3が FLAG-PPM1D-Cと相互作用する候補

分子として同定された。PPM1D-Cと相互作用するプロテアソーム関連タンパク

質を示す。ヒートマップは、対照細胞と比較した各タンパク質の相対的発現量を

示す。 

C PSMD14 および PSME3 と FLAG-PPM1D-C の細胞内での相互作用を共免疫

沈降法により解析した n = 3）。FLAG-PPM1D-Cを安定発現する HEK293T細胞

の全細胞溶解液を抗 FLAG 抗体で免疫沈降し、得られた免疫沈降物を FLAG、

PSMD14、PSME3抗体でウエスタンブロット解析した。 

D, E HEK293T細胞に PSME3 n = 6）または PSMD14 n = 3）を標的とする

siRNA を導入した。48 時間後に細胞を回収し、PPM1D、PSME3、PSMD14、

NCOA3/SRC3、CDKN1A/p21、c-Myc、p53 各抗体を用いてウエスタンブロット

解析を行った。代表的なウエスタンブロット像 D）および PPM1Dタンパク質

量の定量結果 E）を示す。タンパク質量は vinculinで正規化した。定量データ

は平均値±標準偏差で示した。 
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図 10. PSME3 および PSMD14 ノックダウンが PPM1D-N および PPM1D-C 変異

体のタンパク質量に及ぼす影響 

A–D FLAG-PPM1D-N A, B）または FLAG-PPM1D-C C, D）を過剰発現する

HEK293T細胞に、PSME3 n = 3）および PSMD14 n = 3）を標的とする siRNA

を導入した。48 時間後に細胞を回収し、FLAG、PSME3、PSMD14、vinculin 各

抗体を用いてウエスタンブロット解析を行った。代表的なウエスタンブロット

像 A, C）および PPM1Dタンパク質量の定量結果 B, D）を示す。タンパク質

量は vinculinで正規化した。定量データは平均値±標準偏差で示した。 

 

 

6. プロテアソームと PPM1Dの同時阻害は悪性腫瘍の進展を効果的に抑制する 

 

プロテアソーム阻害剤は悪性腫瘍の治療薬として用いられている。PPM1Dは

がん促進因子として機能する(Deng et al., 2020)ことから、プロテアソーム阻害に

よる PPM1Dの蓄積が治療薬としての機能を減弱させる可能性が考えられた。そ
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こで、プロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブと、PPM1D 阻害剤である

GSK2830371 の併用が悪性腫瘍の進展を効果的に抑制できると仮説を立て検証

した。 

まず、p53野生型を有する U87MG、A549、HCT116、U2OS細胞を用いて細胞

生存アッセイを行った。これまでの結果と同様に、これらの細胞ではボルテゾミ

ブ処理によって PPM1D量の蓄積がみられた 図 11A, B）。これらの細胞に対し

GSK2830371を併用して細胞死に対する影響を検討したところ、いずれの細胞株

においても単剤投与と比較して、細胞増殖抑制効果が有意に増強された 図 11C, 

D, F, G, I, J, L, M）。 

両阻害剤の併用効果を定量的に評価するため、Chou–Talalay 法を用い

combination index CI）解析を実施した。その結果、Fa値 0.5以上の濃度域にお

いて全ての細胞株で相乗効果 CI < 1）がみとめられた 図 11E, H, K, N）。すな

わち、プロテアソーム阻害剤と PPM1D阻害剤の併用が単剤療法に比べ抗腫瘍効

果を増強することを示唆した。各細胞株における median-effect plot および

isobologramは図 12A–Hに示した。 

次に、この併用効果が腫瘍細胞特異的であるか検討するため、非腫瘍性不死化

細胞である hTERT-RPE1 細胞および HEK293 細胞でも同様の実験を行った。

hTERT-RPE1 細胞では腫瘍細胞と同等の相乗効果がみられたが 図 13A–E）、

HEK293細胞では Fa < 0.9の範囲では相乗効果はみられず 図 13F–J）、併用効果

が細胞種に依存する可能性が示唆された。 
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図 11. プロテアソーム阻害剤の腫瘍抑制効果は PPM1D阻害剤との併用により
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増強される 

A, B U87MG細胞 64 nM）、A549細胞 32 nM）、HCT116細胞 16 nM）、およ

び U2OS（ 32 nM）細胞に対し、溶媒対照として DMSOを用い、ボルテゾミブで

8時間処理した n = 3）。PPM1D変異型 PPM1D-mut）または全長型 PPM1D-

FL）の代表的なウエスタンブロット像 A）および定量結果 B）を示す。各タ

ンパク質量は vinculinで正規化した。 

C–N 各細胞に対して、ボルテゾミブ、GSK2830371、または両者の併用を、そ

れぞれの IC50値に基づく固定モル比で 48時間処理した n = 3）。細胞生存率は

Cell Counting Kit-8 アッセイにより評価した。ボルテゾミブ単剤および

GSK2830371併用時の用量反応曲線を C, F, I, Lに、GSK2830371単剤およびボル

テゾミブ併用時の曲線を D, G, J, Mに示す。データは平均±SDを示す。 

E, H, K, N CompuSyn解析により得られた CIプロットを示す。x軸は影響を受

けた分画 Fa）、y軸は CI値を示す。CI < 1は相乗効果を示す。 

 

 

図 12. p53野生型悪性腫瘍細胞株におけるボルテゾミブと GSK2830371併用効果

の median-effectプロットおよび isobologram 

Median-effectプロット A, C, E, G）および対応する isobologram（ B, D, F, H）を、

U87MG（ A-B）、A549（ C-D）、HCT116（ E-F）、U2OS（ G-H）細胞について、各

薬剤の IC₅₀値に基づく固定モル比でボルテゾミブと GSK2830371を併用処理し、

Chou–Talalay法により作成した。 

Median-effectプロットは、用量反応データが mass-action lawにどの程度適合する

かを評価するものである。Faおよび Fuはそれぞれ影響を受けた分画および影響

を受けなかった分画 Fu = 1 − Fa）を示し、Dは所定の効果を得るために必要な

薬剤濃度を示す。 
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Isobologramは、異なる Faレベルにおける併用用量を理論的加算線と比較したも

のであり、データ点が加算線より下に位置する場合、相乗効果が示唆される。 

 

 

図 13. 非腫瘍性不死化細胞株におけるボルテゾミブと GSK2830371 の併用効果



61 

 

の評価 

HEK293細胞 A-E）および hTERT-RPE1細胞 F-J）において、各薬剤の IC50値

に基づく固定モル比でボルテゾミブおよび GSK2830371 を種々の濃度で併用処

理した。 

A, F ボルテゾミブ単剤および GSK2830371併用時の用量反応曲線。 

B, G GSK2830371単剤およびボルテゾミブ併用時の用量反応曲線。 

C, H Chou–Talalay法に基づく CIプロット。x軸は Fa、y軸は CIを示す。CI < 

1は相乗効果を示す。 

D, I Median-effectプロット。Fuは影響を受けなかった分画 Fu = 1 − Fa）を示

し、Dは所定の効果を得るための薬剤濃度を示す。 

E, J Isobologram。異なる効果レベルにおける薬剤間の相互作用を示す。CI < 1、

またはデータ点が加算線より下に位置する場合、相乗効果があることを示す。 

 

 

7. プロテアソームおよび PPM1D 阻害は、ボルテゾミブ耐性細胞においても相

乗的な効果を示す 

 

ボルテゾミブと GSK2830371 の併用効果が薬剤耐性細胞においても維持され

るかを検証するため、U87MG、A549、HCT116、U2OSの各細胞株に対してボル

テゾミブを含む培地中で 30 日間連続培養し、ボルテゾミブ耐性株を樹立した。

各細胞株における耐性誘導時のボルテゾミブ濃度、および親株と耐性株のボル

テゾミブおよび GSK2830371に対する IC50値を表 1に示す。 

耐性を獲得した後も、すべての耐性細胞株において親株と同様の傾向が観察

された。すなわち、ボルテゾミブと GSK2830371の併用により、いずれか単剤処

理よりも顕著な細胞増殖抑制効果がみとめられた 図 14A, B, D, E, G, H, J, K）。

さらに、Chou–Talalay法を用いた CI解析の結果、すべての耐性株において Fa値

が 0.5以上の領域で相乗効果 CI < 1）が確認された 図 14C, F, I, L）。これらの

耐性株に対する median-effectプロットおよび isobologramを図 15A–Hに示す。 

以上の結果から、プロテアソームと PPM1Dの二重阻害は、ボルテゾミブ耐性

が生じた腫瘍細胞に対しても有効な治療戦略となり得ることが示唆された。 

 

表 1. 親株およびボルテゾミブ耐性細胞株における IC50値および耐性状況の概要 

U87MG、A549、HCT116、U2OSの親株およびボルテゾミブ耐性株を用いて、ボ

ルテゾミブおよび GSK2830371 に対する感受性を細胞生存アッセイにより評価

した。耐性株は、表中に示す濃度のボルテゾミブを含む培地中で段階的に濃度を

上げながら継続培養することで樹立した。 
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 U87MG A549 HCT116 U2OS 

ボルテゾミブ IC50 親株、nM） 16.4 20.2 12.0 9.7 

GSK2830371 IC50 親株、µM） 50.0 31.7 49.9 47.3 

耐性誘導時のボルテゾミブ濃度 nM） 25.0 75.0 50.0 50.0 

ボルテゾミブ IC50 耐性株、nM） 47.7 145.4 43.1 74.8 

ボルテゾミブ IC50倍率 耐性株／親株） 2.91 7.20 3.59 7.71 

GSK2830371 IC50 耐性株、μM） 45.2 29.0 45.9 31.5 

GSK2830371 IC50倍率 耐性株／親株） 0.90 0.91 0.92 0.67 

 

 

図 14. ボルテゾミブ耐性細胞において、ボルテゾミブと GSK2830371 は相乗的

な細胞障害効果を示す 

ボルテゾミブ耐性 BR）細胞を、各薬剤の IC50値に基づく固定モル比で設定し

たさまざまな濃度のボルテゾミブ、GSK2830371、または両者の併用で 48時間処

理した。細胞生存率は Cell Counting Kit-8アッセイにより評価した n = 3）。単

剤処理および併用処理の用量反応曲線を A、B、D、E、G、H、J、Kパネルに示

す。データは平均値 ± SD で示した。CompuSyn 解析によって得られた CI プロ

ットを C、F、I、Lパネルに示す。x軸は影響を受けた分画 Fa）を、y軸は CI

値を示す。CI < 1は、相乗効果があることを示す。 
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図 15. ボルテゾミブ耐性がん細胞株におけるボルテゾミブおよび GSK2830371

併用処理の median-effectプロットおよび isobologram 

ボルテゾミブ耐性 BR）株である U87MG A, B）、A549 C, D）、HCT116 E, 

F）、および U2OS（ G, H）細胞に対し、各耐性株の IC50値に基づいた固定モル比

でボルテゾミブおよび GSK2830371 を種々の濃度で 48 時間処理した。Chou–

Talalay法により median-effectプロット A, C, E, G）および対応する isobologram

 B, D, F, H）を作成した。median-effectプロットは、用量と効果の関係および質

量作用の法則への適合性を評価するものである。Faおよび Fuは、それぞれ作用

を受けた割合および作用を受けなかった割合 Fu = 1 − Fa）を示す。Dは、特定

の効果を得るために必要な薬剤濃度を表す。isobologramは、異なる Faレベルに

おける薬剤併用量と加成性の基準線からの偏差を示しており、基準線より下方

の点は両薬剤間の相乗効果を示す。 
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考察 

 

本研究では、PPM1Dの C末端に存在する IDRがデグロンとして機能し、20S

プロテアソームがこれを直接認識・分解することを明らかにした。さらに、

PPM1Dのアミノ酸残基 450–501の領域が、ユビキチン化を介した UbInPDの抑

制に必須であることを示した。また、PSMD14および PSME3がこの過程を活性

化する役割を担う可能性が示唆された 図 16A）。さらに、プロテアソーム阻害

によって PPM1D が蓄積することが腫瘍細胞の化学療法耐性に寄与していると

仮定し、プロテアソーム阻害剤と PPM1D阻害剤の併用が抗腫瘍効果を高めるこ

とを示した。 

HCT116細胞（ p.L450X）および U2OS細胞（ p.R458X）は、野生型 PPM1Dと

C 末端欠損型変異体の両方をヘテロ発現しており、変異型タンパク質は顕著に

安定化していた。この安定化は、通常 PPM1Dの C末端を標的とする UbInPD経

路による分解からの逃避によるものであると考えられる。一方で、人工的に導入

した変異体 FLAG-PPM1D-N 1–395）の分解速度は、HCT116細胞および U2OS

細胞内の内在性変異体よりも速かった 図 3E, G）。FLAG-PPM1D-N（ 1–395）お

よび HCT116変異体 p.L450X）のいずれも、主としてユビキチン・プロテアソ

ーム系によって分解されることから 図 6C, D, G, H）、アミノ酸 396–449の領域

がユビキチンリガーゼによる認識を妨げている可能性がある 図 16B, C）。 

ユビキチン化による UbInPDの抑制には、2つの機構が考えられる。1つは間

接的な機構であり、ユビキチン化された他の非 PPM1Dタンパク質が、分解装置

との競合、あるいは PPM1Dの UbInPDを促進する因子のユビキチン依存的分解

を介して、PPM1D分解を妨げるというものである。もう 1つは直接的な機構で

あり、PPM1Dの 450–501残基領域のユビキチン化が UbInPDを抑制するという

ものである。この領域には Lys469および Lys480が存在し、これらの部位のユビ

キチン化が PPM1D の C 末端構造を安定化させ、プロテアソームによる認識や

分解処理を阻害する可能性が考えられる 図 16D）。 
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図 16. PPM1Dのタンパク質安定性を調節するメカニズムの模式図 

野生型 PPM1D（ A）、HCT116変異体 p.L450X） B）、PPM1D-N（ C）、PPM1D-

C D）の模式図を示した。 

 

UbInPDは、複数の機構で生じることが知られている。たとえば、20Sプロテ

アソームのサブユニットによる標的タンパク質の直接認識、PSME3（ Proteasome 

Activator 28γ）や Proteasome Activator 200などの制御粒子によるリクルートメン

ト、さらには Rad23、ubiquilin、midnolin といったシャトル因子の関与が報告さ

れている(Makaros et al., 2023; Li et al., 2024; Itakura et al., 2016; Gu et al., 2023)。ま

た、20Sプロテアソームは、変性タンパク質や構造異常タンパク質、さらには IDR
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を有するタンパク質を認識することが知られている(Ben-Nissan and Sharon, 2014; 

Hwang et al., 2011)。本研究では、NQO1阻害剤を用いた実験およびリコンビナン

トタンパク質を用いた in vitro 解析により、PPM1D が 20S プロテアソームによ

って直接分解されることを示した。PPM1Dの分解機構の一部は、その C末端に

位置する IDRが 20Sプロテアソームに直接認識されることに依存していると考

えられる。一方で、ジクマロール処理後の野生型 PPM1Dの減少は、c-Mycに比

べて緩やかであった 図 7B）。この結果から、PPM1D の UbInPD 過程に追加の

補助因子が関与している可能性が考えられ、PPM1D C末端結合タンパク質とし

て PSMD14および PSME3を同定した。実際、PSMD14および PSME3のノック

ダウンにより PPM1Dが安定化したことから、これらの因子が分解促進に寄与し

ていることが確認された。PSMD14 は 19S プロテアソームのサブユニットであ

り、PSME3はプロテアソーム活性化因子である。特に PSME3は、細胞増殖や細

胞周期に関与するタンパク質の分解促進に関わっており(Fesquet et al., 2021)、転

写共活性化因子 SRC-3を 20Sプロテアソームにリクルートしてユビキチン非依

存的に分解させることが報告されている(Li et al., 2006)。同様に、PSME3 は

PPM1Dを 20Sプロテアソームにリクルートすることでその分解を促進している

可能性がある。PPM1Dの C末端には、20Sプロテアソームによって直接認識さ

れる IDRと、PSMD14および PSME3が結合し分解を促進する領域が存在してお

り、これは HCT116 細胞および U2OS 細胞で C 末端欠損変異体が安定化してい

た観察結果と一致する。PPM1D分解を制御するより特異的なデグロンを特定す

るためには、C末端 35残基に含まれる IDRのさらなる解析が必要である。 

 

さらに、本研究結果は、PPM1Dが通常、UbInPDによって恒常的に低レベルに

維持されており、これにより細胞が多様な刺激に迅速に応答できることを示唆

している。たとえば DNA 損傷時には、PPM1D の低い基底レベルが p53 経路の

迅速な活性化を可能にし、細胞周期停止および DNA修復プログラムの誘導を促

す。一方、ユビキチン依存的分解は、より緩徐かつ精密な調節を要する状況、す

なわち応答終結過程における段階的な PPM1D量の制御などに適している。DNA

損傷が修復可能であると判断される場合、ユビキチン非依存的プロテアソーム

経路の抑制により PPM1Dが安定化し、p53活性が段階的に減弱して細胞周期再

進行が可能となる。逆に、損傷が重度で修復不可能な場合には、ユビキチン依存

的プロテアソーム経路が活性化され、PPM1Dが低レベルに維持されることでp53

活性が持続し、アポトーシスなどの不可逆的な細胞運命決定が促される。このよ

うに、2つの分解機構の共存は、刺激の性質や強度、損傷の修復可能性に応じて

PPM1D の分解速度と様式を調節し、p53 活性を精密に制御して適切な細胞運命

を決定する役割を果たしている可能性がある。 
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近年、標的タンパク質分解は疾患関連タンパク質の除去を目的とした創薬分

野で注目を集めている。その中でも、最も確立された技術の一つである PROTAC

 PROteolysis TArgeting Chimera）は、標的タンパク質をユビキチンリガーゼに近

接させ、ユビキチン依存的プロテアソーム分解を誘導する(Békés et al., 2022)。し

かし、PROTAC に利用可能なユビキチンリガーゼの種類は依然として限られて

おり、適用拡大に向けた研究が進められている。その中で、標的タンパク質を小

分子によって直接プロテアソームへリクルートする手法が、ユビキチン非依存

的分解を利用した代替的アプローチとして注目されている。19Sプロテアソーム

のサブユニット PSMD2に結合するリガンドが同定され、このリガンドと BRD4

結合性リガンドをリンカーで連結した二官能性分子が、BRD4を UbInPD経路に

誘導することが報告されている(Bashore et al., 2023)。さらに、HaloTagリガンド

とブロモドメインリガンドからなる二官能性分子を用いて、HaloTagをプロテア

ソームサブユニット RPN13 に融合することで、BRD2 の UbInPD が誘導される

ことが示された(Balzarini et al., 2023)。この分子は BRD2のパラログである BRD4

にも結合可能であったが、その分解は誘導できなかったことから、UbInPDの成

立には特定の構造的条件が必要であることが示唆された。重要な要因の一つと

して、標的タンパク質がプロテアソームにリクルートされた際の立体的配置が

挙げられる。したがって、内在性 UbInPD基質とそれぞれのプロテアソーム受容

体との関係を理解することが、有効な小分子分解誘導薬の設計において重要と

なる。本研究では、PSMD14および PSME3が PPM1D分解を促進することを明

らかにした。これらの分子はプロテアソーム分解促進因子としての役割を持つ

ことから、UbInPD誘導を目的とした将来の創薬標的となる可能性がある。 

 

PPM1D阻害剤に関する既報では、マントル細胞リンパ腫において p53活性化

およびアポトーシス誘導が主要な抗腫瘍機構であることが示されている(Kojima 

et al., 2016)。また、PPM1Dの阻害は乳がん細胞において遺伝毒性ストレスへの

感受性を高め、細胞周期遅延、G2チェックポイント活性化、および p53経路活

性化を介してアポトーシスを促進することが報告されている(Pechackova et al., 

2016)。これらの知見に基づき、PPM1D阻害剤は悪性腫瘍に対する有望な治療薬

候補として注目されている(Pecháčková et al., 2017)。本研究ではさらに、プロテ

アソーム阻害による PPM1Dの蓄積が、C末端欠損変異体で観察される悪性化と

同様に腫瘍細胞の生存に寄与している可能性を検討した。A549、U87MG、

HCT116、U2OS細胞では、ボルテゾミブ処理により PPM1Dタンパク質量が増加

し、ボルテゾミブと PPM1D阻害剤 GSK2830371の併用は細胞増殖を相乗的に抑

制した。Chou–Talalay 法を用いた解析の結果、すべての細胞株において PPM1D
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阻害剤との併用がボルテゾミブの抗増殖効果を相乗的に高めることが確認され

た。特に、高い効果量において相乗効果がより顕著であり、プロテアソームと

PPM1Dの同時阻害が強い増殖圧下で特に有効であることを示唆している。これ

らの結果から、少なくとも野生型 p53 を有する細胞においては、プロテアソー

ムと PPM1Dの併用阻害が腫瘍進行を効果的に抑制する可能性が示された。しか

し、一部の非腫瘍性細胞でも相乗効果がみられたことから、この戦略が悪性細胞

のみならず正常細胞にも影響を及ぼす可能性があり、治療選択性に関する限界

および安全性・特異性のさらなる検討が必要である。このような解決すべき課題

があるものの、本研究の知見は、プロテアソームおよび PPM1Dの同時阻害を新

たな癌治療戦略として追究する強い根拠を提供するものである。 
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結論 

 

1. 本研究全体から得られた新知見 

・プロテアソームによる PPM1D分解には複数の経路が存在し、ユビキチン化が

関与する複雑な制御を受けている 

・PPM1Dは主として UbInPD経路により分解され、この経路では C末端の非構

造化領域がプロテアソームによる認識標的となる。 

・PPM1D C末端における UbInPDは、プロテアソーム調節因子 PSMD14および

PSME3により促進される。 

・アミノ酸残基 450–501 領域のユビキチン化は、PPM1D C 末端を標的とした

UbInPDを抑制している可能性がある。 

・PPM1D N末端はユビキチン化依存的プロテアソーム分解を受ける。 

・アミノ酸 396–449領域が、PPM1D N末端を標的とするユビキチンリガーゼに

よる認識を阻害している可能性がある。 

・PPM1D阻害剤とプロテアソーム阻害剤の併用は抗腫瘍効果を相乗的に増強し、

ボルテゾミブ耐性株においても有効である。 

 

 

2. 新知見の意義 

 本研究は、PPM1Dの分解機構を分子レベルで明らかにし、PPM1D変異を有す

る細胞がどのようにプロテアソーム分解から逃避しているかを解明した。特に、

PPM1Dがユビキチン化非依存的にプロテアソームにより分解される一方で、そ

の分解がユビキチン化依存的に抑制されるという、従来にない制御モデルを提

示した点は重要である。これらの発見は、他のタンパク質分解制御機構の理解に

も応用可能な新たな理論的枠組みを提供する。また、腫瘍細胞の悪性化メカニズ

ムの理解を進展させるとともに、PPM1Dが新たな抗腫瘍治療標的となり得るこ

とを示唆した。さらに、PPM1D阻害剤とプロテアソーム阻害剤の併用による抗

腫瘍効果の相乗増強は、新規治療法開発への重要な足掛かりとなる。 

 

 

3. 今後の研究展開と課題 

UbInPD経路を介した PPM1D分解が、他の細胞ストレス応答経路とどのよう

に連携しているかは未解明である。今後は、系統的なプロテオーム解析を通じて、

分解制御ネットワークを包括的に理解する必要がある。また、PPM1D阻害剤と

プロテアソーム阻害剤の併用療法については、現時点では細胞レベルでの解析
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にとどまっており、in vivoモデルを用いた検証が今後の課題となる。 
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