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研究成果の概要（和文）：IRS-1 結合蛋白としてプロリル異性化酵素 Pin1 を同定した。HepG2
に Pin1 を過剰発現させるとインスリンシグナルの亢進が認められ、ノックアウトすると抑制

が認められた。さらに Pin1 KO マウスはコントロールマウスに比べてインスリン抵抗性を示し、

糖尿病モデルマウスに Pin1 を過剰発現させると血糖値の改善が認められた。以上のことから

Pin1 はインスリンシグナルの調節に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： We identified prolyl isomerase Pin1 as IRS-1 binding protein. Pin1 
overexpression enhanced insulin signaling, while pin1 knockdown suppressed. In addition, 
overexpression of Pin1 in ob/ob mouse liver elevated IRS-1 mediating insulin signaling, 
while Pin1 KO mouse exhibited insulin resistance and glucose intolerance. Taking all of 
these results together, we conclude that Pin1 plays an important role in the enhancement 
of IRS-1 mediating insulin actions. 
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１．研究開始当初の背景 この経路の障害は糖尿病を引き起こすこ

とから、申請者は、これらの経路に結合する
タンパクを同定する目的で、Yeast two 
hybrid 法や cDNA expression library を進
めてきた。その過程で、インスリンシグナル
を形成する key molecule である、IRS-1 と
IRS-2、さらに糖代謝に重要な転写因子に

 細胞現象は、一般的に、多くのシグナル
伝達タンパクと転写因子を多段階に介して
誘導される。肝臓や筋肉の糖代謝の調節には、
インスリン受容体→IRS-1/2→PI 3-キナーゼ
→Akt の経路と、LKB1→AMPK を中心としたエ
ネルギー感知の経路が特に重要である。 



prolyl isomerase 1 (Pin1)が結合すること
を発見した。Pin1 は、リン酸化 Ser/Thr-Pro
の motif に結合し、プロリンの構造を cis 体
から trans 体に変化させることで、タンパク
の立体構造を変化させ、その機能に影響を与
える。また、この構造変化は、種々の protein 
kinaseやphosphataseによるリン酸化や脱リ
ン酸化の受けやすさにも影響を及ぼすこと
が、多くのタンパクについて知られている。
具体的には、Pin1 は細胞周期の調整、DNA 修
復、免疫応答、神経生存など多くの細胞内機
能に関与していることが報告されており、
Pin1 ノックアウトマウスは加齢とともに、神
経細胞の脱落、精巣の萎縮、視神経の減少な
どの症状が認められる。また、ガンや喘息、
アルツハイマー等いくつかの病気に関与す
ることも示唆されている。現在までに、Pin1
の標的タンパク質として多くの重要なタン
パクが報告されており、例えばp53、cyclin D1、
NF-κB、CDC25 などと Pin1 の結合は cell 
cycle や癌化、炎症などに非常に重要である
ことが報告されている。 

しかし、一方、Pin1 が代謝の調節に関わっ
ていることは、未だ全く報告されていない。
我々は、高脂肪食負荷マウスにおいて Pin1
の発現量が増加していることを見出し、Pin1
が糖代謝に重要な役割を担っていると考え
るに至った。 
 

２．研究の目的 
 Pin1 が IRS-1 に結合することにより、イン
スリンシグナルに影響を与えるかについて
検討する。 
３．研究の方法 
 （１）①baitとなるPin1のcDNAをMEFタ

グ付きの発現ベクターのマルチクローニ

ングサイトに挿入し、N末端にMEFタグが取

り付けられた融合タンパク発現ベクター

を作成する。さらに、初代培養脂肪細胞に

効率的には発現させるために、アデノウイ

ルスを作成する。 

②上記のアデノウイルスは、HepG2細胞や

不死化されたヒト肝細胞に導入し、発現さ

せた後、核分画と細胞質分画を分離する。 

③両分画を界面活性剤を含む緩衝液で溶

解し、MEFタグ融合Pin1を含む抽出液を調

整する。 

④抽出液から、以下のMEF法を用いて、高
度に精製されたPin1含有複合体を回収す
る。 
(a)抽出液に、myc-抗体を結合させたセフ
ァロースビーズを加えて、免疫沈降  
を行う。 
(b)ビーズを洗浄後、MEF-蛋白を含む複合

体を、TEVプロテアーゼを用いた 

切断反応により、ビーズから解離させて

上清に回収する。 

(c) 上清にFLAG-抗体を結合させたセフ

ァロースビーズを加えて、再度、免疫沈降

を行う。 

(d)ビーズを洗浄後、MEF-蛋白含有複合体

をFLAG合成ペプチドを加えて、ビーズから

解離させる。 

⑤回収したタンパク質をSDS-電気泳動（銀

染色）で分析する。また、検出したタンパ

ク質バンドをトリプシン処理し、ダイレク

トナノフローLC-MS/MSシステムにより分

析する。また、回収したタンパク質を全体

として評価するために、試料を溶液状態の

まま（SDS－電気泳動を行わずに）トリプ

シン消化し、消化物をLC-MS/MS分析する。

結合蛋白の同定に加え、Pin1との結合に関

与するセリンリン酸化の部位についても

検討する。 

⑥得られたMS/MSスペクトルを、データベ

ース（Masccot）に照合し、タンパク質を

同定する。 

⑦必要に応じて、同定したタンパク質を

MEFタグで標識し、リバースタグ法やダブ

ルタグ法を併用することでデータの信頼

性を検証する。 

（２）Pin1 のインスリンシグナルへの影響。 
Pin1 アデノウイルスを用い、HepG2 に Pin1
を過剰発現させた後、インスリンを添加し、
一定時間後サンプルを回収する。siRNA によ
りノックダウンを行い、同様にサンプルを回
収する。ウエスタンブロッティングにより
IRS-1 Tyr リン酸化や Akt のリン酸化への影
響をみる。また、Pin1 KO マウスや糖尿病モ
デルマウスである ob/ob マウスを用い、GTT
や ITT を行い、マウスでの糖代謝への影響を
検討した。 



（３）Pin1 の糖新生系への影響 
アデノウイルスにより HepG2 に Pin1 を過剰
発現させたのち、フォルスコリン刺激を行い、
CRE 活性への影響を検討する。また、CREB と
CRTC2 の結合や Chip assy を行う。 
４．研究成果 
 （１）方法（１）により、IRS-1 結合蛋白
の同定を試みたところ、銀染色により下の図
に示すように、複数のバンドが確認でき、さ
らに Mass 解析により、Pin1 が同定できた。 
Pin1 と IRS-1 の結合を確認するために、Pin1
と IRS-1のバキュロウイルス及びアデノウイ
ルスを作成し、Sf9 及び HepG2 での過剰発現
系により、検討したところ両細胞において
Pin1 と IRS-1 の結合が確認できた。 
(2)Pin1 と IRS-1 の結合部位を同定するため
に、Pin1 の WW domain と PPIase を含む GST
融合蛋白を作成し、IRS-1 との pull down 
assay を行ったところ、WW domain が IRS-1
と結合することが明らかとなった。また、
IRS-1 の deletion mutant を作成し、Pin1 と
の免疫沈降を行ったところ SAIN domain が
Pin1 との結合に必要であった。さらにこの領
域に含まれる Ser/Pro 配列を Ala に置換した
point mutant を作成し、検討したところ
IRS-1 の Ser434 が Pin1 との結合に必要であ
ることが明らかとなった。 
（３）Pin1 のインスリンシグナルへの影響を
検討するために、HepG2 細胞に Pin1 を過剰発
現させ、インスリン刺激を行ったところ、
Pin1 によりインスリンシグナルの亢進が認
められた。 

一方 siRNA により Pin1 をノックダウンする
とインスリンシグナルの抑制が認められた。

（４）Pin1 ノックアウトマウスはコントロー 
ルマウスに比較してインスリン抵抗性を示
し、糖尿病モデルマウスである ob/ob マウス
に Pin1 を過剰発現させると、耐糖能が改善
された。以上のことから Pin1 は IRS-1 と結
合し、インスリンシグナルに重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。 

 
 
 

(5)Pin1 の糖新生系に対する影響を検討する
ために HepG2 細胞に Pin1 過剰発現後、フォ
ルスコリン刺激により、CRE 活性への影響を
検討した。Pin1 過剰発現により CRE 活性は抑
制され、ノックダウンにより促進した。また、
Pin1過剰発現によりCRTC2と CREBとの結合、
CRTC2 のプロモーターへのリクルートは抑制
された。これらのことより Pin1 は CRTC2 と
結合することにより糖新生系を制御してい
ると考えられる。 
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