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研究成果の概要（和文）：  
蛍光タンパク質融合Pin1の基質リン酸化ペプチドへの結合を測定することで簡便なPin1阻害小

分子探索系を構築し、Pin1阻害小分子を探索・単離した。その小分子を用いてPin1の細胞分裂へ

の役割を化学生物学的に解析することを目的とした研究を行った。Pin1の活性は細胞周期の分裂

期からの離脱時におけるリン酸化制御に重要であることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have established a simple screening system for Pin1 inhibitor through the 
measurement of the binding of the fluorescence protein tagged Pin1 and phosphorylated 
target peptides. We have successfully isolated Pin 1 inhibitors and analyzed the role of Pin1 
on the cell cycle progression using them. Pin1 was found to be important for the exit of 
mitosis. 
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１．研究開始当初の背景 

 リン酸化セリンまたはスレオニンの C端の

プロリン特異的に異性化を行う Pin1 は、分

裂期リン酸化の多くが C端にプロリンをもつ

セリン・スレオニンで起こることを考えると、

分裂期リン酸化によるタンパク質構造変化

において中心的な役割を果たすと考えられ

る。実際、Pin1 ノックアウトマウスでは増殖

の遅滞が認められ、siRNA や抗体注入による
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Pin1 阻害は M期開始、進行に影響を与えると

いう報告もあるが、これらの解析は分裂進行

中の細胞に対して行うには難しい技術であ

り、M期開始、進行における Pin1 の役割に関

しても明確な結論が得られているわけでは

ない。PPIase には、Pin1 の属するパルブリ

ンファミリーの他に、シクロフィリンファミ

リー、FK506 結合タンパク質(FKBP)ファミリ

ーがある。サイクロスポリン Aはシクロフィ

リンファミリー、FK506, ラパマイシンは

FKBP ファミリーの PPIase 特異的阻害物質と

して、これらの PPIase の役割の解明に大き

な役割を果たした。同様に、分裂期進行にお

ける Pin1 の役割を明らかにするには Pin1 阻

害剤を用いた化学生物学的アプローチが有

効であることは疑いない。しかし、これまで

報告されてきたPin1阻害剤は、必ずしもPin1

に特異的に働くわけではなく、有効濃度も比

較的高い。最近、低濃度で Pin1 阻害効果の

あるペプチド性阻害剤も報告されたが、細胞

へは浸透できない。 

 PPIase 酵素活性は、主に、基質ペプチドの

異性化状態がキモトリプシンなどのタンパ

ク質分解酵素に対する感受性に影響するこ

とを利用して測定されてきた。この測定系は

系内に異性化酵素と分解酵素が共存する複

雑な系であり、ハイスループットな阻害剤探

索には不適当である。他にペプチドの異性化

状態を蛍光で測定する系もあるが、異性化に

よる蛍光変化が微弱であるため、決して簡便

な探索系とは言えない。従って、Pin1 の特異

的阻害剤を見出すには、Pin1 活性を簡便に測

定できる系を構築することが必要である。 

 われわれは 19 年度に開始した基盤研究 C

で、リン酸化を介したタンパク質間相互作用

のハイスループット阻害小分子探索系を開

発し、分裂期リン酸化酵素 Plk1 のポロボッ

クスドメイン(PBD)に依存するリン酸化特異

的結合を阻害する薬剤を見出し、PBD 依存結

合の細胞分裂期進行における役割を明らか

にしている(JBC, 2009)。 

 Pin1 の N 端にある WW ドメインも他のタン
パク質にリン酸化依存に結合し、この結合を
失う変異導入は Pin1 活性を阻害する。さら
に我々は予備的実験で、PPIase 活性を失う変
異を導入した Pin1 は、野生型に比し WW ドメ
イン依存結合が著しく強くなるという興味
深い現象を見出している。これは、異性化酵
素活性がリン酸化依存結合を解離させるこ
とに働くためと考えられる。すなわち WW ド
メイン依存結合を減少させる小分子のみな
らず上昇させる小分子も Pin1 阻害活性を有

すると考えられる。これらの予備結果を基に、
WW ドメイン依存結合を上昇あるいは減少さ
せるタイプの Pin1 阻害小分子を一度にハイ
スループットに探索する系を構築すること
を中心に本研究を計画した。 

 

２．研究の目的 

細胞増殖期に活性化するリン酸化酵素(CDK, 

MAPK など)は、C 端側にプロリンをもつセリ

ン・スレオニン(Ser-Pro, Thr-Pro)を特異的

にリン酸化する。このリン酸化は細胞分裂進

行に極めて重要であるが、リン酸化がどのよ

うな分子機構で基質タンパク質に影響を与

えるのかはほとんど明らかではない。プロリ

ン異性化酵素 (PPIase; peptidyl prolyl 

cis/trans isomerase)はプロリンを含む結合

を cis/trans異性化してタンパク質の構造変

化を引き起こし、タンパク質活性などを大き

く変化させる酵素である。PPIase の一種であ

る Pin1 はリン酸化したセリン・スレオニン

の C端側のプロリン(pSer-Pro, pThr-Pro)を

特異的に異性化するので、分裂期にリン酸化

される基質タンパク質の構造変化を担う異

性化酵素と考えられている。しかし、現在ま

でのところ、細胞レベルで Pin1 活性を特異

的に阻害できる物質は存在しない。 

 本研究は、蛍光タンパク質融合 Pin1 の基
質リン酸化ペプチドへの結合測定系による
簡便な Pin1阻害小分子探索系を構築し、Pin1
阻害小分子を探索・単離すること、その小分
子を用いて Pin1 の細胞分裂への役割を化学
生物学的に解析することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

①.蛍光標識Pin1融合タンパク質を大腸菌で

大量発現した 

ヒトPin1タンパク質およびその変異体(アミ

ノ酸点変異体およびドメイン欠失体)のN端側

に蛍光タンパク質を融合させたタンパク質を

大腸菌で発現させた。 

②Pin1結合配列リン酸化ペプチドを96ウェル

プレートの各ウェルに共有結合させる。 

Pin1結合配列リン酸化ペプチドは、スレオニ

ン239 をリン酸化したヒトWee1A由来のペプ

チド配列(CQVNINPFpTPDSLL; pTはリン酸化ス

レオニン)を用いた。リン酸化していないスレ

オニンにしたペプチドも合成し、結合しない



 

 

対照として用いた。 

③蛍光タンパク質融合 Pin1 発現大腸菌抽出
液をリン酸化ペプチドを共有結合した 96 ウ
ェルプレートに入れ、結合しなかったタンパ
ク質を洗浄後、結合したタンパク質を蛍光で
定量し、この結合に影響を与える化合物を単
離し、Pin1 酵素活性を阻害する化合物が得ら
れた。 

④Pin1 酵素活性を阻害する化合物を培養細
胞に投与し、細胞周期の進行を解析した。 

 

４．研究成果 

蛍光タンパク質融合Pin1の基質リン酸化ペプ

チドへの結合を測定することで簡便なPin1阻
害小分子探索系を構築し、Pin1阻害小分子を

探索・単離し、その小分子を用いてPin1の細

胞分裂への役割を化学生物学的に解析するこ

とを目的とした研究を行った。Pin1とリン酸

化ペプチドへの結合測定系の構築を行いさら

に化合物の探索を行い、Pin1酵素活性を阻害

する化合物が得られた。 

 この化合物を用いて、Pin1の細胞周期進行

への役割を解析し、Pin1が細胞分裂期からの

離脱時に重要な役割を有することを明らかに

した。 
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