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研究成果の概要（和文）：脂質代謝調節因子Lipin1の細胞内局在を制御する新たな因子を同定するために、細部内光ク
ロスリンク法を用いて解析した。まず、Lipin1の核移行シグナル付近に非天然型アミノ酸を導入した変異型Lipin1を作
製し、この変異型を細胞内に発現させ、光クロスリンクを行った。その後、免疫沈降でLipin1複合体を精製後、質量分
析を行った。その結果、Lipin1のNLS付近に作用する因子として、リン酸化修飾部位を認識するタンパク質が同定でき
た。これらのことから、Lipin1の局在制御に関わる可能性がある新たな因子を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We set out to search for novel factors that control the subcellular localization 
of Lipin1 by using in cell protein photo-cross-linking technique. As a result, we have identified the 
phosphorylated binding protein as novel Lipin1 interacting factor.

研究分野： 代謝制御学
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１．研究開始当初の背景 

Lipin1 は細胞内脂質代謝の恒常性を維持
する鍵因子である。この因子のユニークな点
として、細胞内局在を変化させることで、対
極的な 2つの脂質代謝機能を使い分けること
である（図 1）。具体的には、細胞質において、 
脂質生合成過程における酵素であるホスフ
ァチジン酸ホスファターゼ（PAP）として働
くことで、脂質貯蓄（A）を行う。一方核に
おいて、脂肪酸酸化に関連する遺伝子の発現
を活性化する転写共役因子として働く       
ことで、脂質分解を行う（B）。 

 

 

図 1 細胞内局在の違いによる Lipin1 の機
能 

 

このように Lipin1 は、「脂質を貯蓄する役割
と脂質を分解する役割」をもつ従来にない代
謝調節因子であり、創薬標的としても注目さ
れている。しかしながら、Lipin1 がどのよう
な条件で細胞質から核（あるいは核から細胞
質）に移動しながら、２つの機能を使い分け
ているのかほとんどわかっていない。 

 

Lipin1 タンパク質の細胞内局在について、
その一次構造内に核局在シグナル（NLS）を
有していることから、Lipin1 タンパク質の発
現量が増加すれば、一定の割合で核に移行す
ると予想される。研究代表者はこれまでに、
Lipin1 遺伝子の発現制御メカニズムを解明
し、Lipin1 発現量を効果的に増加する方法を
見出した（Ishimoto et al. J Biol Chem 2009, 

Ishimoto. Yakugaku Zasshi 2011)。この方法
を用いて細胞内の Lipin1 タンパク質量を増
加させたところ、Lipin1 は核に移行せず、細
胞質の Lipin1 量のみが増加するという結果
が得られた。すなわち、Lipin１の NLS は単
独で機能することはできないと考えられる。
また最近の報告では、Lipin1 がリン酸化修飾
や SUMO 化修飾を受けると、Lipin1 の細胞
内局在を変化させるという知見がある。これ
らのことから、Lipin1 の細胞内局在の決定に
は、それをサポートする別の因子が必要であ
ると予測される。 

 

 

２．研究の目的 

上記の背景およびこれまでの研究成果を

もとに、本研究は Lipin1 の細胞内局在を制
御する Lipin1 結合因子を同定する。そして、
細胞質に存在する Lipin1 を核へ移行させる
ことで、細胞内の脂質を減少させる方法を確
立する。本研究の達成は、肥満解消に対する
新たな治療戦略の提唱につながると考えら
れる。 

 

 

３．研究の方法 

「細胞内光クロスリンク法」を用いた
Lipin1 相互作用因子の探索を行う。「細胞内
光クロスリンク法」は、①細胞内で、光クロ
スリンカーとして働く「非天然型アミノ酸」
を、研究対象とするタンパク質に対して部位
特異的に導入し、②細胞に光を照射すること
で相互作用しているタンパク質との間に共
有結合を形成させ、③安定化した複合体を細
胞より抽出・精製し、その構成成分を Western 
Blot もしくは質量分析により解析する手法
である（Nat Methods 2005, J Mol Biol 2011）。 
本研究においては、哺乳類細胞内で実際に

形成されている Lipin1 複合体を共有結合に
よって繋ぎ止めることで、細胞内の生理条件
を反映した相互作用タンパク質を探索する。
そして、探索した因子と Lipin1 との結合を
検証後、Lipin1 の細胞内局在変化について考
察する。 
 
 
４．研究成果 
（１）光クロスリンカーとして非天然型アミ
ノ酸の部位特異的な導入 
「細胞内光クロスリンク法」では、細胞内

で非天然型アミノ酸をタンパク質の望みの
箇所に導入することが可能になっている
（ Nat Protocols 2007, Methods Mol Biol 
2012）。終止コドンの 1 つである UAG コドン
と対合するように設計された tRNA と、それ
に非天然型アミノ酸を特異的に付加するよ
うに設計されたアミノアシル合成酵素変異
体を細胞内に発現させておき、培地中に非天
然型アミノ酸を加えると、目的遺伝子内にあ
らかじめ導入しておいた UAGコドンに対して
非天然型アミノ酸が導入される仕組みであ
る。 
本研究では、Lipin1 のもつ機能ドメインの

うち、細胞内局在に関与する NLSに対してク
ロスリンカーを導入することを試みた。具体
的には、Lipin1 の持つ NLSの周辺部位に UAG
コドンを導入した変異体を 8 種類作製した。
次に、これらのプラスミドを 293 c18細胞株
に一過的に導入し、非天然型アミノ酸存在下
で 20 時間培養後、細胞を回収した。細胞抽
出液を調製後、Lipin1 に付加している FLAG
タグを利用した Western Blot を行ったとこ
ろ、全ての変異型 Lipin1 が発現していた。
これらのことから、全ての変異型 Lipin1 に
非天然型アミノ酸が導入できていることが
わかった。 



（２）Lipin1 結合因子の細胞内光クロスリン
ク法による同定 
 次に作製した変異型 Lipin1 のうち、未知
の Lipin1 相互作用因子と光クロスリンク可
能な変異型を探索した。（１）と同様に、293 
c18 細胞に非天然型アミノ酸を導入した変異
型 Lipin1 を発現させた後、光を照射した。
そして、その細胞を回収し、抗 FLAG 抗体に
よる免疫沈降後、Western Blot を行った。そ
の結果、クロスリンクが成立すると観察させ
るシフトバンドが、複数の変異型 Lipin1 に
おいて存在することが分かった（図 2）。これ
らのことから、作製した変異型 Lipin1 と細
胞内在性の因子がクロスリンクしているこ
と、そしてその内在性因子は Lipin1 の NLS
付近で特異的に結合していることが示され
た。 
 

 
図２ 抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降後の
Western Blot 解析 
 

次に、観察されたシフトバンド量と高い再
現性という点から Mut2 を選別し、このサン
プルが銀染色法で観察できるか調べた（図 3）。
その結果、銀染色のレベルでもシフトバンド
が観察できたため、このバンドを切り出して
質量分析を行った。その結果、リン酸化を認
識して結合するタンパク質が同定された。こ
の同定されたリン酸化結合因子について文
献検索を行ったところ、細胞内局在と関連す
る複数の報告がある。従って、Lipin1 の細胞
内局在とも深く関与する可能性が高いと予
想された。 

 
図３ 抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降後の
銀染色 
 
（３）Lipin1 とリン酸化結合因子との相互作
用解析 
 Lipin1 と候補因子が実際に結合している
か、また光クロスリンクが可能か否かについ

て解析を試みた。候補因子の遺伝子を HeLa
細胞由来の cDNA からクローニング後、哺乳
類細胞で発現できるプラスミドを作製した。
そして、Lipin1 と候補因子を 293 c18細胞株
に共発現後、光クロスリンク、FLAGタグを利
用した免疫沈降を行った。その結果、Lipin1
と候補因子が確実に結合していること、そし
て光クロスリンクによるシフトバンドが可
能であることが明らかとなった（図 4）。今後
は、Lipin1 とその結合因子による細胞内局在
制御を解明していく。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Lipin1 と候補因子の結合解析 

免疫沈降後、候補因子に融合した V5 タグに
対する抗体を用いて Western Blot 解析を行
った。 
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