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研究成果の概要（和文）：　本研究では、プロリン異性化酵素Pin1と肥満発症との関係について検討を行った。まず、
肥満発症に関係するPin1結合蛋白を探索したところ、AMPKを同定した。 Pin1によるAMPKリン酸化への影響を検討した
ところ、Pin1はAMPKリン酸化を抑制した。また、その作用機序としてAMPによる脱リン酸化保護機構をPin1が解除する
ことで、結果的にリン酸化を抑制することが明らかとなった。
さらに、Pin1 KOマウスの筋肉では、AMPKリン酸化がコントロールマウスと比較して促進されていた。以上より、Pin1
はAMPKを抑制することにより、脂質代謝を制御していると考えられた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we investigated the role of prolyl ismoerase Pin1 in obesity . We 
identified AMPK gamma subunit as a Pin1 binding parter. Pin1 overexpression decreased AMPK 
phosphorylation by 2-deoxy-glucose, while Pin1 knockdown by siRNA enhanced. Pin1 canceled the protective 
effect of AMP on dephosphorylation, resulting in inducing the decrease of AMPK phosphorylation.
Lastly, we examined the phosphorylation levels of AMPK in mice muscle. We found Pin1 deficiency in muscle 
enhanced AMPK phosphorylation.
 In summary, Pin1 regulates lipid metabolisn through decreasing AMPK phosphorylation.

研究分野：代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 肥満症患者は、増加の一途をたどっている
が、現在まで画期的な治療薬はなく、運動療
法と食事療法に依存しているのが現状であ
る。 
 AMPK は α、β、γ の３量体からなり、栄
養飢餓等の低栄養状態時に LKB1 により
T172がリン酸化されることで、活性化する。 
AMPKの活性化は、同化を抑制し、異化を促
進することで、細胞内の ATP を回復させる
方向に働く。AMPKは脂肪酸酸化を促進させ
るため、その活性化剤は肥満抑制につながる
と考えられている。しかしながら、AMPKの
活性化・抑制機構は未だ不明な点が多い。 
 我々が着目しているプロリン異性化酵素
Pin1は、pSer/pThr-Proを含むモチーフに結
合し、プロリンの異性化を行うことにより標
的蛋白の安定性、活性、局在性などを制御し
ている蛋白である(A)。 
 全身性の Pin1 KO マウスは高脂肪食負荷
による体重増加に対して、顕著な抵抗性を示
したことから、Pin1は肥満発症に対して重要
な役割を担っていると考えられた。 

 
２．研究の目的 
 上記のように、Pin1は肥満発症に対して重
要な役割を担っていると考えられたことか
ら、肥満発症に関する Pin1 結合蛋白を探索
したところ、AMPKを同定した。そこで、本
研究では、Pin1を介した AMPK機能制御機
構と肥満との関係を明らかにすることを研
究の目的とした。 
 また、同時に、臓器特異的 Pin1 KO マウ
スを作製し、肥満時の各組織における Pin1
の役割の解明を目的に、解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）Pin1 と AMPK の結合は、293T 細胞
に両プラスミドを過剰発現させた後、免疫沈
降法により検討した。 
（２）LKB1 による AMPK リン酸化に対す
る Pin1の影響は、293T細胞より Pin1含有
または不含のAMPK複合体を調整したのち、
PP2C と反応させ、脱リン酸化を行った。そ
の後、AMPK 複合体を recombinant LKB1
と ATP 存在下で反応させ、ウエスタンブロ

ットにて確認した。 
（３）PP2C による AMPK 脱リン酸化に対
する Pin1 の影響は、上記（２）の方法で
AMPK複合体を調整したのち、recombinant 
PP2Cと反応させた。 
（４）臓器特異的 Pin1 KOマウスは Pin1 ff
マウスと Ins-Cre Tgまたは ap2-Cre Tgと交
配させ、作成した。その後、高脂肪食負荷を
行い、解析した。 
４．研究成果 
（１）Pin1と AMPK subunitとの結合を検
討したところ、Pin1は AMPK と結合
することが明らかとなった。また、Pin1 の
WW domainと AMPK 1の T211-Pro配列
が両者の結合に必要であることが明らかと
なった。 
AMPKは複数の pSer/pThr-Pro 配列が
Pin1との結合に必要であった。 
（２）AMPKの活性化はα subunitのThr172
のリン酸化に依存しているため、Pin1による
AMPKリン酸化への影響について検討した。 
293T 細胞に Pin1 を過剰発現させた後、
2-deoxy-glucose (2-DG)で刺激を行ったとこ
ろ、Pin1は AMPKのリン酸化を抑制するこ
とが明らかとなった。このリン酸化の抑制に
は、Pin1のイソメラーゼ活性が必要であった。
逆に、siRNAで Pin1をノックダウンすると
AMPKのリン酸化は促進した。 
 
（３）LKB1 による AMPK リン酸化を検討
したところ、Pin1 不含 AMPK 複合体では、
AMP添加によるAMPKのリン酸化は促進さ
れたが、Pin1含有複合体では、AMPによる
リン酸化の促進は認められなかった。 
（４）PP2C による AMPK 脱リン酸化を検
討したところ、Pin1不含 AMPK複合体では、
AMP 添加により、脱リン酸化は抑制された
が、Pin1含有複合体では、AMPを添加して

も脱リン酸化の抑制は認められなかった。以
上のことより、Pin1 は AMP による AMPK
リン酸化促進・脱リン酸化抑制機構を解除す

(A) 



ることで、結果的に、AMPKリン酸化を抑制
していると考えられた(C)。 
 
（５）Pin1 KOマウスを用いて、in vivoに
おいてもPin1によるAMPK機能制御が認め
られるか否かについて検討を行った。野生型
マウスと Pin1 KO マウスを絶食後、肝臓と
筋肉を摘出し、AMPKリン酸について検討し
た。 
 その結果、肝臓では、両マウスにおいて顕
著な差は認められなかったが、筋肉において
は、KOマウスの方が AMPKのリン酸化が顕
著に強かった (D)。また、AMPK活性化によ
り、筋肉では、PGC1-alpha等のミトコンド
リア関連遺伝子の発現が誘導されるが、Pin1 
KO マウスの筋肉では、これらの遺伝子の発
現量も高かった。これらのデータと一致する
ように、トリグリセリド含量は、Pin1 KOマ
ウスの方が低かった。 

（６）膵細胞特異的 Pin1 KOマウスとコン
トロールマウスを高脂肪高スクロース食に
20週間負荷したのち、膵島の大きさを比較し
たところ、KO マウスでは膵島の大きさが有
意に小さかった。このことより、肥満による
代償的な膵島の肥大化には Pin1 が重要であ
ることが示唆された。 
（７）脂肪特異的 Pin1 KOマウスを作製し、
コントロールマウスとともに高脂肪食負荷
したところ、KO マウスの方が体重の増加が
抑制された。また、寒冷刺激による熱産生へ
の影響を検討したところ、KO マウスの褐色
脂肪やベージュ脂肪細胞において熱産生関
連遺伝子の発現が有意に高かった(E)。 
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