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研究成果の概要（和文）：脂質代謝経路の調節による質の高い細胞分化誘導法確立の着想から、本研究では脂質
代謝恒常性維持に重要なLipin1 タンパク質の分解制御機構を明らかにすることで、細胞内脂質合成経路の任意
の制御を可能とし、効率的で均一な幹細胞分化誘導法の開発につなげることを目的とした。本解析によりユビキ
チン・プロテアソーム系および栄養シグナル依存的なLipin1分解誘導経路を同定することが出来たことから、
Lipin1分解調節を介した幹細胞分化制御法の試みに関する重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Manipulating lipid biosynthesis in stem cells could be a potential approach 
for highly efficient directed differentiation of mesenchymal stem cells. In this study, we 
identified the molecular mechanisms of the proteasome-dependent degradation of Lipin1 that plays 
critical roles in lipid homeostasis. Our finding will provide insights into the development of novel
 strategies for the directed differentiation of mesenchymal stem cells through Lipin1 protein 
stability control.

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療研究において間葉系幹細胞の応用が進められているが、幹細胞代謝研究領域での脂質代謝調節に焦点を
当てた研究は少ない。薬理学的および遺伝学的アプローチにより脂質合成制御が幹細胞で可能となれば、効率的
な細胞分化誘導のほか移植後細胞の脂肪細胞分化転換抑制にも応用可能となることから、本研究で得られた知見
は高効率かつ安定的な幹細胞分化誘導法開発の基礎となると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯科再生医療において、歯髄幹細胞をはじめとした間葉系幹細胞の応用が進められている。
間葉系幹細胞は中胚葉性組織に由来する体性幹細胞で、骨や血管、心筋、脂肪などの組織の再
構築が可能とされている。幹細胞を用いた再生医療では、一定の細胞集団を維持しつつ目的外
の細胞への分化転換を最小限に止めながら、目的の細胞集団に分化誘導することが求められる
ことから、これまで様々な分化条件の検討による、質の高い分化誘導法確立の試みがなされて
いる。本研究課題では、細胞内代謝調節経路、特に脂質代謝経路変換プログラミング制御を応
用した、効率的な間葉系幹細胞分化誘導法確立の可能性に着目した。 
 
２．研究の目的 
 自己複製能と多分化能をもつ幹細胞は、環境に適応した固有の代謝調節経路を活性化し必要
に応じた代謝産物を産生している。これら代謝変換プログラミングの制御機構を解明すること
は、幹細胞の維持・増幅や効率の良い分化誘導法の確立に重要である。そこで本研究では、細
胞のエネルギー代謝や幹細胞維持に重要であることが考えられている SCFβ-TRCP E3 リガーゼ
複合体の基質受容体サブユニット β-TRCPの機能に着目した。β-TRCPが幹細胞代謝変換制御
因子の量的な調節に関与しているのではないかとの発想のもと、その新規基質の探索を行った
結果、脂質代謝関連酵素 Lipin1 を見いだした。 
  Lipin1 は、トリグリセリド生合成経路中のジアシルグリセロール生成を触媒する一方で、
転写共役因子として脂肪酸酸化関連遺伝子の発現を誘導しており、生体内での脂質代謝恒常性
維持に必須の分子として機能している。本研究では、β-TRCPによる Lipin1タンパク質の分解
調節機構を解明することで、間葉系幹細胞の維持や分化誘導の際に Lipin1 の分解制御を介し
て幹細胞脂質代謝経路の切り換えを可能とし、骨芽細胞などへの効率的な分化誘導法を確率す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) β-TRCPによる Lipin1タンパク質認識機構の分子メカニズムの同定 
 SCFβ-TRCP複合体の基質受容体 β-TRCP は、リン酸化 Ser を含むコンセンサス認識配列（リ
ン酸化デグロン）を認識して基質と結合する。Lipin1一次配列上の β-TRCP結合配列同定のた
め、推定リン酸化デグロン配列の Ser残基を Alaに置換した変異体（Lipin1-S449/453A) を作
製して β-TRCPとの結合の有無を免疫沈降により確認した。さらに、デグロンリン酸化酵素同
定のため、β-TRCP 基質プライミング酵素として報告がある一連のリン酸化酵素を Lipin1 と
個々に 293T細胞に共発現させ、Lipin1 発現減少の有無を調べた。次に、候補として絞り込ん
だリン酸化酵素を用いて、大腸菌で発現させた GST-Lipin1-WTと GST-Lipin1-S449/453Aの
リン酸化反応を行い、それら GSTタンパク質と β-TRCP との結合を GST-pull-down法により
in vitroで確認した。 
 
(2) β-TRCPによる Lipin1タンパク質安定性調節メカニズムの解析 
 内在性 β-TRCPによる Lipin1 安定性調節機構の解析のため、β-TRCPノックダウン細胞で
細胞内 Lipin1タンパク質蓄積の有無を確認した。さらに β-TRCPノックダウン後の Lipin1 タ
ンパク質量の増加が Lipin1 タンパク質安定化によることを証明するため、タンパク質合成阻
害剤（シクロヘキシミド、CHX）処理細胞を用いて、CHX chase アッセイにより Lipin1タン
パク質半減期を解析した。また、野生型とデグロン配列変異型 Lipin1の GST組換えタンパク
質をリン酸化酵素処理したのち、ポリユビキチン化実験を行うことで、β-TRCP に依存的な
Lipin1ポリユビキチン化の直接的な証明を行った。 
 
(3) Lipin1タンパク質分解を誘導する細胞内シグナル経路の同定 
 Lipin1 は、mTORC1 によるリン酸化を受けることで機能が抑制されることが報告されてい
ることから、mTORC1依存的な Lipin1リン酸化が β-TRCPを介した Lipin1分解に寄与して
いる可能性を検討した。mTORC1によるリン酸化部位全てを Ala残基に置換した Lipin1変異
体および、mTORC1 特異的阻害剤 Torin を用いた解析により、mTORC1 による Lipin1 のリ
ン酸化が、β-TRCP依存的な Lipin1分解を促進するか検討した。 
 
(4) Lipin1タンパク質分解経路と脂質合成経路との相互作用の解析  
 脂質合成調節因子である SREBP と Lipin1 との相互作用が報告されていることから、
β-TRCP/Lipin1 経路が SREBP 経路を調節しているか検討するため、β-TRCP ノックダウン
NIH-3T3 細胞を作製して、それに Lipin1 の野生型とデグロン配列変異体を安定発現させ、
SREBP結合エレメントレポーター遺伝子を用いて SREBP活性の計測を行った。また、SREBP
下流標的遺伝子のmRNA発現量を定量することで、同様に Lipin1を介した SREBP転写活性
変化を数値化した。さらに、内在性 β-TRCPと Lipin1をノックダウンし、SREBP下流標的遺
伝子の mRNA 発現量の定量、および細胞内トリグリセリド含量の測定を行った。さらに、細
胞内には数千種類に及ぶ脂肪酸、リン脂質とそれら誘導体が存在することから、リピドミクス
解析により、コントロールおよび β-TRCPノックダウン細胞でそれら脂質群のプロファイリン
グを比較した。 



 
(5) β-TRCP ノックアウト細胞を用いた骨芽細胞分化誘導効率の評価 
 間葉系幹細胞を用いた骨芽細胞分化を指標とした幹細胞分化誘導効率評価の予備実験として、
マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 と CRISPR/Cas9 を用いて β-TRCPノックアウト細胞株
を作製し、骨芽細胞分化誘導効率と β-TRCP/Lipin1 シグナルの骨芽細胞分化における役割に
ついて検討を行った。  
 
４．研究成果 
(1) β-TRCPによる Lipin1タンパク質認識機構の分子メカニズムの同定 
 はじめに、免疫沈降法により、内在性 Lipin1 と β-TRCP 蛋白質が細胞内で相互作用してい
ることを確認した。次に Lipin1における β-TRCP認識部位同定のため、推定 β-TRCPコンセ
ンサス結合配列内の Ser 残基を Ala に置換した Lipin1-S449/453A を作製し、免疫沈降、
GST-pull-downアッセイに供したところ、Lipin1-S449/453Aと β-TRCP間の結合の解離が認
められた。さらに、リン酸化酵素遺伝子導入 293T 細胞での Lipin1 分解アッセイにおいて、
CK1ε 過剰発現による Lipin1 タンパク質の減少が観察され、リン酸化を介して β-TRCP が
Lipin1の分解を調節する機構が示唆された。 
 
(2) β-TRCPによる Lipin1タンパク質安定性調節メカニズムの解析 
 内在性 β-TRCPの Lipin1タンパク質安定性調節への関与を証明するため、NIH3T3および
HeLa細胞で β-TRCPをノックダウンし Lipin1タンパク質量を調べたところ、Lipin1細胞内
蓄積が認められた。さらに β-TRCPノックダウン細胞でCHX chaseアッセイを行ったところ、
β-TRCPノックダウンに伴い、Lipin1タンパク質半減期の延長が認められた。次にこのタンパ
ク質安定性調節がユビキチン化を介していることを調べるため、in vitro および 293T 細胞で
β-TRCPユビキチンアッセイを行なったところ、CK1によるリン酸化に依存的なポリユビキチ
ン鎖の付加が、デグロン変異体 Lipin1 では大きく減少していた。また、293T 細胞への CK1
阻害剤投与により細胞内での Lipin1 ポリユビキチン化の減少が観察された。この結果と一致
して CK1εの過剰発現に伴い Lipin1タンパク質半減期が短縮し、CK1εノックダウン細胞にお
いて Lipin1 半減期が延長することが確認され、β-TRCPと CK1ε による Lipin1 安定性調節へ
の関与が確認された。 
 
(3) Lipin1タンパク質分解を誘導する細胞内シグナル経路の同定 
 Lipin1がmTORC1によるリン酸化を介して機能抑制を受けるとの報告から、β-TRCPによ
る Lipin1 安定化調節に mTORC1 によるリン酸化が関与している可能性について検討した。
mTORC1 のリン酸化サイトに変異を導入した Lipin1 変異体では、Lipin1 野生型と比較して
CK1ε依存的なデグロンリン酸化が減衰し、それに伴い β-TRCP/Lipin1間の結合の消失が観察
された。mTORC1特異的阻害剤 Torin処理細胞においても同様に Lipin1デグロンリン酸化の
減衰と β-TRCP/Lipin1間の結合消失が認められ、それに伴って Lipin1タンパク質半減期の延
長が確認された。このことから、CK1εと β-TRCPに依存的な Lipin1タンパク質の分解には、
mTORC1による Lipin1タンパク質のリン酸化が必要であることが確認された。 
 
(4) Lipin1タンパク質分解経路と脂質合成経路との相互作用の解析 
 β-TRCP依存的なLipin1タンパク質安定性の調節がSREBP活性に及ぼす影響を解析するた
め、β-TRCPノックダウンNIH-3T3細胞で、レポーターアッセイを用いて SREBP転写活性を
計測した。Lipin1 野生型の安定発現株では、β-TRCP ノックダウンに依存的な Lipin1 細胞内
蓄積とそれに伴う SREBP転写活性の低下が観察されたのに対し、デグロン配列に変異を導入
した Lipin1変異体発現細胞では、β-TRCPノックダウンの有無に関わらず変異型 Lipin1の恒
常的な安定化と SREBP転写活性の低下が観察された。さらに、間葉系幹細胞解析のパイロッ
ト実験として、ヒト肝細胞 HepG2の内在性 β-TRCPノックダウン細胞株で細胞内トリグリセ
リド含量を測定したところ、SREBPの転写活性化と細胞内トリグリセリド増加が認められた。
さらに質量分析計によるリピドミクス解析から、β-TRCPをノックダウンした細胞株で、Lipin1
の安定化に伴い、細胞内のほぼ全てのトリアシルグリセロール誘導体の有意な減少が認められ
た。これらのことから、β-TRCPが Lipin1の分解を介して、細胞内脂質合成を促進しているこ
とが証明された。 
 
(5) β-TRCP ノックアウト細胞を用いた骨芽細胞分化誘導効率の評価 
 間葉系幹細胞を用いた分化誘導評価のパイロット実験のため、骨芽細胞様細胞 3T3-E1 で
β-TRCP を CRISPR/Cas9 によりノックアウトした細胞株を用いて分化誘導実験を行った。
β-TRCP1ノックアウト細胞株とコントロール細胞を BMPで 10日間処理することで骨芽細胞
分化を誘導したのち、アルカリフォスファターゼ染色により分化誘導効率の評価を行った。そ
の結果、骨芽細胞分化が β-TRCPをノックアウトした細胞株で対処群に比較してより効率的に
誘導されることが確認され、Lipin1の細胞内での活性の上昇が細胞分化を促進することが示唆
された。今後これらの細胞でさらに Lipin1 をノックアウトしたのちに骨芽細胞分化が抑制さ
れるか解析するとともに、リピドミクス解析により得られたプロファイリングと骨芽細胞分化



の相関について分析を行う。 
 
 以上の解析結果から、mTORC1による Lipin1のリン酸化が、CK1依存的な Lipin1デグロ
ンリン酸化を促進し、さらに次のステップとして β-TRCP による Lipin1 への結合とユビキチ
ン化を誘導することで、Lipin1 タンパク質を分解に導く分子機構が明らかとなった。また、
β-TRCPは Lipin1の分解を誘導することで脂質合成を促進することが示された。本解析結果か
ら、Lipin1 タンパク質安定化に必要な細胞培養条件の同定や Lipin1 タンパク質分解シグナル
分子の阻害が、脂質代謝変換経路調節による効率的な幹細胞分化誘導を試みる上で重要である
と考えられた。 
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