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研究成果の概要（和文）：代表的なプロリン異性化酵素であるPin1の発現量は、高脂肪食負荷によって顕著に上昇する
。そこで、Pin1の標的となるタンパクの同定と、その生理的役割及び病態との関連について研究を進めた。その結果、
Pin1はIRS-1、Crtc2、AMPKなどに結合することで、糖・脂質代謝の調節に重要な働きをしていることが示された。また
、Pin1の活性を阻害すると、脂肪細胞分化や脂肪肝およびNASHの進展が抑制されることが判明し、治療ターゲットとな
る可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prolyl isomerase (Pin1) is a unique enzyme which recognizes the pSer/Pro or pThr/P
ro motif and changes the conformations of target proteins. We reported that Pin1 binds to Crtc2 and suppre
sses CRE transcriptional and gluconeogenic activity in the liver. In addition, Pin1 associates with IRS-1,
 a major insulin receptor substrate, and enhances insulin-induced metabolic actions. These events ultimate
ly contribute to the incorporation of excess nutrients into tissues. These findings suggest that inhibitio
n of Pin1 might provide a novel therapy for NASH.
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１．研究開始当初の背景 
わが国を含む世界中の国々において重大

な医療問題となっているインスリン抵抗性
症候の発症には、インスリン抵抗性と慢性炎
症が中心的な役割を果たしている。従って、
インスリン抵抗性や慢性炎症の分子メカニ
ズムの解明、さらにはそれを正常化させる薬
剤の開発は、極めて重要な課題である。 
一方、ヒトやマウスの全ゲノム解読を基盤

にしたプロテオーム解析は、生命現象や病態
の成因解明に大変有用な手段となっている。
細胞刺激に応じて形成されるシグナル伝達
複合体などの機能性タンパク質複合体を質
量分析計を用いて効率よく同定するための
システムは、多段階免疫沈降用のタグの開発、
LC-MS/MS を基盤とするタンパク質の超高感
度同定システム（ダイレクトナノフロー
LC-MS/MS）の整備、極微量タンパク質の前処
理条件の検討などの技術革新によって、飛躍
的な進歩を遂げてきた。 
そこで、我々は、この技術を用いて、複合

体形成を解析することで、新規な代謝調節や
炎症惹起のメカニズムの発見を試みること
となった。 
 

２．研究の目的 
インスリン抵抗性と慢性炎症の分子機構

を解明するために、インスリン作用や慢性炎
症に重要な蛋白の修飾や結合蛋白の同定を
免疫沈降からLC/MSを用いる手法によって網
羅的に同定する手法を駆使してきたが、さら
なる検出精度の向上を目指している。複合体
解析の成果として、我々は、最近、新規の慢
性炎症惹起の分子機構を報告したが、この新
規炎症性複合体形成の意義を、病態モデル動
物を用いた検討に加え、FRET を用いる時空間
的解析を駆使して証明する。さらに、この複
合体解析の系からは、他にも多数の有望な新
規結合タンパクが得られており、細胞レベル
と遺伝子改変マウスを用いた実験を統合的
に行い、これから代謝障害と慢性炎症の新規
メカニズムを見出し、メタボリック症候群に
対する治療標的となる蛋白を同定すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）インスリン作用や炎症シグナル伝達に
重要な蛋白を bait として、結合蛋白の同定
を免疫沈降からLC/MSを用いる手法によって
網羅的に同定する。マウスの臓器からの複合
体分離については、核分画と細胞質分画に分
離した後、多段階免疫沈降用のタグによる精
製を行うことで、細胞内移動についても重要
な情報を同時に得ることが可能となる。また、
GLUT4 やインスリン受容体など細胞内分布の
調節が重要な蛋白については、存在する小胞

を分離し、小胞内構成蛋白を網羅的に同定す
る。 
（２）我々が新規に見出した持続性炎症経
路活性化のメカニズムとメタボリック症候
群との関係を明らかにする。 
（３）網羅的な複合体解析から得られた結
果をインスリン抵抗性のモデル動物との比
較でデータベース化するとともに、重要性
の高い個々の結合蛋白について着目し、生
理的作用を検討する。これには、既に得ら
れている複数のIRS結合蛋白、PTEN結合蛋白、
AS160結合蛋白などを含む。 
（４）さらに、培養細胞への導入、臓器特
異的遺伝子改変マウスを作成し、病態との
関連を検討する。 
（５）重要性の高い遺伝子については、糖
尿病患者における遺伝子解析を行い、新た
なインスリン感受性改善薬のターゲット分
子としての可能性を明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究では代謝や炎症惹起の鍵となるシグ

ナル伝達タンパク群と相互作用する制御タ
ンパク質の同定・機能解析を目指してきた。 
その過程で、代表的なプロリン異性化酵素で
ある Pin1 が、過栄養状態のマウスの肝臓、
筋肉、脂肪組織で顕著に増加することを見出
した。続けて、Pin1 はインスリン受容体基質
（IRS）-1 に結合し、インスリンシグナルを
促進することや、脂肪細胞への分化に必須で
あることを見出した。また、Pin1 は、転写因
子 CREB の co-activator である CRTC に結合
し、肝臓からの糖新生を抑制することも報告

した。さらに、Pin1 は AMPK のγサブユニッ
トに結合することで、AMPK 活性化抑制から脂
肪分解を抑制することも判明した。一方、全
身性 Pin1 KO マウスは、肥満、脂質代謝異常、
非アルコール性脂肪性肝炎、潰瘍性大腸炎の
発症に対して抵抗性を呈することが明らか
となった。以上の結果から、「過栄養状態で
増加した Pin1 は多様な標的タンパク質と相
互作用し、全身レベルでの代謝異常や慢性炎
症の発症に関与する」ことが強く示唆された。 
Pin1 の KO マウスや siRNA 処理によって

Pin1 の発現を抑制された細胞では、Pin1 と
構造が類似したPAR14と名付けられたホモロ



グの発現量が上昇することから、我々は、
Pin1 に加え PAR14 についても Cre-loxP シス

テムを用いた臓器特異的な KO マウスを樹立
した。 
また、Pin1結合タンパクの網羅的同定を行

ってきたが、これらの中で、TFG (Trk-fused 
gene)を見出し、肥満動物で顕著に発現量が
低下することから、代謝や炎症に特に重要で
ある可能性が高いと考えられた。我々はTFG
がPTENにも結合することを見出し、PIP3の脱
リン酸化を介してインスリン感受性を調節
している可能性を推測している。この仮説通
り、TFGがPTENの活性制御に関するタンパク
であった場合、代謝の研究分野の他、癌研究
を含む多分野の発展につながる可能性が考
えられる。その一方、興味深いことに、TFG
は小胞体からゴルジ体への小胞輸送を制御
する可能性を最近、海外のグループが指摘し
ており、TFGの発現量低下が小胞体ストレス
発生を誘導する機序が明らかになる可能性
も推測される。これらの可能性を検討するた
めに、、これについてもCre-loxPシステムを
用いた臓器特異的なKOマウスも樹立し、現在、
これらのマウスを用いて機能解析を進めて
いる状況である。 
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