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研究成果の概要（和文）：脂質代謝調節因子 Lipin1 の機能を制御する新たな因子を同定するた

めに、プロテオミクスの手法を用いて解析した。その結果、解糖系に関わる因子、ユビキチン

－プロテアソームに関わる因子、プロリンの生合成関わる因子が Lipin1 と相互作用していた。

次にユビキチン－プロテアソーム関連因子に着目し、この因子と Lipin1 の詳細な分子機構を解

析した。その結果、Lipin1 タンパク質の安定性はユビキチン－プロテアソーム関連因子によっ

て制御されていた。 

 
研究成果の概要（英文）：We set out to search for novel mechanisms for regulation of Lipin1 
protein by using proteomics analysis. As a result, we have identified the glycolysis 
protein, the ubiquitin-proteasome protein, and the proline biosynthetic protein as novel 
Lipin1 interacting factors. We next examined interaction between Lipin1 and the 
ubiquitin-proteasome protein actually, and to reveal the proteolytic mechanism for Lipin1. 
Our findings suggest that Lipin1 is polyubiqutinated by the ubiquitin-proteasome protein, 
and degraded by ubiquitin-proteasome system. 
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１．研究開始当初の背景 
生体内における脂質代謝の恒常性は、摂取

エネルギーと消費エネルギーのバランスを
厳密に制御することで維持される。このバラ
ンス制御には多種多様の脂質代謝調節因子
が関与しており、これら因子群と細胞間シグ
ナルとが連携して、壮大かつ緻密な脂質調節
ネットワークを構築している。一方、形成さ
れた脂質調節ネットワークが崩壊すると、糖

尿病や高脂血症のような脂質代謝異常が発
生し、最終的に動脈硬化症のような重大な疾
患へと移行する。 
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。具体的には、①細胞質：脂質生合成
過程における酵素であるホスファチジン酸
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ホスファターゼとして働く、②核：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。このように Lipin1
は、従来とは異なった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 がもつ 2つの機能をどのように
使いわけているかほとんどわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Lipin1 と相互作用する因子を
網羅的に同定し、Lipin1 がもつ 2つの脂質代
謝機能の新たな制御メカニズムを解明する
ことを目的とした。また、Lipin1 のもつ脂質
代謝機能を踏まえて、糖尿病や高脂血症のよ
うな脂質代謝異常症の基盤とある肥満を解
消するための新しい治療戦略を提唱するこ
とを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）エピトープタグを融合させた Lipin1
を細胞内に発現させ、免疫沈降法と質量分析
計を用いて Lipin1 の相互作用因子を網羅的
に探索する。 

 
（２）探索した因子が Lipin1 と相互作用す
る詳細な分子機構を免疫沈降法で解析する。
また、その相互作用因子が Lipin1 に与える
機能を検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）Lipin1 の一次構造内には、種間で高度
に保存された N-LIP ドメインと C-LIP ドメイ
ンが存在する（図 1）。C-LIPドメイン内には、
Phosphatidate phosphatase（PAP）酵素サイ
ト（DXDXT）やコアクチベーターモチーフ
（LXXIL）が存在する。また、N-LIP ドメイン
よりも C 末端側には核移行シグナル（NLS）
が存在する。Lipin1 の脂質代謝機能は、細胞
内局在が重要であり、その局在には NLS が関
与する。そこで、エピトープタグの 1つであ
る V5タグを融合させた Lipin1 発現プラスミ
ド（V5-hLipin1）および NLS に変異を加えた
プラスミド（V5-hLipin1 NLS Mut）を作製し
た。 
 

 
図 1 ヒト Lipin1 の一次構造 
 
 
作製した 2つの発現プラスミドをヒト子宮頸

癌 HeLa細胞にリポフェクション法で導入し、
抗 Lipin1 抗体を用いた免疫蛍光染色法で解
析した。その結果、V5-hLipin1 は主に核に局
在し、V5-hLipin1 NLS Mut は主に細胞質に局
在していた。従って、これらのプラスミドを
用いて免疫沈降を行うことで、細胞内局在ご
とに Lipin1 と結合する因子を推察できるよ
うになった。 
 
次に作製した発現プラスミドを HeLa 細胞

に導入し、全細胞全抽出液を調製した。そし
て、調製した細胞抽出液と抗 V5 抗体を用い
て免疫沈降後、得られたサンプルを用いて
Western Blotting と銀染色を行った（図 2）。
その結果、Lipin1 およびそれと共沈した複合
体と予測されるバンドが確認できた。そこで、
このサンプルを用いて LC-MS/MS 解析を行っ
たところ、核と細胞質のシャトルタンパク質
やアポトーシスの際に DNA断片化に関わるタ
ンパク質など Lipin1 と相互作用が報告され
ていない数十個のタンパク質を見出すこと
ができた。 
 

 
図2 野生型またはNLS変異型Lipin1複合体
の精製 A．抗 V5 抗体を用いた Western 
Blotting の結果 B．銀染色法の結果 
 
 
（２）LC-MS/MS 解析の結果から得られた因子
のうち、コントロールと十分な差があると考
えられる 7 個のタンパク質についての cDNA
クローニングを行った。そして、これら候補
タンパク質と Lipin1 との相互作用が実際に
細胞内で行われているか否かを共発現によ
る免疫沈降法で調べた。その結果、解糖系に
関わる因子、ユビキチン－プロテアソームに
関わる因子、プロリンの生合成に関わる因子
が Lipin1 と相互作用していた。 
 
 次 に ユ ビ キ チ ン － プ ロ テ ア ソ ー ム
（Ub-Pro）関連因子に着目し、この因子と
Lipin1 が相互作用する詳細な分子機構の解
析を行った。まず Ub-Pro 因子が結合するモ



 

 

チーフを論文検索し、そのモチーフが Lipin1
に存在するかを調べたところ、Lipin1 の構造
内にそのモチーフがあることがわかった。そ
こで、Lipin1 の Ub-Pro 因子結合モチーフが
実際に Ub-Pro 因子との相互作用に寄与して
いるかを調べることにした。具体的には、
Ub-Pro 因子結合モチーフに変異を加えた
Lipin1 発現プラスミド（V5-hLipin1 Mut）を
作製し、V5-hLipin1 Mut と Ub-Pro 因子との
結合を免疫沈降法で調べた。その結果、
V5-hLipin1 と Ub-Pro 因子間で確認できた結
合が、V5-hLipin1 Mut を用いた場合では観察
されなかった（図 3）。また、図 3と同条件の
サンプルと抗ユビキチン化抗体を用いて
Western Blotting 解析を行ったところ、
Lipin1とUb-Pro因子が共存在下することで、
Lipin1 のポリユビキチン化が起こることが
わかった。 
 

 
図 3 Lipin1 と Ub-Pro の相互作用解析 
 
 
 最後にヒト肝癌由来細胞株とプロテアソ
ーム阻害剤を用いて、内在性 Lipin1 タンパ
ク質の安定性を調べたところ、Lipin1 がプロ
テアソームにより調節されていることがわ
かった。また、プロテアソーム処理を加えた
細胞を細胞質成分と核成分に分画し、Lipin1
タンパク質の安定性を解析したところ、細胞
質画分の Lipin1 がプロテアソームに制御さ
れていた。 
 
 

これらのことから Lipin1 は、今回新たに
見出した Ub-Pro 因子と相互作用することに
より Lipin1 タンパク質の安定性を制御して
おり、この分子機構を介して細胞内の脂肪生
合成の機能を調節していることが予想され
た。従って、この Lipin1 の分解機構を特異
的に活性化することが、肥満に対する新たな
治療戦略となりうる。 
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