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研究成果の概要（和文）：PTD　(Protein transduction domain) としてはtrans-activator of transcription 
(TAT）を融合させ、さらに間葉系幹細胞膜に発現している接着因子インテグリンα5β1に結合するArg-Gly-Asp
（RGD）を2個N末端に付与した (RGD)2-TAT-Pin1を作成した。Pin1の機能評価は、Pin1-/-；p53-/-マウスより構
築した脂肪由来間葉系幹細胞(Pin1-KO ASC)株を使用した。(RGD)2-TAT-Pin1によるASCの脂肪細胞への分化能は
高まった。骨、軟骨への分化能について現在検討中である。

研究成果の概要（英文）：We prepared for (RGD)2-TAT-Pin1 as an novel Protein transduction domain 
(PTD)-Pin1 consisting of 2 of Arg-Gly-Asp（RGD）motif that binds to the integrin α5β1 expressing 
on mesenchymal stem cell membranes at the N-terminal end, trans-activator of transcription (TAT）and
 Pin1. Function of Pin1 was evaluated with the Pin1-knockout ASC clone prepared from the Pin1-/-；
p53-/- mouse. The differentiation  of ASCs into adipocytes was significantly improved by (RGD)
2-TAT-Pin1. The effect of (RGD)2-TAT-Pin1 on differeantiation of ASC into osteoblasts and 
chondrocytes are being studied.

研究分野： 応用分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
Pin1 が間葉系幹細胞の分化を促進するこ

とは我々の研究で明らかになってきていた。
しかし、Pin1 を大量に発現させると癌化の恐
れがあるので一過的に細胞内の pin1 レベル
を上げるだけにしたかった。そのため遺伝子
導入ではなく、Pin1 タンパク質を直接細胞に
導入することが望まれた。 
我々は、これまでに、細胞膜透過性 Pin1 

（PTD-Pin1）の作成を試みてきたが（Ohashi 
T et al (2010) Biosci Biotechnol Biochem, 
74,2067）、まだ、効率よく細胞内に Pin1 を
導入することに成功していなかった。また、
細胞内に導入された Pin1 と細胞の外に付着
している Pin1 を識別することは、細胞を回
収して Pin1 の量を western blot で測定する
ことや PPIase 活性測定で検討することでは
不可能であることが分かっていた。すなわち、
細胞内に Pin1 が導入されたことは、細胞の
機能が変化することから検討するしかない
ことが分かっていた。 
 
２．研究の目的 
遺伝子を使わないで、酵素 Pin1 を間葉系

幹細胞内に直接導入する方法を確立するこ
とで、間葉系幹細胞の脂肪細胞、骨芽細胞や
軟骨細胞への分化を促進することを可能に
し、組織を安全に速く再構築する技術とし、
再生医療に貢献することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
p53-/-マウスと Pin1-/-；p53-/-マウスの

脂肪から調製した脂肪由来間葉系幹細胞を
培養し株化した Pin1-WT ASC および Pin1-KO 
ASC を構築した。それぞれの細胞の培養液に
PTD-Pin1 を添加した。この方法で高効率に細
胞に導入される PTD の評価を行った。  
PTD-Pin1 としては Pin1 の N末端に TAT 配

列を融合させた TAT-Pin1 ではまだ導入効率
が悪かった。導入効率改良のため、N末端側
に ASC の表面に発現しているインテグリン
α5β11 に結合する Arg-Gly-Asp（RGD）を 2
個付与した (RGD)2-TAT-Pin1 を作成した。終
濃度が 0.5μMになるように PTD-Pin1 を含む
培地でコンフルエントになるまで培養した
Pin1-WT および KO ASC を、脂肪細胞または
骨芽細胞への分化誘導培地に変えて培養を
行った。 
 
４．研究成果 
我々はどのような細胞の機能変化が Pin1 の
細胞への導入を最も正確に評価できるかに
ついて検討することが大変難しいことを実
感した。 
当初は、細胞周期能の回復により評価する

ことを考えた。なぜならば、我々は、Piin1-KO
マウス由来の胎仔線維芽細胞(MEF)は G0停止
からの脱出ができないことを見出していた
からである（Fujimori F et al (1999) Biochem 
Biophys Res Commun, 265, 658）。しかし、

この方法ではMEFの最適条件を検討すること
になってしまう。そこで、我々は間葉系幹細
胞でこの実験を行うことが重要であると考
え、間葉系幹細胞を評価系として最初から使
用することに計画を変更した。 
脂肪細胞から調製した間葉系幹細胞のマ

ーカーである CD105, CD44 陽性の細胞を使用
した。Pin1-WT および Pin1-KO ASC をクロー
ン化するために p53-/-および Pin1-/-；
p53-/-マウスから調製した脂肪由来間葉系
幹細胞株を構築した。Pin1-WT ASC は脂肪細
胞にも骨芽細胞にも分化したが、Pin1-KO ASC 
は分化しにくかった。これらの細胞に Pin1
を高発現させることで WT-Pin1 ASC 株はより
早く、Pin1-KO ASC は分化能を WT と同程度ま
で回復することを目指した。これらの細胞の
機能変化が Pin1 の発現上昇により予想通り
起こることについてはレンチウイルスに
Pin1 cDNAを組み込んで細胞に感染させ、Pin1
を確実に高発現させることで確認できた。 
研究課題にとっては初期の段階で多くの

時間をつかったが、ここで得られた研究成果
は、すでに。間葉系幹細胞の分化機構を調べ
ることに利用された。我々は、ここで確立し
た間葉系幹細胞を用いて、海藻（褐藻類）よ
り抽出したポリフェノールが脂肪細胞への
分化を抑制し、肥満を抑制することを解明し
た(Suzuki A et al （2016）Plos One 11(12):  
e0168830）。またすでにこの細胞を使用した
いという研究者も国内外にいる。 
(RGD)2-TAT-Pin1 添加により、WT-Pin1 ASC

株はより早く脂肪細胞に分化した。また、
Pin1-KO ASC 株は WT-Pin1 ASC 株と同程度ま
で分化能を回復したこれらの結果は、
(RGD)2-TAT-Pin1がWT-Pin1 ASC株とPin1-KO 
ASC 株の両方の間葉系幹細胞に導入されたこ
とを示している。また導入された Pin1 が分
化促進機能を発揮していることは Pin1 が核
内にまで導入できたことを示唆している。 
以上の結果から、(RGD)2-TAT-Pin1 はタン

パク質の導入効率を TAT-Pin1 よりも高めた
ことがわかった。しかし、培地に添加した
(RGD)2-TAT-Pin1 は、最終濃度が 1.25uM と高
濃度であり、PTD-Pin1 を実用的な薬剤とする
にはさらに導入効率を高めるための検討が
必要である。 
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