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凡例 

Pin1         Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 

GSK3                Glycogen synthase kinase 3 

ABC transporter     ATP-binding cassette transporters 

UV                  ultra violet 

MEF                mouse embryonic fibroblast  

Pin1-/-                          Pin1 knockout        

p53-/-                            p53 knockout          

FoxO3               Forkhead Box O3 

AMPK               AMP-activated protein kinase 

FBS                  Fetal bovine serum 

DMSO               Dimethyl sulfoxide 

SDS                  Sodium dodecyl sulfate 

PAGE                Polyacrylamide gel electrophoresis 

MAPs                microtubule associated proteins 
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序章 

身体的健康を保つとは何を意味するのであろうか。それは生体内の恒常性維
持であると考えられる。生体内では常に細胞間・細胞内での情報伝達が繰り返
され、あらゆる刺激、環境、成長などに対して迅速かつ的確に応答できるよう
になっている。しかしこの情報伝達経路が破綻すると、誤った情報伝達が流れ
続けることとなり、これが様々な病気や加齢疾患の元となる老化へと繋がる。
従って情報伝達経路の制御は恒常性維持の要となる。 

細胞内における情報伝達とはつまり蛋白質の活性制御を介したシグナル伝達
である。Peptidyl prolyl cis/trans isomerase NIMA-interacting 1 (Pin1)はリン酸
化されたセリン/スレオニンに続くプロリンを特異的に認識し、異性化を触媒
する酵素である。Pin1 は N 末端側の基質認識部位である WW ドメインと C 末
端側の触媒部位である PPIase ドメインからなる。蛋白質中のプロリンの前に
存在するセリンあるいはスレオニンがキナーゼによってリン酸化されると、
Pin1 はリン酸化部位に結合してプロリン残基の異性化を触媒し、構造変化を促
す 1。その結果、リン酸化蛋白質は活性を有したり、別の蛋白質との相互作用
を有する。リン酸化は生体内の非常に広い範囲で見られることから、Pin1 もま
たこうした生体反応を潤滑に進めるうえで欠かせない蛋白質と考えられる。既
に相互作用の知られている因子としても、p53 や c-Myc などの転写因子、
Cdc25 や CyclinD1 などの細胞周期制御因子、tau や アミロイドβ前駆体など
の神経変性疾患関連因子、GSK3βや IRS1 などの代謝関連因子という具合に幅
広い 2。 

本研究では薬剤耐性制御機構および血小板産生機構に着目し、Pin1 の新奇機
能解析を行うこととした。 
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第一章 

Pin1 による薬剤耐性制御機構 

 

序論 

【背景】 

加齢疾患の中でも癌に罹る確率は極めて高く、生涯で 40~50%もの人が癌に
罹るとされている。現在、癌の主たる治療法には外科療法、放射線療法、化学
療法の 3 つがある。外科療法や放射線療法では局所的な治療の場合有効である
が、血液などの癌や転移の見られる場合などには化学療法による広範囲な治療
が有効である。また、化学療法は外科療法や放射線療法と組み合わせて行われ
ることもあり、非常に幅広く癌治療に用いられている。 

化学療法として用いられる抗癌剤には豊富な種類が存在し、それぞれが特定
のターゲット因子に作用することで癌細胞の細胞増殖阻害や、アポトーシス誘
導を行う。従って、複数の抗癌剤を組み合わせることでより効率的な癌の排除
を行うことも可能である。しかしながらこの治療法は、常に副作用を懸念しな
ければならない。本論文では、化学療法による副作用の一種である薬剤耐性に
関して報告する。 
 
【薬剤耐性の獲得】 
 抗癌剤の長期暴露は、次第にその効果を薄めていく。その原因として、抗癌
剤によって誘導されるアポトーシスの回避機構獲得や、P 糖蛋白質を主とする
ABC トランスポーターの過剰発現、そして遺伝子変異によるターゲット蛋白質
の構造変化などが挙げられる 3。その結果、癌細胞は異なる作用機序を持つ
様々な抗癌剤に対して耐性を持つことが多い。 
 
【薬剤耐性と Pin1】 
 ドキソルビシンなどの抗癌剤や UV によってもたらされる DNA 損傷に対し
て、Pin1 は p53 依存的にアポトーシスの誘導を促しており、Pin1-/-マウスの線
維芽細胞（MEF）では薬剤感受性が低くなることが知られている 4,5。一方で、
Pin1+/-p53-/-および Pin1-/-p53-/-の MEF に対しドキソルビシンを暴露した際に
も Pin1 が欠損している方で薬剤感受性が低いことを当研究室で明らかとして
いた。従って Pin1 は p53 非依存的に薬剤感受性を高める働きを担っているこ
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とが示唆された。 
 当研究室では、その原因を探るために ABC トランスポーターなどが担う薬
剤排出能を解析し、Pin1-/-p53-/-MEF の方では高い薬剤排出能を有しているこ
とを明らかとしていた。そこでこれら MEF における P 糖蛋白質の発現量を解
析した結果、Pin1-/-p53-/-MEF では mRNA レベルで高くなっており、Pin1 が P
糖蛋白質遺伝子の転写を抑制していることが明らかとなっていた。 
 
【P 糖蛋白質】 
 P 糖蛋白質(P-glycoprotein、P-gp)は 12 回膜貫通ドメインおよび 2 つの ATP
結合ドメインを有する ATP 依存的な化合物排出ポンプであり、mdr-1 遺伝子
によってコードされている 6,7。見かけ上の分子量はおよそ 130~180 kDa ほど
であり、糖鎖修飾の違いによって細胞腫間ごとや発現のタイミングによって分
子量は変化する。P 糖蛋白質の最大の特徴は、基質特異性の低さにあり、あら
ゆる毒性物質や薬などを排出してしまう。多剤耐性を獲得した癌細胞株では P
糖蛋白質の過剰発現が見られることからも、P 糖蛋白質の発現制御が薬剤耐性
獲得を阻止する上で重要であると考えられる。 
 薬剤暴露された細胞では、いくつかの転写因子を介して P 糖蛋白質遺伝子の
転写が誘導され、薬剤の排出を行う。 
 
【Forkhead Box O3】 
 DNA 結合領域である Fork head domain を有する FoxO3 は、DNA の
(G/C)(T/A)AA(C/T)AA 領域を認識し転写を制御する因子である 8。FoxO3 は
アポトーシスや酸化ストレス、細胞周期など非常に様々なシグナルに関与して
おり、老化や寿命を左右する因子とされている 9,10。FoxO3 の活性は AKT や
PI3K、AMPK など様々なキナーゼによるリン酸化によって制御されている
他、アセチル化やメチル化などの修飾によっても制御されている 11。そして
FoxO3 は P 糖蛋白質遺伝子の転写も促すことが報告されている 12。 
 
【目的】 
そこで本研究では FoxO3 に着目し、Pin1 による P 糖蛋白質の発現制御機構の
解明を行うこととした。 
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【方法】 

・細胞培養 

HT29（ヒト結腸腺癌株）、HCT116（ヒト大腸癌株）、KF28（ヒト卵巣癌
株）、HeLa（ヒト子宮頸癌株）、A549（ヒト肺胞基底上皮腺癌株）、PANC-1
（ヒト膵臓腺癌株）、MCF7（ヒト乳腺癌株）、SK-BR-3（ヒト乳癌株）、MDA-
MB-231（ヒト乳腺癌株）および HEK293 細胞（ヒト胎児腎細胞）は全て １
０％FBS、１％ペニシリンストレプトマイシン（ナカライテスク）含有
DMEM 培地（ナカライテスク）を用いて 37 °C、５％CO2インキュベーター
内で培養した。 

・薬剤処理 

ドキソルビシン（和光純薬）は DMSO に溶解し、終濃度 0.4 µg/ml で使用し
た。 

・Western blotting 

細胞をプロテアーゼインヒビターカクテル（ナカライテスク）およびホスファ
ターゼインヒビターカクテル（ナカライテスク）の入った SDS サンプルバッ
ファー（62.5 mM Tris-HCl、5% スクロース、2% SDS、5% βメルカプトエ
タノール、pH 6.8）あるいは RIPA バッファー（25 mM Tris–HCl, pH7.6, 
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 1% SDS）に溶解しソニケ
ーション後 20,600 × g、4 °C にて 10 分遠心し上清をサンプルとして回収し
た。SDS－PAGE 後、PVDF 膜に転写し、下記の抗体を用いてたんぱく質の発
現を解析した。Anti-Pin1 antibody（Cell Signaling Technology）、Anti-MDR1 
antibody（santa cruz biotechnology）。二次抗体には HRP conjugated secondary 
antibody を用いた。検出には chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000
（Fuji Film）を用いて確認した。 

・GST-pull down assay 

foxo3 vector をトランスフェクションした HEK293 細胞をプロテアーゼインヒ
ビターカクテル（ナカライテスク）およびホスファターゼインヒビターカクテ
ル（ナカライテスク）の入った Lysis バッファー（50 mM Tris–HCl, pH7.6, 
50 mM NaCl, 1% NP-40, 5 mM EDTA）に溶解しソニケーション後 20,600 × 
g、4 °C にて 30 分遠心し上清をサンプルとして回収した。ライセート、GST
蛋白質または GST-Pin1 蛋白質、およびグルタチオンアガロースビーズ
（QIAGEN）を Binding バッファー（20 mM Hepes pH8.0, 5 mM EDTA, 50 
mM NaCl）中で４°C にて 4 時間インキュベートした。その後 Binding バッフ
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ァーで洗浄し、サンプルバッファーにて溶出した。SDS－PAGE 後、PVDF 膜
に転写し、下記の抗体を用いてたんぱく質の発現を解析した。Anti-Pin1 
antibody（Cell Signaling Technology）、Anti-FKHRL-1 (=FoxO3) antibody
（santa cruz biotechnology）。二次抗体には HRP conjugated secondary 
antibody を用いた。検出には chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000
（Fuji Film）を用いて確認した。 
・共免疫沈降法 

MCF7 細胞を IP buffer（50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5％ sodium 
deoxycholate、1% NP-40、0.1% SDS、pH 8.0）に溶解した。ライセートに
anti-FKHRL1 antibody または normal rabbit IgG (santa cruz biotechnology)を
加え 4°C にてオーバーナイトでインキュベートした。その後 protein A/G 
plus agarose (santa cruz biotechnology)を加え 2 時間インキュベートし、ビーズ
を 3 回洗浄後溶出し Western blotting を行った。 

・FoxO3 レポーターアッセイ 

96well plate に播種した HEK293 細胞に foxo3 vector、pin1 vector、そして
FoxO3 レポーターベクター（BPS Bioscience）をトランスフェクションし、48
時間後に回収した。ルシフェラーゼアッセイには dual luciferase reporter assay 
system (Promega)を用いて、プロトコールの指示に従い行った。 

・統計解析 

統計的数値は means ± SD で表した。また統計的優位差は Student’s t test で求
め、p＜0.05 を統計的に優位な差とした。 
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本論 

１． 癌細胞株における Pin1 と P 糖蛋白質の相関関係 
 
1－1 緒言 

これまでに本研究室では MEF を用いた研究から、Pin1-/-マウスでは P 糖蛋白
質の過剰な発現が明らかとなっていた。そこで、癌細胞株においても Pin1 と P
糖蛋白質の発現に相関がみられるのかを Western blot により解析することとし
た。使用した癌細胞株は以下に示したいくつかの異なる臓器由来の癌細胞株を
用いることとした。HT29（ヒト結腸腺癌株）、HCT116（ヒト大腸癌株）、KF28
（ヒト卵巣癌株）、HeLa（ヒト子宮頸癌株）、A549（ヒト肺胞基底上皮腺癌株）、
PANC-1（ヒト膵臓腺癌株）、MCF7（ヒト乳腺癌株）、SK-BR-3（ヒト乳癌株）、
MDA-MB-231（ヒト乳腺癌株）。 
 
1－2 各種癌細胞株における Pin1 と P 糖蛋白質の発現解析  

各種癌細胞株を 48 時間培養後ライセートにし、Pin1 および P 糖蛋白質の発
現量を Western blotting により解析した（Fig. 1A）。P 糖蛋白質はおよそ 130 kDa
～180 kDa の分子量の位置に見られ、その大きさは修飾状況により変化する。そ
の位置のバンド全てを P 糖蛋白質として Pin1 の発現量とともに定量を行い、相
関グラフを作成した。その結果、Pin1 の発現が多いほど P 糖蛋白質の発現量は
減少している傾向が見られた（Fig. 1B）。また、いくつかの癌細胞株を用いてド
キソルビシンによる P 糖蛋白質の発現応答を解析したところ、Pin1 と P 糖蛋白
質の発現量に、より強い逆相関関係が見られた。（Fig. 1C,D）。 

 
1－3 考察 
 癌細胞株において Pin1 の発現量が多いと P 糖蛋白質の発現量は低い逆相関
を示す結果は、MEF において Pin1 が P 糖蛋白質の発現を抑制するというこれ
までの当研究室で明らかとなっていた研究結果と一致する。さらに抗癌剤であ
るドキソルビシンによる P 糖蛋白質の誘導に対して、より強い Pin1 と P 糖蛋
白質の発現相関が見られた。従って、Pin1 は癌細胞においても P 糖蛋白質の発
現を制御していることが明らかとなった。 
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２． Pin1 による転写因子 FoxO3 の活性制御 
 
2－1 緒言 
 P 糖蛋白質の転写を制御する因子の一つに p53 が存在する。p53 は P 糖蛋白
質の発現を抑制する作用を持ち 13、さらに Pin1 はリン酸化 p53 に作用するこ
とで安定化を促すことが知られている 14。従って、Pin1 が p53 を介して P 糖
蛋白質の発現を抑制していると考えられたが、当研究室ではこれまでの研究か
ら p53 非依存的に Pin1 が P 糖蛋白質を制御していることが示唆されていた。
そこで、P 糖蛋白質の転写を促進する因子であり、リン酸化による活性制御を
受けている FoxO3 に着目した。FoxO3 と Pin1 の相互作用に関しては、結合す
る事のみが報告されている 15。 
 
2－2 Pin1 と FoxO3 の結合解析 
 まず初めに、Pin1 と FoxO3 の結合を確認することとした。HEK293 細胞に
pflag-foxo3 vector を導入し FoxO3 を過剰発現させライセートにした後、精製し
た GST-Pin1 を用いて pull down assay を行った。また、Pin1 W34A 変異体をネ
ガティブコントロールとして用いた。WW ドメイン中に存在する 34 番目のトリ
プトファンに変異を入れることで Pin1 はリン酸化基質との結合能を失う。その
結果、野生型の Pin1 でのみ FoxO3 との結合を確認することができた（Fig. 2A）。 
 次に、内在性の Pin1 と FoxO3 の結合も確認するため、乳癌細胞株 MCF7 を
用いて共免疫沈降を行った。MCF7 ライセートに anti-FoxO3 antibody を加え、
免疫沈降を行った後、ウェスタンブロットにより Pin1 を検出した。その結果、
内在性の Pin1 と FoxO3 も相互作用を有していることが確認できた（Fig. 2B）。 
 
2－3 Pin1 による FoxO3 の転写活性能制御解析 
 Pin1 と FoxO3 の結合を確認できたことから、次に Pin1 による FoxO3 の機
能制御を解析した。HEK293 細胞に pflag-foxo3 vector、FOXO luciferase 
reporter vector、と empty vector, pin1 vector または pin1 w34a vector のいずれ
かを導入し FoxO3 と Pin1 を共発現させ、それぞれの細胞のルシフェラーゼ蛍
光を測定した。その結果、野生型 Pin1 を共発現させた際に蛍光の減少が見ら
れ、Pin1 が FoxO3 の活性を抑制していることが明らかとなった（Fig. 2C）。 
 
2－4 考察 
 Pin1 と FoxO3 の結合に関して、pull down および免疫沈降法により確認がで
きた。さらにいくつかの既知 FoxO3 リン酸化サイトに対して変異（S173A, 
S325A, S344A, S425A, S574A）を入れ Pin1 との結合サイト同定を試みたが、
全ての箇所で Pin1 との結合が見られた(data not shown)。他のリン酸化サイト
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に結合している可能性もあるが、既に Pin1 との相互作用が報告されている同
ファミリーの FoxO4 に対して、Pin1 が複数個所に結合している可能性が示唆
されていることから 15、FoxO3 に対しても複数のリン酸化サイトに Pin1 が結
合している可能性が示唆される。 
 また、本実験から FoxO3 の転写活性能を Pin1 が抑制していることが明らか
となった。FoxO3 によって P 糖蛋白質の転写が促進されることから、Pin1 が
FoxO3 による P 糖蛋白質の転写を抑制していることが示唆された。 
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結論 
   
 本研究では癌の薬剤耐性獲得で問題視されている薬剤排出ポンプ P 糖蛋白質
の発現制御と Pin1 の関係について調べてきた。癌細胞において Pin1 と P 糖蛋
白質の発現は逆相関の関係にあり、P 糖蛋白質の転写因子である FoxO3 が
Pin1 によって負の制御を受けていることが明らかとなった（Fig. 3）。FoxO3
と Pin1 の結合部位を同定することでより詳細な機構の解明が期待される。ま
た、Pin1 が薬剤耐性獲得を防ぐキー蛋白質になりうること、あるいは指標にな
りうることが本研究から期待される。 
 P 糖蛋白質は癌細胞以外でも、脳血管関門で発現し、アルツハイマー病原因
因子であるアミロイドβの排出を行っているという報告がされている 16。これ
は P 糖蛋白質が生理的機能としても重要な役割を担っていることを意味してお
り、Pin1 は薬剤排出だけでなく生理条件下における細胞外への蛋白質排出にも
関与している可能性が示唆された。 
 本研究で着目した FoxO3 は先に述べたように、様々なストレスに応答して
細胞周期やアポトーシス、オートファジーなどを制御し、寿命に関与してい
る。FoxO3 は Pin1 による活性制御を受けることが明らかとなったことから、
薬剤耐性以外の FoxO3 関連シグナル伝達に関しても Pin1 が重要な働きを担っ
ている可能性が示唆された。 
 また、Pin1 は転写因子 Pu.1 を介してグラム陰性菌によってもたらされるエ
ンドトキシンショックを防ぐ働きを有することも我々の研究室で明らかにして
おり 17、薬剤を含め様々な外界からの刺激に対して順応させる作用を Pin1 は
有しているのかもしれない。こうした視点から研究を進めることで Pin1 の新
たな知見獲得が期待される。 
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第二章 

Pin1 による血小板産生機構制御 

 

序論 

【背景】 

微小管はα-tubulin とβ-tubulin のダイマーから構成され、重合・脱重合を
繰り返すことで細胞骨格や紡錘体形成、物質輸送を担っている細胞小器官であ
る。特に細胞骨格や紡錘体形成においては非常にダイナミックな動態を示す
が、これはシグナルを介した様々な微小管関連蛋白質（MAPs）によって制御
されることで可能になっている。従って Pin1 が MAPs を介して微小管制御を
行っていることが期待される。微小管は癌やアルツハイマー病の創薬ターゲッ
トにもなっている一方で、正常細胞への副作用が懸念されている。従って微小
管制御機構の解明がこれら疾患に対してより副作用の低い創薬に繋がると期待
できる。 
 

【血小板産生機構】 

血小板の産生は巨核球によって行われている 18（Fig. 4）。骨髄中に存在する
造血幹細胞から分化した巨核球前駆細胞は巨核芽球を経た後、細胞分裂を伴わ
ない核分裂を繰り返しつつ、細胞質も肥大化していく。こうして成熟した巨核
芽球はやがて巨核球と呼ばれるようになる。成熟した巨核球は血管内へと突起
を伸ばし(胞体突起形成)、その突起先端を切断していく。こうしてできた細胞
断片が血小板となり血液中に産生されていく。血小板を産生した巨核球は細胞
質を失い、最終的にマクロファージによって分解される。 
 

【胞体突起形成】 

胞体突起形成は血小板産生機構の中で非常にダイナミックな構造変化をもた
らす機構であり、また胞体突起形成を制御している転写因子 NF-E2 欠損マウ
スでは血小板数が低下することから 19、この機構は血小板産生に欠かせないも
のであると考えられる。胞体突起形成には微小管やアクチンなどの細胞骨格因
子およびそれらを制御する様々な蛋白質（NF-E2 を含む）が関与している 20。
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近年、MAPs の一つである tau 蛋白質が血小板中に存在していることが報告さ
れており 21,22、従って胞体突起形成に tau も関与していると考えられた。 
 

【tau】 

MAPs の一種である tau は脳で多く発現し、微小管重合を促進したり、微小
管を安定化する働きを担っている。tau は 6 種類のスプライシングバリアント
を持ち、その発現は発育時期によって異なる。tau は主にリン酸化修飾による
機能制御を受け、一般的にはリン酸化により機能が抑制される 23。しかしなが
ら tau のリン酸化サイトは非常に多く存在し、各サイトにおけるリン酸化の意
義は不明な点が多い。tau は天然変性蛋白質であり、通常では特定の構造を取
っていないが、tau のプロリンリッチドメイン中に存在するセリン-プロリンあ
るいはスレオニン-プロリンサイトのリン酸化は tau に特定の構造（ポリプロリ
ンⅡヘリックス）をもたらすと報告されている 24。従って tau のリン酸化はそ
の構造に大きな影響を与えることで機能制御に繋がると考えられる。また、tau
の微小管結合ドメイン中に存在する S262 のリン酸化は微小管との結合の妨げ
になることで機能抑制作用をもたらすと考えられている 25。さらに神経脱落が
観察されるようなアルツハイマー病を含むタウオパチーと呼ばれる疾患では過
剰にリン酸化された tau が凝集した状態にあることから 26、適切な微小管制御
機構には tau の構造制御やリン酸化制御が重要であると考えられる。 

 

【tau と Pin1】 

Pin1 は tau との関わりも深い。tau はリン酸化によって機能が抑制される
が、Pin1 はリン酸化 tau に作用することで脱リン酸化酵素の働きを促進させ、
tau の脱リン酸化を誘導させる 27,28。さらに Pin1 はリン酸化 tau に作用するこ
とで、脱リン酸化を介すことなく直接 tau の微小管重合促進作用を促進するこ
とが報告されている 29。さらに Pin1-/-マウスでは軸索の形成が不安定であるこ
と 27、そしてアルツハイマー病患者の脳では Pin1 が不活性化の状態であるこ
と 30 から Pin1 が tau を介して微小管の制御に深く関わっていると考えられ
る。 
  

【血小板産生機構と Pin1】 

血小板産生機構と Pin1 に関する報告はこれまでない。しかし当研究室では
Pin1-/-マウスの解析結果から①巨核球系細胞数が野生型マウスの 2 倍ほどに増
えていること②血小板数には差がないこと③Pin1-/-マウスの巨核球は胞体突起
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の形成率が低下していることを明らかにしていた。このことは『Pin1 は胞体突
起形成を促進し、巨核球からの血小板産生を促進する』ことを示している。 

 
【目的】 

本研究では胞体突起形成における Pin1 の機能解析を行い、微小管制御機構
の新規知見獲得を目指す。この研究は血小板関連疾患に対する新規創薬や in 
vitro での効率的な血小板産生方法確立に繋がるだけでなく、癌やアルツハイマ
ー病に対する創薬への応用も期待できる。 
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【方法】 

・実験動物 

実験動物の使用に際し東北大学の規定に従った。 

・細胞培養 

ヒト巨核芽球性白血病由来 Meg-01 細胞株は１０％FBS、１％ペニシリンスト
レプトマイシン含有 RPMI 1640 培地を用い、マウス骨髄由来巨核球は RPMI 
1640 培地を用いて 37 °C、５％CO2インキュベーター内で培養した。 

・Flow Cytometry解析 

マウス大腿骨および脛骨から抽出した骨髄細胞あるいは Meg-01 細胞を PBS に
懸濁し、骨髄細胞を（anti-CD41 conjugated with FITC、anti-CD61 
conjugated with PE）で、Meg-01 細胞を（anti-CD41 conjugated with FITC、
anti-CD61 conjugated with PerCP-Cy5.5）で on ice 30 分静置しラベルした。
PBS で洗浄後、flow cytometry を用いて巨核球系細胞数あるいは巨核球成熟具
合を解析した。 

・胞体突起形成の誘導 

Meg-01 細胞培養液中にバルプロ酸を添加する事で胞体突起形成の誘導を行っ
た。バルプロ酸は終濃度 2 mM で使用した。胞体突起を形成した Meg-01 細胞
の数は顕微鏡を用いてカウントした。 
・shPin1 RNA 

Pin1 のノックダウンは lentiviral pLKO.5 vector (Sigma-Aldrich)を用いた。
Human Pin1 特異的な標的配列を次に示す。shPin1-1: 5’-
cggctacatccagaagatcaagt-3’; shPin1-2: 5’-gccatttgaagacgcctcgt-3’。またコントロ
ールには次の配列を選択した。 shcontrol: 5’-caacaagatgaagagcaccaa-3’。レン
チウイルスは HEK293T 細胞を用いて産生し、濃縮溶液（終濃度 32％ 
PEG6000、終濃度 40 mM Hepes、 終濃度 400 mM NaCl）を加え 2,380 × g
で 1 時間、４°C で遠心し、ウイルスを濃縮した。このウイルス濃縮液を培養
中の Meg-01 細胞培地中に添加してウイルスを Meg-01 細胞に感染させた。感
染後 1 µg/ml のピューロマイシンを加え感染した細胞の選別を行った。 
・Western blotting 
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細胞をプロテアーゼインヒビターカクテル（ナカライテスク）およびホスファ
ターゼインヒビターカクテル（ナカライテスク）の入った SDS サンプルバッ
ファー（62.5 mM Tris-HCl、5% スクロース、2% SDS、5% βメルカプトエ
タノール、pH 6.8）に溶解しソニケーション後 20,600 × g、4 °C にて 10 分
遠心し上清をサンプルとして回収した。SDS－PAGE 後、PVDF 膜に転写し、
下記の抗体を用いてたんぱく質の発現を解析した。Anti-Pin1 antibody（Cell 
Signaling Technology）、AT180、AT8 antibody（Thermo Fisher Science）、
Tau1 antibody（Chemicon）、Tau5 antibody（BD bioscience pharmigen）。二
次抗体には HRP conjugated secondary antibody を用いた。検出には
chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000（Fuji Film）を用いて確認し
た。 

・半定量 PCR 

Total RNA は TRI reagent ®（Molecular Research Center）を用いて回収した。
cDNA の合成は PrimeScript™ II 1st strand cDNA Synthesis Kit（TAKARA）
を用いて行った。この cDNA を鋳型とし、以下のプライマーを用いて PCR を
行った。hTauE9_F:5’-acccaagtcgccgtcttccgcc-3’; hTauE11_R:5’-
caccttgctcaggtcaactgg-3’; hbactin_F:5’-tccctggagaagagctacga-3’; hbactin_R:5’-
agcactgtgttggcgtacag-3’ 
・共免疫沈降法 

6 日間バルプロ酸に暴露された Meg-01 細胞をプロテアーゼインヒビターカク
テルおよびホスファターゼインヒビターカクテルを加えた IP buffer（50 mM 
Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5％ sodium deoxycholate、1% NP-40、0.1% 
SDS、pH 8.0）に溶解した。ライセートに Dynabeads protein G（Veritas）お
よび anti-Pin1 antibody（R&D systems）または normal mouse IgG（Santa 
Cruz Biotechnology）を加え 4 °C で 2 時間インキュベートした。その後ビー
ズを 3 回洗浄後溶出し Western blotting を行った。tau の検出には Tau 
antibody  (H-150)（Santa Cruz Biotechnology）を用いた。 

・細胞由来 tau の精製 

HEK293T 細胞に tau+empty/pin1 vector をトランスフェクションし 48 時間後
に細胞を回収した。RAB buffer（100 mM MES, 20 mM NaF, 0.5 mM Na2VO4, 
0.75 M NaCl, 0.5 mM PMSF, プロテアーゼインヒビターカクテル, 10 mM 
DTT）に懸濁後、10 分間煮沸した。20,000 × g  4 °C で 20 分遠心後、上清
に終濃度 2.5％ 過塩素酸を加え 25 分間氷上に静置した。その後 20,000 × g  
4 °C で 20 分遠心し、上清に終濃度 10％トリクロロ酢酸を加え 25 分間氷上に
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静置した。20,000 × g  4 °C で 20 分遠心し、得られた沈殿を 100％エタノー
ルで 2 回洗浄し、PIPES buffer（100 mM PIPES、5mM EGTA、2 mM 
MgCl2、pH 6.9）に溶解させた。 

・tubulin 精製 

牛脳からの tubulin 精製は PIPES 法により行った 31。牛脳は東北大学農学研究
科の渡邊康一博士より提供していただいた。 

・微小管重合アッセイ 

微小管重合の評価には濁度法を用いた 32。濁度法は微小管重合に伴い上昇する
350 nm 吸光（O.D.350）を測定する方法である。25 µM の精製 tubulin および
0.1 µM の HEK293T 細胞由来精製 tau を PM buffer（100 mM PIPES、5 mM 
EGTA、2 mM MgCl2、1 mM GTP、pH 6.9）に加え、時間経時的に O.D.350を
測定した。 
・統計解析 

統計的数値は means ± SD あるいは means ± SEM で表した。また統計的優
位差は Student’s t test あるいは Dunnettte’s test で求め、p＜0.05 を統計的に優
位な差とした。 
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本論 

１． Pin1-/-マウスにおける巨核球系細胞数の増加 
 
1－1 緒言 

これまでに本研究室では病理解析により Pin1-/-マウスの骨髄中において巨核
球系細胞数が増加しているという結果を得ていたが、この結果は骨髄切片から
目視でカウントして得られた結果であった。実際、巨核芽球の直径はおよそ 15 
µm～ 50 µm、巨核球の直径はおよそ 35 µm～150 µm とされており他の細胞に
比べ非常に大きいため区別することは可能である。しかしながら巨核球系細胞
のマーカーを染色して解析することでより信頼性の高いデータを得られると考
えた。造血幹細胞より分化した巨核球系細胞は早期の段階で巨核球系細胞マー
カーである CD41 と CD61 を発現し、成熟に伴いその発現は増加していく 33。
そこで野生型と Pin1-/-マウスの骨髄細胞における CD41 および CD61 の発現量
を解析し、巨核球系細胞数を比較することとした。 

 
1－2 flow cytometry による巨核球系細胞の割合解析 

野生型と Pin1-/-マウスそれぞれ 3 個体ずつの大腿骨および脛骨から抽出した
骨髄細胞を CD41 抗体および CD61 抗体にて染色し flow cytometry によってそ
の発現量を解析した。すると、野生型マウスの骨髄細胞中に含まれる巨核球系細
胞の割合は大腿骨（5.6 ± 0.5 %）、脛骨（6.4 ± 0.3 %）であったのに対し、Pin1-

/-マウスでは大腿骨（8.7 ± 1.5 %）、脛骨（9.3 ± 0.8 %）で有意に高かった（Fig. 
5）。 

 
1－3 考察 
 骨髄細胞中における巨核球系細胞の割合は野生型に比べ Pin1-/-マウスの方が
有意に増加していた。この結果は病理解析の結果と一致することから、Pin1 は
生体内において巨核球系細胞数に影響を与えていることが明らかとなった。一
方で、血液解析の結果から巨核球最終産物である血小板数は野生型および Pin1-

/-マウスに有意な差が見られなかったことから、Pin1-/-マウスでは血小板産生能
が低下していることが示唆された。 
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２． Pin1 は胞体突起形成を促進する 
 
2－1 緒言 
 血小板産生の工程で巨核球は CD41 や CD61 の発現を増加させながら成熟し
ていき、胞体突起を形成する。本研究室では Pin1-/-マウスの巨核球では胞体突
起形成が抑制されていることを明らかにしていた。しかし、マウスから精製でき
る巨核球数は非常に少ない点から、実験を効率的に進めるために細胞株を用い
て実験を進めることとした。 
 巨核芽球細胞株である Meg-01 細胞は通常、未成熟の状態で浮遊し数％が接
着および胞体突起を形成している細胞群であるが 34、バルプロ酸の投与により
CD41 と CD61 の発現増加を伴う接着および胞体突起の形成促進が確認される
ことが報告されている 35,36。また、成熟した細胞からの胞体突起形成時において
CD41 の発現増加が報告されており 37、巨核球系マーカーの発現増加は胞体突起
形成時にまで及ぶと考えられる。 
 そこで Meg-01 細胞を用いて Pin1 が胞体突起形成に与える影響を解析するこ
ととした。 
 
2－2 胞体突起形成における Pin1 の機能解析 
 Meg-01 細胞が胞体突起を形成するにあたり、Pin1 が関与しているかを解析
するため、レンチウイルスを用いて Pin1 ノックダウン Meg-01 細胞を作製した。
pin1 の配列のうち異なる 2 か所の部位をターゲットとしてプラスミドを作成し
（shPin1-1,shPin1-2）、Pin1 ノックダウンを行った。レンチウイルスを感染させ
ていない細胞（no infection）、および non targeting な配列に対するノックダウ
ンを行った細胞（shControl）に対して、Pin1 ノックダウンを行った細胞では Pin1
の発現低下が確認できた（Fig. 6A）。 

次に、胞体突起形成に至るまでの CD41,CD61 の発現に Pin1 が影響を与えて
いるのかを解析した。コントロールおよび Pin1 ノックダウン細胞に 2 mM バ
ルプロ酸を 3 日間処理し、anti-CD41 antibody, anti-CD61 antibody を反応させ
た後、Flow cytometry を用いてそれらの発現量を解析した。その結果、Pin1 を
ノックダウンすることで CD41,CD61 の発現量低下がみられた（Fig. 6B）。一方
で Pin1 を過剰発現させた場合には（GFP も共発現するベクターであり CD41
抗体に付加されている FITC と波長が重なるため、CD61 抗体でのみ測定した）、
CD61 の発現増加が見られた（Fig. 6C,D）。 

そこで Meg-01 細胞の胞体突起形成に Pin1 が影響を与えているのかを解析し
た。2 ｍM のバルプロ酸を 3 日間処理後、接着した細胞中における胞体突起形
成細胞数をカウントした。その結果、Pin1 をノックダウンすることで胞体突起
の形成割合が減少した（Fig. 6E,F）。 
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2－3 考察 
 過去に報告されているように、Meg-01 細胞においてバルプロ酸暴露によって
CD41 および CD61 の発現増加とそれに伴う胞体突起形成の増加が確認できた。
そこでこの実験系を用いて Pin1 の影響の解析を行った。Pin1 をノックダウン
することによって、CD41 および CD61 の発現が抑制されていた。これは Pin1
が巨核芽球から胞体突起形成までの成熟を促進していることを表す。そこで胞
体突起の形成割合を調べたところ、Pin1 をノックダウンすることでその割合も
減少していた。既に巨核球からの胞体突起形成を Pin1 が促進していることが本
研究室により明らかとなっていたことを踏まえ、Meg-01 細胞においても Pin1
が胞体突起形成を促進していると考えた。一方で、CD41 および CD61 の発現
増加は巨核芽球成熟の段階から起きることから、Pin1 がこの成熟にも関与して
いる可能性が示唆された。 
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３． 胞体突起形成に伴う tau の発現誘導 
 
3－1 緒言 
 胞体突起形成の際には適切な微小管制御が要求される。微小管重合阻害剤で
あるノコダゾールや微小管安定剤であるタキソールを巨核球に暴露した際に
Proplatelet の形成抑制や形態異常が報告されている 38。また、脳の神経軸索に
局在し微小管重合を高める働きを持つ tau 蛋白質の発現が血小板中でも確認さ
れていることから 21,22、その前駆細胞でもある巨核球でも tau は発現し、胞体
突起形成に関与していると考えた。そこで Meg-01 細胞における tau の発現を
確認することとした。 
 
3－2 微小管を介した胞体突起制御 
 まず、Meg-01 細胞の胞体突起形成に微小管が関与しているかを調べるために、
バルプロ酸処理を行った Meg-01 細胞に対して 5 µM ノコダゾールを 30 分処理
し形態観察した。その結果、ノコダゾールを処理することで胞体突起の消失が観
察された（Fig. 7A）。 
 
3－3 胞体突起形成に伴う tau の発現誘導 
 次に tau の発現を半定量 PCR およびウェスタンブロットにより解析した。
その結果、バルプロ酸処理により tau の転写が誘導されていることが明らかと
なった（Fig. 7B,C）。さらに PCR 産物のシークエンス解析を行った結果、3 リ
ピートドメインを持つアイソフォームの tau が誘導されていることが明らかと
なった。 
 
3－4 考察 
 Meg-01 細胞においても微小管を介した胞体突起の形成が起きていることが
確認できた。そこで、MAPs の一種であり血小板中での発現が確認されている
tau に着目したところ、胞体突起形成に伴う tau の発現誘導が見られ、tau は微
小管を介して胞体突起形成に関与している可能性が示唆された。 
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４． Meg-01 細胞における tau と Pin1 の相互作用 
 
4－1 緒言 
 Meg-01 細胞において tau の発現が確認できたことから、Pin1 との相互作用
を解析することとした。序論で述べた通り、Pin1 はリン酸化 tau の異性化を触
媒することで脱リン酸化酵素である PP2A による tau の脱リン酸化作用を高め
る働きを有していること 28、リン酸化 tau に結合することで直接 tau の機能を
高めること 29 が知られている。そこで Meg-01 細胞における Pin1 と tau の結
合および tau のリン酸化状態に着目することとした。 
 
4－2 Pin1 と tau の結合解析 
 バルプロ酸処理した Meg-01 細胞をライセートにした後、Pin1 抗体で免疫沈
降を行い、ウェスタンブロットにより Pin1 と結合する tau の存在を確認し
た。その結果、Pin1 と tau の結合が確認できた（Fig. 8A）。 
 
4－3 Pin1 ノックダウンによる Meg-01 細胞内 tau への影響解析 
 コントロールおよび Pin1 ノックダウン Meg-01 細胞における tau の発現解析
を行った。バルプロ酸処理を行ったそれぞれの細胞を用いて tau のウェスタン
ブロットを行ったところ、Pin1 をノックダウンすることでより高分子側にもバ
ンドが確認できた（Fig. 8B）。 
 次に脱リン酸化処理を行い、低分子側へのバンドシフトが見られるのかを確
認した。バルプロ酸処理を行ったライセートに対してさらにバクテリア由来ア
ルカリフォスファターゼ処理を行った（Fig. 8C）。その結果、tau の低分子側へ
のバンドシフトが確認でき、さらに Pin1 ノックダウン細胞で見られた高分子
tau もフォスファターゼ処理により消失した。 
 
4－4 考察 
 Pin1 と tau の結合が確認できたことから、Meg-01 細胞内において Pin1 は
tau の微小管重合促進作用を高めていることが考えられた。また Pin1 をノック
ダウンした際、高分子 tau の増加が確認できた。tau はリン酸化を受けること
によって高分子側へとバンドシフトする。そこで Pin1 をノックダウンした
Meg-01 細胞ではリン酸化の進んだ tau が蓄積していると考え、脱リン酸化処
理を行ったところ、高分子 tau の消失および tau の低分子側へのバンドシフト
が見られた。従って Pin1 は tau の脱リン酸化を促進していることが明らかと
なった。しかしながら、アルツハイマー病患者の脳で確認されるような主な
tau リン酸化サイト（pS202, pT205, pT231, pS262, pS396）のリン酸化は Pin1
ノックダウンの有無に関わらずウェスタンブロットでは確認できなかったこと
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から(data not shown)、アルツハイマー病病態とは異なる生理的な tau のリン酸
化が示唆された。 

以上の結果をまとめると、Meg-01 細胞内において Pin1 は tau のリン酸化を
制御し、微小管重合を促進させていることが明らかとなった。 
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５． 細胞内において Pin1 は tau の機能を高める 
 
5－1 緒言 
 細胞内において Pin1 によるリン酸化 tau の脱リン酸化誘導が起きることは
これまでにも報告されてきたが、この作用により tau の機能がどのように変化
しているのかは不明であった。そこで細胞内 tau の機能に Pin1 が与える影響
を in vitro の実験系を利用して解析することとした。 

濁度法は微小管重合アッセイ方法の一つである。tubulin は GTP 存在下にお
いて 37℃でインキュベートすることにより微小管を形成していく。それに伴い
光の散乱も強まっていくことから、この散乱光を光学密度（O.D. 350）として
モニタリングすることにより、微小管の形成度合いを数値として表すことがで
きる。この実験系に細胞由来 tau を加えることにより、細胞内 tau の微小管重
合促進能を解析することとした。また、tau を過剰発現させる細胞には
HEK293T 細胞を用いた。 
 
5－2 細胞内における tau の機能に Pin1 が与える影響の解析 
 最初に HEK3293T 細胞に tau vector および control or pin1 vector をトラン
スフェクションし、ウェスタンブロットにより tau のリン酸化を比較した。
pS202, pS205 は AT8 抗体、pT231 は AT180 抗体、pS396, pS404 は PHF1 抗
体、total tau は Tau5 抗体を用いて検出した。その結果 Pin1 の共発現によりリ
ン酸化 tau の減少が確認された。（Fig. 9A） 

次に、先ほどと同様に HEK293T 細胞に tau vector および control or pin1 
vector をトランスフェクションした後、tau の精製を行った。この細胞由来 tau
を濁度法の系に加え O.D. 350をモニタリングした結果が Fig. 9B である。ま
ず、チューブリンのみ(control)に比べ tau を加えた方がより速い濁度上昇が確
認できた。また、tau のみを発現させた場合(tau)に比べ Pin1 を共発現させた
方(tau＋Pin1)がより速い濁度上昇が見られた。 
 次に 1 時間インキュベートしたこれらサンプルを暗視野顕微鏡により観察
し、微小管が形成されているのかを確認した（Fig. 9C）。その結果、全てのサ
ンプルにおいて微小管が観察された。 
  
5－3 考察 
 Meg-01 細胞に内在する tau は量が少なく、トランスフェクション効率も非
常に低かったため、本実験では HEK293T 細胞を用いた。濁度法および暗視野
顕微鏡観察の結果から、濁度の結果は微小管の形成を反映していると考えた。
そのため、Pin1 の共発現によって細胞内における tau の微小管重合促進能が増
加したことが明らかとなった。tau は熱耐性を有しており精製の段階で熱処理
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を行っているため、精製した tau 中には活性を有する Pin1 は存在しないもの
として考えられる。従って、本実験で見られた微小管重合の差は、ウェスタン
ブロットで確認された tau のリン酸化程度の差によるものだと考えられる。 

以上をまとめると、細胞内において Pin1 は tau の脱リン酸化を促進するこ
とで tau の微小管重合促進能を高める働きを有していることが明らかとなっ
た。 
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結論 
 
癌や神経変性疾患などの未だ治療法が十分確立されていない疾患において微

小管制御は糸口の一つである。Pin1 は様々なシグナルに関与しており、癌や神
経変性疾患との関わりも深い。血小板産生機構には非常に様々な因子が関与し
多くのステップを経て血小板が産生されているが 39、その中で胞体突起形成は
微小管制御を介したダイナミックな膜構造変化を起こす非常に特徴的なステッ
プである 20。しかしながらこれまで Pin1 と血小板産生機構に関する報告はさ
れてこなかった。そのような中我々の研究室では Pin1-/-マウスでは胞体突起形
成低下に伴う巨核球からの血小板産生効率低下を明らかとしていた。そこで本
研究では血小板産生機構に着目し Pin1 と微小管制御について研究を進めてき
た。 
 
【胞体突起形成における tau と Pin1】 

巨核芽球細胞株 Meg-01 細胞において胞体突起形成を誘導した際、MAPs の
一つであり Pin1 との相互作用が知られている tau が誘導されていた。tau は神
経軸索のマーカーとして用いられるように脳で多く発現している蛋白質であ
る。一方で乳癌細胞や精巣、そして血小板など非神経細胞における発現も報告
されてきた 21,40,41。特に血小板では活性化に伴って微小管の再構成が行われる
が、その際 tau キナーゼである GSK3βは活性を抑制され、リン酸化 tau
（pT231）の低下が起きる 42,43。従って、胞体突起形成や血小板活性化を含め
ダイナミックな微小管制御が行われている細胞において tau は幅広く関与して
いる可能性が示唆された。本博士論文研究により胞体突起形成時、Pin1 は tau
に結合して脱リン酸化を促し tau の機能を高めていることが明らかとなった
（Fig.10）。これにより潤滑な胞体突起形成が可能になっていると考えられる。 
 
【巨核球 tau と血小板 tau のリン酸化状態】 

tau とリン酸化との関係はアルツハイマー病研究で進められており、アルツ
ハイマー病病理で確認されるような tau リン酸化抗体をいくつか用いて(pS202, 
pT205, pT231, pS262, pS396)巨核球 tau のリン酸化サイト解析を行ったが、ど
れもバンドは検出されなかった。しかしながら脱リン酸化処理を行うことで
tau のバンドシフトが確認されたことから、生理的な tau のリン酸化サイトが
存在することが示唆された。興味深いことに、血小板 tau では T231 のリン酸
化が報告されており 43、当研究室においても S202, T205, T231 のリン酸化が確
認されていた。先に述べた通り、T231 のリン酸化は血小板活性化に伴い減少
していくことから、『①胞体突起形成にあたる微小管重合②血小板産生のため
の微小管断片化③血小板活性化のための微小管再構成』という一連の流れは
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tau のリン酸化によって制御されている可能性が示唆される。血小板活性化因
子でありセリンプロテアーゼであるトロンビンは tau の切断も行い、さらに
GSK3βによってリン酸化された tau はトロンビンに切断されにくいことが報
告されている 44。このことからも、血小板活性化において tau が何らかの機能
を有していると考えられる。また、Pin1 は tau の脱リン酸化を促進させること
から、血小板の活性化にも Pin1 が関与している可能性が考えられる。 
 
【展望①～血小板と神経～】 
 血小板から分泌される Platelet-derived-growth-factor（PDGF）は神経形成
や神経細胞死、イオンチャネル制御などに関与している事が既に報告されてお
り 45、血小板が脳神経に何らかの影響を与えていることが伺える。本研究では
巨核球中における tau に注目して研究を進めてきたが、血小板中にはアミロイ
ドβ前駆体の存在も報告されている 46。tau やアミロイドβは神経脱落をもた
らす神経変性疾患の原因物質とされ、分泌もされることが知られていることか
ら 47,48、血小板の tau やアミロイドβも脳神経に何らかの影響を与えている可
能性が示唆される。アルツハイマー型マウスと正常マウスを併体結合によって
血液を共有させることにより、野生型マウスにもアルツハイマー病の症状が現
れることが最近報告されたことからもこの可能性は十分考えられる 49。 
 
【展望②～胞体突起と神経～】 

胞体突起形成誘導試薬として使用したバルプロ酸は、従来 GABA トランスア
ミナーゼ阻害剤として癲癇治療薬に使われてきた。しかし Histone Deacetylase
（HDAC）阻害剤としての作用も有しており、神経分化を促進させる働きを持
つことが報告されている 50,51。巨核球における tau やアミロイドβ前駆体の存
在、そして HDAC による突起形成は神経細胞と類似しており、またアミロイ
ドβ前駆体は胞体突起形成および血小板産生に関与していることが報告されて
いる 46。従って、神経変性疾患で見られる神経脱落と胞体突起からの細胞質断
片化による血小板産生機構は何等かの繋がりがあると私は考えている。 
 
【最後に】 
 本研究では胞体突起形成に着目し Pin1 による tau を介した微小管制御を研
究してきたが、こうしたアプローチからの基礎的知見の積み重ねは、アルツハ
イマー病発症メカニズムにも繋がると私は信じている。また、Pin1 は tau 以外
の MAPs との相互作用を有している可能性も非常に高く、Pin1 による MAPs
を介した微小管制御というものが脳や巨核球だけでなく様々な組織、そして癌
細胞でも行われており、こうした着眼点からの研究が癌に対する新たな創薬に
も繋がると期待される。 
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終章 

 
これまで薬剤耐性機構および血小板産生機構に着目し、Pin1 の新たな機能解

析を行ってきた。 
薬剤耐性機構の研究の中では、Pin1 の新奇ターゲットとして様々なシグナル

伝達を制御し寿命に影響を与える FoxO3 を見出し、Pin1 による P 糖蛋白質発
現制御の仕組みの一部を解明した。 

また、血小板産生機構に着目した研究では、巨核球における tau の発現と、
Pin1 による微小管重合を介した胞体突起形成促進を明らかにした。 

P 糖蛋白質および血小板の機能に共通している点を一つ紹介したいと思う。
それは『炎症』である。炎症反応は生体内の様々な場面で見られ、癌やアルツ
ハイマー病などの疾患においても確認されている。P 糖蛋白質は炎症に関与し
ている因子であるサイトカインの拡散を促す役割を担っている 52。そして血小
板は、炎症反応時には増加し 53、炎症反応によってもたらされる様々な因子に
応答し血管内皮細胞の透過性を制御したり白血球と結合することで活性化を促
進させる働きを担っている 54。従って P 糖蛋白質の発現や血小板産生制御に異
常が生じることは、たとえ正常状態では異常が見られなくとも、様々な疾患に
関係してくることが予想される。本研究で明らかとなった Pin1 と P 糖蛋白
質、そして血小板産生への関与は炎症反応において重要な役割を担っている可
能性が示唆される。Pin1-/-マウスではエンドトキシンショックを起こしやすい
という知見 17 も、炎症反応における P 糖蛋白質発現や血小板産生の異常が関係
している可能性は十分考えられる。 

Pin1 は実に多くの蛋白質と相互作用し、多様なシグナル伝達を可能にしてい
る因子である。従って Pin1 に焦点を当てて研究を進めることで、未だ治療の
難しい疾患に対して新しい突破口を切り開くことができるのではないかと期待
している。  
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Fig.1(A)(B) Comparison between P-gp and Pin1 expression levels of 
cancer cell lines. (A) The expression of P-gp and Pin1 was detected 
using western blotting. (B) The scatter plot was prepared from the 
strength of the bands.
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Fig.1(C)(D) Comparison between P-gp and Pin1 expression levels of 
cancer cell lines. Cancer cell lines, HT29, HCT116, SKBR3 and MDA-
MB-231 were treated with 0.4 μg/ml doxorubicin (DXR) for 0 and 
24 h. (A) The expression of P-gp and Pin1 was detected using 
western blotting. (B) The scatter plot was prepared from the 
strength of the bands.
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Fig. 2(A) HEK293 cells were transfected with flag-FOXO3 plasmid and 
cultured for 48 h. The cells were lysed and subjected to pull down assay 
using Pin1-GST-beads. The FoxO3 bound to Pin1-GST- and GST-beads 
was analyzed by the western blotting. (B) Co-immunoprecipitation 
analysis of endogenous Pin1 and FOXO3 in MCF7 cells. The precipitated 
proteins by anti-FOXO3 antibody were analyzed by western blotting 
using anti-Pin1 and anti-FOXO3 antibodies respectively. 

Fig. 2C

Fig. 2(C) Luciferase assay for FOXO3 promoter in the HEK293 cells-
transfected with foxo3 and pin1. pin1W34A was used as negative control.
*p<0.05
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Fig. 3 By treatment with anti cancer drug, efflux pump P-gp is induced  
via FoxO3. Pin1 suppresses P-gp expression by reducing FoxO3 activity.
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Fig. 4 Megakaryoblasts differentiated from hematopoietic stem cells are matured accompanied with 
multinucleation and expansion of cytoplasm. Mature megakaryoblasts are called megakaryocytes. 
Megakaryocytes form proplatelets, and produce platelets by cytoplasmic fragmentation. It is essential 
that the formation of cytoskeletal filaments is regulated properly during proplatelets. 

Fig. 4
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Fig. 5(A) CD41 and CD61 expression on WT and Pin1-/- bone marrow 
cells were analyzed by flow cytometry. (B) The average of the 
percentage of megakaryocytic cells in three mouse bone marrow cells. 
Data represents mean ± SD. 
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Fig. 6 (B) Meg-01 cells were treated with valproic acid for 3 days and 
then CD41 and CD61 expression on the cells were analyzed by Flow 
cytometer.

Fig. 6(A) Knockdown of Pin1 in Meg-01 cells by shRNA. The lentivirus 
carrying the control (shControl) and the shRNA targeting different sites 
in Pin1 (shPin1-1 and -2) were used to incfect the cells.
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Fig. 6(C) Western blot analysis of Pin1 of the Meg-01 cells infected with 
MOCK and lentiviral Pin1. (D) Expression of CD61 of Meg-01 cells-
infected with control and lentiviral Pin1 in response to valproic acid 
treatment for 3days was analyzed by flow cytometry.
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Fig. 6(F) The ratios of Meg-01 cells with proplatelets. Data represent 
mean ± SD of three independent experiments. Dunnette's test. 

Fig. 6E

Fig. 6F

Fig. 6 (E) Representative micrographs of the control and Pin1 
knockdown Meg-01 cells in response to valproic acid. Arrows indicate 
Meg-01 cells extending proplatelets. Scale bar indicates 50 µm. 
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Fig. 7(A) Photomicrographs of nocodazole-treated Meg-01 cells in 
response to valproic acid. Meg-01 cells were treated with 0 and 5 µM 
nocodazole for 30 min were stimulated with valproic acid. Scale bar 
indicates 50 µm. 
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Fig. 7 (B)(C)Tau was induced by treatment with valproic acid. (B) cDNA 
was prepared from Meg-01 cells treated with or without valproic acid. 
RT-PCR was performed using human tau specific primer.   (C) Meg-01 
cells treated with or without valproic acid was lysed, and the expression 
of tau was analyzed by western blotting.
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Fig. 8(A)Meg-01 cells treated with valproic acid for 6 days were lysed 
and subjected to immunoprecipitation using normal mouse IgG or Pin1 
antibodies. Immunoblotting was performed with the TauH150 antibody. 
(B) Meg-01 cells-infected with shControl, shPin1-1 and shPin1-2 were 
treated with or without valproic acid for 3 days. The cells were lysed 
and the expression of tau were analyzed by western blotting with Tau1 
antibody. Arrow indicates high molecular weight tau.

Fig. 8(C) The lysates prepared from Meg-01 cells stimulated with 
valproic acid for 3 days were treated with bacteria alkaline phosphatase 
(BAP) for 3 hrs. Tau was detected with Tau1 antibody. Arrow indicates 
high molecular weight tau.
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Fig. 9A

Fig.9(A) HEK293T cells were transfected with tau with/without pin1
plasmid for 48h. Pohsphorylation of Tau was analyzed by 
immunoblotting with AT8 (pS202, pT205), AT180 (pT231), PHF1 
(pS396, pS404), Tau5 (total Tau) antibodies (left). Quantification of 
Tau phosphorylation levels (right). Data represent mean± SD of 
four independent experiments. **p<0.01.
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Fig. 9(B) Transfected tau with/without Pin1 in HEK293T cells were 
purified, and the activity was analyzed by microtubule polymerization 
assay. 0.1 µM tau (square) or tau cotransfected with pin1 (triangle) was 
mixed with 25 µM tubulin and the turbidity was monitored at 350 nm 
for 60 min. Control (circle) indicates without tau.

Fig. 9C

Fig. 9(C) The samples of Fig. 9(B) 
were analyzed with a dark field 
microscope to confirm whether 
microtubules were assembled.
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Fig. 10 During proplatelet formation, microtubule associated protein tau is induced. Pin1 promotes 
proplatelet formation by interacting with tau. 

Fig. 10
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