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研究成果の概要（和文）：細胞質分裂とは細胞が分裂する際に染色体分離に引き続き起こる細胞質が2つに分か
れる現象で、細胞質分裂異常は癌の発生と関りがあるとされている。細胞質分裂時にPhosphatidylinositol-4,
5-bisphosphate [PI(4,5)P2]は分裂溝に集積し、Rho A (Rho-type GTPaseの一つ)に依存した分裂溝の陥入に必
須の分子である。本研究において、我々はPRIPがPI(4,5)P2の分裂溝への集積と安定維持に必要であり、PI(4,5)
P2下流のRhoA-signaling依存的な細胞質分裂の進行に不可欠な分子であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Cytokinesis is the last step of cell division that physically separates the 
daughter cells. Cytokinesis failure contributes to the development of pathologies such as cancer. 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate [PI(4,5)P2] accumulates at the cleavage furrow and is involved
 in Rho-type GTPase RhoA-dependent furrow ingression during cytokinesis. Here, we showed that PRIP 
is required for the localization of PI(4,5)P2 to the cleavage furrow. PRIP knockdown caused abnormal
 cytokinesis such as a furrow regression and cytokinesis delay. Fluorescence microscopy analysis 
confirmed weak localization of RhoA and phosphorylated myosin II regulatory light chain (MRLC), 
which upregulates myosin II motor activity for furrow ingression, in cleavage furrow in HeLa cells 
reduced PRIP. These results suggest that PRIP is required for stable maintenance of PI(4,5)P2 in the
 cleavage furrow, which is a prerequisite for the RhoA signaling-dependent progression of 
cytokinesis.

研究分野： 細胞生物学、歯科薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、我々が見出し、癌細胞の増殖や転移抑制効果を確認したPRIPの分子機能に着目して、抗腫瘍薬開発を
目指す基礎研究である。今回新たにPRIPが細胞質分裂にも関わっていることを明らかにした。正常細胞の細胞質
分裂異常によって多核化が起こると、染色体が多倍体化するが、これは癌化の一因であると考えられている。本
研究によってPRIPが細胞質分裂の正常化に寄与することと、そのメカニズムが明らかになったことで、癌化や癌
の増悪化を抑制するPRIPをターゲットとした抗腫瘍薬の開発に繋がる意義深い研究になったと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
口腔癌の 80% 以上は口腔粘膜から発生する扁平上皮癌である。ある種の舌扁平上皮癌細胞で

は、Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) の恒常的な活性化が認められ、PI(3,4,5)P3の増加に伴
い、①アポトーシス耐性機構、②細胞増殖機構、③細胞移動や転移機構の亢進が発癌や癌の増悪
化の一因であることが明らかになっている。 
最近、我々は、PLC-related catalytically inactive protein (PRIP)が Phosphoinositide 3-

kinase (PI3K)- PI(3,4,5)P3代謝経路を調節して、抗腫瘍効果を導くことを見出した。PRIP ノ
ックアウト線維芽細胞(PRIP-KO MEF)と野生型細胞を比較すると、PRIP 欠失により PI(3,4,5)P3

の量が顕著に増大する。一方、乳癌細胞(MCF-7 や BT-549; PI3K の変異や PTEN の欠失で
PI(3,4,5)P3が過剰に発現)に PRIP を強制発現すると、PI(3,4,5)P3の発現を抑制できることを明
らかにした。 
これは、PRIP が PI(4,5)P2に結合して PI3K による PI(4,5)P2→PI(3,4,5)P3代謝を負に制御す

ることに起因する。実際に、PRIP のプレクストリン相同領域（PH ドメイン; PI(4,5)P2 結合部
位）を細胞に発現させることで PI3K シグナリング経路を制御できた。一方、PHドメインを欠失
させた PRIPΔPH の導入では PI3K シグナリング経路は変化しなかった。 
 

２．研究の目的 
ある種の扁平上皮癌細胞では、PI3K の恒常的な活性化による PI(4,5)P2代謝の促進によって、

細胞膜 PI(3,4,5)P3の過剰な増加とその基質である PI(4,5)P2の減少が確認させている。正常な
細胞質分裂には PI(4,5)P2の分裂溝への集積を必要とする。正常細胞の細胞質分裂異常によって
多核化が起こると、染色体が多倍体化するが、これは癌化の一因になると考えられている。つま
り細胞内の PI(4,5)P2代謝の亢進は細胞質分裂異常に伴った癌化を誘導する可能性がある。 
最近、我々は、PLC-related catalytically inactive protein (PRIP) が新規の細胞膜 

PI(3,4,5)P3代謝調節タンパク質であることを見出した。PRIP は PI(4,5)P2に結合して PI3K に
よる PI(4,5)P2代謝を抑制する。つまり PRIP 存在下では、PI(4,5)P2代謝の亢進が抑制され細胞
質分裂が正常化する可能性が考えられた。 
本研究では、PRIP 発現細胞と未発現細胞で、PI(4,5)P2代謝とその下流の細胞質分裂に関わる

シグナル伝達経路の活性化を比較しながら細胞質分裂異常と PRIP の関係性を調べることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
細胞は PI(3,4,5)P3-Akt 経路の活性化している乳癌細胞 MCF-7 (PI3K が恒常的に活性化して

おり、そのため PI(3,4,5)P3産生が亢進している細胞)と分裂研究でよく使用されており、情報
が蓄積されている HeLa 細胞、プラスミドベクターの導入のし易さから HEK293 細胞を用いた。細
胞質分裂の様子は BZ-9000(キーエンス)と顕微鏡に装備されている専用チャンバー(温度と CO2

濃度を調節できる)を用いて経時的に観察した。PRIP や PRIP ミュータントを発現させるための
プラスミドベクターはリポフェクション法もしくはエレクトロポレーションによって導入した。
また、細胞に選択薬剤 G418 を用い、 PRIP や PLCδ1-PH (PI(4,5)P2のプローブ)を安定発現する
単一細胞株を樹立した。分裂溝 PI(4,5)P2のターンオーバーは共焦点レーザー顕微鏡 FV10i を用
いた光褪色後蛍光回復法（FRAP）によって解析した。PLCδ1や OCRL1 と PI(4,5)P2間の相互作用
は PI(4,5)P2リポソームを用いた in vitro co-sedimentation assay によって調べた。 
 
４．研究成果 
正常な細胞質分裂には、分裂溝に適切な量の PI(4,5)P2の集積が必要である。分裂溝 PI(4,5)P2

に RhoA が直接結合し、その後 RhoA-ROCK 依存的に分裂溝のミオシン II 調節軽鎖がリン酸化さ
れ、ミオシン II活性が増大する。活性化したミオシン II が原動力となり収縮環が収縮すること
で細胞質が 2つに分かれる。 
PRIP をノックダウンした細胞では、細胞質分裂異常や分裂の遅れが観察された。この時、分

裂溝に集積する PI(4,5)P2が減少し、RhoA やミオシン II 調節軽鎖の分裂溝への集積量も減少し
ていた。この PRIP ノックダウン細胞に擬似リン酸化型ミオシン II 調節軽鎖を導入すると分裂
速度が回復した。これらの結果は PRIP が RhoA-ROCK を介したミオシン II 調節軽鎖のリン酸化
を調節することで、分裂速度を制御していることを示唆している。さらに分裂溝 PI(4,5)P2のタ
ーンオーバーをFRAPによって調べたところ、PRIPをノックダウンした細胞では分裂溝PI(4,5)P2

の入れ替わりが顕著になっていることがわかった。これは PRIP の減少によって PI(4,5)P2 の代
謝回転が亢進したことを示しており、この結果は PRIP が分裂溝の PI(4,5)P2 の安定維持に貢献
していることを示唆している。Lowe oculocerebrorenal syndrome protein 1 (OCRL1, inositol 
polyphosphate 5-phosphatase)は、分裂溝の陥入終了時の PI(4,5)P2代謝に関わる酵素の一つで
ある。OCRL1 の過剰発現は分裂溝の PI(4,5)P2量を減少させ、分裂異常を誘発させたが、PRIP を
共発現させると、この OCRL1 による PI(4,5)P2代謝の亢進は抑制され、分裂異常も軽減した。し
かしながら、PI(4,5)P2に結合できない PRIP ミュータントを共発現させた場合は、PI(4,5)P2代
謝と分裂異常の軽減効果が弱まった。これは PRIP が分裂溝の PI(4,5)P2代謝を制御するために
は PI(4,5)P2への結合が必要であることを示している。In vitro co-sedimentation assay の結
果、PRIP が OCRL1 と PI(4,5)P2の相互作用を抑制することがわかった。さらに OCRL1 と PI(4,5)P2



の相互作用を抑制する濃度で、PRIP は RhoA と PI(4,5)P2の相互作用に影響を与えないことがわ
かった。これは PRIP が特定のタンパク質の PI(4,5)P2 への結合を選択的に阻害することを示唆
しており、この PRIP の特性によって、PI(4,5)P2が仲介する細胞質分裂に不可欠なシグナルが一
定値に維持されているものと思われる。本研究によって PRIP が細胞質分裂の正常化に寄与する
ことと、そのメカニズムが明らかになったことで、癌化や癌の増悪化を抑制する PRIP をターゲ
ットとした抗腫瘍薬の開発に繋がる意義深い研究になったと考える。 
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PI(4,5)P2 metabolism regulator PRIP controls the metastatic potential in breast cancer cells

PRIP modulates AKT-GSK3β signaling and regulates cell cycle progression
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