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研究成果の概要（和文）：  

同一の遺伝子からスプライシングの違いにより新規 familyC 代謝型受容体 Prrt3-Long とその細胞外

領域のみからなる分泌蛋白 Prrt3-Short の両方が作られるが、どちらも機能未知である。我々は、特異

抗体を作成してマウス組織における発現を解析し、-Long が下垂体隆起葉等に発現していること、

-Short が脳室脈絡膜に発現し脳脊髄液中に分泌されていること等を明らかにした。この発現パターン

から、-Long がメラトニン受容体と協働し光周性に寄与する可能性と、-Short が液性に脳機能の調節に

寄与する可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Prrt3-Long is a member of family C metabotropic receptors whose ligand has not been 

identified yet.  From the same Prrt3 gene, a secretion protein Prrt3-Short, which 

consists of only the N-terminal extracellular region of Prrt3-Long, is transcribed by 

splice variation.  To obtain clues of their function, we raised specific antibodies and 

analyzed their expression pattern in the mouse.  Prrt3-Long protein was observed to be 

expressed in the pars tuberalis where melatonin receptor is also known to be expressed.  

Prrt3-Short protein was observed to be expressed in the choroid plexus in the brain 

ventricles.  From these expression patterns, it was suggested that Prrt3-Long possibly 

plays a role in the photoperiodism and that Prrt3-Short might be a humoral factor which 

regulates the brain function.  
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１．研究開始当初の背景 

我々は、遺伝子データベースサーチにより、

family C に属するリガンド未知のオーファ

ン代謝型受容体 Prrt3 を見いだした。Prrt3 
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は、以下のような特徴を持っている極めて興

味深い分子である。 

(1) Prrt3は、mGluR1やGABAB受容体(GABABR)、

Ca2+ 受容体、味覚受容体等と同じ、長い細胞

外領域と 7回膜貫通部位を持つ family C の

代謝型受容体の新規メンバーである。 

(2) Prrt3 は、genome、cDNA の登録と発現

パターンに関する登録があるのみで、リガン

ド等をふくめ、機能については全く未知であ

る。Orphan 受容体は多々知られているが

family C に属する新規受容体は他にない。 

(3) Prrt3 の同一ゲノムからスプライシング

パターンの異なる 2種の分子がコードされて

いる。Prrt3-Long が、上記の 7 回膜貫通型

の 代 謝 型 受 容 体 で あ る の に 対 し 、

Prrt3-Short は、その N 端細胞外領域のみか

らなる分泌蛋白である。 

(4) Prrt3–Long と Prrt3-Short の発現や機

能に関する予備実験により、本研究開始前に

以下の成果を得ていた。 

① まず、EST データベースに登録があると

は言え、ゲノムはあるが、発現していないと

いう可能性が最も懸念される。そこで、

RT-PCR により、発現解析を行ったところ、

尐なくとも、脳において確かに、lPrrt3-Long 

と Prrt3-Short の両方の mRNAが発現してい

ることが確認された。 

② 次に、分子は存在しても機能的な役割は

全く果たしていないという可能性がある。そ

こで、得られた cDNA に FLAG tag を付加し

たコンストラクトを発現ベクターに組み入

れ、HEK 293 細胞に発現させる実験を行った。

通常のウシ胎児血清 10%加の培養液で培養し

たところ、Prrt3-Long（受容体型）を発現さ

せた細胞は、顕著な形態変化を起こし、多数

の大小の突起を出すようになることが観察

された。この結果は、Prrt3 long form の、

形態の劇的変化を起こす何らかの細胞生理

学的機能、例えば、形態変化に関わる低分子

量 G 蛋白質を活性化する等の機能を示唆す

る。血清中にリガンドが含まれている可能性

と、リガンド無しで分子自体が恒常的活性を

持つ可能性とが考えられる。 

 

２．研究の目的 

同一の遺伝子からスプライシングの違いに

より、新規代謝型受容体(Prrt3-Long) と、

その細胞外領域のみの分泌蛋白(Prrt3- 

Short) の両方が作られる Prrt3 について、

その機能、両者の機能協関とリガンドの同定、

他の代謝型受容体との複合体形成、生体中で

の発現分布と役割、の解明を目指す。

Specific aims は以下の通りである。 

(1) Prrt3-Long, Prrt3-Short 蛋白は、各々、

脳内および各種臓器内で、どのような発現パ

ターンを示すか?  -Long のみを認識する C 

末端に対する抗体、-Short と -Long の両方

を認識する N 末端に対する抗体を作成して、

免疫組織化学解析を行う。 

(2) Family C メンバーは、2 量体を構成する。

このことから、Prrt3 も、2 量体を構成する

ことが予想される。Prrt3は、mGluR1や GABABR

と会合するか?  共発現と免疫共沈により明

らかにする。 

(3) Prrt3-Long と Prrt3-Short は、分子的

に、また機能的にどのような関わりがある

か?  -Short は、-Long の細胞外領域に結合

するか？ もし結合するなら、-Short は、リ

ガンドとして作用するか？ もしくは、

-Short は、細胞外の リガンドを-Long と競

合して吸着する競合阻害剤として作用する

か？ 共発現と形態変化観察により、さらに

tag を付加した-Short のレコンビナント蛋

白を精製し、-Long を発現する細胞に投与す

ることにより明らかにする。 

(4) Prrt3-Long のリガンドが、Prrt3-Short 

では無い場合、-Long のリガンドは何か？ 

上述のように血清に含まれている可能性が

あるので、ゲルろ過等により分画し、低血清

培養液に、各分画を投与することにより、絞

り込みを進め、また、熱変性、protease 処

理に対する耐性の有無等の情報を得て、陽性

分画から精製を試みる。 

(5) 生 体 に お け る 生 理 機 能 は 何 か ？  

Prrt3-Long、Prrt3-Short の両者が破壊され

た遺伝子改変マウスを作成し、発生、形態、

行動の側面から、フェノタイプを解析する。 

 

３．研究の方法 

Tag を付加したコンストラクトの作成等の

分子生物学実験、免疫共沈や Western blot

等のタンパク質化学実験、免疫組織化学実験、

電気生理学実験、遺伝子破壊マウス作成実験

とも、定法により行った。 

 

４． 研究成果 

研究目的の項の番号に対応して、それぞれの

成果を記述する。 

(1) Prrt3-Long の N 端に対する（Prrt3- 

Short をも認識する）抗体 N2 と、C 端に対

する（Prrt3-Long のみを認識する）抗体 C1 

を作成した（下図）。これらの抗体は、遺伝

子導入した HEK293 細胞を極めて特異的に染

色することをまず確認した。マウスにおける

これらの蛋白の発現パターンを免疫組織化

学的に解析した結果、以下の発現パターンが



 

 

明らかになった。下述の組織染色シグナルは、

いずれも、免疫前血清では観察されず、また、

抗原ペプチドの前投与で吸収されるため、特

異的なものであると判断されるが、最終的に

は Prrt3遺伝子破壊マウスにおいてこれらの

シグナルが失われることを確認することに

よって確定する必要がある。(5)で記すよう

に、既に、遺伝子破壊マウスの作成に取り組

み、ヘテロマウスを得ているので、ホモマウ

スが得られ次第、シグナルの消失を確認する

実験を行う。 

① Prrt3 Short は脳室の脈絡膜上皮細胞に

発現している（下図）。 

 
 

② Prrt3 Short は、脳脊髄液中に確かに分泌

されている。脳脊髄液をマイクロシリンジで

側脳室より採取し、Western blot を行うこと

により確認した。 

③ Prrt3-Longは、脳内では、視床下部の腹

側端に位置する正中隆起の表層にある下垂

体隆起葉に、最も強く発現している（下図）。 

 
下垂体隆起葉は、概日リズムの形成に重要な

役割を果たすメラトニン受容体 (MelR1a)が

発現している場所であるため、Prrt3-Long が

MelR1aと協調して概日リズムの形成に寄与し

ている可能性を示唆する（下図）。 
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④ Prrt3 Long は、小脳プルキンエ細胞の直

下の層に、プルキンエ細胞を包むように発現

している。この部位は、Cereberllar Pinceau 

と呼ばれる、バスケット細胞がプルキンエ細

胞にシナプス結合するプレシナプス終末と判

断される（下図）。 

 
⑤ Prrt3 Long は、心筋細胞のつなぎ目部分

で あ る 介 在 版 に 強 く 発 現 し て お り 、

Connexin43 と共局在している（下図）。 
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⑥ Prrt3 Long は、膵臓において大小の膵管

壁に発現している（下図）。 

 
 

⑦ Prrt3 Long は、精巣において、精原細胞

および間質のライディッヒ細胞に発現が見ら

れる（下図）。 

 
 

なお、⑤,⑥,⑦ においては、これらの部域に、

代謝型受容体が発現することは予想外で、そ

の機能的意義は不明であるため、遺伝子破壊

マウスにおいては染色シグナルが失われるこ

とを確認することが必要である。 

(2) Family C 間に属する代謝型受容体間の

会合、すなわちヘテロ多量体化の有無につい

て解析するために、FLAG- もしくは myc- tag 

を付加したコンストラクトをHEK293 細胞に

発現させ、免疫共沈実験を行った。その結果、

Prrt3-Long 間の共沈が認められ、ホモ2量体

化が示唆された。しかし、代謝型グルタミン

酸受容体やGABAB受容体との強い共沈は見ら

れず、ヘテロ会合の可能性は否定された。 

(3) さらに、同様な発現系を用いて、

Prrt3-Short がPrrt3-Long に結合する可能

性も検証したが、強い結合は認められなかっ

た。この結果は、Prrt3-Short がPrrt3-Long 

のリガンドである可能性は低く、むしろ両者

が、競合的に共通の低分子のリガンドに結合

する可能性を示唆する。 

(4) Prrt3-Long のリガンドについては、下

記のような実験を行ったが、未だ未同定であ

る。ツメガエル卵母細胞に、Prrt3–Longと共

に、種々の代謝型受容体の活性化をGq 型応

答につなげる G タンパク質である G16z25 等

と共発現させ、リガンド候補物質に対する応

答を、電気生理学的に Ca2+
i依存性 Cl- 電流

の増加として捉えることを試みた。種々の神

経伝達物質、下垂体等のホルモン、脳の抽出

物、さらに、レコンビナントのPrrt3-Short

蛋白の投与を行ったが、明確な応答は見られ

なかった。従って、リガンドの同定は、今後

の課題である。 

(5) 脳脊髄液中に分泌されているPrrt3 

–Shortの機能的意義を探るために、レコンビ

ナント Prrt3-Short 蛋白、もしくは特異抗

体をマウス脳室に注入する実験を行った。し

かし、急性投与では行動の著明な変化は見ら

れなかった。次のステップとして慢性投与実

験を計画している。 

上述の概日リズムに対する寄与の可能性

等を含め、Prrt3 の個体における機能的意義

を明らかにするために、遺伝子破壊マウスの

作成に取り組んだ。全エクソンを破壊し代わ

りに lacZ が入るコンストラクトを用いて

相同組み替えを行った ES細胞株を米国KOMP

社が樹立していたため、このES細胞株を購入

した。神戸理研中尾和貴研究室にて、このES

細胞株からES細胞の寄与率の高いキメラマ

ウスを作成していただいた。そして、キメラ

マウスから遺伝子破壊ヘテロマウスを得る

ことに成功した。ヘテロマウスは、体が小さ

めではあるものの正常に生育した。その後、

ヘテロマウス同士の交配により遺伝子破壊

ホモマウスを得ることを試みたが、当初全く

得られなかった。生後1週間程度で死亡する

生育の悪いマウスがいることに気づき、死亡

した個体のgenotyping を行ったところホモ

マウスが含まれていた。同腹の仔に比して母

乳の摂取が下手であることによる生育不良



 

 

の可能性を想定して、生後 1週間前に

genotyping を行い、ホモマウスのみを残し

たところ、成人まで生育させることに成功し

た。現時点において、3匹のオスの成人の遺

伝子破壊ホモマウスを得ている。次ステージ

の研究として、遺伝子改変ホモマウスの個体

数を増やして、野生型で観察された免疫染色

のシグナルの欠失を確認することにより免

疫染色のパターンが正しいことを最終確定

し、また、概日リズムを含む行動解析および

シナプス機能の電気生理学的解析を進める

ことを計画している。 
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