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研究成果の概要（和文）：性周期制御における PRIP の機能解析とともに骨代謝制御への関わり

を解明することを目的として本研究を遂行した。その結果、PRIP が性周期制御に関わるホルモ

ンの分泌制御に関与し、そのことを介して、或いはさらに別の経路を介して、卵の成熟過程に

おいて PRIP がその制御に機能していることが明らかになった。また、PRIP ノックアウトマウ

ス（PRIP-KO マウス）では、生殖系ホルモンのアンバランスによる骨量の減少が予想されたが、

予想に反して骨密度や骨量の増加が認められ、これはホルモンによらない経路を介して PRIP

が骨代謝制御に関与していることを示唆した。さらに解析を進めたところ、PRIP-KO マウスで

は骨形成が亢進する一方で骨吸収が低下しているため、骨量の増加という表現型を呈すること

が判明した。これらのことから、PRIPは骨形成において抑制的に働くことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study revealed the following: (i) PRIP was involved in female 
reproductive system, especially in gonadotropins secretion and ovarian follicle maturation. (ii) The 
bone mineral density and trabecular bone volume were higher in PRIP-gene deficient mice due to 
enhanced bone formation and decreased bone resorption, indicating that PRIP is implicated in the 
negative regulation of bone formation.  
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１．研究開始当初の背景 
	 我 々 は 、 PRIP （ PLC-related	 but	 
catalytically	 inactive	 protein）分子を見
いだし（JBC,	 267,	 6518,	 1992）、Ins(1,4,5)P3	 
結合性であることに鑑みて Ca2+	 シグナリン
グにおける役割を解明する研究を行うとと
もに（BJ,	 349,	 357,	 2000;	 JCP,	 202,	 422,	 
2005）、PRIP と結合する分子を探索し、PP1	 

(protein	 phosphatase-1)と GABARAP（GABAA	 
receptor-associated	 protein）の 2 分子を
同定した。これらの結合分子が GABAA 受容体
機能への関わりを示唆したので PRIP-遺伝子
欠損(KO)	 マウスを作製し、GABAA 受容体機能
に関わる PRIP の役割について検討してきた
（EMBO	 J,	 21,	 1004,	 2002;	 JBC,	 281,	 22180,	 
2006;	 JNS,	 27,	 1692,	 2007）。また最近、PRIP
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がイノシトールリン脂質との結合を通して
開口分泌に関わることも分かってきた。 
	 PRIP-KO マウスの表現型を観察していく過
程で、野生型に比べて出産頻度や１回当たり
の出産仔数、総出産仔数が少ない、などの生
殖に関わる異常な表現型が明らかになって
きた。そこで、野生型オスｘPRIP-KO メス、
野生型メスｘPRIP-KO オスの掛け合わせを行
ったところ、出産頻度や仔数は野生型メスｘ
PRIP-KO オスの方が野生型どうしの掛け合わ
せに近い結果になった。つまり、PRIP-KO マ
ウスにおける出産頻度や出産仔数の減少は、
雌に起因する可能性が示唆された。そこで、
雌において黄体形成ホルモン（luteinizing	 
hormone,	 LH ） 及 び 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン
（follicle	 stimulating	 hormone,	 FSH）の
血中濃度を調べたところ、PRIP-KO マウスで
は LH サージがはっきりせず、LH,	 FSH ともに
野生型に比べ恒常的に高濃度であった。また、
エストロゲン、プロゲステロンの血中濃度に
ついては、PRIP-KO マウスで減少していた。
雌の膣壁垢を採取し発情周期をみる smear 
test を行ったところ、PRIP-KO マウスでは稀
発排卵もしくは無排卵を示唆する性周期の
乱れがあった。 
	 高 LH や性周期の乱れといった表現型は、
多嚢胞性卵巣症候群（PCOS）の症状にも類似
している。また、高 FSH やエストロゲンの低
下は骨粗鬆症の原因でもある（Cell,	 125,	 
247,	 2006;	 Cell,	 130,	 811,	 2007）。これら
の現象は、PRIP 欠損で生じた異常であり、
PRIP が生殖機構の制御に関わること、更に骨
代謝制御にも影響を及ぼす可能性が強く示
唆された。 
 
２．研究の目的 
	 性周期制御における PRIP の機能解析とと
もに骨代謝制御への関わりを解明する。	 
 
３．研究の方法 
①	 PRIP の有無によって生じる生殖に関わ
る器官及び骨への影響	 
・野生型、PRIP-KO マウスについて、体重お
よび下垂体、子宮、卵巣、精巣、副腎などの
生殖に関わる器官の大きさ、形態、重量等を
計測し、比較検討する。またこれらの器官の
組織切片を作製し、HE 染色や組織のマーカ
ーとなる分子の抗体染色を行い、組織学的解
析を行った。 
・骨密度、骨質など骨の状態について、大腿
骨または腰椎を用いて二重エネルギーＸ線
吸収測定法やマイクロ CT等にて計測した。
これを幾つかの週齢で比較検討した。 
②	 骨組織を用いた組織機能学的解析	 

・野生型および PRIP-KO マウスから摘出した
大腿骨、腰椎について、１次海綿骨周辺を酒
石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染色、

Von	 Kossa	 染色し、破骨細胞や骨芽細胞の数
や分布状況を検討する。また、HE 染色、骨代
謝マーカー分子の免疫染色を行い、骨吸収や
形成の具合を野生型と PRIP-KO マウスとで比
較検討した。 
③	 下垂体における PRIP の役割	 
・PRIP 遺伝子について RNA	 干渉用のコンスト
ラクトを作製し、この培養細胞において PRIP
遺伝子の RNA	 干渉を行い、PRIP の発現を抑制
した細胞株を構築した。また、PRIP を過剰発
現させた細胞株も構築した。	 

・この変異細胞と野生型細胞において、各性
腺刺激ホルモン	 (LH,	 FSH)	 の産生及び分泌量
等における差異を、RT-PCR、ウエスタンブロ
ッティング、ELISA 等の手法を用いて検討した。	 
・下垂体前葉細胞において、受容体への	 GnRH	 
の結合が引き起こすシグナル伝達から性腺刺
激ホルモン	 (LH,	 FSH)	 の分泌に至るまでの過
程で、PRIP	 がどのステップに機能しているか
を検討するために、ホルモン産生後の輸送や
分泌過程に関わる種々の分子との相互作用を
生化学的手法にて検討した。	 
④	 生殖腺への影響	 
卵巣、精巣への影響をみるために、野生型、
PRIP-KO マウスの血中のエストロゲンやテス
トステロン等関与するホルモンの産生量や分
泌量、或いは組織培養を用いて刺激の有無に
よるホルモン分泌量の変化等を ELISA 法など
で測定し解析した。	 
・PMSG や HCG の投与により生体内のホルモン
条件を一定にして、排卵数を計測した。	 
・性周期の各時期の卵巣の切片を作製し、卵
胞の状態観察や性腺刺激ホルモン受容体など
の免疫染色を行った。	 
⑤	 破骨細胞、骨芽細胞を用いた解析	 

・  野生型及び PRIP-KO マウスから調製した
骨芽細胞前駆細胞を用いて、骨芽細胞分化へ
の PRIP の有無の影響を検討した（アルカリ
フォスファターゼ（ALP）活性の測定、染色
等）。また、同マウスから調製した骨髄細胞
を用いて、破骨細胞分化への PRIP の有無の
影響を計時的に検討した。 
・上述の結果、各細胞分化において PRIP の有
無が影響していたので、分化に関わる因子の
発現量やリン酸化程度の解析を行った。 
	 
４．研究成果	 
①	 PRIP の有無によって生じる生殖に関わ
る器官及び骨への影響	 
・野生型、PRIP-KO	 マウスについて、以前の
結果から体重および生殖に関わる器官のう
ち下垂体、卵巣、精巣の大きさ、形態、重量
においては差がなかったが、子宮では野生型
に比べ	 PRIP-KO	 マウスで大きさや重量が小
さかった。そこで子宮について週令を追って
比較したところ、少なくとも生後３ヶ月まで
は野生型と	 PRIP-KO	 マウスで有意差はなか



 

 

ったが、その後６ヶ月の頃には大きさに差が
生じることが分かった。その子宮について
各々組織切片を作製し、hematoxylin-eosin	 
染色等による組織学的解析を行ったが、内膜
や筋層、外膜などの厚さや形態に違いは見ら
れなかった。子宮以外の上述の器官について
も同様に組織学的解析を行ったが、顕著な差
は見られなかった。	 
	 
②	 骨組織を用いた組織機能学的解析	 
・３，６，１２ヶ月齢のメスの野生型および	 
PRIP-KO	 マウスより調製した大腿骨の組織
学的解析を行ったところ、特に６ヶ月齢にお
いて野生型に比べて PRIP-KO マウスでは	 
TRAP	 染色陽性の破骨細胞数がやや多く、こ
れは性腺刺激ホルモン・性ホルモンのアンバ
ランスから想定された通りであった。しかし、
ALP 染色陽性の骨芽細胞数も多かった。更に、
μCT	 を用いた３次元計測では、予想に反して
骨密度及び海綿骨の骨量が増大していた（図
１）。 
・ カルセイン2重標識による骨形成能の解析
を行ったところ、PRIP-KOマウスにおいて骨形

成速度の増加が見られた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
③	 下垂体における PRIP の役割	 

・下垂体前葉から調製されたRNAおよび蛋白質

を用いて性腺刺激ホルモンのqRT-PCRおよび

蛋白質量測定を行ったところ、転写レベルで

のLH、FSH量は、野生型およびPRIP-KOマウス

間で差はなく、蛋白質レベルで下垂体前葉内

に残る性腺刺激ホルモン量に差があった（図

３）。	 

・下垂体前葉の細胞株において、PRIP の発現
を抑制した細胞株及びPRIPを過剰発現させた
細胞株を構築し、LH,	 FSH の分泌量を野生型細
胞と比較したところ、PRIP の発現を抑制した
細胞では分泌亢進が見られなかったが、PRIP

過剰発現細胞では、分泌量が低下した。さら
に、GnRH のアゴニストである Buserelin で刺
激したところ、野生型及び変異細胞株とも分
泌量が増加したが、PRIP 過剰発現細胞株では
その増加程度が少なかった。	 

	 これらのことから、個体や組織培養の結果
と合わせて、PRIP	 が性腺刺激ホルモンの分泌
抑制に関わっていることが示唆された。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

④	 生殖腺への影響	 

・卵巣から分泌されるエストロゲン、プロゲ

ステロンの血中濃度を測定したところ、KO	 マ

ウスにおいてプロゲステロンが有意に減少し

ていた(図４)。	 

・３週齢メスの野生型、PRIP-KO	 マウスにお

いて薬剤投与によって性周期を合わせ、一定

時間後に排卵誘発剤を投与したのち排卵数

を計測したところ、野生型に比べ	 PRIP-KO	 マ

ウスでは	 1/5	 程度にまでに減少した（図５）。

また、排卵後の卵巣における黄体数を計測し

たところ、PRIP-KO	 マウスにおいて減少して

いた（図６）。	 

	 これらのことから、出産仔数の減少の原因

は、排卵時もしくは排卵に至るまでの卵胞成

熟の過程での何らかの異常によるものであ

ることが示唆された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
・大腿骨を用いたμCT による解析において、野
生型に比べ PRIP-KO マウスで骨量増加が見ら
れたので、生殖系ホルモンの影響を受けて生じ
た差なのかどうかを調べるために、卵巣摘出マ
ウスを作製して骨量を測定した。その結果、ノッ
クアウトマウスでは、卵巣を摘出しても骨量の減
少が野生型ほど見られなかった(図７)。つまり、
PRIP-KO マウスにおける骨量増加は、生殖系ホ
ルモンが関与しない別の制御機構によるものと
考えられた。	 
	 
	 



 

 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
⑤	 破骨細胞、骨芽細胞を用いた解析	 

・ 野生型及びPRIP-KOマウスの頭蓋冠から調
製した骨芽細胞前駆細胞に、BMP刺激を加え骨

芽細胞への分化における両者の違いを検討し

た。PRIP-KOマウスではALP陽性の分化した骨

芽細胞の数が多く、ALP	 活性も高く、また骨

形成速度が亢進していた（図８）。	 

・ PRIP-KOマウスでは骨芽細胞の分化能が高
いことが予想されたので、骨芽細胞分化・骨

形成に重要な転写因子	 Smad	 のリン酸化レベ

ルを計時的に追ったところ、リン酸化の延長

が認められた。また、オステオカルシンやId1

などの骨形成関連因子の発現を見たところ、

いずれもPRIP-KOマウスで発現量が亢進して

いた。	 

	 
	 

・ マウス大腿骨より調製した骨髄細胞を用
いて破骨細胞への分化を検討したところ、野

生型に比べPRIP-KOマウスで破骨細胞の細胞

数がやや多い傾向にあり、酒石酸抵抗性酸性

ホスファターゼ（TRAP）活性も相応の値であ

ったが、通常より核数の多い大きな破骨細胞

が認められた。また、破骨細胞の初代培養を

用いた 	 pit	 assay	 では、野生型に比べ

PRIP-KO	 マウスでは分化した破骨細胞数はや

や多い程度であったが、破骨細胞の吸収窩は

野生型の半分以下だった（図９）。	 

	 これらのことから、PRIP-KO マウスでは、
骨芽細胞への分化が促進しているために骨
形成が亢進している一方、正常な機能を有す
る破骨細胞が少ないために骨吸収が低下し
ており、結果として骨量増加に至るものと考
えられた。つまり、PRIP は骨形成に抑制的に
働く分子であると結論した。	 
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⑨	 第５２回歯科基礎医学会学術大会・総会
（東京）表題「PRIP	 は骨形成の制御に関与
する」堤康史郎、松田美穂、平田雅人	 2010,	 
9,	 21	 	 
⑩	 第８３回日本生化学会・第３３回日本分
子生物学会合同大会（神戸）表題「
Involvement	 of	 PRIP	 in	 the	 regulation	 of	 
bone	 metabolism」松田美穂、平田雅人	 2010,	 
12,9	 
⑪	 第 84 回日本生化学会大会（京都）表題
「骨形成制御機構における PRIP の機能解析」
小谷美穂、堤康史郎、松田美穂、平田雅人	 
2011,	 9,	 22	 	 
⑫	 第 53回歯科基礎医学会学術大会（岐阜）
表題「PRIPは autophagyを抑制的に制御す
る」梅林久範、松田美穂、兼松隆	 他	 2011,	 
9,	 30	 	 
⑬	 International Symposium, New Aspects 
of Phospholipid Biology and Medicine 2011
（福岡）表題「PRIP is implicated in the negative 
regulation of bone formation」小谷美穂、堤康
史郎、松田美穂、平田雅人	 2011,	 11,	 15	 
⑭	 第 53 回歯科基礎医学会学術大会(岐阜)
表題「PRIP 遺伝子欠損マウスで観察された骨
の表現型の解析」堤康史郎、松田美穂、小谷
美穂、平田雅人 他	 2011,	 9,	 30	 
⑮	 第 34回日本分子生物学会年会（横浜）「新
規情報伝達分子 PRIP ノックアウトマウスに
おける生殖制御の異常」松田美穂、平田雅人	 
2011,12,13	 
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