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研究成果の概要（和文）：	
 雌の生殖系器官の機能における新規分子	
 PRIP	
 (phospholipase-	
 

C-related	
 but	
 catalytically	
 inactive	
 protein)	
 の役割を明らかにすることを目的として本研

究を遂行した。その結果、PRIP は性周期を司る性腺刺激ホルモンの分泌制御に関与し、おそらく、

それを介して、卵巣での卵の成熟過程あるいは排卵時の制御に機能していることが明らかになっ

た。	
 

 
 
研究成果の概要（英文）： This study revealed that PRIP plays an important role in female 
reproductive system, particularly in gonadotropins secretion and in the regulation of ovarian follicle 
maturation and/or ovulation processes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 我々は、PRIP	
 (phospholipase-C-related	
 but	
 
catalytically	
 inactive	
 protein)	
 を見いだし、
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、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	
 のノックアウ
トマウス（PRIP-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。	
 

	
 表現型を更に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。これらの現象は、こ
れまでに我々が蓄積した	
 PRIP	
 に関する知見か
らは予期出来ないことであり、F1	
 世代で見られ
たこれらの表現型は世代を進めるに連れて顕著
になった。交配実験の結果、この生殖に関わる
表現型の原因が、雌にあることが明らかになり、
また、雌の膣壁垢を採取し性周期をみる	
 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。性腺刺激ホルモンの血中濃度も高値を
示した。これらの現象は、PRIP	
 欠損で生じた異
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常であり、PRIP	
 が生殖機構の制御に関わること
が強く示唆されたので、本研究を開始するに至
った。	
 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 PRIP	
 欠損が雌の生殖系器官の何処にどの様
な異常をもたらすのかを明らかにし、次いでそ
の分子基盤の解明を目指す。	
 
	
 
 
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
官への影響	
 
	
 野生型、PRIP-KO	
 マウスについて、生後３週、
７週、２１週の各週齢において、個体毎に体量
および下垂体、子宮、卵巣、精巣、副腎などの
生殖にかかわる器官の大きさ、形態、重量等を
計測し、比較検討した。また、それらの器官に
つ い て そ れ ぞ れ 組 織 切 片 を 作 製 し 、
hematoxylin-	
 eosin	
 (HE)	
 染色等を行い、得られ
た組織像について婦人科系の疾患の病理所見も
踏まえて比較検討した。	
 
②	
 下垂体前葉における	
 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)	
 の産生および分泌量、
細胞内	
 Ca2+	
 濃度の変化等における差異を、
RT-PCR、ウエスタンブロッティング、ELISA	
 など
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。	
 
③	
 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
ステロンなど生殖に関与するホルモンの産生量
や分泌量、ある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などを	
 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、性腺
刺激ホルモン受容体などの免疫染色を行った。	
 
	
 
	
 
	
 

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ヶ月までは両遺伝子型
で大きな差はなかったが、６ヶ月の頃になると
大きさに差が生じることが分かった。その子宮
について組織切片を作製し、HE	
 染色などによ
る組織学的解析を行ったところ、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（図１）。子宮以外の上記の器官についても
組織学的解析を行ったが、顕著な差は見られな
かった。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
②	
 下垂体前葉における PRIP の影響	
 

・これまでの解析からメス側の性腺刺激ホルモ

ン（LH,	
 FSH）の分泌異常が見込まれるため、

摘出した下垂体前葉を用いて、性腺刺激ホルモ

ンの分泌について検討した。メスの野生型およ

び	
 PRIP-KO	
 マウスの下垂体前葉を組織培養し、

無刺激時の性腺刺激ホルモンの分泌量を測定

した。野生型に比べ	
 PRIP-KO	
 下垂体前葉で野生

型の２倍以上の分泌量が見られた。さらに、性

腺刺激ホルモン放出ホルモン刺激によるホル

モン分泌の変化について検討したところ、両者

とも刺激後すぐに分泌量が増加するが、その増

加量は	
 PRIP-KO	
 においてより高かった（図２）。	
 

	
 
・上記の性腺刺激ホルモン分泌量の亢進は、既
に解析していた血中のホルモン濃度測定による
結果を反映しており、この分泌亢進が、分泌さ
れるホルモン量の違いなのか細胞内でのホルモ
ン産生量の違いによるものなのかを検討した。
下垂体前葉から精製した	
 RNA	
 および蛋白質を用
いた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ることが分かった（図３）。



つまり、野生型および	
 PRIP-KO	
 マウスにおいて
ホルモンが同等量発現しているにも関わらず分
泌量に差があるということで、細胞内でホルモ
ン産生後の分泌に至る過程で	
 PRIP	
 の有無が影
響していることが示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
③	
 下垂体における PRIP の役割	
 
	
 
・マウス下垂体前葉由来の培養細胞である	
 LbT2	
 

細胞において、PRIP	
 遺伝子の発現を抑制した細
胞株を構築し、個体や組織培養での結果を再現
するかどうか、性腺刺激ホルモンの産生や分泌
量の測定をしたところ、変異細胞では性腺刺激
ホルモンの分泌が増加することがわかった。	
 
・逆に	
 PRIP	
 遺伝子を過剰発現させた細胞株を構
築し同様の実験を行ったところ、コントロール
に比べて変異細胞では性腺刺激ホルモンの分泌
量が低下することがわかった。さらに、GnRH	
 の
アゴニストである	
 buserelin	
 で刺激したところ、
両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、ホルモンの分泌は	
 PRIP	
 存
在下では抑えられ、不在下では増加するという
ことで、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）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

・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。3	
 

週齢では野生型に比べ	
 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

後の卵巣の黄体数を計測したところ、PRIP-KO	
 

マウスで減少した（図６、７）。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成熟の過程で異常によ

るものであることが示唆された。	
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