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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、我々が見いだした phospholipase C-related but catalytically inactive protein 
(PRIP)がリン酸化制御に関わる分子（ホスファターゼとキナーゼ）の働きを調節する仕組みを解
明することを目指した。特に「開口分泌」のリン酸化調節における PRIP 役割解明を目標とした。
PRIPには異なる２種類のホスファターゼ（PP1と PP2A）が相互排除的に直接結合し、その結合は
PRIP自身のリン酸化によって調節されることをわかった。PRIP が PP1 を介して、開口分泌にお
ける膜融合過程に必須の分子複合体を構成する SNAP-25 のリン酸化状態を修飾することを明ら
かにした。このように、タンパク質リン酸化シグナルによる開口分泌の調節に PRIP が関与する
ことを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the current study, we investigated the involvement of phospholipase C-related but catalytically inactive 
protein (PRIP), which was firstly identified in our laboratory, in the regulation of the function of protein 
kinases and phosphatases, especially in the phospho-dependent modulation of exocytosis. We found that 
PRIP directly interacted with the catalytic subunits of two distinct phosphatases (PP1 and PP2A) in a 
mutually exclusive manner and the interactions are regulated by phosphorylation of PRIP itself. Moreover, 
phospho-SNAP-25 (synaptosome-associated protein of 25kDa), a component of SNARE complex, was 
dephosphorylated by protein phosphatase-1, whose activity was regulated by PRIP. Noradrenalin secretion 
in PC12 cells was also modulated by PRIP, which was correlated with the phospho-states of SNAP-25. 
Collectively, these results suggest that PRIP is involved in the regulation of the phospho-states of SNAP-25 
by modulating the activity of PP1, thus regulating exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化制御のリレーは細

胞内シグナリング経路の最も主要な部分を
成す。キナーゼとホスファターゼ両者の酵素
活性のバランスが重要な決定因子であるこ

とは勿論であるが、これらの酵素が作用部位
近傍にリクルートされなければならない。ま
たアダプター分子等が足場（スカフォール
ド）となって酵素と基質の間接的な特異的相
互作用を助け、効率的な反応の場を提供する
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ことの重要性もまた認知され、既知の酵素の
機能調節因子としての分子の発見や新たな
機能の発見が盛んに行われている。我々が見
い だ し た phospholipase C-related but 
catalytically inactive protein(PRIP) ノ
ックアウトマウスではラ氏島からのインス
リン分泌の亢進に始まり、他のホルモン（ゴ
ナドトロピンなど）や神経伝達物質（脳内ア
セチルコリンやノルアドレナリンなど）の分
泌量が増加している事に気づいた。このよう
に内容物に無関係に分泌亢進が見られる事
から、開口分泌に共通に働く分子群（膜融合
装置）との関わりでこの現象が説明出来ると
考えている。さらに、同ノックアウトマウス
は骨組織の異常、糖代謝の異常、生殖機能の
異常、抑制性神経伝達受容体の機能異常など
の表現型も示しており、これらの異常を裏付
ける分子機構について精力的な研究が行わ
れている。 
 
 
２．研究の目的 
PRIP はホスファターゼ (PP1 と PP2A)や活

性化型 Akt (キナーゼ)と結合し、それらの酵
素活性の制御を介して開口分泌を調節して
いることが示唆される。PRIP がホスファター
ゼやキナーゼと結合するといっても、作用す
る場所にこれらが動員されなければならな
い。そこで、ただ単にリン酸化制御に PRIP が
関わるという事だけでなく、どのようにして
作用する場所の近傍に行けるのか、などにつ
いても検討しなければならない。 
 本研究では、PRIP がリン酸化制御に関わる
分子（ホスファターゼとキナーゼ）の働きを
調節する仕組みを解明する事を目指した。特
に「開口分泌」のリン酸化調節における PRIP
役割解明を目標とした。 
  
 
３．研究の方法 
(1) 組換え体として精製した PRIP, protein 
phosphatase, SNAREを用いた試験管内結合実
験を行った。PRIP と SNARE タンパク質群との
結合やリン脂質との結合とリン酸化関連酵
素群との結合の同時性、あるは相互の排除性、
さらに PRIP 自身のリン酸化等の修飾がホ
スファターゼとの結合に及ぼす影響につい
て試験管内実験を行った。 
 

(2) 開口分泌のモデル細胞としての PC12 細
胞を用いてセミインタクト型にした後のア
ッセイ：ジギトニンで漏出化したセミインタ
クト PC12 細胞（permeabilized PC12）を用
いて、生理的濃度の Ca2+（1μM 程度）を添加
することによって、[3H]NA  放出を測定すると
いう実験系における、キナーゼやホスファタ
ーゼの組換え体の添加や阻害剤添加などの
開口分泌現象に対する影響などを検討する。
さらには、予め 32P 標識した PC12 細胞を準備
し、SNARE や PRIP のリン酸化程度と開口分泌
との関連などを検討した。 
 
(3) インタクト  PC12 細胞を用いたアッセ
イ： PRIP を内在性に発現していない PC12 細
胞に全長 PRIP や種々の PRIP ドメインを安
定的に発現する細胞株を構築した。これらの
インタクト PC12 細胞を用いて高 K+ 溶液や
リガンド刺激による [3H]NA 放出を検討した。
その際に、薬剤（活性化剤や阻害剤など）を
添加して、細胞膜リン脂質成分を変化させる
処理を行ったり、タンパク質リン酸化状態を
変化させる処理を行ったりして(2)でのセミ
インタクト細胞を用いた実験結果との相同
性を検討する。また、細胞抽出物から免疫沈
降実験も行って、分子間相互作用や目標分子
近傍の酵素（キナーゼやホスファターゼ）活
性などについて検討し、細胞を用いた実験と
の整合性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) SNAP-25の脱リン酸化 
開口分泌における膜融合過程に必須の分

子複合体を構成する SNAP-25 に着目した。
SNAP-25 はプロテインキナーゼＡとＣでリン
酸化されることが知られているか、SNAP-25
の脱リン酸化についてはまたわかっていな
い。精製した SNAP-25を用いた試験管内実験
から、PKA でリン酸化された SNAP-25 の脱リ
ン酸化はプロテインホスファターゼのうち、
主に PP1 が担うことが明らかとなった。以前
の研究より、PP1は PRIPと結合すると酵素活
性が抑制されるが A-キナーゼによって PRIP
をリン酸化すると PP1との結合は減少するこ
とがわかった。それで、RPIP を加えることよ
り PP1の抑制を介して SNAP-25の脱リン酸も
調製されることが示唆された(図１)。 



 

 

 図１ SNAP-25の脱リン酸化 
 
(2) PRIPによる SNAP-25脱リン酸化制御 
予め  32P 標識した  PC12 細胞を準備し、

SNARE や PRIP のリン酸化程度と開口分泌と
の関連などを検討した。PC12 細胞をフォルス
コリンやホルボールエステル処理すると 
SNAP-25 はリン酸化され、PRIP はその脱リ
ン酸化過程を促進した。但し、PP1 と結合で
きない、あるいは PKAによってリン酸化でき
ない PRIPの点変異導入体になると、SNAP-25
の脱リン酸化過程を促進する効果を見られ
なかった（図２）。 
 

 
 図２ PRIPによる SNAP-25脱リン酸化制御 
 
またこのときのノルアドレナリン分泌量

は SNAP-25 のリン酸化レベルとよく一致し
ていた（図３） 
 

 
図３ PRIP によるノルアドレナリン分泌の 

調節 
 
(3) 細胞内 PRIP,PP1と SNAP-25 の複合体の 
形成 
PC12 の細胞抽出物を用いて免疫沈降実験

も行い、SNAP-25,PRIP,PP1が複合体が形成す
ることが明らかとなった。細胞を forskolin
で刺激すると PRIP と共沈降する PP1 量は減
少することもわかった。 

 
(4) PRIPと PP1,PP2Aの相互に排除的な結 
合 
組換え体として精製した PRIP、 PP1 

(protein phosphatase)、PP2A を用いた試験
管内結合実験を行い、PP1 と PP2A 両方とも 
PRIPと結合するが、両者が混在する時には結
合は相互に排除的であることが分かった。A-
キナーゼによって PRIPをリン酸化すると PP1
との結合は減弱化し、反対に PP2A との結合
は増加した。これらの分子を細胞に強制発現
を行い、細胞の再構成系での実験を行った。
細胞の抽出物を抗 PRIP 抗体で沈降させて混
在する PP1 や PP2A の量を定量した。定常状
態では PRIP に混在して PP1 も PP2A も存在
した。細胞を forskolin で刺激すると PRIP
と共沈降する PP1量は減り、PP2Aは増加した。
ついで動物個体を用いた実験を行った。イソ
プロテレノールをマウスの腹腔内注入して、
脳抽出物を抗 PRIP 抗体で沈降させて混在し
た PP1 ならびに PP2A を定量した。予測通り
で PP1の減少と PP2Aの増加を認めた。 
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