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研究成果の概要（和文）：タンパク質のリン酸化・脱リン酸化を担う複数の酵素と複合体を形成する分子 PRIP を見出
したので、タンパク質リン酸化シグナルによる開口分泌の調節に焦点を当てて、この分子の役割の解明を目指した。最
終年度には（１）PRIPのC2ドメインが他のC2ドメインとヘテロダイマーを形成すること（２）PRIPと結合するキナーゼ
Aktのtomosyn という分子のリン酸化を介した開口分泌調節機構を見出した。
　本課題の研究成果は、複数のリン酸化・脱リン酸化酵素を含む複合体により細胞内のリン酸化シグナルを時空間的に
調節する機序の理解を進め、その異常に基づく疾患の病態解明に資するものである。

研究成果の概要（英文）：We have previously isolated a signaling molecule, PRIP which forms the protein 
complex with multiple kinases and phosphatases. In this year, we identified that (a)the C2 domains of 
PRIP and those of other molecules form hetero-dimers, and (b)a PRIP-interacting kinase Akt regulates 
exocytosis by phosphorylation of its new substrate tomosyn.
 The results obtained in this study would promote understanding the mechanism how the phospho-dependent 
cellular signaling is spatio-temporally regulated by the complex containing multiple enzymes responsible 
for protein phosphorylation/de-phosphorylation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 タンパク質のリン酸化状態は細胞機能を
制御する主要な情報伝達機構の一翼を担い、
キナーゼとホスファターゼの活性バランス
によって調節される。一方、数百種類存在す
るキナーゼに対してその十分の一にも満た
ないホスファターゼが個々の細胞機能に対
応するために、多種多様な結合分子の助けを
借りて両酵素の活性や時空間的に効率的な
反応の場への移動が厳密な調節される機構
が知られるようになった。	
 

	
 申請者らは独自に見出したタンパク質
PRIP［PLC	
 (phospholipase	
 C)-related,	
 but	
 
catalytically	
 inactive	
 protein］が、	
 PP1	
 
(protein	
 phosphatase	
 1)	
 や	
 PP2A	
 と結合す
る事を見出していた。異なるホスファターゼ
ファミリーに属する両酵素を共に結合する	
 
PRIP	
 は希有な分子であり、更に、キナーゼ
のひとつ	
 Akt と結合する事も分っていた。こ
のことは PRIP	
 がこれら酵素と複合体を形成
しタンパク質リン酸化制御に重要な働きを
有することを窺わせた。また、多彩なドメイ
ン構造を有する	
 PRIP	
 の多様な分子との結
合は	
 キナーゼ・ホスファターゼ・PRIP	
 複合
体の時空間制御に役立つと考えられた。	
 

	
 一方、PRIP	
 の遺伝子欠損（KO）マウスで
はホルモンや神経伝達物質の分泌量が増加
しており、PRIP	
 は開口分泌に共通に働く膜
融合装置	
 [SNARE と称される分子複合体
（ syntaxin	
 /	
 VAMP	
 /	
 SNAP-25 ） や	
 
synaptotagmin]	
 に対して抑制的に作用して
いることが明らかとなりつつあった。これら
を併せ考えて、それまで詳細が明らかとなっ
ていなかった開口分泌のリン酸化制御にお
いて、PRIP	
 がキナーゼやホスファターゼを
開口分泌の場に移行させることにより効率
的なリン酸化制御を補助していることが予
想された。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

本研究では、キナーゼ・ホスファターゼと複
合体を形成する	
 PRIP	
 が開口分泌のリン酸
化制御において果たす役割の解明を目指し
た。	
 

 
３．研究の方法 
①	
 試験管内実験（ホスファターゼ活性測
定）：ホスホリラーゼキナーゼでリン酸化し
た	
 [32P]ホスホリラーゼ	
 b	
 を調製し、精製	
 
PP1	
 や	
 PP2A	
 とのインキュベーションによ
って放出される放射活性を測定した。	
 

②	
 試験管内実験（結合実験）：GST	
 等のタグ
を付加した組換えタンパク質の精製標品を
用いてプルダウン実験を行った。	
 

③	
 培養細胞を用いた結合実験：野生型や変

異型	
 PRIP	
 を遺伝子導入した培養細胞の蛍
光免疫染色や 	
 PLA（ proximity	
 ligation	
 
assay）によって	
 PRIP	
 と各種タンパク質と
の相互作用を検討した。	
 

④	
 野生型及び	
 PRIP	
 ノックアウトマウスの
組織や培養細胞を用いた免疫沈降実験（結合
実験）：マウス個体や培養細胞の刺激時、無
刺激時における	
 PRIP	
 とホスファターゼや	
 
SNARE	
 分子との結合を免疫沈降実験によっ
て調べた。	
 

⑤	
 精製	
 SNARE	
 タンパク質の複合体形成実
験：SNARE	
 分子は膜融合促進時に界面活性剤	
 
SDS	
 にも耐性な強固な複合体を形成するこ
とが知られる。精製組換え	
 SNARE	
 分子群を
用いて	
 PRIP	
 の影響を調べた。	
 

⑥	
 培養細胞を用いた開口分泌実験：PC12	
 細
胞を	
 [3H]ノルアドレナリン（NA）で標識し、
その放出を指標とした。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）	
 ２つの異なるタンパク質ホスファタ
ーゼ	
 PP1、PP2A	
 の	
 PRIP	
 による調節機構	
 

①	
 試験管内実験：大腸菌発現系にて調製し
た	
 PP1,	
 PP2A,	
 PRIP	
 各組換えタンパク質を
用いた。各タンパク質ホスファターゼ活性に
与える	
 PRIP	
 の影響を調べたところ、PRIP	
 
は	
 PP1	
 の活性を濃度依存的に抑制したが、
PP2A	
 のホスファターゼ活性には影響しなか
った。また、PRIP	
 と	
 PP2A	
 との結合には他
のタンパク質が介在している可能性を否定
できていなかったが、GST	
 タグを付加した	
 
PRIP	
 によるプルダウン実験によって	
 PP1、
PP2A	
 ともに	
 PRIP	
 と直接結合することを確
認した。PP1、PP2A	
 が同時に存在する条件で
プルダウン実験を行い、PP1、PP2A	
 の	
 PRIP	
 
への同時結合性を調べたところ、両ホスファ
ターゼの	
 PRIP	
 への結合は相互排除的だっ
た。	
 PRIP	
 に様々な部位に部位特異的アミノ
酸置換変異を導入して結合実験を行ったと
ころ、PP1、PP2A	
 との結合に直接関与する	
 
PRIP	
 上のアミノ酸は異なるものの非常に近
接した領域に結合することが示され、相互排
除的な結合を指示する結果を得た。PRIP	
 の	
 
PP1	
 結合部位には	
 PKA	
 のリン酸化部位があ
る。PRIP	
 の	
 PKA	
 によるリン酸化は	
 PP1	
 と
の直接的な結合を抑制したが、PP2A	
 の結合
には影響しなかった。しかし、PP1	
 と	
 PP2A	
 
が同時に存在する条件下では	
 PKA	
 によって
リン酸化された	
 PRIP	
 に結合する	
 PP1	
 は減
少して、それに伴い	
 PP2A	
 の結合量が増加し
た。	
 

②	
 培養細胞及びマウス個体を用いた実験：
試験管内実験で明らかとなった	
 PRIP	
 と	
 
PP1、PP2A	
 との関係を	
 PRIP	
 を外来性に発現
させた	
 COS-7	
 細胞を用い細胞レベルで検討
した。フォルスコリン処理した細胞では抗	
 
PRIP	
 抗体で免疫沈降した複合体に含まれる	
 



PP1	
 の量が減少し、PP2A	
 の量が増加した。
このフォルスコリンの効果は	
 PKA	
 リン酸化
部位にアミノ酸変異を導入すると消失した。
さらに、マウス個体レベルでも	
 PRIP	
 と各ホ
スファターゼの関係が同様の調節を受けて
いるか検討した。マウス脳組織を用いた免疫
沈降実験では、イソプロテレノールを腹腔内
投与することにより抗	
 PRIP	
 抗体免疫複合
体に含まれる	
 PP1	
 の量は減少し、それに伴
い	
 PP2A	
 の量が増加し、試験管内実験及び培
養細胞レベルで認めた	
 PRIP	
 と	
 PP1	
 及び	
 
PP2A	
 結合量のリン酸化を介した調節機構が
個体レベルでも存在することが確認された。	
 

	
 

（２）	
 PRIP	
 がキナーゼ及びホスファターゼ
との複合体として開口分泌の場に特異的に
移行する機構	
 

	
 PRIP	
 は	
 C	
 末に開口分泌調節に関わる分
子にも多く存在するタンパク質モジュール	
 
C2	
 ドメインを有するが、その機能は不明で
あった。C2	
 ドメインが	
 PRIP	
 による開口分
泌調節に重要な役割を持つと考え以下の実
験を行った。	
 

①	
 多くの	
 C2	
 ドメインは	
 Ca2+	
 依存的に細
胞膜リン脂質と結合する。Lipid	
 Overlay	
 
Assay	
 により、大腸菌発現系で調製した	
 
PRIP	
 の単離	
 C2	
 ドメインの脂質結合能を調
べた。PRIP	
 の	
 C2	
 ドメインは検討した主要
リン脂質には結合しなかった。	
 

②	
 野生型及び	
 PRIP	
 ノックアウトマウスの
脳組織を用いて抗	
 PRIP	
 抗体による免疫沈
降実験を行った。野生型の組織では膜融合に
必須の分子	
 syntaxin	
 1	
 及び	
 SNAP-25	
 が	
 
PRIP	
 免疫複合体に含まれていたが、PRIP	
 ノ
ックアウトマウス由来の組織では含まれて
いなかった。さらに全長	
 PRIP、PRIP	
 の	
 C2	
 
ドメイン欠失変異体、様々なタンパク質由来
の	
 C2	
 ドメイン及び	
 syntaxin	
 1、SNAP-25	
 の
組換えタンパク質を調製してプルダウンア
ッセイ法による結合実験を行った。全長	
 
PRIP	
 は	
 SNAP-25	
 と	
 syntaxin1 のいずれと
も結合したが、C2	
 ドメインを欠失した	
 PRIP	
 
は結合しなかったこと、単離した	
 C2	
 ドメイ
ンが全長と同様の結合能を示したことから、
PRIP	
 は	
 C2	
 ドメインを介して、SNAP-25	
 と	
 
syntaxin1	
 の両者と結合することがわかっ
た。また、PRIP	
 と	
 SNAP-25、syntaxin1	
 と
の結合は、これら	
 SNARE	
 分子との結合が既
に 報 告 さ れ て い る 	
 synaptotagmin	
 や	
 
rabphilin	
 などの他の	
 C2	
 ドメインと同程
度の親和性を有していた。膜タンパク質であ
る	
 SNARE	
 分子のより自然に近い状態をリン
脂質リポソームを用いて再構成して行った
結合実験でも同様に	
 PRIP	
 との	
 C2	
 ドメイ
ンを介した結合を確認した。	
 

③	
 精製した組換えタンパク質を用いた実験
で確認した	
 PRIP	
 と	
 syntaxin	
 1、SNAP-25	
 と
の結合は細胞レベル、組織レベルでも存在す

ることを、培養細胞を用いた	
 “proximity	
 
ligation	
 assay”、免疫沈降法にて確認した。
前者では	
 PRIP	
 と	
 v-SNAREs	
 の細胞内での
結合には	
 PRIP	
 の	
 C2	
 ドメインの存在に加
えて、PRIP	
 が	
 PH	
 ドメインの細胞膜リン脂
質との結合を介して細胞まくに局在するこ
とが必要であることが分かった。また後者で
は	
 PRIP	
 ノックアウトマウス脳組織を用い
て生体内でも	
 PRIP	
 と	
 syntaxin、SNAP-25	
 
が結合すること、さらに、PRIP	
 欠失組織中
では	
 synaptotagmin	
 など、他の	
 SNARE	
 結合
性	
 C2	
 ドメインタンパク質と	
 SNARE	
 分子と
の結合量の増加を認めたことから、PRIP	
 は	
 
SNARE	
 分子との結合に関して他の	
 SNARE	
 結
合性タンパク質と競合的な関係にあること
が示唆された。実際、精製組換えタンパク質
を用いたプルダウン実験を行うと、SNAP-25	
 
や	
 syntaxin	
 に対して	
 PRIP	
 は確かに他の	
 
SNARE	
 結合性 	
 C2	
 ドメインタンパク質	
 
synaptotagmin	
 と競合的に結合していた。	
 

④	
 PRIP	
 はノックアウトマウスの表現型や
培養細胞を用いた実験から、開口分泌を抑制
的に調節することが示唆されている。SNARE	
 
分子との結合が果たす役割を調べた。
SNAP-25、syntaxin1、VAMP-2	
 の三者は通常
のタンパク質複合体を破壊する界面活性剤	
 
SDS	
 に耐性な強固なタンパク質複合体を形
成し、その量は開口分泌の程度と正の相関を
示すことが知られる。精製組換えタンパク質
を用いた	
 SNARE	
 複合体形成実験を行ったと
ころ、PRIP	
 は	
 SNARE	
 との結合を介して、こ
の複合体形成を用量依存的に直接阻害した
ことから	
 PRIP	
 の開口分泌抑制作用の機序
の一部を担っていると考えられた。	
 

⑤	
 PRIP	
 の開口分泌抑制作用における	
 C2	
 
ドメインの役割を確認するため、ノルアドレ
ナリンを分泌する	
 PC12	
 細胞株に	
 PRIP	
 の
野生型と	
 C2	
 ドメイン欠失変異体の遺伝子
導入したもので高	
 K+	
 刺激による放射標識
ノルアドレナリン分泌を検討したところ、野
生型	
 PRIP	
 はノルアドレナリン放出を強く
抑制したが、C2	
 ドメイン欠失変異体では開
口分泌抑制効果が約半分に減弱していた。	
 

	
 

（３）	
 PRIP	
 の	
 C2	
 ドメインと他のタンパク
質由来の	
 C2	
 ドメインとの直接的な結合	
 

	
 様々な分子中に存在する	
 C2	
 ドメインは
分子間相互作用に関わるが、これまでは	
 
Ca2+	
 と細胞膜を構成するリン脂質、及び上
記（２）で示したような	
 SNARE	
 タンパク質
等の結合と、一部の	
 synaptotagmin	
 の	
 C2	
 
ドメインにおけるホモダイマーの形成が報
告されていた。今回、上述の一連の実験の過
程で	
 PRIP	
 の	
 C2	
 が	
 synaptotagmin	
 を始め
とする他の分子の	
 C2	
 ドメインとヘテロダ
イマーを形成することを新たに見出した。
PRIP	
 が主として開口分泌に関わる	
 C2	
 ドメ
インタンパク質との直接的な相互作用を通



じて、それらタンパク質の標的分子との相互
作用を修飾する機構の存在が示唆された。	
 

	
 

	
 以上（１）~（３）の結果から、PRIP	
 の
開口分泌が行われる局所に、膜脂質や膜融合
促 進 装 置 （ SNARE	
 分 子 複 合 体 や	
 
synaptotagmin）との直接的な結合を介して
特異的に移行し、SNARE	
 複合体や膜融合促進
分子の各分子間相互作用との拮抗により開
口分泌を負に制御し、さらに細胞の活性化状
態に応じて変化する	
 PRIP	
 自身のリン酸化
が、結合する複数のホスファターゼの量や活
性を調節することで、各結合分子のリン酸化
状態を制御するという複数の作用点を介し
て開口分泌調節を修飾するモデルが想定さ
れる。	
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