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研究成果の概要（和文）：Prrt3は、遺伝子情報からGタンパク質結合型受容体と考えらえるタンパク質だが、そ
の機能は未知である。本研究課題では、Prrt3の分子機能の解明を目指して研究を実施し、Prrt3がFurinによっ
てN末端細胞外領域の根元で切断されること、グルタミン酸トランスポーターおよびGi/o G蛋白質と結合するこ
と、主として興奮性神経細胞のシナプス前終末に発現していること、大脳の興奮性神経細胞特異的に遺伝子を破
壊すると恐怖条件付け記憶の長期保持に異常が見られること、ムスカリン性ACh受容体のアゴニストであるOxo-M
によって活性化されるがAChでは活性化されないこと等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Prrt3 is a putative G protein coupled receptor of family C, but its function
 is totally unknown. We aimed at the elucidation of the molecular function and physiological role of
 Prrt3, and observed the followings. (1) Prrt3 is partly cleaved at the end of N-terminal 
extracellular domain by Furin. (2) It binds to glutamate transporters EAAT1, 2 and Gi/o G protein. 
(3) It is expressed chiefly at the presynaptic terminal of excitatory neurons. (4) Conditional Prrt3
 gene knock out homozygous mice in forebrain excitatory neurons showed impairment of long term 
retention of fear conditioning memory. (5) Prtt3 is activated by Oxo-M, a muscarinic Ach receptor 
agonist, but not by ACh. 

研究分野： 分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は、先に、7回膜貫通型タンパク質を

コードする遺伝子 Prrt3 (Proline Rich 
Transmembrane Protein 3) をデータベース
上に見いだした。Prrt3 は、大きな細胞外領
域を持つことを特徴とし、family C に属す
るG蛋白質結合型受容体であると考えられた。
しかし、先行研究は皆無で、リガンドや機能
は全く未知であった。Prrt3 の際だった特徴
は、上述の受容体 Prrt3- Long に加えて、同
一遺伝子からスプライシングの違いにより
つくられる、細胞外領域のみからなる分泌蛋
白 Prrt3- Short が存在することであった。
我々は、本申請研究の開始時点において、以
下の知見を得ていた。 
(1) Prrt3 全遺伝子 KO マウスを作成したと
ころ、KO ホモマウスは、高い生後 1週間以内
の致死率を示し、十分数が得られなかった。
そこで KO ヘテロマウスを用いて網羅的行動
解析を行ったところ、恐怖条件付け記憶およ
び空間記憶の長期保持の低下していた。 
(2) 北大・医・解剖の渡辺教授、今野助教と
の共同研究により、急速凍結脳切片を用いた
解析で、C末端抗体、N末端抗体いずれによ
っても、KO ホモマウスで消失する特異的染色
が、視床、海馬、黒質、小脳皮質等に検出さ
れた。Allen brain atlas では、海馬の錐体
細胞や顆粒細胞に強い mRNA の発現が見られ
るが、Prrt3 タンパク質は、細胞体の層をよ
けて発現していたため、細胞体以外に存在す
ることがわかった。 
(3) Western blot 解析により、HEK293 細胞
に発現させた - Long は、計算値に近い約110 
kDa であるのに対し、脳では 110 kDa のバ
ンドに加え、約 130 kDa の major バンドが検
出され、何らかの修飾の存在が示唆された。 
(4) C 末端抗体を用いた場合にのみ、脳タン
パク質の Western blot 解析で 80kDa, 70 kDa 
のバンドが検出された。これは、N末端細胞
外領域が根元近くで切断された長さに対応
した。 
(5) 致死率が高く実施できなかった KO ホモ
マウスを用いた網羅的行動解析を行うため
に、新潟大学・脳研・崎村教授研究室にて、
条件的 KO を可能にする Flox マウスを作成
していただいた。 
(6) -Long、もしくは -Short を含む分子複
合体の解析を行うため、各々に、FLAG- 6x His 
tagを付加したタンパク質を発現するTGマウ
スを作成した。 
 
２．研究の目的 
 
上記状況に立ちPrrt3の分子機能と生体で

の役割の解明を目指して以下の実験を行う。 
(1) KO ホモマウスを陰性コントロールとす
ることにより、Prrt3 タンパク質の脳内発現
パターンの詳細を解析する。また、in situ 
hybridization (ISH) により、mRNA を発現す

る細胞体の位置を併せて解析し、神経細胞内
における分布極性も解析する。 
(2) KO ヘテロマウスで空間記憶の異常が観
察されたので、KO ホモマウスの海馬のシナプ
ス伝達の電気生理学的解析を行う。 
(3) -Long の生理的リガンドの同定は極めて
重要である。Family C に属するため、ペプチ
ドよりは、イオン、アミン、アミノ酸等の小
分子である可能性が高い。そこで、候補物質
の網羅的スクリーニングを行う。また、下流
シグナル系の解明に向け DNA microarray によ
る野生型とKOホモの発現遺伝子の比較解析を
行う。 
(4) HEK293 細胞に発現する -Long に比し、脳
内に発現するものは 20 kDa 程度大きい。この
差違は、何らかの分子修飾によるものと考え
られるが、糖鎖修飾によるもの、リン酸化に
よるものではないことが既に確定している。
そこで、何らかの複合体形成の可能性を想定
して、FLAG- 6x His tag 付加 Prrt3-Long, 
-Short を神経細胞全般で発現する TG マウス
（作成済み）を用い、Prrt3 を含む複合体を高
度に精製し、精製物の質量分析により、複合
体を構成しているタンパク質を同定する。 
(5) N 末端細胞外領域の根本で切断された 
-Long の分子実態を解明するために、種々の
細胞外プロテアーゼによる精製全長タンパク
質の切断実験を行う。また、切断候補モチー
フを変異させて切断されなくなることを確認
し、どの細胞外プロテアーゼにより、どこで、
切断されるのかを確認する。 
(6) 単純 KO ホモマウスは致死率が高く、十分
な個体数が得られないので、新たに作成済み
の Flox マウスを用いて、脳内部域特異的もし
くは薬剤投与特異的に Prrt3 遺伝子を破壊し
た KO ホモマウスを十分数得て、網羅的行動解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
分子生物学実験、質量分析実験を含む生化

学実験、免疫組織化学的実験、行動解析実験、
電気生理学実験とも、常法により行った。方
法論の詳細は誌面の関係で割愛する。 
 
４．研究成果 
 
(1) Prrt3 の N 末端細胞外領域を切断する酵
素と切断部位の同定 
我々は、脳に発現する Prrt3 タンパク質の

特異抗体を用いた western blot 解析により、
N 末端細胞外領域が根元付近で切断された受
容体が存在することを見出した。切断は、当
初、細胞外に放出される protease、tPA, 
Neuropsin, Neurotrypsin 等によると推測し
たが、これらの遺伝子破壊マウスでも Prrt3
の切断は同様に観察された。そこで、次に、
細胞内でのタンパク質のプロセシングに関
わる pro-protein convertase (PCs) による
ものと推測し、遺伝子発現系を用いた実験を



行ったところ、PC のひとつである Furin に
よって、Prrt3 が、少なくとも部分的に切断
されることが確認された（下図）。なお、Furin 
の遺伝子破壊マウスは致死であるため、
Furin 非存在マウスで、Prrt3 の切断が起き
なくなるかどうかについては解析できてい
ない。さらに、アミノ酸配列から Furin の切
断部位と予想されるモチーフに R343S & 
R345S 変異を導入することにより切断が減弱
することを観察した。 

(2) Prrt3 に結合するタンパク質の同定 
我々は、Prrt3 の機能を知る手がかりを得

るために、免疫共沈タンパク質の質量分析に
よる解析を行った結果、たくさんの候補分子
のリストが得られた。その中で、非特異的で
はないと判断できるものとして、グルタミン
酸トランスポーター EAAT1, EAAT2、G蛋白質
alpha i/o サブユニット等が同定された。そ
の会合は、in vitro 発現系を用いた免疫共沈
実験でも確認された（下図）。これらの知見
から、Prrt3 が、興奮性シナプス前終末に局
在する Gi/o 共役型受容体であることが示唆
された。シナプス前終末に存在するという知
見は、免疫組織化学的解析の結果にも、よく
合致していた。 

 
(3) in situ hybridization による発現細胞
の解析 
Prrt3-Short を特異的に検出するプローブ

を用いた解析によっては、明確な発現が検出
されなかった。そのため、RT-PCR クローニン
グ出来るものの、分泌タンパク質型の
Prrt3-ShortをコードするmRNAの脳内発現は、

非常に低いことが明らかになった。 
強い発現を示す受容体型の Prrt3-Long を

発現する細胞種を、二重 FISH 法により海馬
CA1 領域において解析した結果、錐体細胞層
において、VGluT1 との強い重なりを示した
（下図・左）ことから、グルタミン酸作動性
の、興奮性神経細胞に強く発現することが明
らかになった。また、数は少ないものの、分
子層において、GAD67 との明確な重なりを認
めたため、一部の抑制性神経細胞にも発現し
ていることが認められた（下図・右）。GLAST
との重なりは認められず、グリア細胞には発
現していないことも明らかになった。 

発現部位が、シナプス前終末かシナプス後
部位かを確定するために、免疫電顕による解
析を行ったところ、シナプス前終末における
発現は明確に認められたが、シナプス後部位
における発現も若干認められた。 

 
(4) 大脳興奮性神経細胞特異的ノックアウト
ホモマウスを用いた網羅的行動解析 
本研究では、Prrt3 の主たる発現部位であ

る大脳興奮性神経細胞特異的にPrrt3遺伝子
を破壊(KO)したマウスの網羅的行動解析を
目的の一つとした。生存率が低かったため時
間を要したが充分数の KO ホモマウスを確保
することに成功した。まず、免疫組織学的解
析により、大脳興奮性神経細胞における
Prrt3 タンパク質の発現が失われていること
を確認した。 

網羅的行動解析の結果、恐怖条件付け記憶
の長期保持に異常が見られることが明らか
になった。なお、先に（完全 KO ホモマウス
は致死率が極めて高かったため）完全 KO ヘ
テロマウスで行った行動解析では、空間学習
記憶の長期保持にも異常が見られた。今回の
大脳興奮性神経細胞特異的 KO ホモマウスで
は KO ホモであるため、より重篤な症状を予
想していたが、予想に反して有意な低下が見
られなかった。 
この結果は、黒質等大脳以外の発現、もし

くは抑制性神経細胞における発現が機能的
意義を有する可能性を示唆する。 
 
(5)リガンド候補分子のスクリーニング系の
確立 
リガンドの同定は最重要事項だが、代謝型

受容体の場合、カップルするG蛋白質の種類に
より出力が異なるため、検出方法を変えなけ
ればならない。そのため、カップルするG蛋白
質の種類の同定も鍵となる。先に、免疫共沈
タンパク質の質量分析の結果、Gi/oタンパク



質が同定されたので、エフェクターとして
Gi/oタンパク質で活性化されるGIRKチャネル
を用いて、その電流増加を指標に、リガンド
候補物質の効果を解析した。 

その結果、ムスカリニックアセチルコリン
受容体のアゴニストである Oxo-M によって、
小さいながらも確実な応答が観察された（下
図）。生理的神経伝達物質であるアセチルコ
リンやムスカリンでは活性化はみられなかっ
たため、生理的リガンドが同定できたわけで
はない。それでもなお、この知見は、Prrt3
が機能的にGi/oタンパク質にカップルしうる
という重要な情報を与えるもので、スクリー
ンング系の確立に寄与した点で、大きな意義
を有する。 

 
(6)リガンド候補分子の大規模スクリーニン
グ 
京都大学・上杉志成教授より1000 種以上の

生体内分子のライブラリーを分与いただいた。
そして、リガンド同定に向けて、ツメガエル
卵母細胞の系で、Gi/oによって活性化される
GIRKチャネルをエフェクターとして用いてス
クリーニングを実施した。現時点で、半数程
度のスクリーニングが終了したが、これまで
のところ Oxo-M よりも強くPrrt3を活性化す
る分子は見出されていない。よって、生体内
における生理的リガンドは依然不明である。 
 
(7) GIRK1チャネルを直接活性化する小分子
の新規同定 

上述の Prrt3 リガンド同定に向けての、
GIRK チャネルをエフェクターとして用いた
小分子ライブラリーのスクリーニング実験
の副産物として、回虫駆除薬としてよく知ら
れている Ivermectin が、Prrt3 の共発現の
有無に関わらず GIRK チャネルを、直接活性
化することを新たに見出した（下図）。 

さらに、GIRK2 チャネルが GIRK4 より高い
感受性を示すことに着目し、両分子のキメラ、
および変異体の機能解析を行うことにより、
IvermectinのGIRK2への結合の構造基盤部位
を同定した。P2X4 受容体等では、Ivermectin
は、膜貫通部位の細胞外側よりに結合するこ
とが知られているが、GIRK2 チャネルの場合
は、細胞内領域の Ile82 が重要であることが
明らかになった（下図）。 
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