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研究成果の概要： 
我々は、PRIP 分子を新規イノシトール 1,4,5-三リン酸結合性タンパク質として見出し、
PRIP-1/-2 ダブルノックアウトマウス（DKO マウス）を作製しその表現型解析を行った。そして、
DKO マウスが高インスリン血症を示すことを明らかにし、その原因がインスリン開口放出が亢
進したことによることを見出した。さらに、これは PRIP とタンパク質脱リン酸化酵素複合体に
よるリン酸化制御異常によることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
最近の歯科医療界の中心的命題の一つは、
「科学的根拠に基づき歯科疾患と全身疾患
との関係を明らかにし健康科学に大いに貢
献すること」である。例えば、臨床疫学的な
研究により、歯周病は糖尿病等の増悪因子で
あり、また原因ともなりうることが明らかと
なった。このような科学的根拠に基づき歯科
診 療 を お こ な う EBD （ Evidence-based 
dentistry）が今注目をあびている。この様
な状況にあって、臨床の現場からは歯科基礎
医学研究から得た evidence を臨床応用に結

びつけていくことが期待されている。本申請
では、臨床応用の基盤となる基礎研究をおこ
ない、その evidence を臨床応用研究へと展
開させることを目指す。 
申請者は、PRIP 分子を新規イノシトール三リ
ン酸[Ins(1,4,5)P3]結合性分子として発見し
（J Biol Chem, 1992）、遺伝子クローニング
を行ない（Biochem J, 1996）、そのノックア
ウトマウスの作製を行なった（EMBO J, 2002）。
そして、これまでに以下のことを明らかにし
ている。 
(１)PRIP とは、PLC-Related catalytically 
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Inactive Protein の略で、PLC-δと類似領域
を持つものの、PLC 酵素活性を持たない新し
いタンパク質である。 
(２)PRIP は、Ins(1,4,5)P3/Ca

2+放出シグナリ
ング系において、産生された Ins(1,4,5)P3
を 細 胞 質 中 で ト ラ ッ プ す る こ と で
Ins(1,4,5)P3 シグナルの維持/増強に関わる
ことを明らかにした。 
(３)PRIP 相互作用分子 [GABARAP（GABAA 
receptor associated protein ）・ GABAA 
receptor β subunit ・ PP-1, -2A(protein 
phosphatase-1, -2A)]を明らかにし、これら
相互作用分子の機能的役割から、GABAA受容体
の一生（輸送・活性制御・エンドサイトーシ
ス）における PRIP の役割を明らかにした。 
○1  GABARAP とは GABAA受容体のγ2 サブユニ
ットに結合して受容体の形質膜発現を調節
する分子であるが、PRIP は GABARAP 分子の機
能を調節して、γ2 サブユニットを含んだ
GABAA 受容体の膜発現量調節に関わることを
明らかにした。γ2 サブユニットは、ジアゼ
パム（抗不安薬）の標的分子である。よって
この成果は、GABAA受容体の構築・輸送のメカ
ニズムを解明する上で重要な発見であった。 
○2  PRIP は、プロテインホスファターゼ（PP-1, 
PP-2A）に結合しその活性を制御することで
GABAA受容体の形質膜上での脱リン酸化（チャ
ネル活性）を制御する。 
○3  PRIP は、GABAA受容体βサブユニットに結
合して、受容体のエンドサイトーシス過程を
制御する。 
そして、このノックアウト（PRIP-KO）マウ
スの表現型解析を更に進める中、肥満・糖尿
病研究において以下に挙げる興味深い表現
型に気がついた。 
１）PRIP-KO マウスは、野生型に比べ、メス
では体重が３０％程度増加するが、オスでは
逆に体重が減少する傾向を認めた。 
２）食餌量はオスでもメスでも１５～４０％
程度増える。（過食） 
３）オスでもメスでも血糖値が２０～３０％
程度低い。（低血糖） 
これらの研究背景をもとに、本研究提案をお
こなった。 
 
２．研究の目的 
肥満・糖尿病といった生活習慣病と歯周病
との関連が明らかになりつつあるなか、未だ
肥満や糖尿病発症のメカニズムには不明な
点が多く、医科歯科を問わずその分子病態を
明らかにすることが求められている。我々は、
新規分子（PRIP）を発見しその機能解析を進
める中、この分子が肥満や糖尿病に関係する
分子であることを見出した。本研究では、
PRIP 分子の変異や欠損が引き起こす肥満状
態やインスリン分泌異常の分子メカニズム
を明らかにし、肥満や糖尿病に起因する歯周

病憎悪の病態進行メカニズムを理解するこ
とを第一の目的とする。さらに、将来的に
PRIP 分子が関わる生活習慣病発症のメカニ
ズムを明らかにすることを目指して、その分
子基盤に迫ることを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１)DKO マウスの系統維持と戻し交配 
DKO マウスの系統維持のための交配や実験に
供するマウスの交配をおこない、DKO マウス
の維持管理を行なった。また、C57BL/6J マウ
スへの戻し交配を PRIP-1 KO と PRIP-2 KO
別々に順次進め、両系統の維持と戻し交配を
実行した。作出されたマウスは、それぞれ遺
伝子型を判定して、必要な野生型および DKO
マウスを選別し飼育し、必要に応じて、戻し
交配が進んだマウス同士の交配により、再び
DKO マウスを作製して、バックグラウンドの
整ったマウス作出を行った。 
（２）DKO 表現型の基本的解析 
DKO マウスと野生型マウスの体重変化をモニ
ターしながら、食餌量、基礎代謝量、血糖値
変化・耐糖能・インスリン抵抗性等の解析を
行った。また、高脂肪食を与えた時の体重変
化等を調べた。 
（３）β細胞の形態学的・組織学的解析 
DKO マウスの膵臓の組織学的解析により膵臓
ラ氏島の形態（サイズ）を組織学的に観察し
た。また、単離したラ氏島を用いてα細胞・
β細胞を抗グルカゴン抗体・抗インスリン抗
体で染色し、形態学的変化を光学・蛍光ある
いは共焦点レーザー顕微鏡で観察し、α細
胞・β細胞のサイズや量を計測し、β細胞の
形態変化の解析を行った。さらに、単離した
ラ氏島を用いて電子顕微鏡解析を行い、イン
スリン分泌顆粒の分布の違いを検討した。 
（４）β細胞のインスリン分泌解析 
DKO マウスと野生型マウスの膵臓ラ氏島の分
離培養をおこない、グルコース刺激・KCl 刺
激等を行なった時のインスリン・グルカゴン
分泌量を測定した。PRIP は小胞輸送に関与す
ると考えられるので、新たに膜にドッキング
して分泌されるインスリン量が増加してい
ると推察されたため、刺激後短期間におこる
インスリン分泌量に着目して解析を進めた。
野生型・DKO マウスでインスリン分泌量がこ
となることが明らかとなったため、２光子レ
ーザー顕微鏡を用いてインスリンの開口放
出の可視化実験を行い、開口放出過程を詳し
く解析した。 
（５）β細胞の Ca2+濃度変化解析 
インスリンの分泌過程には、細胞内 Ca2+濃度
変化[細胞外からの Ca2+流入（主にこれが重
要）や細胞内 Ca2+ストアからの放出]が重要で
ある。そこで、膵臓ラ氏島から分離培養した
β細胞を用いて、グルコース刺激を行なった
時の細胞内 Ca2+濃度変化を野生型と比較して



 

 

測定した。 
（６）PRIP 機能発現に重要な相互作用分子解
析 
PRIP ミュータントをもちいて PRIP の機能発
現に重要な領域や需要な相互作用分子の同
定を行った。そして、タンパク質脱リン酸化
酵素によるシグナリング調節が重要である
ことを見出したため、２光子レーザー顕微鏡
を用いた解析と組み合わせて、タンパク質リ
ン酸化・脱リン酸化反応の開口放出に及ぼす
役割を解析した。 
 
４．研究成果 
１．DKO マウスの作出と維持管理は、予定し
ていた通りにはこんだ。また、C57BL/6J マウ
スへの戻し交配（PRIP-1 KO と PRIP-2 KO 別々
に順次進た）も予定通りにおこなえた。そし
て、最終的に受精凍結胚の形で保存すること
ができた。しかしながら、戻し交配が進んだ
マウス同士を交配し、再び DKO マウスを作製
してバックグラウンドの整ったマウスを作
出したところ、出産や子育てに問題が出てき
たため、当初の計画を変更して、戻し交配を
重ねていない世代で実験を行うことにした。 
２．DKO マウスと野生型マウスの体重変化を
測定し、n数を増やし解析しなおしたところ、
やはり、雌マウスで体重の増加が有意に観察
された。しかしながら、雄マウスのでの体重
変化は、雌マウスのように野生型に比べて大
きくなく肥満というよりは痩せ型の傾向を
しました。そこで、基礎代謝を測定したとこ
ろ、代謝量の亢進があることがわかった。食
餌量は、雌雄ともに DKO マウスで有意に過食
であった。血糖値変化は、雌雄ともに DKO マ
ウスで野生型に比べて低い値で推移した。耐
糖能実験でも、インスリンの過剰分泌を示唆
する結果となった。しかしながら、インスリ
ン抵抗性実験では、このマウスはインスリン
抵抗性を示すことはなく、PRIP 遺伝子欠損に
よるインスリン過剰分泌とインスリン抵抗
性には相関関係がないことがわかった。（む
しろインスリン抵抗性を改善するように働
いている可能性を示唆しているかもしれな
い）。 
３．DKO マウスの膵臓の組織学的解析により
膵臓ラ氏島の形態（サイズ）を組織学的に観
察した結果膵臓ラ氏島の肥大化が疑われた。
また、単離したラ氏島を用いてα細胞・β細
胞を抗グルカゴン抗体・抗インスリン抗体で
染色し、形態学的変化を光学・蛍光あるいは
共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果、両者
に分布の差は認められなかった。また、細胞
数の大きな変化わなく、よって、一つ一つの
細胞の肥大化が示唆できた。これは、インス
リン分泌能の亢進がおこる一つの要因であ
る可能性を示唆するかもしれない。また、電
子顕微鏡解析の結果、DKO マウスでは形質膜

から 200 nm までで区切られる分画の分泌顆
粒の数が増加していることがわかった。 
４．DKO マウスと野生型マウスの膵臓ラ氏島
の分離培養をおこない、インスリン・グルカ
ゴンの含有量を測定した結果、両者に大きな
違いは見られなかった。その後、膵臓ラ氏島
の分離培養細胞塊を用いて perfusion assay 
を行った結果、インスリンの分泌量の更新を
認めた。そこで、２光子レーザー顕微鏡を用
いてインスリンの開口放出の可視化実験を
行い、開口放出過程を詳しく解析した。２光
子レーザー顕微鏡の可視化実験は、自然科学
機構生理学研究所脳機能解析学センター根
本知己先生に協力（共同研究）を依頼し解析
を行った。その結果、インスリンの開口放出
頻度の昂進が認められた。一方、インスリン
顆粒の大きさなどインスリンの放出を亢進
させる他の要因には、大きな変化がないこと
がわかった。 
５．グルコース刺激時のインスリン分泌過程
でみられる細胞内 Ca2+濃度変化を測定したと
ころ、DKO マウスと野生型マウスでは Ca2+流
入量に大きな差がなかった。 
６．２光子レーザー顕微鏡解析を行って、タ
ンパク質リン酸化・脱リン酸化反応制御が
PRIP の開口放出制御機構に大いにかかわる
ことを明らかにすることができた。 
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