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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

 我々は、新規イノシトール 1,4,5-三リン酸［Ins(1,4,5)P3］結合性タンパク質を発見し、PRIP-1 と名付け
た。続いて、PRIP-1 の相互作用分子としてGABARAP（GABAA-receptor associated protein）とPP1（protein 
phosphatase 1）を見いだした。引き続く PRIP-1 ノックアウトマウスの解析により、PRIP-1 欠失は γ サブユ
ニットを含む GABAA 受容体の機能に異常をきたすことを突き止めた。また、タイプ２（PRIP-2）も存在し、PRIP
ファミリーを形成していることが分かった。     

 GABA をトランスミッターとする抑制性神経伝達はヘテロ５量体よりなる受容体（GABAA受容体）のクロライ
ドチャネルの開口を介してもたらされ、不眠、不安、緊張、けいれん、てんかん、記憶などの複雑な脳・精神
機能を形成する分子基盤の重要な一角をなし、「人の心」の健康の維持に重要な働きをしている。言い換えると、
GABAA受容体の分子異常や機能異常は複雑な脳・精神機能、すなわち「人の心」の健康に障害をもたらすことを
意味する。 

 咬合のもたらす機能は「食を味わう」「美味しく味わう」ひいては「生き甲斐」に至るまで様々な局面での人
生の質（Quality of Life, QOL）の維持のためには重要である。さらに、咬合は精神構造を持つ「人の心」の
健康にも重要であると言われるが、必ずしも科学的に実証されている訳ではない。したがって咬合の働きを心
身の健康との関連で科学することは、歯科基礎医学の使命の一つであろう。実際、ラットでは、Clozapine や
Haloperidol 等の抗精神病薬の長期投与により vacuous chewing 等の不随意顎運動が生じることから、顎運動
の key ニューロンである三叉神経中脳路核ニューロンでの GABAA 受容体の働きを考慮することの意義は大きい。

 GABAA受容体が５量体として構築されて細胞膜まで運搬される過程、ならびに発現された受容体の機
能修飾に、我々が見いだした新しい分子（PRIP）がどのように関わっているかを明らかにする。これ
らの研究過程で蓄積する情報を基盤として口腔科学の命題に迫る。マウスやラットなどの小動物に長
期的な咬合不全を実験的に起こさせて、咬合不全がもたらすGABAA受容体の分子異常と脳・精神機能の
異常との関連を検討し、咬合の重要性を分子から個体に至るレベルで解明することにより、基礎歯科
学から全身の健康科学分野への独創的情報発信を目指す。 

 



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）  

（１）PRIP-1/PRIP-2 のダブルノックアウトマウス（DKO）の作製を完了し、行動学的解析を行った。DKO は自
発運動が非常に低下しており、協調運動に異常が認められた。また、高架式十字迷路試験においてベンゾジア
ゼピン系薬剤（ターゲットは GABAA 受容体の α および γ サブユニット）が無効であった。これらの解析結果は
ニューロン膜上の GABAA

 受容体総量の変化とサブユニット構築の異常を示唆する。そこで DKO マウスの培養ニ
ューロン（海馬や大脳皮質）を用いて、GABA アゴニストやベンゾジアゼピン拮抗薬を用いたリガンド結合実験
を行ったところ、GABA アゴニスト結合量は増加していたが、ベンゾジアゼピン拮抗薬の結合量は低下しており、
γ サブユニット含量の少ない GABAA 受容体が多く発現していることを示唆した。更にニューロンの電気生理学
的解析でもリガンド結合実験で得られた結果とほぼ一致する結果を得た。 

 しかし、γ サブユニットに結合して GABAA 受容体の細胞内輸送を亢進する役割を果たす GABARAP（GABAA 
Receptor-Associated Protein）の働きを PRIP 分子が阻害することを考えると、この現象は予想に相反するこ
とであった。そこで、PRIP が β サブユニットと直接的に結合すること（このことは他の実験を遂行する過程で
見いだした）がこの一見説明不可能な現象に関わっているのではないかと考え、更なる実験のために PRIP 中
の β サブユニットの結合領域を特定した。それを模したペプチドを細胞内に導入すると、確実に PRIP と β サ
ブユニットの結合が抑制されたのを確認して、培養細胞株（GH3 や HEK293 細胞等の内在性 PRIP を含有する細
胞）やニューロンに発現する受容体の細胞内分布やサブユニット構築について、細胞生物学的かつ電気生理学
的に検討した。ペプチド導入によって DKO で観察されたような γ サブユニット含量の少ない GABAA 受容体が発
現していることが観察された。対照としてのスクランブルペプチドではこのような現象は見られなかった。こ
れらのことは PRIP 分子は β サブユニットとの結合を介して、γ サブユニットを含んだ GABAA 受容体をニューロ
ン膜上に運搬する過程に必須の働きをしていることを示唆している。（これらの成果は Kuratani, A. et al. と
して投稿中） 

（２）海馬ニューロンスライスを cAMP-依存性キナーゼ（PKA）を活性化するべく刺激すると GABAA 受容体の β
サブユニットがリン酸化されるが、DKO ではそのリン酸化程度が著しく低下していた。この現象を説明するた
めに、脳抽出液のリン酸化酵素活性には違いは無いものの、脱リン酸化酵素活性（とりわけ、PP1, protein 
phosphatase-1）が高くなっていることを突き止めた。既に PRIP と結合した PP1 は不活性な状態で、PRIP から
解離して初めて活性を発揮することを見いだしていたので、DKO では遊離の PP1 が高い脱リン酸化酵素活性を
呈することが β サブユニットのリン酸化程度の低さを説明するものと思われる。生理的な調節を考えると PKA 

活性化によって PRIP 自身もリン酸化されるのではないかと考え、PRIP 中の PKA によるリン酸化部位を 94Thr 

であると特定した。この残基にリン酸基が入ると PP1 との結合能を失うことも確認した。したがって、PRIP は
 β サブユニットと結合して受容体近傍に PP1 をリクルートし、リン酸化によって PP1 活性の調節、ひいては β
サブユニットのリン酸化レベルの調節を行っていることが分かった。（これらの成果は Terunuma, M. et al. と
して J. Neurosci. に発表済み。また Yanagihori, S. et al. として Adv. Enz. Regul. に印刷中） 

（３）脳由来神経栄養因子（BDNF）は TrkB 受容体を介して PKC を活性化するが、野生型皮質ニューロンでは
一過性の GABAA 受容体の活性上昇とそれに引き続く活性低下が認められたが、DKO では GABAA 受容体活性が暫
時上昇した。この時間経過は β サブユニットのリン酸化程度の変化と良い相関を示した。またリガンド結合実
験で得られたニューロン上の受容体量の変化ともほぼ一致した。（１）で述べた PRIP ペプチドを細胞内に導入
すると野生型ニューロンが DKO ニューロン様の振る舞いを示した。これらの結果は PRIP が GABAA 受容体に対
して脱リン酸化酵素（PP1 と PP2A）の足場として働き、β サブユニットのリン酸化レベルを調節して、クラス
リン依存性の受容体内包化を調節した結果であることを示唆する。（これらの成果は Kanematsu, T. et al. とし
て投稿中） 

（４）三叉神経中脳路核ニューロンに対する対照実験として、大脳皮質バレル野における GABAA
 受容体の働き

を検討した。興奮伝導の時空間パターンを解析した結果、DKO では空間認知がよりシャープで、より早い情報

処理が行われる可能性を見いだし、側方抑制に関与する GABAA
 受容体の働きが変容している可能性を明らかに

した。三叉神経中脳路核ニューロンにおいても、細胞体・軸索、及び、その投射を受ける運動ニューロンを含

むスライス標本作成の準備を整えた。１８年度以降に実験を行うことにしているが、野生型と DKO との間で何

らかの相違が認められることは間違いない。 

（５）PRIP 分子の役割を GABAA 受容体との関わりで、あるいはそれ以外の関わりで口腔科学に結びつけること
を目指して、幅広い歯学研究者との情報交換に努め、DKO マウスをさらに広範に解析して PRIP 分子の働きを
解明していくことにした。当面は、DKO を用いて顎運動の解析（長崎大学ならびに新潟大学との共同研究）お
よび口腔内の痛覚の伝導を解析（新潟大学との共同研究）することとして、必要な準備を整えた。 

（６）マウスに粉餌、柔らかい餌、通常餌（対照）を長期に亘って与えながら飼育した。Tail Suspension Test 
(TST) を行うと、粉餌グループのマウスでは対照に比して、immobility time が延長することが分かった。こ
のことはマウスの「抑うつ状態」が強いということを示唆する。 

 

 



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

（１）Ins(1,4,5)P3 研究に関わる先駆的な取り組みから新規結合性タンパク質を見いだし、PRIP と命名
した。この分子が GABARAP との結合を介して GABAA

 受容体の機能的な構築に関わっている可能性が示唆さ
れたことが本研究を提案するきっかけになったが、PRIP分子が GABAA 受容体の何をどのように変えるの
かに関しては何も分っていなかった。 

 そこで本研究ではノックアウトマウスの解析から、前項で記載したような成果をあげ、いわゆる「GABAA 
受容体の一生」の素過程のうちのいくつかにおいて PRIP 分子がどのように関わるかについて分子レベル
で解明した。平成１８年度以降、未解明のプロセスにおける PRIP 分子の役割を解明する研究に着手する
が、これらの成果が相俟って、「GABAA 受容体の一生」における PRIP 分子の必須の役割を確立しつつある
ことの学術的な意義は極めて大きい。 

 学術的な意義のみならず、本成果には社会的な意義もある。抗不安薬、抗けいれん薬としてベンゾジア
ゼピン系薬剤が頻用されているが、その標的は GABAA

 受容体の γ サブユニットである。PRIP は γ サブユ
ニットを含む GABAA

 受容体の構築・発現に必須の分子であることが解明されたので、PRIP の変異や欠損
はこれらの薬剤の無効を意味する。したがって、PRIP を対象とした抗不安薬の創製やけいれん/てんかん
の発症分子メカニズムの解明にも繋がる可能性がある。 

 さらに、BDNF による GABAA
 受容体への効果の発現に PRIP が関わっていることを解明した点は、BDNF が

うつ病をはじめとする精神神経疾患の病態に深く関わっていることを考えると、今後の抗うつ薬の開発や
選択に際して、PRIP の変異や有無が考慮の対象になる可能性がある。これらを以って、国民の医療の向
上に寄与する。 

 これらの成果の一端が知られるようになって、2004 年には「6th International Conference on Protein 
Phosphatase & International Symposium on Nano-Biotechnology（Okayama）」、「The 3rd Japanese 
Biochemical Society Biofrontier Symposium "New Aspect of Phospholipid Biology 2004"（Kamakura）」
ならびに「7th International Conference on Anticancer Research（Corfu, Greece）」に招待された。

 2005 年には「Molecules and Cells」誌から総説の執筆を依頼された。また、「韓国ポハン理工科大学
校（POSTECH）における大学院講義（Pohang, Korea）」、「62nd KSBMB Annual Meeting in 2005（Seoul, Korea）」、
「第５回日本蛋白質科学会年会（福岡市）」、「The 46th International Symposium on “Regulation of 
Enzyme Activity and Synthesis in Normal and Neoplastic Tissues（Bologna, Italy）」ならびに「The 
4th Neuroscience Workshop in Kyushu（Hisayama, Fukuoka）」に招待された。 

 

（２）多くの歯学研究者との積極的な交流に努め、口腔科学分野における多方面で PRIP の役割を解明す
る準備を整えたことは、平成１８年度以降の実施と成果の蒐集に期待がもたれる。 



 

 

Ｓ中間－４－１ 

⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付

してください。） 
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Ｓ中間－４－２ 

⑨研究成果の発表状況（続き）（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含

む。）の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及

び国際会議、学会等における発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○

を、また研究代表者に下線を付してください。） 
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