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研究成果の概要： 
プレスチン蛋白は、哺乳類の外有毛細胞に発現し、外有毛細胞の運動を介して音響信

号増強に関与している。プレスチン機能の低下は臨床的には語音明瞭度の低下や自発

的耳音響放射の消失となって表れ、中～高度難聴の原因となりうると考えられる。プ

レスチンの機能障害によって起こる聴覚学的な評価は、従来パッチクランプによる細

胞レベルでの評価が行われてきた。しかし、プレスチンそのものの発現量の違いによ

る機能上の評価は、まだ十分に検討されていない。そこでプレスチン発現量を様々な

レベルで阻害するsiRNAを作成し、さまざまなレベルのプレスチン発現量を人為的に

作り出し、その電気生理的評価を行うことにした。  
293 cell の発現実験では、4種類の siRNA は、Prestin 発現量の電気生理学的指標である charge 

density を wild type のみの発現時（100％）に比べ、15％～46％の範囲に抑制した。Charge 

density と実際の発現タンパク量の指標である Western blot には相関がみられた。Prestin の

発現量が多いほど、V1/2 は脱分極側にシフトするのが観察され、Prestin の発現量そのものが

電気生理機能の修飾因子であることが確認された。 
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研究分野：  
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１．研究開始当初の背景 

ほ乳類内耳における外有毛細胞の最も重要

な働きは、微弱な音信号を増幅することであ

る。これにより私たちは小さな音を聞けるだ

けでなく、わずかな周波数の違いを鋭敏に区

別できる。外有毛細胞による信号増幅には、

①stereociliaの機械電気変換チャネルに起

因する不動毛束モータ（Martin & Hudspeth, 
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1999）、②外有毛細胞体の能動的な伸縮

（Brownell et al., 1985）以上２つのメカニ

ズムの関与が有力視されている。爬虫類、鳥

類など（非ほ乳類）では、①による信号増強

がなされ、ほ乳類では、①②両メカニズムの

関与が指摘されている。プレスチンは、ほ乳

類の外有毛細胞に特異的に発現し、膜電位の

変化に応じて伸縮するモータ蛋白として同定

され（Zheng et al., 2000）、②のメカニズ

ムを司る責任蛋白と目されている。 

 

プレスチンは744アミノ酸からなる10～12

回膜貫通型の膜蛋白であり、ほ乳類の外有毛

細胞・側底膜だけに発現する。現在ジャービ

ル、ラット、ヒト、マウス（研究業績6）につ

いては既に遺伝子配列が明らかになっている。

アニオントランスポーターファミリー

（SLC26A）に属し、この属の他のメンバーで

あるpendrinの欠損がPendred症候群（神経難

聴と甲状腺腫大）を起こすと同様、プレスチ

ン欠損もヒトにおける遺伝性神経難聴の原因

になりうると考えられている。唯一のPrestin 

splicing mutaionによる難聴家系の報告では

（Liu et al., 2003）、ホモ接合体で高度難

聴（100ｄB） 、ヘテロ接合体で中等度難聴（50

ｄB）を示した。しかしプレスチンノックアウ

トマウスでは、ホモ接合体は中等度難聴 

（40―60ｄB）、ヘテロ接合体は正常聴力を示

し、ヒトの報告でみられるヘテロ不全は示さ

ない(Liberman et al., 2002, Cheatham et al. 

2004)。この乖離が、いかなる要件によるもの

かは未だ不明のままである。 

 

一方、私たちは人為的にプレスチンの遺伝

子操作体（ミュータント）を作成し、プレス

チンの構造と機能の関係、あるいは膜発現様

式を明らかにする目的で一連の研究を行って

きた。その結果、 

（1）プレスチンは糖蛋白であること。しかし

N糖鎖による翻訳後修飾が、プレスチンの膜発

現や電気運動機能に与える影響は小さいこと

（Matsuda et al., 2004）。（２）プレスチ

ン機能はcGMPによるリン酸化を介して調整さ

れていること（Deak et al., 2005）。（３）

プレスチンは、C-末端の端から32塩基対以上

の欠損で機能喪失すること。またC-末端の

STAS (Sulphate Transporter and 

Antisigma-factor antagonist)を含むミュー

タントでは膜発現が阻害され、結果、機能不

全を起こす（Zheng et al., 2005）。（４）

また、プレスチンミュータントの一つである

C1ミュータント（K233Q, K235Q, R236Q）は、

パッチクランプでベル型の膜容量変化（ノン

リニアキャパシタンス: NLC）を示すが、ピー

ク（Vpkcm）が過分極側に60mVほど変位してい

る。このC1ミュータントのノックインマウス

の聴力は正常で、ノンリニアキャパシタンス

の過分極側への変位はin vivo聴力に影響を

与えないことが分かった（Gao et al., 2007）。

この一連の実験の中で、プレスチンの膜発現

様式と電気生理学的機能、それらがin vivo

に発現した場合に予想される聴力との関係な

どが徐々に明らかにされつつある（Matsuda 

2007）。 

 

さて最近、プレスチンは、ほ乳類の細胞膜

で安定した４量体（tetramer）として存在す

ることがあきらかになった（Zheng et al., 

2006）。プレスチンが機能するためには、４

量体構造が必須なのだろうか。プレスチン突

然変異による難聴の発現様式を考える上で、

この事は重要なキーポイントになる。ミュー

タントプレスチンが、①膜に発現できないこ

とによる機能不全の場合と、②機能しないミ

ュータントプレスチンが膜に発現する場合、

では表現形の聴力に大きな違いが生じる可能

性がある。というのは、①のヘテロ接合体で

は、ヘテロ不全は観察されず聴力が正常であ

るのに対して、②のヘテロ接合体 

においては、ミュータントプレスチンがワイ

ルドタイププレスチン（正常プレスチン）と

複合体を形成し、機能を障害する可能性があ

るからである。 
 
２．研究の目的 
哺乳類蝸牛の外有毛細胞（outer hair cell: 
OHC）は、電位依存性にその長さを変えるこ
とが知られている。そのユニークな動きは、
elecromotility と言われ、音を聴くとういう
働きにおいて、音響信号の増強や周波数弁別
能の向上に重要な働きを演じている。
Prestin は OHC 側壁の plasma membrane に存
在するモータ蛋白で、外有毛細胞を伸縮させ
ている責任タンパクと考えられている。電気
生理学的には、OHC や Prestin を発現させた
培養細胞にパッチクランプを行うと、膜電位
の変化に応じた膜容量（capacitance）の非
線 形 （ nonlinear ） の 変 化 （ non-linear 
capacitance, NLC）が観察できる。NLC は、
electromotility を代弁する現象と考えられ、
原波形に Bolzmann 式をフィッティングする
ことによって得られるパラメーターを使っ
て、プレスチンがどれくらい発現しているか
を電気生理学的に求めることが可能である。
プレスチン発見以来、タンパクの構造と機能
評価のために数々の意図で mutantが作られ、
培養細胞系に発現させて評価されている。し
かし mutant によっては、膜への発現効率が



大きく変化するものもある。蛍光抗体法によ
る膜発現確認だけでは発現量自体を定量的
に評価できない以上、電気生理学的な機能に
影響を与えているのが内因する構造変化な
のか、膜への発現量低下のためなのかは、き
っちりと分けて考えなければならない。また、
プレスチン機能自体に数々の外因が影響を
及ぼすことも知られており、電気生理学的な
評価は単純にはいかない。そこで、本研究で
は Prestinの電気生理学的機能と蛋白発現量
との関係を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
293 細胞（ヒト胎児腎細胞由来の培養細胞）

に mouse Prestin、 EGFP を co-transfection

したものをコントロールとした。これに

Prestin 発現を抑制する 4 種類の異なる

short interference RNA(siRNA) を

co-transfection した４群を作成した。 

siRNA 2 (320-338)AAGAGAGGCTGCACGTCAA 

siRNA 4 (616-634)ACCTCAAGACACATATCTA 

siRNA 3 (1151-1169)GATTTAACCTACATGAGTC 

siRNA 5 (2385-2403)GGCAATGGCTGAACAAGAA 

 

電気生理学的な解析： transfection48～72

時間後に GFP陽性細胞に対してホールセルパ

ッチクランプ法を行い、膜電位変化に伴う膜

容量の変化を測定した。ソフトウェアとして、

刺激・測定には j-clamp を、データ解析には

IgoPro を 使 用 し た 。 Charge density 

(Qmax/Clin、単位膜面積あたりの最大チャー

ジ量：プレスチンの発現量と相関すると言わ

れている)、NLCカーブのピーク値である V1/2

を電気生理学的な指標とした。これをコント

ロール群と抑制群 4群とで比較した。 

 

Western blot：各群のプレスチン蛋白発現量

を Western blot 法で測定し、電気生理学的

指標と比較検討した。また、膜発現の確認は

免疫染色にて行った。 

 

図１．免疫染色所見 
 
 
４．研究成果 
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図２．異なる 4種類の siRNA と共発現させた

ときの NLC curve。 

 

 
図３．ウエスタンブロットとスコア 

 

mPrestin   100.0    ( %) 

siRNA 2     17.1  

siRNA 3     11.3 

siRNA 4       2.7 

siRNA 5     10.8 

 

 

 

 
図４．CD と V1/2 の関係。マークのそばにつ

いた番号は、siRNA の番号を示す。charge 

density が大きくなるにつれて、NLC の V1/2

は、より脱分極側にシフトする。 



 

 
図５．プレスチン発現量と charge density

の関係。電気生理学的指標である Charge 

density と実際のタンパク発現量には相関

がある。 

 

（まとめ） 

293 cellの発現実験では、4種類のsiRNAは、

Prestin 発現量の電気生理学的指標である

charge density を wild type のみの発現時

（100％）に比べ、15％～46％の範囲に抑制

した。Charge density と実際の発現タンパク

量の指標である Western blot には相関がみ

られた。Prestin の発現量が多いほど、V1/2

は脱分極側にシフトするのが観察され、

Prestin の発現量そのものが電気生理機能の

修飾因子であることが確認された。 
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