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研究成果の概要：内耳外有毛細胞に特異的に発現する膜電位作動性モータータンパク質プレスチン

のより詳細な作動機序解明のため、プレスチン結合タンパクの探索を行った。プルダウン法，酵母 2 ハ

イブリッド法の 2 種の方法で探索を行ったが、最終的に特異的な結合タンパクを同定することができな

かった。最近、いくつかのプレスチン結合タンパクが他のグループから報告されており、今後これら分

子との相互作用の解析を通して更なる研究の進展が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

内耳外有毛細胞（OHC）は膜電位依存的に

伸縮する（electro-motility）という非常にユニ

ークな性質を有し、これにより音に対する感

度を 1000 倍も向上させ聴覚のダイナミック

レンジを広げる機能を持つ。更にその伸縮は

10 kHz という驚異的に高速な膜電位変化に

まで追従していくことから、その機構は長ら

く関心の的であった。 
2000 年に OHC に特異的に発現するモータ

ータンパクとしてプレスチンが同定された

（Zheng ら，Nature 405: 149, 2000）。プレスチ

ンは 744 アミノ酸からなる 12 回膜貫通型の

膜タンパクで、陰イオントランスポーター

SLC26 ファミリーに属する。これまでの研究

で、①培養細胞にプレスチンを発現させると、

OHC で見られるような electro-motility を再現

で き る こ と 、 ② プ レ ス チ ン に よ る

electro-motility は OHC で見られるものと同様

に ATP や Ca2+などには依存しないが、膜容量

の変化を伴い非線形容量性電流(ゲート電流)
が観察されること、③プレスチンは一価の陰

イオン（Cl-など）を内包し、この陰イオンが

プレスチンの膜電位センサーとして機能し
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ていること(Oliver ら，Science 292: 2340, 2001)、
④プレスチンのノックアウトマウスは聴覚

機 能 の 異 常 を 示 し 、 そ の OHC で は

electro-motility が消失していることが明らか

となり（Liberman ら，Nature 419: 300, 2002
等）、プレスチンが OHC に存在する膜電位作

動性伸縮装置の主要なコンポーネントであ

ることが確立されてきた。 
以 上 の よ う に OHC で 見 ら れ る

electro-motility は、プレスチンのクローニン

グを契機に分子レベルで議論されるように

なってきた。しかし、「プレスチンが単独で

膜電位作動性モーターとして機能するの

か？」どうかや、「どのようにその機能が調

節･制御を受けるのか？」、また「機能発現の

場所である OHC の側壁膜へどのように輸送

されるのか？」など不明な点も多い。 
したがって、これらの点に関するプレスチ

ンのより詳細な作動機序の解明は、プレスチ

ンの蝸牛内における音受容の調節･制御と言

う生理学的に重要な機能や、膜電位作動性の

モータータンパクという非常に新奇な生物

物理学的性質を持つことから、更なる研究の

進展が望まれていた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、プレスチンが単独で機能する

のか、他のタンパク分子と相互作用し機能的

な膜電位作動性モーターを形成するのかと

いう点に焦点を絞り、「OHC 内でプレスチン

が他の膜タンパク、細胞内足場タンパク、細

胞骨格などと複合体を形成し、膜電位作動性

モーターとして機能する」という仮説の基に

実験を進める。 
最近では受容体、イオンチャネルなど細胞

膜上の機能タンパクは膜上で単独で機能し

ているのではなく、むしろ他のタンパクと複

合体を形成し機能していることが一般的に

なってきている。例えば、プレスチンと構造

の類似している SLC26 陰イオントランスポ

ーターファミリーの DRA（SLC26A3）と PAT1
（SLC26A6）では、STAS ドメインを介して

CFTR と結合することが報告されている（Ko
ら, Nat. Cell Biol. 6: 343, 2004）。また、以前よ

り電子顕微鏡による解析から OHC の側壁膜

には 10 nm 程度の直径を持つタンパク粒子が

規則正しく非常に高い密度で存在すること

が知られており、現在ではこれがプレスチン

を主とした膜電位作動性モーターであると

考えられている（Kalinec ら，PNAS 87: 8671, 
1992 等）。しかし、プレスチン 1 分子が 10 nm
のタンパク粒子を形成するとは考えにくく、

プレスチンが自身の多量体化や、他の分子と

の結合によって複合体化したものであると

推測されている。 
そこで OHC に存在する膜電位作動性モー

タータンパク質複合体を同定するため、まず

プレスチン結合タンパクを 2 種のアプローチ

でプルダウン法及び Yeast two-hybrid（Y2H）

法で探索する。そして次のステップとして、

このスクリーニングで得られた候補分子に

ついて、プレスチンとの相互作用を生化学的

（プレスチンと特異的に結合するか）、免疫

組織化学的(プレスチンと同様に OHC の側壁

膜に局在するか)、機能的（プレスチンの機能

を修飾するかどうか）に詳細に解析し、実際

に OHC 内に存在する膜電位作動性モーター

複合体の構成因子かどうか検討を行う。 
本研究では以上のようなストラテジーで、

プレスチンと共に膜電位作動性モーターを

構成する因子を同定し、その因子の膜電位作

動性モーター内での、更には OHC の

electro-motility における機能的な意義に迫っ

ていく。 
 
 
３．研究の方法 
（1）プルダウン法によるプレスチン結合 

タンパク質の探索 
組換えタンパクを用いたプルダウン法による

プレスチン結合タンパクの探索を行うため、以下

の2種の発現系でプレスチンの全長及びN末端

または C 末端の細胞内領域の組換えタンパク質

の大量精製を行った。 
C 末端に FLAG タグを付加した全長のプレス

チンの組換えタンパク（Prestin-FLAG）について

は、Baculo virus-Sf9 細胞発現系を用いた大量

発現系が所属していた生理学研究所・神経機

能素子研究部門にてすでに構築済み（Mio ら，

JBC 283: 1137, 2008）であったのでこれを利用し

た。この系を利用するとφ15 cmの培養皿10枚程

度の細胞から CBB 染色レベルでは単一バンド

の組換えタンパクが 0.1 mg 程度得ることが出来

た。 
プレスチンは 12 回膜貫通型の膜タンパクであ

るため全長を用いたプルダウン法では結合タン

パク質の探索が困難になる可能性も高い。そこ

でプレスチンの細胞内部分の断片の組換えタン

パク質の作製も行った。プレスチンの細胞内ル

ープについては未だ確定的な情報がないため、

すでに細胞内に存在することが確立されている

N 末端（1～80 アミノ酸）および C 末端（501～744
アミノ酸）の組換えタンパク質を作製した。これら

をコードする cDNA 断片を GST 融合タンパク質

発現ベクターpGEX-5X-1 へ挿入し、組換えタン



 

 

パク発現用大腸菌株 BL21(DE3)pLysS に導入

し、GST タグを付加したプレスチンの N 末端

（ GST-PRES-NT ） お よ び C 末 端

（GST-PRES-CT）の大量発現系を構築した。こ

の系では、250 ml の大腸菌の培養液から単一

バンドではないが（分解産物を多少含むと思わ

れる）組換えタンパクが 1 mg 程度得ることができ

た。 
以上のようにして得られた組換えタンパクを用

いてプルダウン実験を行った。本来ならば内耳

有毛細胞を大量に単離し、そのライセートを使

用して実験を行うのが最適であると考えられるが、

有毛細胞の存在する蝸牛自体が微量組織であ

るために実験に使用できる程度の量を採取する

ことは現実的ではないと判断した。そこでマウス

の脳を大量に採取し代用することとした。マウス

脳を適当なバッファーで溶解し、これを組換えタ

ンパクと混ぜて反応させ、anti-FLAG ビーズ

（Prestin-FLAG の場合）または Glutathione ビー

ズ（GST-PRES-NT および GST-PRES-CT の場

合）を用いて組換えタンパク質を回収した。この

得られた画分を SDS-PAGE による一次元での電

気泳動または等電点電気泳動と SDS-PAGE を

組み合わせた二次元電気泳動（2D-PAGE）によ

り展開し、CBB 染色または銀染色を行って、使

用した組換えタンパクとともに精製されてくるバ

ンドもしくはスポットをあるかどうか調べた。この時、

使用するバッファーや界面活性剤などの条件は

非常に重要なので、何種類もの条件を比較し注

意深く検討を行った。 
 
（2）Y2H 法によるプレスチン結合 

タンパク質の探索 
プルダウン法によるスクリーニングに平行して

Y2H 法による結合タンパクの探索も行った。プ

ルダウン法と同様にプレスチンは 12 回膜貫通型

の膜タンパクであるため全長をベイトとして使用

するとスクリーニングが困難になる可能性も高い。

よって細胞内に存在することが確立されている

プレスチンの N 末端（1～80 アミノ酸）および C
末端（501～744 アミノ酸）をベイトとした。 

一方のスクリーニングに使用するライブラリー

を作製するために大量の mRNA が必要となるが、

これも大量に有毛細胞を単離するのが困難なた

め難しいことが予想される。最近では RNA から

合成した cDNA を PCR 法により増幅することで、

微量な RNA から cDNA ライブラリーを作製でき

るキットがいくつか販売されているので、それを

利用することにした。クロンテック社から販売され

て い る Matchmaker Library Construction & 
Screening kit は標準的な GAL4 ベースの Y2H
法によるスクリーニングのためのキットで、上述の

仕組みにより微量な RNA からライブラリー作製

ができるため本研究ではこれを使用した。 
マウス 50 匹より蝸牛を単離し、ここからポリ

A-RNA を精製した（収量約 5 µg）。このマウス蝸

牛 RNA を鋳型に cDNA を合成し、さらに得られ

た cDNA を PCR 法により増幅後、マウス蝸牛

cDNA ライブラリーを作製した。ベイトの発現ベク

ターとライブラリーを同時に酵母 AH109 株に導

入し、適当な選択培地上で培養した。この酵母

の形質転換をライブラリーを十分カバーする規

模（約 1,000,000 コロニー）で数回行い、レポータ

ー遺伝子の活性を指標にスクリーニングを行っ

た。 
 
 
４．研究成果 
（1）プルダウン法によるプレスチン結合 

タンパク質の探索 
ま ず は 膜 貫 通 部 分 を 含 む 全 長 の

Prestin-FLAG を用いたプルダウン法によるスクリ

ーニングを行った。10 µg 程度の Prestin-FLAG
をマウス脳から調整したライセート（タンパク質濃

度は約 1 mg/ml）と反応させ、anti-FLAG ビーズ

でベイトタンパクを回収し、SDS-PAGE 行った後、

CBB または銀染色法によりベイトタンパクと共に

精製されてくるバンドを探索した。結果、プレス

チン以外のバンドをいくつか見出すことができた

が、それらのバンドはネガティブコントロールとし

てベイトタンパクを加えずに実験行ったレーンに

も存在し（バンドの強弱はあったが）、プレスチン

に特異的に結合しているタンパクではないと考

えられた。この実験についてはライセートを膜画

分、細胞質画分から調製した場合も試したが、

結果に変化は見られなかった。また、バッファー

の条件については特にライセート調製時の界面

活性剤を何種類か試したが（Triton X-100，

NP-40，コール酸，CHAPS，DDM 等）、この場合

も結果に顕著な変化は見られなかった。 
次にプレスチンの細胞内部分の組換えタンパ

ク（GST-PRES-NT および GST-PRES-CT）を用い

たプルダウン実験を行った。Prestin-FLAG を用

いた場合と同様に、ライセートを膜画分や細胞

質画分から調製したり、調製時の界面活性剤を

何種類か試した。10 µg 程度の GST-PRES-NT
又は GST-PRES-CT をマウス脳から調整したライ

セート（タンパク質濃度は約 1 mg/ml）と反応させ、

Gluthatione ビーズでベイトタンパクを回収し、一

次元の SDS-PAGE 行った後、CBB または銀染

色法によりベイトタンパクと共に精製されてくるバ

ンドを探索した。こちらの場合もプレスチン以外

のバンドをいくつか見出すことが出来たが、それ

らのバンドはネガティブコントロールとしてベイト

タンパクを加えずに実験行ったレーンにも存在

していた。そこでこれらのバンドが特異的なバン



 

 

ドかどうか調べるために SDS-PAGE より分解能

の高いと考えられる 2D-PAGE を行って比較をし

たが、再現性のある結果を得ることができず、こ

れらのバンドをプレスチンに特異的に結合して

いるタンパクであると結論付けることが出来なか

った。 
プレスチンの C 末端（501～744 アミノ酸）には

STAS ドメインと呼ばれる他の SLC26 ファミリーに

も保存され、機能的にも重要であることが知られ

ているドメインが存在する。そこで特に C 末端に

注目して更にいくつかのベイトタンパクを作製し

た。GST-PRES-CT-521（プレスチンの 521～744
アミノ酸部分）、GST-PRES-CT-541（プレスチン

の 541～744 アミノ酸部分）、GST-PRES-CT-561
（ プ レ ス チ ン の 561 ～ 744 ア ミ ノ 酸 部 分 ） 、

GST-PRES-CT-581（プレスチンの 581～744 アミ

ノ酸部分）、GST-PRES-CT-601（プレスチンの

601～744 アミノ酸部分）、GST-PRES-CT-701（プ

レ ス チ ン の 701 ～ 744 ア ミ ノ 酸 部 分 ） 、

GST-PRES-STAS（プレスチンの 521～720 アミノ

酸部分）の 7 種類のベイトタンパクを新たに作製

し、上述のプルダウン実験を行ったがプレスチン

と特異的に結合するタンパクを見出すことはでき

なかった。 
以上のように全長または部分断片のプレスチ

ンを用いてプルダウン法により結合タンパクの探

索を行ったが、ビーズへの非特異的な結合の問

題やベイトタンパクの質の問題をクリアすることで

きず、最終的な結合タンパクの同定に至ることが

できなかった。 
 
（2）Y2H 法によるプレスチン結合 

タンパク質の探索 
プレスチンの N 末端及び C 末端の細胞内領

域をベイトとし、マウス蝸牛 cDNA ライブラリーを

用いて Y2H 法によるスクリーニングを行ったが、

ライブラリーの 10 分の 1 程度をスクリーニングし

た段階で大量の陽性クローンが得られた（N 末

端をベイトにした場合で約 200 クローン、C 末端

をベイトにした場合で約 300 クローン）。この陽性

クローンのシークエンスを解析すると、ゲノムやノ

ンコーディング配列、あるタンパク質の細胞外ド

メイン（プレスチンの細胞内ドメインと結合する可

能性の低いと想像される）がほとんどで、実際に

プレスチンと結合が予想されるようなコーディン

グ配列を持つクローンはほとんど得られなかっ

た。 
次にこの得られたクローンがほとんど擬陽性ク

ローンだった結果を踏まえ以下のようにスクリー

ニングの条件の検討を行った。 
 
① より条件の厳しい選択培地の使用 

最初のスクリーニングではレポーターとして

HIS3を使用しヒスチジンの要求性を指標にスクリ

ーニングを行ったが、より条件を厳しくするため

これに加えレポーターとして ADE2 も使用しアデ

ニンの要求性も指標にすることにした。しかし、

若干の効果はみられたが基本的には最初のス

クリーニングとほぼ同数のクローンが得られ、そ

れらはほとんど擬陽性クローンだと想像された。 
 
② ベイトの発現量を減らすため低コピーベクタ

ーの使用 
ベイトタンパクが酵母内で高発現し、それが非

特異的な結合を引き起こしている可能性を考え、

ベイトのベクターを高コピーベクターから低コピ

ーベクターに変え、ベイトの発現量がより低くな

っていると想像される条件で同様のスクリーニン

グを行った。この場合の効果は非常に劇的で、

今度は陽性クローンを一つも得ることができなか

った。 
 
③ ライブラリー作製の際の逆転写反応に使用

するプライマーをランダムプライマーからオリ

ゴ dT プライマーに変更 
逆転写反応の際、ランダムプライマーを使用

すると mRNA のいろいろな部位から逆転写が行

われるため、最終的に得られる cDNA 断片は一

つの遺伝子に対してさまざまな部分の断片が得

られる。そこで常に特定の場所から逆転写が起

こるオリゴプライマーを使用してライブラリーを作

製し、同様のスクリーニングを行った。この場合

も②と同様に効果は非常に劇的で、陽性クロー

ンを一つも得ることができなかった。 
 

スクリーニング条件の検討と並行して、得られ

た数少ない陽性クローンについて、実際にタン

パク質同士が結合しているかどうかを、組換えタ

ンパクを用いたプルダウン法、もしくは培養細胞

に発現させて免疫沈降法により確認したが特異

的な結合は検出できなかった。 
最後にこの Y2H 法のシステムでベイトが機能

的な形で発現しているかどうかチェックを行った。

すなわちプレスチンの C 末端の組換えタンパク

質は 4 量体を形成することが知られているので、

この C 末端同士の結合を Y2H 法により検出を試

みた。しかし、タンパク質の発現自体はウエスタ

ンブロット法により確認できたが、期待された相

互作用はこの Y2H 法の系では検出できなかっ

た。以上の結果よりこの系でプレスチン結合タン

パクを探索するのは適当ではない可能性が高

いと考えられた。最近では膜タンパク質のスクリ

ーニングのために改良された Y2H 法のキットが

数社から販売されているので、今後はそれらを



 

 

使うことも検討中である。 
以上のように 2 年間に渡り 2 種類の方法でプ

レスチン結合タンパクの探索を行ったが、いくつ

かの問題点が解決できず最終的な結合タンパク

質の同定には至らなかった。最近、細胞骨格系

タンパクβV スペクトリンが PH ドメインを介してプ

レスチンの C 末端と間接的に結合することが報

告された（Legendre ら，J. Cell Sci. 121: 3347, 
2008）。この報告は膜電位の変化を感知したプ

レスチンがどのようにして最終的に OHC の

electro-motility を引き起こすのかを考察する

上で非常に興味深い。また、膜タンパク用に改

良された Y2H 法を用いて上記の報告とは異なる

何種類かのプレスチン結合タンパク質が同定さ

れた（Zheng ら，BMC Genomics 10: 127, 2009）。
どちらの報告においてもプレスチンと結合タンパ

クの相互作用について機能的な解析は行われ

ておらず、今後これら報告された候補分子とプ

レスチンとの相互作用の解析を通して、OHC に

存在する膜電位作動性モーターの分子実体が

解明されていくものと期待される。 
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