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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質ペンドリン遺伝子 SLC26A4 は内耳における内リンパの

陰イオン調節を担っており，変異により感音性難聴を引き起こす．しかし，難聴が引き起こさ

れるメカニズムは不明である．そこで本研究では，ペンドリンの突然変異遺伝子を導入した

HEK293 細胞を用い，その細胞内局在と陰イオン交換機能を解析した．はじめに，日本人で報

告されている 10種類の変異ペンドリン遺伝子を作製し，免疫染色により局在を調べたところ，

正常なペンドリンは膜に局在したのに対し，8 種類の変異体は細胞内に残ったままであった．

さらに，サリチル酸の薬剤効果により，機能を回復するか調べたところ，4 種類の変異ペンド

リンが 10mMのサリチル酸投与により細胞膜に移動し，機能が回復した． 

 

研究成果の概要（英文）：The SLC26A4 gene encodes the transmembrane protein pendrin, which is 
involved in the conditioning of the ion concentration in the endolymph of the inner ear.  Mutations in 
the SLC26A4 gene cause sensorineuronal hearing loss.  However, the mechanisms responsible for such 
loss have remained unknown.  In this study, therefore, cellular localization and anion exchanger 
activity were analyzed by using HEK293 cells transfected with mutant genes.  First, 10 pendrin 
mutants reported in Japanese patients were constructed.  Immunofluorescent staining of the cellular 
localization of the pendrin mutants revealed that normal pendrin was transported to the plasma 
membrane; however, 8 mutants were retained in the cytoplasm.  Furthermore, we analyzed whether 
salicylate, as a pharmacological chaperone, restored the function.  Incubation with 10 mM of salicylate 
of the cells transfected with the mutants induced the transport of 4 pendrin mutants from the cytoplasm 
to the plasma membrane and recovered the anion exchanger activity. 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝性難聴は出生 2000人に 1 人の割合で

発生する疾患であるが，それに対する有効な

治療法はいまだ存在しない．このため，治療

法開発への社会の要求は非常に強い．日本人

における遺伝性難聴の大半は，内耳蝸牛に発

現する膜タンパク質コネキシン 26（遺伝子

名：GJB2）及びペンドリン（遺伝子名：
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SLC26A4）の変異に起因する．コネキシン 26
はコルチ器支持細胞やラセン靭帯に発現し，

細胞間のギャップジャンクションを形成し

ている．コルチ器周囲の内リンパ液から有毛

細胞に流入したカリウムイオン（K+
）は，ギ

ャップジャンクションを通過し，内リンパ液

へと戻される．この K+
のリサイクル機構によ

り，内リンパ液は高電位に維持されており，

この高電位は有毛細胞による音刺激受容に

不可欠である．一方ペンドリンは，蝸牛内で

は外ラセン細胞に発現し，内リンパ液のイオ

ン組成を調節し，蝸牛外では内リンパ液を吸

収している内リンパ嚢や内リンパ管に発現

する．内リンパ液と密接に関わるコネキシン

26 及びペンドリンが変異すると，内リンパ液

の電位の低下やイオン組成の変化，または内

リンパ液の量の増大につながり，それらが難

聴を引き起こすと推察されている． 

我々はこれまで，ペンドリンと相同性が高

く，内耳外有毛細胞に発現する膜タンパク質

プレスチン（遺伝子名：SLC26A5）を研究し

てきた．そして，プレスチンにある種の変異

を加えると，プレスチンがミスフォールディ

ングし，細胞質内に蓄積され，機能を失うこ

とを明らかにした（文献 1）．さらに，ミスフ

ォールディングしている変異プレスチンを

発現した細胞に，分子シャペロンとして働く

物質を投与すると，正しいフォールディング

が促され（リフォールディング），変異プレ

スチンが細胞膜に輸送され，その結果機能が

回復することを発見した．また我々は，いく

つかの変異コネキシン 26 がミスフォールデ

ィングし，細胞質内に蓄積することを発見し

た（文献 2）．ペンドリンに関しても他の研究

者が，いくつかの変異体がミスフォールディ

ングし細胞質内に蓄積することを報告して

いる（文献 3）．我々は，ミスフォールディン

グした変異コネキシン 26 及び変異ペンドリ

ンの機能を，変異プレスチンの場合と同様に

分子シャペロンとして働く物質の投与によ

り回復させることができれば，遺伝性難聴を

治療できると考えている．分子シャペロンと

して働く物質としては，コネキシン 26 及び

ペンドリンと特異的に結合するペプチドが

有力な候補である． 

（文献） 

1. Kumano S, Wada H, et al., JSME Int J. 48C, 
403-410 (2005) 
2. Oguchi T, Usami S, et al., J Hum Genet, 50, 
76-83 (2005) 
3. Taylor J.P, et al., J Clin Endocrinol Metab, 87, 
1778-1784 (2002) 
 

２．研究の目的 

我々はこれまで，ペンドリンと相同性が高

く，内耳外有毛細胞に発現する膜タンパク質

プレスチン（SLC26A5）を研究してきた．そ

して，変異によりプレスチンが細胞内でミス

フォールディングし機能を失う場合，分子シ

ャペロンとして働く物質を細胞に投与する

と，変異プレスチンがリフォールディングし，

その結果機能が回復することを発見した．そ

の結果をもとに本研究では，変異プレスチン

同様，ミスフォールディングした変異ペンド

リンやコネキシンをリフォールディングさ

せ，それらの機能を回復させる手法を確立す

る．そして，確立した手法を応用し，遺伝性

難聴の革新的治療法を開発することを目指

す． 
 

３．研究の方法 

（１）日本人で報告されている 10 種類の変

異ペンドリンの遺伝子作製． 

ヒト野生型ペンドリン cDNA の N 末端に

FLAG タグを付加し，pcDNA3.1 プラスミド

に組み込んだ．このプラスミドを発現ベクタ

ーとして大腸菌 JM109で増殖させた．増殖さ

せたプラスミドを用い,日本人で報告されて

いる 10 種類の変異遺伝子を 1 塩基置換によ

り作製し，塩基配列をシーケンサーで確認し

た. 

（２）10 種類の変異ペンドリンの細胞内局在

の解析． 

（１）で作製した 10 種類の変異ペンドリン

遺伝子をもったベクターを HEK293細胞に導

入し，24‐48時間後に免疫染色を行った．染

色には一次抗体としてマウス anti-FLAG 
primary antibodyを用い,二次抗体として

anti-mouse IgG secondary antibody TRITC 
conjugatedを用いた.染色後，共焦点レーザー

顕微鏡にて野生型および 10 種類の変異型ペ

ンドリンの顕微鏡観察を行い，細胞内のどの

部分に局在しているか解析を行った. 

（３）放射性同位元素

125I によるペンドリン

のイオントランスポート活性測定系の確立． 

ペンドリンはヨウ素を細胞外に放出する機

能を有している．ペンドリンの機能が正常で

あった場合，ヨウ素は細胞外に排出され細胞

内の濃度は低くなる．このことから取り込ん

だ放射性同位体元素

125I の細胞内濃度を測定

し，野生型と比較することでペンドリンの機

能を判別する実験系を確立した．この実験系

を用い,ベクターを導入しなかった細胞，野

生型ペンドリンベクターおよび 10 種類の変

異ペンドリンベクターを導入した細胞にお

けるヨウ素排出能を測定した． 

（４）サリチル酸投与による変異ペンドリン

タンパク質の局在変化と機能回復の測定. 

以前の研究で，1 塩基置換を起こした変異プ

レスチンにサリチル酸を投与すると機能を

回復したことから，プレスチンのファミリー

タンパクであるペンドリンにも同様の効果

があるのではないかという仮説を元に，変異

ペンドリンを導入した細胞に10mMサリチル



 

 

酸を投与した.サリチル酸投与 12 時間後，

（２）および（３）の実験を行った． 

（５）サリチル酸の細胞毒性評価． 

サリチル酸の細胞毒性を評価するため，

HEK293細胞に 10mM サリチル酸投与 12 時

間後，7-アミノ-アクチノマイシン D（7-AAD）

により 10 分間染色した．7-AAD は生細胞内

には浸透せず,死細胞には浸透し，共焦点レ

ーザー顕微鏡で判別できる． 

（６）サリチル酸誘導体の選択． 

10mMサリチル酸に細胞毒性はなかったもの

の，サリチル酸は耳毒性を持っていることが

知られていることから，より低濃度で効果の

ある化合物を探索するため，サリチル酸に化

学構造の良く似た誘導体を選択した． 

（７）サリチル酸により局在が膜に移行した

4 種類の変異体のうち 2種類（P123S, H723R）
のサリチル酸誘導体による局在変化． 

サリチル酸投与によりペンドリンの局在が

膜に移行し,イオントランスポート活性が回

復した 4 種類の変異体のうち P123S， H723R
を用い，サリチル酸誘導体によって局在変化

が見られるか免疫染色後，顕微鏡観察を行っ

た． 

 

４．研究成果 

（１）日本人で報告されている 10 種類の変

異ペンドリンの遺伝子作製． 

日本人で報告されている 10 種類の変異ペン

ドリン遺伝子（P123S, M147V, K369E, A372V, 
N392Y, C565Y, S657N, S666F, T721M, H723R）

の作製に成功した． 

（２）10種類の変異ペンドリンの細胞内局在

の解析． 

10種類の変異ペンドリンのうち2種類の変異

体（K369E, C565Y）は野生型（Wild-type）と

同様に細胞膜に発現し，8 種類は細胞内に蓄

積することが明らかとなった(Fig. 1)．ここで

Emptyベクターは，野生型も変異体遺伝子も

導入されていないベクターでネガティブコ

ントロールとして用いた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 HEK293細胞におけるプラスミドベク

ター導入後免疫染色画像．DIC(Differential 
interference contrast)は微分干渉画像を示して

おり細胞の輪郭がわかる．TRITC は免疫染色

画像でペンドリンが赤く染色されている．

Mergeは DIC と TRITCを合成した画像ある．

各画像の左下白線の長さは 10µmを表わす． 

（３）放射性同位元素

125I によるペンドリン

のイオントランスポート活性測定系の確立． 

実験に使用できる測定系が確立できたので，

サリチル酸の効果を測定した．詳細を（４）

に示す． 

（４）サリチル酸投与による変異ペンドリン

タンパク質の局在変化と機能回復の測定. 

（２）において，ペンドリンが細胞内に蓄積

した 8 種類の変異体のうち，4 種類の変異体

（P123S, M147V, S657N, H723R）は，サリチ

ル酸投与により細胞膜に移行することが分

かった(Fig. 2)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 HEK293細胞におけるプラスミドベク

ター導入後，サリチル酸投与を行った免疫染

色画像．(A)はサリチル酸を溶解した水，(B)
は 10mM サリチル酸を投与して 12 時間後に

免疫染色した． 
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Fig. 3 放射性同位元素

125I による変異ペンド

リンのイオントランスポート活性測定． 

サリチル酸によりペンドリンが細胞膜に移

行した変異体と同じ変異体（P123S, M147V, 
S657N, H723R）において，ヨウ素の排出機能

が回復した(Fig. 3)． 

（５）サリチル酸の細胞毒性評価． 

10mMサリチル酸の細胞毒性を調べたところ，

7-AAD での染色は見られなかったことから，

10mMでは細胞毒性はないと考えられる(Fig. 
4)． 

（６）サリチル酸誘導体の選択． 

低濃度でサリチル酸と同様の効果が期待で

きそうな誘導体 4種類（サリゲニン，2-ヒド

ロキシアセトフェノン，2,3-ジヒドロキシ安

息香酸，サリチル酸メチル）を選択した． 

（７）サリチル酸により局在が膜に移行した

4 種類の変異体のうち 2種類（P123S, H723R）
のサリチル酸誘導体による局在変化． 

サリチル酸によりペンドリンの局在が膜に

移行し,ヨウ素排出機能が回復した P123Sに

おいて，低濃度のサリチル酸誘導体が同様の

効果を示すか調べたところ，2 種類のサリチ

ル酸誘導体（サリゲニン，2,3-ジヒドロキシ

安息香酸）が，サリチル酸の 1/10の濃度で変

異体の細胞膜への移行を促進した(Fig. 5)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 HEK293細胞に水，サリチル酸，メタノ

ール投与を行った免疫染色画像． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 P123S変異体導入後の HEK293細胞に

おけるサリチル酸および 4種類のサリチル酸

誘導体投与後の免疫染色画像． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 H723R変異体導入後の HEK293細胞に

おけるサリチル酸および 4種類のサリチル酸

誘導体投与後の免疫染色画像． 

また，H723Rにおいては 2種類のサリチル

酸誘導体（サリゲニン，2-ヒドロキシアセト

フェノン）が，サリチル酸の 1/10の濃度で変

異体の細胞膜への移行を促進した（Fig. 6）． 

（まとめ） 

以上の結果から，HEK293 細胞に日本人で

知られている 10 種類の変異ペンドリンを導

入した際，8 種類は細胞膜に移行せず，ヨウ

素の排出機能が失われていたが,10mM サリ

チル酸投与により，4 種類の変異体では細胞

膜への移行とヨウ素排出機能の回復が見ら

れた．この成果は，〔雑誌論文〕の①に掲載

したHearing Researchにまとめられている.ま

た，P123S変異体においては，サリチル酸と

化学構造が良く似た 2種類のサリチル酸誘導

体（サリゲニン，2,3-ジヒドロキシ安息香酸）

で膜移行活性が見られ，H723R変異体におい

ては，2 種類のサリチル酸誘導体（サリゲニ

ン，2-ヒドロキシアセトフェノン）で膜移行

活性が見られたことから，これらサリチル酸

およびサリチル酸誘導体は，今後の遺伝性難

聴治療の創薬に貢献すると考えられる． 
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