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＜はしがき＞

我々の聴覚は，蛸牛内コルチ暑引こ存在する外有毛細胞の伸縮運動により，鋭敏なものにな

っていると考えられている．外有毛細胞の伸縮運動の源は，細胞側壁に高密度に発現してい

るタンパク質モータprestinの変形であると推察されている．Prestinについてその同定以来

様々な研究が行われてきたが，preStinの形状や構造変化メカニズムは解明されていない．本

研究では，原子間力顕微鏡によるprestinの構造解明と，精製prestinを調製しそれを用いた機
能解析を試みた．
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第1章　研究の背景と目的

Fig∬e1．1にヒトの耳の模式図を示す．空気の粗密波である音は，外耳道を通り，鼓膜

を振動させる．この振動はツチ骨，キヌタ骨，アブミ骨よりなる耳小骨連鎖を経て，内耳

的牛に伝えられる．蛸牛内はリンパ液で満たされており，アブミ骨より伝えられた振動は，

リンパ液の圧力変動へと変換される．

蛸牛内をらせん状に走る基底板の上にはコルチ器という器官が存在する（Fig．1．2，Fig．

1．3）．上述のリンパ液の圧力変動により，コルチ器は上下に振動する．コルチ器には，内

有毛細胞（mc）と，外有毛細胞（OHC）と呼ばれる2種類の感覚有毛細胞が存在し，コル

チ器の振動により，有毛細胞上端に存在する聴毛が屈曲する（Fig．1．4）．lHCでは聴毛の

屈曲に伴って，そこに存在するイオンチャンネルが開き，陽イオンが流入する．これによ

り細胞内電位が上昇し，聴神経を発火させる．この信号が脳へと伝達されることで，我々

は音を認識する．もう一つの感覚有毛細胞であるOHCではコルチ器の振動に伴い，mC

と同様に細胞内電位が変化する．この電位変化を感知しOHCは自らの細胞長を変化させ

る（Fig．1．5）（Browne11etal．，1985；Kacharetal．，1986；Ashmore，1987）．この細胞長変化はコ

ルチ器の振動を増幅する（Ddlos，1992）．この増幅機構により我々は鋭敏な聴覚を得てい

る．

OHCは円筒形をしており，その半径は4－5トtm，長さは20－90岬lである．OHCの側

壁は細胞膜，細胞骨格，Subsurfacecistemaeの三層からなる（Fig．1．6）．細胞膜にはタンパ

ク質モータが密に存在し，このモータが細胞内外の電位差に応じてその立体構造を変化さ

せ，上述の細胞長変化を実現していると考えられている（Fig．1．7）．2000年にZhengらに

よってこのタンパク質モータの遺伝子が同定され，pre血と命名された．さらに，2002

年にはprestinノックアウトマウスが作製され，聴性脳幹反応の閥値がprestinノックアウ

トマウスでは，野生型のマウスに比べて上昇することが示された（Libermanetal．，2002；

Cheathametal．，2004）．これはprestinが，聴覚の鋭敏性に重要な役割を果たしていること

を示している．

Pres血について，その同定以来様々な研究が行われてきたが，preStinの形状や構造変化
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メカニズムは解明されていない．そこで本研究では，まず，PreStin遺伝子を導入したChinese

hamsterovary（CHO）細胞と遺伝子を導入していないCHO細胞の細胞膜を，それぞれ原子

間力顕微鏡により観察した．次に，PreStin遺伝子を導入したCHO細胞膜のprestinを，量

子ドット（Qdot）で標識し，PreStin一分子を原子間力顕微鏡で観察した．最後にprestinの遺

伝子を導入した細胞からprestin分子を精製した．そして，精製したprestinの活性を，等

温滴定型カロリメータを用いて評価した．



旬mpanicmembrane

Figurel・1・Crosssectionofthehumanear・Theouterearcollectsamdtransmitssound

fromtheexternalsoundsourcetothcmiddleear．Themiddleearossicles，i．C．，themal1eus，

incusandstapes，tranSmitthemechanicalVibrations丘omthetymPanicmembranetOthe

cochlea．



Figurel・2・HumancochIeaanditscross section・Thecochleais a spiral・Shapedand

nuid－fi11edchamber，beingseparatedintothreepartS，i．e．，thescalamedia，SCalavestibuliand

SCalatympani，byReissner’smembraneandthebasilarmembraJle．Thescalamediaandthe

SCalavestibuliandtympanicontainsendolymPh（paleredregion）andperi1ymph（paleblue

region），reSpeCtively．TheorganOfCorti，Whichcontainssensorycells，Sitsonthebasilar

membrzule・ThepushingmotionofthestapesontheovalwindowtranSmitsthemechanical

Vibrationfromthemiddleearintothccochlearfluidandinducesitspressurechange，leading

tothevibrationofthebasilarmembrane．TheorganOfCortithensenseSthemotionofthis

VibrationofthebasilarmembraneandtriggertheauditorynervesignalS・



Figurel．3．CrosssectionoftheorganofCorti・TheorganOfCortiislocatedonthebasilar

membrane，COntaininganarrayofsensorycellsandsupportingcells．TheiJmerandouter

pillarcellsformarelativelyrigidarchstruCturealongthebasilarmembrane・Attheinner

sideofthepillarcells，theinnerhaircellsexistwiththeauditorynerves・Oppositesofthem

aretheouterhaircells（OHCs），Whichare supported by Deiter’scells．Stereociliaare

protrudedfromthe tops ofthe OHCsand are presumed toanChorintothe gelatinous

membranecalledthetectorialmembrane．
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Figurel．4．　RockingmotionoftheorganOfCorti．（A）Restingstate．（B）Excitation

state．Thevibrationofthebasilarmembranecausestheshearmotionbetweenthetectorial

membraneandreticularlaminaandinducesthefluid几ow，leadingtothedeflectionofthe

StereOCiliaoftheOHCsandinnerhaiJ－Cells．ThisdeflectioninducestheopenlngOrdosing

Ofionchannels，reSultinginthedepolarizationorhyperPOlarizationofthemembranepotential．

Asaresult，thetranSmitterisreleased丘omtheinnerhaircells，reSultinginthegenerationof

Spikestotheauditorynerves．Bycontrast，thedenectionofthestereociliaoftheOHCs

triggerstheOHCmotility，thusleadingtotheampl沌cationofthebasilarmembraneVibration，

namely，thecochlearamplincation．
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Figure1．5．SomaticelectromotilityofOHCs．WhenOHCsaremechanicallystimulatedby

incomiJlgSOundwaves，thestereociliabundleatthetopoftheOHCisdenectedandthereby

OPemng and closing ofmechanOSenSitiveion channelsinthe stereocilia membraneis

triggered．Unlikeall other hair cells，OHCsthen tranSlatethe resulting changesin

membranepOtentialintochangeSinthelengthoftheircylindricalcellsoma．Depolarization

inducescellcontractionwhereashyperPOlarizationresultsincellelongation．



CorticaIlattice

OHC

Figurel．6．StruCtureOftheOHC．TheOHCiscylindriCalinshapewitharigidstruCture

Cal1edthecuticularPlateatitsapicalend，fromwhichthestereociliaprotrude・Thethin

nberscalledtiplinkspresumablyconnectthestereociliaandtheionchannelswhichexistat

theendsofthestereocilia．ThelateralwalloftheOHCconsistsofthreelayers，i．e．，the

Plasmamembrane，COrtical1atticeandsubsurfacecistemae．lmtheplasmamembrane，the

motorproteinprestinis distributed．The cortical1attice beneaththe plasmamembrane

COnSistsofactinandspectrinfilaments，beingformedbydi飴rentlyorienteddomains・
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Figurel・7・Asimpli瓜edmodelofconformationalchangeofprestin・Crisassumedto

associatewitha positive bindiJlg Site andthe combinationis translocated acrossthe

membrane，reSultinginthe extended state ofprestin．The extended state ofprestin

corresponds to hyperpolarization ofthe cell whilethe compact state corresponds to

depolarization・The presence ofintracellular chlorideisaneSSentialfhctorforthe

COnformationalchaJlgeOfprestin．



第2章　原子間力顕微鏡を用いたタンパク質モータprestinを発現した

CHO細胞の原形質膜の観察

1．緒言

蛸牛に存在する外有毛細胞は，外部からの入力音刺激に応じて自らの細胞長を変化

させ，基底板の振動を増幅させる．この機構により，我々の鋭敏な聴覚が実現されて

いる．外有毛細胞の伸縮運動は，細胞膜中に存在するタンパク質モータプレスチンが

膜電位の変化に応じ，構造を変化させることに起因すると考えられている．しかし，

プレスチンの形状やその構造変化のメカニズムは不明である．そこで，本研究では，

原子間力顕微鏡（atomicfbrcemicroscope：AFM）を用いて，プレスチンを発現させた

チャイニーズハムスター卵巣（Chinesehamsterovary：CHO）細胞の細胞膜の観察を行

い，プレスチンの可視化を試みた．

2．実験方法

2．1．試料作製

実験にはプレスチンを安定発現させたCHO細胞（Iidaeta1．，2005）と通常のCHO

細胞を使用した．これらの細胞を，10％FBS含有RpM1－1640培地を用いて培養した．

まず，CHO細胞をEDTAにより分散し，250gで5分間遠心した．上清を除去後，多

量のタンパク質を含む培養液を取り除くため，無タンパク質細胞外溶液により撹拝し，

プラスチックディッシュもしくはガラスベースディッシュに播種し，37℃で30分間

静置した．次に，細胞膜のみを単離するため，細胞を低浸透圧溶液に浸し，超音波処

理を行った（Fig．2．1）．ディッシュ底面に接着して残った細胞膜を高塩濃度溶液に30

分間，0．05％トリプシンに5分間浸すことにより，細胞骨格，表在性膜タンパク質及

びプレスチン以外の内在性膜タンパク質を除去し（Ziegleretalリ1998），その後，1．0％

グルタールアルデヒドで20分間化学固定した．さらに，単離された細胞膜は明視野

での観察は困難であるため，CM－DiIにより脂質を蛍光染色し，観察試料とした．
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2．2．原子間力顕微鏡

試料は倒立型蛍光顕微鏡に設置したAFM（NVBlOO，オリンパス）で観察した．カ

ンチレバーにはビラミダル探針を持つ，ばね定数0．02N／mの窒化シリコン製のものを

用いた．試料に与える損傷を最小にするため，タッビングモードで観察を行った．カ

ンチレバーの共振周波数を3．6－4．7kHz，走査速度を0．3－0．4ト血S，走査範囲を0．5×1．0

いmとした．

2．3．画像処理と構造解析

AFM画像は，サンプル全体の傾斜による画像の傾きを除去するため，Digital

InstrumentS社のソフトウェアによりひずみ補正を行った．その後，細胞膜上に観察さ

れた構造物の形状解析のため，AdobePhotoshopver．6．0により，まずAFM画像をグ

レースケールに変換し，次に平滑化処理を行った．

観察された構造物の構造解析のため，平滑化処理したAFM画像に対し輪郭検出を

行い，微分画像を作製した．Figure2．2に示すように，試料上の構造物が球状である

と仮定すると，針先端が曲率を持つために，構造物は実際より見かけ上大きく観察さ

れる．構造物の見かけ上の直径を2∠1，実際の直径を2rとすると両者の関係は，

2∠4＝2‡（月＋r）2＋（月＋〃／2）2）1′2 （2．1）

で表される（L計mereta1．，1997）．ここに，rは構造物の実際の半径，月は探針の曲率

半径，ガは細胞膜の厚さであり，本研究では月＝161m，〃＝5nmとした．取得した

AFM画像に式（2．1）を適用し，実際の構造物の大きさを得た．

3．結果

CHO細胞におけるprestinの発現を確認するため，緑色蛍光タンパク質GFPの蛍光

を観察した（Fig．2．3）．prestin遺伝子導入CHO細胞とFLAGタグ融合prestin遺伝子
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導入CHO細胞において，GFPの蛍光が観察された．この結果は，これら細胞にprestin

が発現していることを示している（Iidaeta1．，2004）．

Figure2．4にFLAGタグ融合prestinの遺伝子を導入したCHO細胞と，遺伝子を導

入していないCHO細胞の細胞膜における，preStinと脂質をそれぞれ染色した蛍光写

真と，対応する低倍率AFM画像を示す．FLAGタグ融合prestinの遺伝子を導入した

CHO細胞の細胞膜にprestinを示す蛍光が観察されたことから，単離した細胞膜にお

いてもprestinが存在していることが確認された．また，PreStinは細胞膜上で不均一に

分散していることが確認された．

Figure2．5にCHO細胞およびプレスチンを安定発現させたCHO細胞の細胞膜の

AFM画像および画像処理により得られたそれぞれの微分画像を示す．いずれの細胞

膜上にも，粒子状の構造物（矢印）が確認された．ここに，粒子状構造物とは，膜タ

ンパク質の大きさが数十mmであるゆえ，その直径が100mm未満，かつ長軸径に対

する短軸径の比（形状指数）が0．5－1．0のものである．

それぞれ5つのCHO細胞およびプレスチンを安定発現させたCHO細胞について構

造解析を行った．観察された粒子状構造物の直径に対する，その単位面積あたりの数

（粒子状構造物の密度）の関係をFig．2．6に示す．CHO細胞では，粒子状構造物の直

径は，6－30nmであった．一方，プレスチンを安定発現させたCHO細胞においてもほ

ぼ同様の範囲に収まった．しかし，直径別に見た粒子状構造物の密度は，プレスチン

を安定発現させたCHO細胞において，直径8－10nmおよび10－12nmで，CHO細胞に

おけるそれに比べ，有意に大きくなった（P＜0．05，Student－st－teSt）．

4．考察

4．1．試料作製

AFMによって生体材料のような柔らかい試料を観察する際には，観察に適した試

料作製が不可欠である．本実験では，単離細胞膜を得るため，試料を超音波処理した．

露出された細胞膜内側には，細胞骨格，表在性膜タンパク質および内在性膜タンパク
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質が多く存在している．プレスチン大きさは，その分子量（～82kD）から見積もる

と，およそ直径7mmである．従って，これらのタンパク質の存在は，プレスチンの

観察の妨げになることが考えられる．そこで，高塩濃度溶液とトリプシンにより細胞

骨格およびその他のタンパク質を試料から除去することを試みた．プレスチンはトリ

プシン処理されても活性を失わないことが知られており（Kalinecetal・，1992；Dongand

Iwasa，2004），今回作製した試料は，細胞膜とプレスチンで構成されたAFMによる観

察に適した試料であることが期待される．

4．2．原子間力顕微鏡による観察および画像解析

直径8－12nmの粒子状構造物が，プレスチンを安定発現させたCHO細胞において，

それを発現させていないCHO細胞よりも有意に大きくなった．両細胞の違いは，プ

レスチンの有無のみから由来しており，このことは，直径8－12nmの粒子状構造物の

多くがプレスチンであることを示唆している．また，この結果は，分子量から予測さ

れるプレスチンの大きさ（直径7nm程度）ともよく一致している．

5．緒言

プレスチンを発現させていないCHO細胞に比べ，それを安定発現させたCHO細胞

の細胞膜上において，直径8－12nmの粒子状構造物が有意に多く存在した．このこと

は，これらの多くがプレスチンである可能性を示唆している．
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Figure2．2．SpheremodelofamembranePrOtein．（A）AFMtrace．Thediameterofthe

PrOteinobservedbytheAFM（2A）islargerthantheactualdiameter（21・）．（B）Interactionof

theAFMtipwithamembraneprOtein．UsingthePythagorastheorem，theactualdiameter

（2r）oftheproteinCanbecalculatedfromtheradius（R）ofthecurvatureoftheAFMtip，the

thicknessofthebilayer（〟）andthediameterOftheproteinobserVedbytheAFM（2A）．
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FigtLre2．3．GFPfhorescenceoftheprestin－tranSfbctcd，FLAG－taggedprestin－tranSfbcted

anduntranSftctedCHOcells．Lettpanels，di脆rentialinterferencecontrast（DIC）images；

middlepamels，GFPfluorescenceimages；rightpanels，meIgedimages．Wousintensitiesof

GFP　fluorescence were observedin　the prestin・tranSEtcted　and FLAG・tagged

prestin－tranS氏ctedCHOcell，indicatingthevariationoftheexpressionlevelofprestin（top

middleand center panels）．By contrast，GFP nuorescence was not observedinthe

untranSfectedCHOcells（bottommiddlepanel）．Scalebarsa陀50pm．

17



一
H
O
U
O
エ
リ
【
芯
餞
芯
忘
u
巴
l

・
長
宕
－
d
p
O
m
窃
虐
7
叩
く
」
山

－
0
0
u
空
q
∈
○
∈
d
E
竃
互
p
β
q
－
0
山
】

A

B

一
H
0
0
0
工
O
P
O
も
○
－
の
亡
叩
き
u
コ

ー
0
0
u
巴
q
E
○
∈

d
∈
詔
五
p
0
1
月
○
望

m1
0
0
5
0
0
・

0

mlO
O
5

0
0
・

0

Figure2・4・Fluorescenceimagesoftheprestinandlipidlabeling，andthecorresponding

AFMimagesoftheisolatedplasmamembraneSOftheCHOcells．（A）Isolatedmembraneof

aFLAG・taggedprestin・tranSfectedCHOcell．Theprestinlabeling（le氏panel，green），Which

WaSVistLalizedbyincubationwithmouseanti－FLAGprimaryantibodyandFITC－COIかgated

goatanti・mOuSeIgGsecondaryantibody，WaSCOlocalizedwiththelipidlabeling（SeCOnd

PanelfromtheleA，red），WhichwaLSvisualizedbyincubationwithCM－Dil，aSShownby

yellowregioninthemergedimage（SeCOndpanel丘omtheright）．Amagmi鮎dimageofthe

boxcdareainthemergedimageisshowntOtheright．Alow－magnificationAFMimagewas

Obtainedfromtheboxed訂ea．GlobularStruCtureSaPPrOXimatelylOOnmindiameterWere

Observed・They correspondtothe colocalized brightpatchesinthe mergedimage as

indicatedbythearrows．（B）IsolatedplasmamembrneofanuntranSfbctedCHOce11．The

prestinlabelingwasnotdetected（leRpanel）．Thelipidl血Iingwasobserved（SeCOndpanel

＆omtheleR，red）・Alow－magni丘cationAFMimagewasot＞tainedfromtheboxedarea

indicatedinthemergedimage・Scalebarsofthenuorescenceimages，themagni鮎dimage

inAandtheAFMimagesare5．OIlm，1．Ollmandl．Opm，reSPeCtively．
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Figure2．5．AFMimagesofmembraneSOftheCHOcells・（Al）0riginalflattenedAFM

imageoftheprestin－tranSfectedCHOcell，（Bl）0riginalnattenedAFMimageofthe

untranSfbctedCHOcell．（A2）Di飴rentialAFMimageofAl．（B2）Di飴rentialAFM

image ofBl．（A3）3－Dimage ofAl・（B3）3－Dimage ofBl・Amowsindicate
particle－1ikestruCtureSreCOgnizedintheplasmamembraneSOftheprestin－tranSfectedCHO

cellsandtheuntranStbctedCHOcells，WhereasarrowheadsindicatestruCtureSWhichdidnot

meetthecriteriaforparticle－1ikestruCtureS・However，nOdistinctivedi飴renceinsuch

p鵬icle－1ikes加CtWeSWaS鈷umdbetween血eseCells・
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第3章　量子ドットで標識したタンパク質モータprestinの原子間力顕微

鏡による可視化

1．緒言

前章では，CHO細胞の細胞膜表面をAFMにより可視化したが，細胞膜上にはprestin

以外の膜タンパク質も存在するため，観察された構造物のどれがprestinに相当するの

かを同定するのは困難であった．そこで，単離細胞膜上のprestinを半導体蛍光ナノ粒

子Qdotで標識する免疫原子間力顕微鏡法を新たに考案し，細胞膜表面のprestinの詳

細な微細構造解析を試みた．

2．実験方法

2．1．試料作製

実験にはプレスチンを安定発現させたCHO細胞（Iidaeta1．，2005）と通常のCHO

細胞を使用した．これらの細胞を，10％FBS含有RfM1－1640培地を用いて培養した．

約48時間静地培養後，80％コンフルエントの段階でEDmにより分散し，250gで5

分間遠心した．上清を除去後，多量のタンパク質を含む培養液を取り除くため，無タ

ンパク質細胞外溶液により撹拝し，ガラスベースディッシュに播種し，37℃で5分間

静置した．

細胞膜のみを単離するため，細胞を低浸透圧溶液に浸し，細胞膜単離を行った（Fig．

3．1）．その後，細胞骨格，表在性膜タンパク質及びプレスチン以外の内在性膜タンパ

ク質を除去するため，ディッシュ底面に単離した細胞膜をPBSで3回リンス後，高塩

濃度溶液に浸し室温で30分間インキュべ－トし，さらにPBSで3回リンス後，0．05％

トリプシン／PBSに浸し室温で5分間インキュべ－トした．PBSで3回リンス後，4．0％

パラホルムアルデヒドを用い，室温で30分間化学固定した．

PrestinをQdot標識するため，化学固定した試料をブロッキング後，抗プレスチン1

次抗体を用いて4℃でオーバーナイト，さらにqdot標識抗IgG2次抗体を用いて37℃

で1時間インキュベートした．その後，ハンクス平衡塩に浸し観察試料とした．qdot
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は蛍光を発するので，この蛍光を観察することで，プレスチンがラベルされているか

否かを確認できる．qdotはサイズの均一な半導体材料であるため，AFM画像中にお

いて，容易にその存在を確認でき，これにより，プレスチンの位置を特定することが

できる（Fig．3．2）．

2．2．原子間力顕微鏡

試料は倒立型蛍光顕微鏡がついたAFM（NVBlOO，オリンパス）で観察した．カン

チレバーにはビラミダル探針を持つ，ばね定数0．02N／mの窒化シリコン製のものを用

いた・試料に与える損傷を最小にするため，タッビングモードで観察を行った．カン

チレバーの共振周波数は3．6－4．7kHz，走査速度は0．3－0．4匹血Sとした．

2．3．画像処理と構造解析

AFM画像は，サンプル全体の傾斜による画像の傾きを除去するため，Digital

InstrumentS社のソフトウェアによりひずみ補正を行った．その後，AdobePhotoshopver．

6・0により，AFM画像をグレースケールに変換し，次に平滑化処理を行った．観察さ

れた構造物の構造解析のため，平滑化処理したAFM画像に対し輪郭検出を行い，そ

の微分画像を作製した．

3．結果及び考察

Figure33に，PreStin発現CHO細胞およびprestinを導入していないCHO細胞から

単離した細胞膜中のprestinをQdotで染色した蛍光画像を示す．蛍光写真よりprestin

の発現が確認できる．

Figure3・4にQdotで標識したprestinの高倍率AFM画像を示す．黒矢じりで示した

構造物の高さは7・9nmであり，用いたQdotの粒径と一致している（Michaleteta1．，

2005）・その近傍（白矢印）に・4つのPeakと中央に一つのくぼみを持つRing－1ikeな

構造物が観察された・この結果は，これら構造物がprestinであり，PreStinが四量体の
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Ring－like構造であることを示唆している．

近年のMioらの研究によると，PreStinの外形は弾丸形状であり，細胞質側中央には，

突起状構造物が存在し，中央部が空洞になっているという報告がある（Mio et a1．，

2008）．これに対して今回の計測では，PreStinにはそのような突起構造は無く，むし

ろ，中央部にはくぼみが観察された．これまでにタンパク質の剛性については，タン

パク質の一分子進展試験において，100pN程度の力で変形することが示されている

（Hertadieta1．，2003；JanOYjaketa1．，2006；Dietzeta1．，2006；CaoandLi，2008）．本実験で

は，カンチレバーにより，およそ100pN以上の力が試料に加わっていると見積もる

ことができる．そのため今回のAFMによる観察結果は，観察時にprestinの細胞質側

の突起状構造物をprestin中央空洞内に押し込んだ状態で得られたと考えられる．しか

し，この点については更なる検討が必要である．

4．結言

Qdot標識したprestinを高倍率でAFM観察し，Qdot近傍に，中央にくぼみがあり，

4つのドメインから構成された粒子状構造物を確認した．このことは，preStinが四量

体の鮎ng－like構造である可能性を示唆している．
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CHOcellsattachedtothedishaLreimmersedin60mlofice－COldhypotonicbu飴rinalO0－ml
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Figure3・3・FluorescenceimagesofisolatedplasmamembraneSOftheprestin－tranSftcted

anduntranSfectedCHOcells．（A）prestin－tranSfbctedCHOcell・（B）untransfectedCHO

cell．Prestinlabeling（red），WhichlabelstheN－terminusofprestin，WaSObservedinthe

isolatedplasmamembraneOftheprestin－tranSfectedCHOcell，butnotobservedinthe

isolatedplaSmamembraneoftheuntranSfectedCHOcell・
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Figure3．4．High－magni負cation3－DAFMimagesofprestinonthecytoplasmicfhceofthe

plasmamembraneoftheprestin－tranSfectedCHOce11S．Qdots8nminheightwerecIcarly
Observed，aSindicatedbyblackarrowheads．Asshowninthemagni瓜cationattheright，a

Squarish　ring・1ike struCture　with　four peaks　and one val1ey atits center，pOSSibly

COrreSPOndingtoaprestinmolecule，WaSObservedinthevicinityoftheQdot（amW）．
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第4章　タンパク質モータprestinの精製と等温滴定熱量測定による機能
評価

1．緒言

哺乳類の聴覚器官に存在する外有毛細胞（Outerhaircell：OHC）は，細胞膜電位の変化

に同期して自身の細胞長を変化させる．OHCの細胞長変化の源は，細胞膜電位の変化

に応じた，細胞側壁に存在するタンパク質モータprestinの構造変化であると考えられ

ている．Prestinは，100kHzにまで及ぶ高い応答性や，ATP非依存で電位を直接エネル

ギー源とすること，一分子の構造変化によりモータとしての機能を果たすなどの特徴

を有しており，近年注目されているタンパク質である．その遺伝子が同定された2000

年以降，preStinに関する知見は徐々に蓄積されつつあるが，PreStinの構造変化の分子

メカニズムは未だ不明である．そのメカニズムを明らかにするには，精製したprestin

を用いた解析が必要である．しかし，これまでに精製prestinを用いた解析を行った例

はない．そこで本研究では，まず，PreStinを発現させた培養細胞からprestinを精製し

た．次に，精製したprestinの活性を確認するため，細胞内のCl‾がprestinに結合し，そ

れが電位センサとして働きprestinの変形を引き起こすという報告（01ivereta1．，2001）

に基づいて，精製したprestinとCl‾との相互作用を，分子間相互作用を溶液状態で計測

できる等温滴定型熱量計を用いて解析した．

また，サリチル酸がprestinの機能を阻害するということが報告されている（Kakehata

andSantOS－Sacchi，1996）．これまでの報告では，サリチル酸がprestinに結合しその機能

を阻害するというサリチル酸の作用機序の他に，サリチル酸が細胞膜の剛性や電荷の

分布を変化させることが指摘されており，サリチル酸がprestinに与える影響と，細胞

膜に与える影響を分離することができなかった．これに対して等温滴定熱量測定では

細胞膜の要素を含まず，サリチル酸とprestinの相互作用のみを解析できる．そこで，

サリチル酸がprestinとCl‾の相互作用に与える影響を調べるため，サリチル酸存在下で

同様の熱量測定を行った．
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2．実験方法

2．1．精製prestinの調製

本研究では，これまでに構築したC末端にFLAGタグを融合したprestinを安定発現す

るCHO細胞株よりprestinを精製した・2×109個のFLAGタグ融合prestinを発現したCHO

細胞を緩衝液（10mMHepes（pH7．3），L150mMNa2SO4）で洗浄後，40mlの緩衝液に懸濁

し，超音波処理を行い，40C，1，000×gで7分間遠心し，未破砕の細胞や核などを取り

除いた・続いてその上清を40C，20，360×gで2時間遠心し，細胞膜画分を沈殿させた．

回収した細胞膜画分を，40mlの10mMn－nOnylrβ－D－thiomaltopyranOSideを含む緩衝液に

再懸濁し，氷中で2時間保温し，膜タンパク質の可溶化を行った．その後40C，20，360×

gで2時間遠心し，可溶化されたprestinが含まれている遠心後の上浦を回収した．この

上清を抗FLAG抗体カラムに加え，カラムにprestinを吸着させ，それを緩衝液で洗浄

後・FLAGペプチドを用いてprestinを競合溶出させ，精製prestinを得た（Fig．4．1）．

2．2等温滴定熱量測定

分子間で相互作用が起こる際，必ず熱の出入りが伴う．等温滴定熱量測定は，溶液

中のタンパク質の分子間相互作用を，この熱の出入りを計測し解析する方法である

（Fig・4．2）・本研究では精製prestinとCl‾との相互作用を，この等温滴定熱量測定に

より評価し，PreStinの活性を調べた・測定にはVP－ITC（MicroCal）を用いた．全ての測

定には，組成が10　mM Hepes（pH　7．3），150　mM Na，SO4，10　mM

n－nOnylrβ－D－thiomaltopyranOSideである緩衝液を用いた．測定セルに精製したprestin溶

液を，インジェクタ一に20mMNaCl溶液をそれぞれセットした．測定温度は250C

とし，撹拝しながらインジェクターのNaCl溶液を10Hlずつ10回，210秒間隔で滴

下し，その間の温度変化を計測した・得られた測定結果はOriginソフトウェアを用い

て解析した．

また，サリチル酸ナトリウムがprestinの機能を阻害するという報告に基づき，サリ

チル酸ナトリウム存在下で計測を行った．精製prestin溶液で上述と同様の計測を行っ
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た後，終濃度lmMとなるようにサリチル酸ナトリウムを添加し，lInMサリチル酸

ナトリウムを含む20mMNaCl溶液を滴下し熱量測定を行った・さらにその後，終濃

度10mMとなるようにサリチル酸ナトリウムを添加し同様の計測を行った・

3．結果及び考察

3．1Prestinの精製

精製により得られたprestinのSDS－PAGEの結果をFig・4・3に示す・Prestinの理論分

量は約82kDaである．矢印で示したprestinを表すバンドが明瞭に確認され，上述の

精製過程により，preStinが精製されていることが確認された・検出されたバンドが広

がりを持っているのはprestinが糖修飾されているためであると考えられる・また，

sDS－PAGEの結果でprestin以外を示すバンドがいくつか見られるが，これらは精製過

程で取り除けなかった爽雑物を示すと考えられる・

3．2PrestinとNaClの相互作用

prestinを精製することができたので，次に精製したprestinの活性を等温滴定型熱量

計を用いて評価した．精製prestinとNaClとの相互作用の測定結果をFig・4・4に示す・

Figure4・4Aにおいてプラスは吸熱をマイナスは発熱を示す・各滴定の，滴定開始から

次の滴定開始までの間に計測された熱量を積分し，その滴定によって発生した熱量を

求め，これらをFig．4．4Bにプロットした．緩衝液に対してNaClを滑走した場合，摩

擦熱に由来する発熱が計測された．これに対し，preStin溶液にNaClを滑走した場合，

緩衝液の時に比べ，滴定曲線が上方に現れた．Prestinを溶解した緩衝液中にはNa＋が

既に存在しているので，これらの結果は，PreStinがCl‾と相互作用し，吸熱したこと

を示している．従って，精製したprestinがCIJと結合するという活性を有していると

考えられる．

熱の発生原因として，新しい結合ができたこと，脱水和が起こったこと，タンパク

質の構造が変化したことなどが挙げられる．一般に新たな結合ができる時には発熱，

31



脱水和など結合が切れるときには吸熱が起こる．これらの収支を決定することは困難

であるが，preStinにCl‾が結合するなど新たな結合の生成に由来する発熱は比較的小

さく，脱水和や結合が切れることに由来する吸熱が比較的大きく，全体の熱の出入り

に貢献をし，反応全体としては吸熱となっていると考えられる．

本研究により，活性のある精製prestinの調製が可能であることが示された．これに

より今後精製prestinを用いたprestinの構造変化の分子メカニズムの解明が可能にな

ると期待される・また，本研究に用いた等温滴定熱量測定は，精製したprestinの機能

を，純粋な溶液状態で評価することができるため，PreStinに関する新たな知見が得ら

れると考えられる．

本研究では，精製prestinとサリチル酸との相互作用を等温滴定熱量測定により解析

した・サリチル酸存在下でprestinとCl‾の相互作用を計測すると，preStinとCl」の相

互作用によると考えられる吸熱が，サリチル酸ナトリウム濃度依存的に抑制された

（Fig．4．5）．本計測の反応系には，PreStin，Cl‾及びサリチル酸のみしか存在しないた

め，本実験結果は，サリチル酸がprestinに直接作用し，preStinとCl▼との相互作用を

阻害したことを示している．このことから，サリチル酸がprestinの陰イオン結合部位

にCl‾よりも強く結合する，すなわちサリチル酸はprestinの括抗剤であることを強く

支持する．

4．結言

本研究ではprestinの精製を行った．得られた精製prestinの活性を等温滴定熱量測

定により評価した．その結果，preStinとCl‾の相互作用に伴う吸熱反応が検出され，

精製したprestinが活性を有していることが明らかになった．また，サリチル酸ナトリ

ウムは括抗剤としてprestinに直接作用することが示された．
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Figure4．1．Schematicdiagramofpuri丘cationprocedure・
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Figure4・2・SchematicdiagramOftheisothermaltitrationcalorimeter．Thecal0rimeterhas

twincellsmountedinacylindricaladiabaticenvirorLment，Whichaqeconnectedtotheoutside

throughnarrowaccesstubes・Athemoelecbicdevicemeasuresthetemperaturediffbrence

betweenthetwocells（ATl）・AschemiCalreactionsoccuTinthesamPlecell，heatis

generatedorabsorbed・Thetemperaturedi飴rencebetweenthe．sampleandreferencecells

（AT・）iskeptataconstantvaluebytheadditionorremovalofheattothesamplecell．The

integralofthepowerrcquiredtomaintainATl＝COnStantOVertimeisameasureoft。talheat

resulting丘omtheprocessbeingstudied．
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→■prestin

Figu托4・3・Silver－StainedSDS－PAGEgelloadedwithpuri鮎dprestin・Analysiswas

carriedoutonl／200volumeOfpuri重edprestin・Thearrowheadshowsprestin・
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