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研究成果の概要（和文）：本研究では，内耳の感覚細胞に発現するタンパク質モーター“プレスチン
（prestin）”に着目し，その構造と機能を自在に制御する技術とこれを捉える計測技術の開発に取り組み，音
受容メカニズムの解明と新規バイオデバイスの創生を目指した．タグと呼ばれる目印を付加したプレスチンを安
定に発現する培養細胞株を構築した．同細胞株よりプレスチン分子を一つずつ引き抜き力-進展曲線を取得する
ことで，プレスチンの膜内構造を解析することに成功した．

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused on the motor protein “prestin” expressed 
in the sensory cells in the inner ear.  A method to handle its structure and function and a 
measurement technique to detect them were investigated to elucidate the mechanisms of sound 
perception and to develop new biodevices.  Mammalian cell lines which stably express prestin with a 
marker peptide tag were constructed and a prestin molecule was pulled out from the plasma membrane 
of these cells.  The force-extension curves obtained demonstrated the membrane structure of prestin.

研究分野：生体工学，機械力学

キーワード： 聴覚　内耳増幅　感覚細胞　タンパク質モーター　分子メカニズム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プレスチンは，2000年にその遺伝子が同定されて以来，その構造と機能について研究されてきたが，未だ解明さ
れておらず，そのため我々の音受容メカニズムは解明されていない．従来の手法では多量のタンパク質溶液や結
晶化等が必要であったため，プレスチンには適さなかった．本研究で新たに提案した手法により，比較的少量か
つ結晶化なしに膜内構造を分析できることが示唆された．またこれにより得られた結果は音受容メカニズムの全
容解明に貢献するとともに，遺伝性難聴や老人性難聴のメカニズム解明とその治療法開発に貢献できると期待さ
れる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
図１に示すように，外耳道に入射した音は鼓膜，耳小骨連

鎖を介して内耳蝸牛へと伝播し，基底板を振動させる．この
振動は，感覚細胞（内有毛細胞及び外有毛細胞）の聴毛に存
在する機械-電気変換チャネルを開閉させ，細胞興奮を誘発
する．内有毛細胞の興奮は聴神経の発火を促し，これが脳へ
と伝わることで我々は音を認識する．一方で，外有毛細胞は
興奮により細胞長を変化させ，基底板振動を増幅（約千倍）
し，入力感度を高める増幅器の役割を担っている．この運動
は，細胞膜中の超分子膜タンパク質“プレスチン（prestin）”
の構造変化に起因すると予想されている（図１）．しかしこ
れを観察した報告はない．したがって，音受容メカニズムの
解明の鍵は，「超分子 prestin の構造変化メカニズム」にあ
ると言える． 
申請者は，機械工学者の立場から，力学的理解（バイオメ

カニクス）に立脚した実験と理論の両輪で音受容機構の解明
に取り組んできた．Prestin の構造解析については，ハンド
リングの難しい外有毛細胞を全く使うことなしに実験を可
能とする prestin 安定発現細胞株の開発や半導体量子ドッ
ト（Qdot）を用いた一分子ラベリングと原子間力顕微鏡（AFM）
を組み合わせた Immune AFM 法の開発など，特に AFM を用
いた膜タンパク質可視化技術に注力し，近年では一分子フィ
ッシングにより得られる力学的情報をもとにした構造解析
技術へと発展を試みている．しかし，先行研究では prestin
の変形状態の制御と運動能（機能）の評価は不可能であった．
そこで本研究課題では，膜分子操作技術・AFM 基盤技術を基礎に，これら問題を解決する新たな
技術を確立する．さらに得られた知見を基に，prestin のユニークな機能を応用したナノバイオ
デバイスに挑戦し，これまでにない機能デバイスの創生を狙う． 
 
２．研究の目的 

本研究では，内耳の感覚細胞に発現するタンパク質モータープレスチンに着目し，その構造と
機能を自在に制御する技術とこれを捉える計測技術の開発に取り組み，音受容メカニズムの解
明と新規バイオデバイスの創生を目指す．まず，これまでに開発してきた発現・精製系のノウハ
ウを基盤に，遺伝子ベクター構築，細胞株構築，精製の各工程に改良を加え，高発現系の構築に
取り組む．さらに我々の先行研究で実現できなかった，精製 prestin に構造変化の制御を可能と
し，かつ電気生理学的手法により機能評価が可能なシステムを構築することを目指す．また，
我々の強みである AFM 観察により，プレスチンの膜内構造の解析に取り組む．上記で開発する生
体膜分子の操作技術を活用し，プレスチンのユニークなピエゾ特性を利用した高感度バイオ変
位センサーの開発を試みる． 
 

３．研究の方法 
（１）プレスチンの発現系構築 
解析に適した prestin が効率よく発現する系を探索するため，prestin の C 末端に目印となる

アミノ酸残基もしくは短いペプチド鎖からなるタグを付加し，複数種の哺乳類発現ベクターへ
導入する．作製したベクターを哺乳類細胞（CHO 細胞）に遺伝子導入し目的タンパク質を発現さ
せる．発現は，複数の方法で確認する．GFP を共発現させた系ではその発光で確認し，その他の
系では免疫蛍光染色により確認する．また，ウェスタンブロッティングによっても発現確認を行
う． 
 
（２）プレスチン構造変化の制御・計測 
膜電位・溶液組成・脂質膜張力の三つを制御できる新規デバイスを開発する．チャンバー部に

は，溶液状態が目視で確認でき，金属にみられる溶液接触によるイオンの染み出しがなく，電気・
化学特性に優れたパイレックスガラスもしくはシリコーン樹脂（PDMS）を検討する．基板部には，
電気生理計測時に電気的漏れがない状態（ギガシール）を達成するためにボロシリケイトガラス
もしくはテフロン樹脂を用い，微細加工により電計測用の微小孔を作製する．プレスチン発現細
胞もしくは精製プレスチンを用いて，性能評価を行う． 

 
 

 
図１．ヒトの聴覚器官．（a）器官全
容から感覚細胞（外有毛細胞）の微
細構造にいたる模式図．（b）外有毛
細胞の細胞膜に発現する超分子
prestin とされる電子顕微鏡写真
（Forge A, 1991）．10 nm 程度の粒
子状構造物が高密度にパッキング
されている．これら超分子の協調運
動が我々の鋭敏な聴覚の鍵を握っ
ている． 
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（３）プレスチンの膜内構造解析 

開発したプレスチン発現系（Avi タグ付加プレスチン）を用いてプレスチンの膜内構造解析を
行う．AFM に取り付けたカンチレバー（ごく小さな板バネ）を Avi タグを介してプレスチンに結
合させ，ピコニュートンレベルの力を負荷して引き上げる（図２）．その際に取得される力-進展
（force-extension: FE）曲線を用いて，プレスチンと細胞膜との結合力からその膜内構造を解
析する．解析には，高分子鎖の粘弾性挙動をよく再現できるとされるみみず鎖モデルを使用する． 
 
 
４．研究成果 
（１）プレスチンの発現系構築 
 目的に応じて自在にプレスチン分子を操作
するために，C 末端に Avi タグを付加したプ
レスチンを発現する発現系の構築を行った．
図３に作製した７つのクローンにおける GFP
蛍光画像を示す．クローン４，６および７の
平均輝度が高く，プレスチンの高発現が期待
さ入れた．次に，ウェスタンブロッティング
によって，プレスチンの発現確認を行った．
その結果，培養開始から２日後に発現量が最
大となりその後４日目から１０日目までは一
定量の発現に収束することが示唆された．ま
た，糖による修飾状態のことなるプレスチン
が共発現している可能性が示された．さらに，
免疫蛍光染色によって発現部位の確認を行
い，プレスチンが細胞膜中に発現しているこ
とが明らかとなった．これらの結果より，構
築した細胞株において Avi タグ付加プレスチ
ンは，野生型プレスチンと同様の発現状態に
あることが示唆された． 
 
（２）プレスチン構造変化の制御・計測 
 上記（１）に時間を要し，試作機の作製に
先行して電気生理学的手法によるプレスチン
の機能解析を実施した．開発した Avi タグ付
加プレスチン発現細胞株に対しパッチクラン
プ法により膜電位の変化に対する膜要領の変
化を計測した．プレスチンは細胞内陰イオン
（Cl-）をセンシングすることで，構造変化を
起こすと考えられ，機能を有していれば非線
形な膜容量変化を起こすと予想される．図５
に計測結果を示すように，作製した Avi タグ
付加プレスチンは，野生型プレスチンと同様
に非線形な膜容量を示しており，機能を有し
て発現していることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 

 

図２．AFM によるプレスチンの力学計測のデザイ
ン．カンチレバーを prestinの C 末端に付加した
Avi タグを介して取り付け，カンチレバーを引き
上げることで細胞膜から引き抜き，力-進展
（force-extension: FE）曲線を取得する．これに
みみず鎖モデルを適用し，膜内構造を解析する． 

(a)

 

(b)  

図３．Avi タグ付加プレスチン発現 CHO 細胞の GFP
蛍光画像．（a）GFP 画像．（b）GFP の平均輝度． 

 
図４．構築した Avi タグ付加プレスチン発現細胞株
におけるウェスタンブロッティングの結果． 
 
 



（３）プレスチンの膜内構造解析 
プレスチンの膜内構造の解明のため，構築し

たプレスチン発現 CHO細胞および遺伝子導入し
ていない CHO 細胞から細胞膜を単離した．これ
らの膜に対し，AFM による一分子フィッシング
（引抜試験）を実施した．引き抜きの際に得ら
れる FE 曲線には，のこぎり状波形が観察され
た．これに対し，みみず鎖モデルを適用したと
ころ，C 末端領域や，膜貫通領域の細胞膜から
の引き抜きに由来すると考えられる力が検出
された（図６）．これらの結果より，プレスチン
が 10 個の膜貫通部と，2 個の半貫通部を有して
いる可能性が示唆された． 
 
 本研究により，プレスチンを自在に制御する
技術とこれを捉える計測技術の開発が実現し
た．しかし一方で，これを利用した新規デバイ
スの開発にはいたらなかった．今後は，プレス
チンの構造と機能を結び付け統合的に理解す
ることでその基本動作原理の解明を試み，さら
にその技術をデバイス化応用に進化させるた
め生理条件下にプレスチンの構造状態を変化
させながら，構造変化の可視化が可能な新規技
術の開発に取り組む．これにより，プレスチン
のユニークなピエゾ特性を利用した新規のバ
イオデバイスの創出を目指す． 

 

 

 

 

図５．パッチクランプによる Avi タグ付加 CH 細
胞の機能評価結果． 

(a)  

(b)  

図６．Avi タグ付加プレスチン発現 CHO 細胞の単
離細胞膜から取得した FE 曲線と適用したみみず
鎖モデル．  
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