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第一章 序論  

 

1.1 難聴と遺伝  

0.1 ％の割合で生ずる先天性の難聴は遺伝的な原因が全体の約半数を

占めており複数の遺伝子の異常が報告されている [1]。難聴に関連する遺

伝子は 100 種類前後といわれており、その遺伝子に変異があることで難

聴となる、あるいは、なりやすくなることが知られている。耳の内耳の

蝸牛は非常に複雑な構造で、種々のタンパク質が役割分担をおこない聴

覚の受容を担っているが、これらのタンパクの遺伝子に変異があると、

難聴になることがわかっている。また、先天的な難聴だけでなく、老人

性難聴、騒音性難聴、突発性難聴などの後天性難聴においても個人差が

みられ遺伝子が関係しているといわれており、難聴と遺伝子の関係を調

べ、治療の方向性を考えることは大変重要である。  

遺伝性の難聴にはさまざまな種類がある。原因遺伝子が常染色体にあ

り、劣性遺伝形式で遺伝するタイプが最も多く難聴の約 70 ％である [1]。

この場合、メンデルの遺伝の法則にしたがい、例えば両親はヘテロで難

聴ではないが、両親から難聴の遺伝子をホモ接合体で受け取って子に難

聴が生ずる場合としてみつかることが多い。これとは反対に優性遺伝形

式による遺伝の例も知られており、この場合は家系の世代間で何世代に

もわたって難聴が続いて生じることになる。この遺伝子としては、

KCNQ4、TECTA、WFS1 遺伝子が知られている [2-6]。  
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1.1.1 症候群性難聴と非症候群性難聴  

遺伝性難聴の分類は、難聴以外の随伴症状の有無により、症候群性難

聴と非症候群性難聴に分けられる (表 1.1)。症候群性難聴は随伴症状を伴

うため表現型の特定が明確であるが、非症候群性難聴は難聴のみが症状

であり、聴力検査によって発見される。前者の例を挙げると、白色の前

髪、虹彩異色、白斑などの色素異常をともなう Waardenburg 症候群

(PAX3、MITF、SNAI2、EDNRB、EDN3、SOX10 が原因遺伝子 )、網

膜色素変性による視覚障害を伴う Usher 症候群 (MYO7A、USH1C、

CDH23、PCDH15、SANS、USH2A、VLGR1、USH3 が原因遺伝子 )、

下眼瞼の欠損、小顎症、小耳症、頬骨弓の低形成をともなう Treacher 

症候群性難聴と非症候群性難聴  両者に共通する遺伝子変異として

SLC26A4 遺伝子がある［7］。  

表 1.1  
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Collins 症候群 (TCOF1 が原因遺伝子 )、近視、硝子体網膜変性、関節変

形、顔面形態の低形成をともなう Stickler 症候群 (COL2A1、COL11A2、

COL11A1 が原因遺伝子 )、心電図異常で QT 延長を示す Jervell and 

Lange-Nielsen 症候群 (KCNQ1、KCNE1 が原因遺伝子 )、指骨癒合をと

もなう SYM-1、SYNS-1(NOG-SSD)(NOG が原因遺伝子 )、糖尿病、種々

の神経と筋症状を伴うミトコンドリア病 (ミトコンドリア遺伝子の

m.3243A>Gが原因遺伝子 )、腎障害をともなう Alport症候群 (COL4A3、

COL4A4、COL4A5 が原因遺伝子 )、耳瘻孔、頸部瘻孔、内耳・中耳奇形、

尿路奇形をともなう Branchio-Oto-Renal(BOR)症候群 (EYA1、SIX1、

SIX5 が原因遺伝子 )、甲状腺腫、内耳奇形をともなう Pendred 症候群

(PDS)(SLC26A4 が原因遺伝子 )、が知られている [7]。  
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1.1.2  症候群性難聴・非症候群性難聴に共通の SLC26A4 遺伝子  

症候群性難聴は遺伝性の難聴全体の約 30 ％で、非症候群性難聴は約

70 ％であるが、これら両者に共通している原因遺伝子として、Pendred

症候群 (PDS)の原因遺伝子 SLC26A4 が挙げられる (図 1.1)。PDS とは、

難聴だけでなく、その随伴症状として甲状腺腫と内耳奇形をともなう症

例として知られているが、随伴症状の無い非症候群性難聴にも複数の原

因遺伝子 (GJB2、CDH23、KCNQ4、OTOF、TECTA、WFS1、SLC26A4

遺伝子の異常 )が報告されており、その中の 1 つにも SLC26A4 の遺伝子

変異は共通して認められる [8-10]。  

視点を変えて、遺伝性難聴について日本人全体でみた場合、GJB2 遺

伝子変異による難聴の頻度が最も高く、次いで SLC26A4、MYO15A、

図 1.1 難聴の原因と頻度  
遺伝性難聴が難聴全体の 61 ％を占め、前庭水管拡大を伴う遺伝性難聴の
およそ半数に SLC26A4 遺伝子変異がみられる［1］。  
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CDH23、COL11A2 遺伝子異常の頻度がほぼ同列に並んで高いとされて

おり [11]、ここでも SLC26A4 の遺伝子変異は 2 番目に多いことがわか

る。遺伝子変異の内容としては、GJB2 遺伝子変異では遺伝子の挿入・

欠失がおよそ半分で、残りの半分はミスセンスによるものであるが、

SLC26A4、MYO15A、CDH23、COL11A2 遺伝子変異ではミスセンス

によるものが大半である。また、GJB2 遺伝子異常は非進行性難聴であ

るのに対して、SLC26A4 の遺伝子異常は難聴以外の随伴症状が進行性

という特徴を示す。例えば、青年期以降に甲状腺腫を発症する確率が高

く、SLC26A4 遺伝子変異全体のおよそ 30 ％にこれが認められ、またこ

れとは別に 60～70 ％にめまい発作が認められ、これらは次第に麻痺性

眼振へと移行することが知られている。このようなことから、SLC26A4

遺伝子変異は遺伝性難聴の治療や創薬研究において注目されている。  
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1.1.3  Pendrin(SLC26A4)遺伝子変異の種類  

SLC26A4 遺伝子は、Pendrin タンパクをコードする遺伝子で、21 個

のエクソンから構成され、780 個のアミノ酸からなる分子量 73 kDa の

11-12 回膜貫通タンパクである。機能としては陰イオンの輸送に関与し

ており、Cl－、HCO3
－、I－の交換輸送に働いている。また、遺伝性難聴

の研究から、今日までに SLC26A4 遺伝子の変異箇所は 160 種類以上が

報告されている [12,13]。  

表 1.2 は、このうち SLC26A4 遺伝子の主要な遺伝子変異を示したも

のである。表に示すように SLC26A4 遺伝子変異箇所は多岐にわたって

おり、主にエクソンにおける変異が非症候群性難聴 (NSEVA)の原因であ

るが、一方でイントロンの変異も関与していることが分かる。また、症

候群性難聴である PDS の原因としても、アミノ酸置換 p.P123S をはじ

めとして複数の変異が関与していることが分かる。また、1 つのエクソ

ンにおいても複数個所の変異が認められることが多い。  
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SLC26A4 遺伝子変異の種類［12］ 表 1.2 

エクソン 塩基変化 アミノ酸置換 表現型
1 c.139insC NSEVA
2 c.82A>G p.S28G NSEVA
2 c.266C>T p.P76S NSEVA
3 c.281C>T p.T94I NA(NSEVA:China)
4 c.322delc NSEVA
4 c.367C>T p.P123S NSEVA/Pendred
Intron4 c.416-1G>A NEEVA
5 c.439A>G p.M147V NSEVA
Intron5 c.600+1G>T NSEVA
Intron5 c.601-1G>A Pendred
7 c.890C>A p.P297Q NSEVA
7 c.917delT NSEVA
Intron7 c.919-2A>G NSEVA/Pendred
Intron8 c.1001+1G>A NSEVA/Pendred
Intron8 c.1002-9A NSEVA
9 c.1105A>G p.K369E NSEVA
9 c.1115C>T p.A372V NSEVA/Pendred
10 c.1174A>T p.N392Y NSEVA/Pendred
10 c.1187G>A p.G396E NSEVA
10 c.1219delCT NSEVA
10 c.1229C>T p.T410M NSEVA/Pendred
11 c.1300G>A p.A434T NSEVA
11 c.1315G>A p.G439R NSEVA
11 c.1343C>A p.S448L NSEVA
14 c.1579A>G p.T527P NSEVA
14 c.1586T p.I529S NSEVA
14 c.1586T>G p.S532I NSEVA
15 c.1652insT NSEVA
15 c.1694G>A p.C565Y NSEVA
Intron 15 c.1707+5G>A NSEVA
16 c.1743G>C p.R581S NSEVA
17 c.1829C>A p.S610X NSEVA
17 c.1970G>A p.S657N NSEVA
17 c.1975G>C p.V659L NSEVA
17 c.2007C>A p.D669E NSEVA
17 c.1997C>T p.S666F NSEVA
18 c.2074T>G p.F692L NSEVA
19 c.2111ins GCTGG NSEVA/Pendred
19 c.2162C>T p.T721M NSEVA
19 c.2168A>G p.H723R NSEVA/Pendred
19 c.2169C>T p.H723Y NSEVA
19 c.2180T>A p.L727X NSEVA

NSEVA: 前庭水管拡大を伴なう非症候群性難聴   

Pendred： Pendred 症候群 (PDS) 
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1.2 Pendrin(SLC26A4)の局在と機能  

 遺伝性聴覚に関わる遺伝子は多数存在するがその多くは内耳の蝸牛

(図 1.2)に発現し、個別に局在しており、それぞれ固有の役割を担ってい

る。そのため、遺伝性難聴もこれら聴覚に関わる多数の遺伝子変異が原

因で生じる。内耳の蝸牛にあるコルチ器では、機能の要として知られて

いる蓋膜、外有毛細胞 (聴細胞 )だけでなく、ライスネル膜、血管条、ラ

セン靭帯、ラセン隆起、外ラセン溝細胞、クラウディウス細胞、ヘンゼ

ン細胞、支持細胞、内柱細胞、外柱細胞、内有細胞、歯間細胞、ラセン

板縁、内ラセン溝細胞、ラセン神経節、から構成されていて、極めて複

雑な組織をつくっている。聴覚に関わる多数の遺伝子は、これらの組織

上でそれぞれ異なる遺伝子を発現し、タンパク質も多様であり、それぞ

れ部位特異的に局在している [11]。  

図 1.2 蝸牛のうずまき管は聴覚、前庭と半規管は平衡覚を担う。  
うずまき細管の内部にコルチ器がある。  
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1.2.1 コルチ器における Pendrin 発現  

これらの遺伝性難聴に関わる遺伝子の中で、今回我々が着目している  

SLC26A4 遺伝子は、内耳の蝸牛の内部コルチ器 (図 1.3)では、ラセン隆

起と、外ラセン溝細胞に局所的に発現し [14]、内リンパ液の pH 調整に

関与している。さらに詳しく Pendrin が局在する細胞を挙げると、外ラ

セン細胞、ダイテルズ細胞、クラウデイウス細胞、ラセン神経節のみに

発現している [15,16]。これらの部位で Pendrin は、塩化物イオン (Cl－ )、

重炭酸イオン (HCO3
－ )およびヨウ素イオン (I－ )の輸送を行っている

[8,17,18]。  

そして、SLC26A4 遺伝子が変異することで、内耳内にみられる形態

図 1.3 コルチ器は、蓋膜と繊毛を持つ聴細胞 (有毛細胞 )からなり、音
を受容する。蓋膜と聴細胞とが物理的に接触することで音の刺激が聴

神経へ伝達される。  
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的特徴として前庭水管拡大が生じ、難聴になる [1,8,19,20]。また、内耳

における奇形全体に占める割合では、前庭水管拡大は最も高頻度にみら

れる症状で、日本人の内耳奇形の場合全体の 82 ％に SLC26A4 遺伝子

変異が認められる [12]。このことから、SLC26A4 遺伝子変異が蝸牛と聴

力に与える影響がたいへん大きいことがわかる。  

 

1.2.2 前庭における Pendrin 発現  

 SLC26A4 遺伝子は、内耳の蝸牛内の前庭においても発現している (図

1.4)。前庭は、聴覚とは別のはたらきをする器官で、加速度と回転運動

を感知するセンサーの役割をしており、半規管 (三半規管 )と卵形嚢と球

図 1.4 前庭基部のびんにはクプラと呼ばれる突起状の構造がある。
ここに繊毛を持つ有毛細胞が存在し、体の動きに伴う内部のリンパ液

の流れを、有毛細胞の繊毛が感知することで回転運動を受容する。  
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形嚢の組み合わせからできている。半規管の基部にある膨大部の内部に

は、コルチ器の内部と同様に有毛細胞が存在し、加速度や回転運動によ

るリンパの流れを有毛の動きにおいて感知している。具体的には、Ⅰ型

有毛細胞、Ⅱ型有毛細胞、支持細胞、移行上皮細胞からなる組織をつく

り、SLC26A4 遺伝子はこの中の移行上皮細胞を構成するタンパク質の 1

つを担当する。SLC26A4 遺伝子が異常となった場合にみられる難聴以

外の症状、例えばめまいなどの前庭症状 [12,13]は、前庭での加速度と回

転運動の感知機能低下が原因であると考えられている。  

その他、内耳以外での遺伝子発現部位として、SLC26A4 遺伝子は甲

状腺と腎臓にも発現する。そのため、PDS では聴覚と平衡覚以外の症状

として、甲状腺腫が知られている。これは、ヨード有機化障害を生じ、

ヨードが甲状腺濾胞へ正常に運ばれないことが原因で甲状腺腫を生ず

ると考えられている。  

また、Pendrin の機能を解明する目的としてノックアウトマウスの作

製も報告されており、このマウスでは、ヒトにおける症状と同様に、内

耳奇形、高度難聴、平衡機能障害が報告されている [21]。  

 

1.2.3 Pendrin と相同性の高い Prestin タンパク  

これまで、Pendrin について局在と機能を述べてきた。一方、Pendrin

と相同性が高い Prestin(SLC26A5)と呼ばれるタンパクがある。Prestin

は、Pendrin とともに SLC26A 遺伝子ファミリーに属しており、Pendrin

と 45 ％の相同性がみられる大変似かよったタンパク質である [22]。そ

して、Prestin の遺伝子 SLC26A5 に異常がある場合、Pendrin と同様に
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遺伝性の難聴になることが知られている。Prestin は、聴覚をつかさど

る内耳内、コルチ器の外有毛細胞に特異的に発現しモータータンパク質

として機能しており (図 1.2)、その機能は、膜電位変化による構造変化を

ともないながら細胞全体を収縮させ、基底膜の振動を増幅することで知

られている [23,24]。これはいわばアンプと同じ役割を果たしており、リ

ンパ液から伝わる微振動を増幅する役目の中核を担っている重要なタ

ンパク質である。また、加速度と回転運動をつかさどる内耳の前庭にお

いても SLC26A4 遺伝子と同様に、移行上皮細胞に特異的に発現してい

る [11](図 1.3)。そして、Prestin の Cl－と HCO3
－の輸送にサリチル酸が

及ぼす影響も報告されている [25]。この点に注目した先行研究が行われ、

Prestin はサリチル酸と高い親和性を有し [26,27]、またサリチル酸はミ

スフォールドした変異型 Prestin をレスキューし、細胞質から細胞膜へ

と移行させる分子シャペロン活性を有することが報告されている [28]。

変異型 Prestin に対するサリチル酸の分子シャペロン効果に着目して、

さらに研究が行われ、変異型 Pendrin に対するサリチル酸の影響と分子

シャペロン効果が調べられている [29,30]。  
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1.3 本研究について  

 これまで述べてきたように、遺伝性難聴の 1 つ、Pendred 症候群 (PDS)

の原因である SLC26A4 の遺伝子変異に対する治療や創薬研究は優先的

であり、有効であると考えられる。細胞内における変異型 Pendrin は、

正常な Pendrin が小胞体で発現した後に細胞膜へと移行するのに対し

て、小胞体に蓄積し、本来あるべき細胞膜へと移行することができない。

そのため、コルチ器のラセン隆起および外ラセン溝細胞における陰イオ

ンの輸送が障害され、水管拡大をともなう難聴を示す。そこで、これを

改善する試みとして先行研究が行われ、古くから鎮痛作用として知られ

ているサリチル酸が、変異型 Pendrin に対しての分子シャペロン活性を

示し、変異型 Pendrin を小胞体から細胞膜へ移行させ、再活性化するこ

とが明らかにされている [30]。これをふまえて、本研究では、サリチル

酸による変異型 Pendrin の細胞内局在変化に着目し、変異型 Pendrin

を恒常的に発現する Stable 細胞の確立、網羅的画像解析による迅速な

化合物スクリーニング法の開発を行い、サリチル酸とその類縁体から有

用な候補化合物の探索を行った。  

  

第二章では、変異型 Pendrin(P123S)恒常発現 (Stable)細胞を樹立した。

先行研究により SLC26A4遺伝子の変異のうち主要な 10種類のミスセン

スの変異型 Pendrin の作製と、ミスフォールドからの薬剤によるレスキ

ューが報告されている [30]。10 種類の変異型 Pendrin を遺伝子導入した

HEK293 細胞に対するサリチル酸の分子シャペロン活性が調べられて

おり、サリチル酸応答性を示す有用な 4 種類 (P123S、M147V、S657N、
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H723R)の変異型 Pendrin 遺伝子が特定されている [30]。ここで行われ

た一過性 (Transient)の遺伝子導入と解析の場合、1)細胞播種、2)遺伝子

導入、3)化合物添加、4)免疫染色、5)細胞内局在変化 の過程を必要と

し、実験ごとの遺伝子導入と遺伝子導入効率の安定性、化合物多数を用

いた迅速なスクリーニングには課題があった。そこで本研究では、変異

型 Pendrin(P123S)を恒常的 (Stable)に発現する細胞の樹立を検討した。

具体的には、遺伝子導入後の HEK293 細胞はネオマイシン耐性である性

質を利用し、G-418 Sulfate 存在下で 10 日間連続培養後、その生え抜き

を選抜した。Pendrin 発現とサリチル酸応答性を確認した後、これらを

96 well 培養プレートで 1 細胞 /1well に限界希釈し、シングルコロニー

由来の単クローンを得た。得られた単クローン細胞を再度、Pendrin 発

現・サリチル酸応答性の確認後、細胞のクローニング操作を合計 2 回行

った。このようにして、野生型 Pendrin 発現細胞 (Wt)と変異型

Pendrin(P123S)発現細胞 (PH1-1H1)を得たことで、遺伝子導入の段階を

省くことが可能となり、第三章の Morphology 解析に有用な細胞株であ

ると判断した。  

 

第三章では細胞イメージアナライザーCellInsightTM を用いて細胞の

Morphology 解 析 の た め の パ ラ メ ー タ ー を 検 討 し た 。 変 異 型

Pendrin(P123S)は細胞質に集積し、野生型 Pendrin(Wt)は細胞膜に局在

する。一方、10 mM サリチル酸を加えることで改善し、Pendrin の細胞

膜局在が上昇し細胞質局在は減少する。この局在変化について、従来の

手法では、免疫染色の後共焦点レーザー顕微鏡にて得られた画像を画像
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解析ソフト FluoViewTMで取込し、細胞膜・細胞質の蛍光強度を無作為

に 100 ポイント測定して評価していた。本研究では 96 well 培養プレー

トを用いた迅速な化合物スクリーニングを目的にこれを改良した。

CellInsightTMによる計測は、96 well 内を 100 フィールドに区分し、各

フィールド内最大 100 個細胞を検出して、全細胞のタンパク質局在を網

羅 的 に 解 析 し 蛍 光 強 度 を 測 定 で き る 。 そ こ で 解 析 プ ロ グ ラ ム

Morphology V4 の解析パラメーターの検討を行った。複数の条件検討よ

り細胞の外周を解析の基準である Ch1 とし、核を Ch2 とした。そして

Ch1 から内側へ 5 pixel 幅を細胞質 Ch3(Cytoplasm:C)とし、Ch1 から

内側 2 pixel 幅を細胞膜 (Plasma Membrane:M)Ch4 とした。次に

PH1-1H1 細胞に対するサリチル酸添加後の、変異型 Pendrin 移行活性

を評価した結果、Ch4(M)の上昇はみられなかったものの、サリチル酸

濃度依存的な Ch3(C)の減少を確認することができた。 (Ch4 は、細胞外

周の微小な凹凸や輪郭の正確なトレースが困難で、また、背景の黒色領

域も合わせて検出したため、正確な細胞膜の蛍光強度が検出できなかっ

た。 ) このことから、変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングの基準

を Ch3(C)蛍光強度の減少として決定し、第四章のサリチル酸類縁体か

らの化合物探索に用いた。  

 

第四章では、サリチル酸類縁体による変異型 Pendrin 移行活性スクリ

ーニングと候補化合物の探索を行った。サリチル酸とその類縁体は、96 

well 培養プレート中 PH1-1H1 細胞に 12 時間添加し、免疫染色の後、

第三章で確立した CellInsightTMによる Morphology V4 で、Ch3 を基準
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にスクリーニングした。その結果、化合物の濃度依存的に Ch3(C)減少

を示す 6 つの候補化合物を発見した。さらに、FluoViewTM による詳細

な蛍光強度の測定をした。細胞膜 (Plasma Membrane:M) / 細胞質

(Cytoplasm:C)＝M/C 比を調べた結果、サリチル酸は 10 mM で M/C 比

が 1.0 であるのに比べ、M/C 比が 0.3 mM で 1.5、0.1 mM で 0.9 を示す

化合物 (2-aminophenyl)methanol を見い出した (化合物 8)。すなわち、

化合物 8 はサリチル酸に対して活性がおよそ 100 倍高いことを示した。

さらに、化合物を培地から取り除いた後 24 時間までの細胞内薬剤持続

性効果を検討した結果、サリチル酸は薬剤除去後 6 時間後には効果が失

われたのに対して、化合物 8 は 12 時間後まで効果が持続した。以上よ

り、化合物 8 は変異型 Pendrin の細胞膜移行活性を示す有用な候補化合

物であることが示唆された。  

 

本研究の結論は、以下の 3 点になる。  

1. 限界希釈法による細胞のクローニングで、野生型 Pendrin 発現細胞

(Wt)と変異型 Pendrin(P123S)発現細胞 (PH1-1H1)を得た。Wt 細胞

は G-418 Sulfate 存在下で恒常的に野生型 Pendrin を発現し、細胞

膜局在を示した。PH1-1H1 細胞は G-418 Sulfate 存在下で恒常的に

変異型 Pendrin を発現し、細胞質に局在を示した。これに 10 mM サ

リチル酸を 12 時間添加することで細胞膜局在を示した。得られた

PH1-1H1 細胞は、サリチル酸類縁体を用いた変異型 Pendrin 移行活

性スクリーニングに有用な細胞である。  
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2. CellInsightTMによる Morphology 解析パラメーターの条件検討を行

った。細胞外周を解析の基準である Ch1 とし、Ch1 より内側 2 pixel

から 7 pixelの 5 pixel幅を細胞質 Ch3(Cytoplasm:C)として設定する

ことで、サリチル酸濃度依存的な Ch3(C)の減少が確認できた。すな

わち、化合物濃度依存的な Ch3(C)の減少に着目することで、96 well

培養プレートを用いた迅速かつ網羅的な、変異型 Pendrin 移行活性

スクリーニングが可能となった。  

3. 変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングより 6 つの有効な候補化合

物を発見した。中でも化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol)はサリチ

ル酸に対して細胞膜移行活性が 100 倍高く、加えて細胞内薬剤持続

的効果も長く 12 時間を示した。すなわち、化合物 8 は変異型 Pendrin

の細胞膜移行活性を有する有用な候補化合物であることが示唆され

た。  
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第二章  

変異型 Pendrin(P123S)恒常発現細胞の樹立  

 

2.1 はじめに  

 序論で記述した先行研究において、SLC26A4 遺伝子変異のうち主

要な 10 種類のミスセンス変異型 Pendrin が作製された (P123S、

M147V、K369E、A372V、N392Y、C565Y、S657N、S666F、T721M、

H723R)(表 2.1)。これらの変異型 Pendrin はプラスミドベクターを

用いて HEK293 細胞に遺伝子導入され、サリチル酸の分子シャペロ

ン活性が調べられている [1]。  

形態的特徴として、2 種類 K369E と C565Y は野生型 Pendrin と

同様に細胞膜に局在を示したが、陰イオン (Cl－と HCO3
－ )の交換活

性が制御出来ていない可能性が示唆された。次の 4 種類 (A372V、

N392Y、S666F、T721M)は変異型 Pendrin がミスフォールドしたま

ま細胞質に局在し、サリチル酸による分子シャペロン活性はみられ

なかった。これに対して残りの 4 種類 (P123S、M147V、S657N、

H723R)では、変異型 Pendrin はミスフォールドし細胞質に蓄積した

が、10 mM サリチル酸を加えることで機能を回復し、細胞膜へと移

行した [1](図 2.1)。  

本研究では、先行研究においてサリチル酸による分子シャペロン

活性が示されている 4種類の変異型 Pendrin(P123S、M147V、S657N、

H723R)の中から P123Sを用いて、HEK293細胞に遺伝子導入した。

従来までの一過性 (Transient)による遺伝子導入の場合、1)細胞播種、
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2)遺伝子導入 (Transient)、3)化合物添加、4)免疫染色、5)細胞内局

在変化  の過程を必要とし、この場合、実験ごとの遺伝子導入効率

の安定性と、96 well 培養プレートを用いて多数の化合物を迅速にス

クリーニングするのには課題があった。そのため、変異型 Pendrin

を恒常的に発現する Stable 細胞を樹立した。  

具体的には、限界希釈法により変異型 Pendrin(P123S)と野生型

Pendrin を恒常的 (Stable)に発現する細胞を選出した。遺伝子導入後

の HEK293 細胞はネオマイシン耐性であることから、G-418 Sulfate

存在下で 10 日間連続培養し、生え抜きを選んだ。次に Pendrin の

発現とサリチル酸による細胞内局在変化を確認した後、96 well 培養

プレートで 1 細胞 /1well に限界希釈し、シングルコロニー由来の単

クローンを得た。再び、同様の細胞のクローニングを行った。合計 2

回の限界希釈により、野生型 Pendrin 発現細胞として Wt と、変異

型 Pendrin(P123S)発現細胞 PH1-1H1 を樹立した。  

表 2.1 

先 行 研 究 に よ っ て 作 製 さ れ た 10 種 類 の ミ ス セ ン ス 変 異 型

Pendrin(SLC26A4)遺伝子。10 種類の変異のうち、サリチル酸による分
子シャペロン活性が示された 4 種類を下線で示した [1]。この中から本研
究では P123S を用いた。  

エクソン 塩基変化 アミノ酸置換

4 c.367C>T p.P123S

5 c.439A>G p.M147V

9 c.1105A>G p.K369E

9 c.1115C>T p.A372V

10 c.1174A>T p.N392Y

15 c.1694G>A p.C565Y

17 c.1970G>A p.S657N

17 c.1997C>T p.S666F

19 c.2162C>T p.T721M

19 c.2168A>G p.H723R
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図 2.1 先行研究で作製された 10 種類のミスセンス変異型 Pendrin の

HEK293 細胞における局在について。  
野生型 Pendrin(Wild type Pendrin)は HEK293 細胞において発現後、細胞
膜に局在した。変異型 Pendrin である A372V、N392Y、S666F、T721M は
ミスフォールディングタンパク質で細胞質に局在し、サリチル酸応答性 (サリ
チル酸添加後の細胞膜への移行と陰イオン交換活性 )はみられなかった。
K369E と C565Y は細胞膜に局在したが、陰イオンの交換活性がなく、サリ
チル酸添加による再活性化もみられなかった。一方、P123S、M147V、S657N、
H723R は細胞質に局在したが、10 mM サリチル酸を 12 時間加えることで細
胞内局在変化し、細胞膜局在と陰イオン交換活性を示した [1]。  
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2.2 試薬および実験方法  

 

2.2.1 pcDNA3.1-Pendrin について  

Pendrin を導入したプラスミド DNA は、先行研究において作製さ

れたものを用いた (図 2.2)。これは pcDNA3.1TM(+) (InvitorogenTM) 

の NheⅠ  siteと NotⅠ  siteの間に Pendrin-3×FLAG が挿入されて

いる。このプラスミド DNA には E.Coli 用に Ampicillin と、真核細

胞用に Neomycin の resistant genes が挿入されており、このプラ

スミド DNA で形質転換した E.Coli は Ampicillin 耐性を持ち、真核

細胞に遺伝子導入した場合には抗生物質 G-418 Sulfate 抵抗性を持

つ こ と に な る 。 本 研 究 で は 、 野 生 型 Pendrin と 変 異 型

Pendrin(P123S)を挿入したプラスミド DNA を使用した。プラスミ

ド DNA は HEK293 細胞に遺伝子導入するためには大量に必要であ

るため、P123S を大腸菌に遺伝子組み換えした後、液体培養で振と

う培養し、その後カラムで精製した。なお、野生型 Pendrin は必要

な量が十分確保できていたため、大腸菌遺伝子組換えは行わずスト

ックを使用した。  
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図 2.2 遺伝子導入に用いた pcDNA3.1-Pendrin  
(a) pcDNA3.1(+) ベクターマップ  
(b) pcDNA3.1(+)の Nhe Ⅰと Not Ⅰ間に pendrin-3×FLAG が挿入してある。 
(c) pcDNA3.1(+)のマルチクローニングサイト  

pcDNA3.1(+) は 制 限 酵 素 BamH Ⅰ と Hind Ⅲ で 切 断 さ れ る が 、
pcDNA3.1-Pendrin は切断されない。  

(a) （b) 

(c) 
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2.2.2 大腸菌遺伝子組み換え  

大腸菌は E.Coli JM109 Competent Cells (Takara Bio Inc.)を用い

た。培地は、形質転換用に SOC 培地 (2 % Tryptone、0.5 % Yeast 

extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgSO4、10 mM MgCl2、

20 mM Glucose)を用いた。また、通常培養として LB 培地 (1 % 

Tryptone、0.5 % Yeast extract、1 % NaCl、1.5 % agar)を用いた。

また、プラスミド DNA 導入後のセレクションには、Ampicillin (TCI 

Co., Ltd.) 100 μg/ml を添加した LB 培地で行った。  

大腸菌遺伝子組み換えは、ヒートショック法で行った (図 2.3)[2-4]。

E.Coli JM109 Competent Cells を氷中で融解し、穏やかに均一に混

和し、100 μl のコンピテントセルを 14 ml、ポリプロピレンラウン

ドチューブ (FALCON)へ移した。次に、形質転換するプラスミド

DNA(P123S)を 10 ng 加え、ヒートショックとして氷中 30 分間イン

キュベートした後 42 ℃で 45 秒間インキュベートし、再び氷中に 1

～2 分静置した。続いて予め 37 ℃に保温しておいた SOC 培地を最

終 1 ml になるよう加え、37 ℃  225 rpm で 1 時間振とう培養した。

これを Amp 100 µg/ml を含む LB 培地プレート (LB/Amp)に 100 µl

播種し、37 ℃で一晩培養した。コロニーカウントの結果、形質転換

効率は 3×103 cfu/µg DNA であった。  
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2.2.3 プラスミド DNA の精製  

遺伝子組み換えをした E.Coli JM109 Competent Cellsの LB/Amp

培養プレートよりシングルコロニーを採取し、LB/Amp 液体培地 2 

ml に接種し、37 ℃で 8 時間、300 rpm で振とう培養した。次に 500

～1,000 倍量の LB/Amp 液体培地にスケールアップし、37 ℃で 12

～16 時間 300 rpm で振とう培養した。その後 4 ℃で 6,000×g、15

分間遠心分離し集菌した。  

続いて、カラムによるプラスミド DNA の精製は、QIAGEN® 

Plasmid Mini (QIAGEN)を用いて行った (図 2.4)。集菌したペレット

に 0.3 ml の RNase A を加えた Buffer P1 を加え、細胞塊を 4～6 回

図 2.3 ヒートショック法による大腸菌遺伝子組換え操作 
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激しく再懸濁した。その後 5 分間 25 ℃で静置した。次に 4 ℃に冷

却した Buffer P3 を 0.3 ml 加え、4～6 回激しく混和した後、氷上で

5 分間インキュベートした。これでゲノム DNA、タンパク、細胞片

等を沈殿させた。続いてマイクロ遠心機を用いて最高速 10,000 rpm

で遠心分離し、上清を分取した。QIAGEN-tip 20 に QBT を 1 ml

加え、カラムを平衡化した。次に、遠心分離後の上清を QIAGEN-tip 

20 にアプライし、プラスミド DNA をカラムに吸着させた。Wash 

Buffer QC で 2 ml、2 回の洗浄をし、Buffer QF 0.8 ml を加えてプ

ラスミド DNA を溶出させた。これに 0.7 倍容量のイソプロパノール

を添加し、DNA を沈殿させ、10,000 rpm で 30 分間遠心分離し、上

清を捨てペレットを回収した。得られた DNA ペレットを 70 ％エタ

ノール 1 ml で洗浄し、10,000 rpm で 10 分間遠心分離して上清を捨

て、ペレットを回収した。ペレットを 5～10 分間乾燥させ、TE Buffer 

(10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0) 500 µl で DNA を溶解し

た。  
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2.2.4 アガロースゲル電気泳動による抽出 DNA の確認  

得られたプラスミド DNA はアガロースゲル電気泳動で確認をし

た (図 2.5)。1 ％アガロースゲルを TAE Buffer (40 mM Tris-酢酸、5 

mM EDTA-Na、20 mM 氷酢酸、pH 8.3)で作製し、コントロールと

して Pendrin 未挿入の pcDNA3.1(+)と、大腸菌より得られた

pcDNA3.1-Pendrin を、制限酵素 BamH Ⅰと Hind Ⅲ  (Takara Bio 

Inc.)で同時消化した [5,6]。制限酵素による消化は、30 ℃の K Buffer 

(20 mM Tris-HCL (pH 8.5)、10 mM MgCl2、1 mM Dithiothreitol、

100 mM KCl)中、DNA 3 µg に対し酵素濃度 5 ％で 1 時間行い、TAE 

図 2.4 プラスミド DNA の精製  
LB/Amp培地で得られたシングルコロニーを液体培地で振とう培養、
スケールアップし、カラムで精製した。  
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buffer を用いて 80 V 30 分アガロースゲル電気泳動した。その後 5 

µg/ml エチジウムブロマイド溶液で 30 分間 DNA を染色し、トラン

スイルミネーターで UVを照射して確認した。分子量マーカーは Low 

Range PFG Marker (BioLabs® Inc.) を用いた。  

Pendrin 未挿入の pcDNA3.1(+)は BamH Ⅰと Hind Ⅲによって

切断され、大腸菌の環状 DNA はリニア状になる。そのため、5,000 bp

付近のバンドとして現れるのに対して、 pcDNA3.1-Pendrin は

Pendrin-3×FLAG が挿入されているために制限酵素で消化されず

にスーパーコイル状となる。そのため、高分子にシフトした (図 2.5)。

このことから、目的の pcDNA3.1-Pendrin が得られたことを確認し

た。続いて、Nano Drop™ (Thermo Scientific™)による 260 nm で

の核酸定量を行い、プラスミド DNA 収量は 308.5 µg/ml となった。 
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2.2.5 HEK293 細胞の培養条件  

HEK293 細胞 (Human Embryonic Kidney cells 293)はヒト胎児腎

細胞由来で、遺伝子導入に適した細胞である [7]。先行研究において

も、HEK293 細胞に遺伝子導入を行っており本研究でも使用した。

HEK293 細胞 (RIKEN Cell Bank, Tsukuba, Japan)の培養は、10 ％

図 2.5 アガロースゲル電気泳動による抽出 DNA の確認   
pcDNA3.1(+)と pcDNA3.1-Pendrinを制限酵素 BamH Ⅰと Hind Ⅲで消化
し、アガロースゲル電気泳動した。  

(a) 制限酵素で切断されてリニアになり 5,000 bp 付近にバンドを示した。 
(b) Pendrin-3×FLAG が挿入されているため制限酵素で切断されずスーパ
ーコイル状となった。このためバンドが高分子にシフトした。  

(c) エチジウムブロマイド溶液で DNA を染色し、トランスイルミネーター
で確認した。  
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牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (FBS)を 含 む RPMI-1640 培 地 (Wako pure 

Chemical, Osaka, Japan)を用いて、37 ℃、CO2濃度 5 ％の環境下、

CO2インキュベーターを用いて行った。  

 

2.2.6 HEK293 細胞への遺伝子導入  

HEK293 細胞を 96 穴培養プレートに 1×104 cells/100 µl、10 ％

FBS RPMI-1640培地に播種した。12時間後、2種類 (野生型 Pendrin、

変異型 Pendrin(P123S))のプラスミド DNA は Opti-MEM® (Thermo 

Scientific)で 2 µg/100 µl に希釈した後、FuGENE® HD Transfection 

Reagent (Promega)を用いて FuGENE®：DNA＝3： 1 で混合した

(FuGENE® 6 µl：DNA 2 µg)(図 2.6)[8]。この混合液を静かに培地に

5 µl 添加し、その後 15 分間インキュベートした後、12 時間以上培

養した。また、直径 3.5 cm 培養ディッシュで行った場合は、細胞播

種を 5×105 cells/well で行った。  

図 2.6 HEK293 細胞への遺伝子導入は、FuGENE® HD Transfection 
Reagent を用いて FuGENE®：DNA＝3：1 で行った。  
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2.2.7 免疫染色  

野生型 Pendrin、変異型 Pendrin(P123S)を遺伝導入した HEK293

細胞は、遺伝子導入から 12 時間後に免疫染色した [9,10]。HEK293

細胞は、PBS で wash し、4 ％パラホルムアルデヒドで 5 分間固定

し、1 時間 1 ％BSA-PBS でブロッキングした。抗体は、直接ラベル

抗 FLAG 抗体 (Mouse anti-FLAG® M2-FITC antibody (Sigma))、ア

クチン染色に Rhodamine conjugated Phalloidin (Cytoskeleton, 

Inc.)、核染色に DAPI (Wako)を用いた (図 2.7)。免疫染色は室温で 1

時間行い、その後 PBS で 3 回 wash した。  

画像の取込は、蛍光顕微鏡 CX41 (Olympus)、または共焦点レー

ザー顕微鏡 FV500 (Olympus)とソフトウェア FluoViewTMを用いて

行った。また、各 well の蛍光強度は無作為に細胞を 100 個選び、画

像解析ソフトウェア Image J を用いて細胞中央の平均蛍光強度 (rfu)

を測定した。  

図 2.7 免疫染色では、直接ラベル抗 FLAG 抗体 (Mouse anti-FLAG® 
M2-FITC antibody)を用いて Pendrin の局在を調べた。  
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2.2.8 限界希釈法による細胞クローニング  

 Pendrin 恒常発現 (Stable)細胞の樹立をするため、Pendrin を遺

伝子導入した HEK293 細胞を G-418 Sulfate 存在下で限界希釈し、

細胞の単コロニーからの細胞のクローニングによる選抜を行った

[11-16]。クローニング過程の模式図を示す (図 2.8)。G-418 Sulfate 

(Calbiochem®) 500 µg/mlを添加した 10 ％FBS RPMI-1640培地で、

野生型 Pendrinと変異型 Pendrin (P123S)をそれぞれ FuGENE® HD 

Transfection Reagent を用いて HEK293 細胞に遺伝子導入した。

HEK293 細胞は 96 well 培養プレートに 5×104 cells/ml・100 µl で

播種し、これを 10 日間連続培養することで生え抜きのネオマイシン

耐性細胞の選別をした (1st Plate)。 10 日間の培養の間、 G-418 

Sulfate を含む培地は 3 日ごとに交換した。  

1st Plate で発生したコロニーは、培養用と別に分取し、抗 FLAG

抗体による免疫染色で Pendrin の発現を確認した。また、変異型

Pendrin(P123S)を遺伝子導入した細胞では、10 mM サリチル酸を

12 時間添加した後の変異型 Pendrin 局在変化 (細胞膜移行 )について

確認した。この方法で、P123S を遺伝子導入した細胞では、変異型

Pendrin を良好に発現し、サリチル酸応答性のある細胞を選抜した。

また、野生型 Pendrin を遺伝子導入した細胞でも、野生型 Pendrin

を良好に発現する細胞を選抜した。  

次に選抜した細胞を、96 穴培養プレート中 1 細胞 /1well になる計

算で限界希釈し、細胞のクローニングをした (2nd Plate)。2nd Plate

の培養条件は、1st Plate と同様に G-418 Sulfate 500 µg/ml 存在下
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で 10 日間連続培養し、G-418 Sulfate を含む培地交換は 3 日ごとに

行った。その後発生したコロニーを光学顕微鏡で観察し、シングル

コロニーを確認した。これを培養用と別に分取し、1st Plate 同様の

免疫染色と、P123S 遺伝子導入細胞ではサリチル酸応答性を確認し

た。そして、P123S 遺伝子導入細胞と、野生型 Pendrin 遺伝子導入

細胞から、それぞれ良好なコロニーを選抜した。  

さらに同様の細胞のクローニングと選抜を行った (3rd Plate)。以

上の 3 段階の選抜により、Pendrin を G-418 Sulfate 存在下で恒常

的に発現する Stable 細胞を選抜した。  
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図 2.8 限界希釈法による細胞クローニング方法の模式図  
単コロニーからの細胞クローニングは限界希釈法で行った。

野生型 Pendrin 遺伝子 (Wild type)、変異型 Pendrin 遺伝子
(P123S)をそれぞれの HEK293 細胞に遺伝子導入後、G-418 
Sulfate 存在下で 10 日間連続培養した。生え抜いてきたコロ
ニーを確認し、抗 FLAG 抗体による免疫染色を行い、Pendrin
を発現している well の確認と、P123S 遺伝子導入細胞の場
合では 10 mM サリチル酸に応答性 (変異型 Pendrin の細胞膜
移行 )を示す well を選別した (1st Plate)。    
         (続く ) 

G-418 Sulfate で生え抜き  

選別して限界希釈  

さらに選別して限界希釈  

(1st Plate) 

(2nd Plate) 

(3rd Plate) 
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(図 2.8 続き ) 
1st Plate で蛍光強度が高く、P123S 遺伝子導入細胞では
サリチル酸応答性を示したコロニーを選び、 1 cell/well
になる計算で限界希釈した (2nd Plate)。(2.0 個 /well、1.5
個 /well、1.0 個 /well、0.5 個 /well の計算で限界希釈し、
細胞を播種した。 )   
2nd Plate の中で、シングルコロニーを確認し、1st Plate
と同様に Pendrin の発現と、P123S 遺伝子導入細胞では
サリチル酸応答性を確認し、細胞を選別した。これを 3rd 
Plate に 1 cell/well になる計算で限界希釈した (3rd 
Plate)。(2.0 個 /well、1.5 個 /well、1.0 個 /well、0.5 個 /well
に計算し限界希釈をして、細胞を播種した。 )   
3rd Plate においても同様の選抜を行った。野生型
Pendrin 遺伝子導入細胞では Pendrin 発現が良好な細胞
を選び、P123S 遺伝子導入細胞では、Pendrin 発現とサ
リチル酸応答性がともに良好な細胞を選んだ。以上の 3
段階の選抜方法で、Pendrin を G-418 Sulfate 存在下で恒
常的に発現する Stable 細胞を選抜した。  
細胞内の平均蛍光強度 (rfu) ： +は 100～150 未満、++
は 150～200 未満、+++は 200 以上、－は 100 未満。  
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2.3 結果および考察  

 

2.3.1 HEK293 細胞への一過性 (Transient)遺伝子導入  

HEK293 細 胞 に 、 野 生 型 Pendrin(Wild type) と 変 異 型

Pendrin(P123S)を FuGENE®-HD Transfection Reagentを用いて遺

伝子導入し、先行研究と同様に、抗 FLAG 抗体、 Rhodamine 

conjugated Phalloidin、DAPI によるそれぞれ Pendrin、Actin、核

の免疫染色を行った。また Merge(合成 )も確認した。(先行研究では、

HEK293 細胞へ野生型 Pendrin と変異型 Pendrin(P123S)を一過性

(Transient)で遺伝子導入した後に、サリチル酸を 12 時間添加して、

変異型 Pendrin の細胞内局在変化を評価してきた。 ) 

その結果、野生型 Pendrin(Wild type)、変異型 Pendrin(P123S)

を遺伝子導入した HEK293 細胞において、それぞれ緑色蛍光がみら

れ、Pendrin の発現を確認した (図 2.9)。Wild type では細胞の中央

と細胞の輪郭 (細胞膜 )付近が染色され、P123S では細胞の中央 (細胞

質 )付近が染色された。  

Merge 像において、DAPI 染色による核の位置を基準に Pendrin

を発現している細胞を確認したところ、Wild type、P123S ともに緑

色蛍光を示す細胞は少なく、遺伝子導入効率の低さと、細胞による

タンパク発現量の違いがみられた。このことから、一過性 (Transient)

に遺伝子導入をした従来型の手法は、化合物を用いた迅速な変異型

Pendrin移行活性スクリーニングに適しておらず、恒常的に Pendrin

を発現する Stable 細胞の樹立が必要であると考えられた。   
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図 2.9 一過性 (Transient)の遺伝子導入と免疫染色  
HEK293 細胞を直径 3.5cm 培養ディッシュに播種後、 FuGENE®-HD 
Transfection Reagent を用いて変異型 Pendrin(P123S)(図の上段 )と野生
型 Pendrin(Wild type)(図の下段 )をそれぞれ一過性 (Transient)に遺伝子
導入し、免疫染色をした。図の左側より順番に、抗 FLAG 抗体 (緑色 )によ
る免疫染色、Rhodamine conjugated Phalloidin(赤色 )、DAPI(紫色 )によ
る蛍光染色で、それぞれ Pendrin、Actin、核、Merge(合成 )を示した。  
一過性 (Transient)の遺伝子導入の結果、P123S、Wild type ともに緑色蛍
光がみられ、Pendrin の発現を確認した (a、e)。Merge 像で、DAPI 染色
による核の位置を基準に観察した結果、P123S(d)、Wild type(h) ともに、
一部の細胞のみ Pendrin を発現していることがわかった。  
(Scale bar = 100 µm) 
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2.3.2 限界希釈法による単コロニーからの細胞クローニング  

Pendrin 恒常発現 (Stable)細胞の樹立をするため、G-418 Sulfate

存在下で Pendrinを遺伝子導入した HEK293細胞の限界希釈を行い、

細胞の単コロニーからの細胞クローニングと選抜を 3 段階で行った

(表 2.2)。1st Plate で発生したコロニーを確認し、培養と別プレー

トに分取後、抗 FLAG 抗体による免疫染色での Pendrin の発現確認

と、変異型 Pendrin(P123S)遺伝子導入細胞では 10 mM サリチル酸

添加後の変異型 Pendrin の細胞膜移行確認をした。その結果、P123S

遺伝子導入細胞ではコロニーが 32 個確認され、そのうち Pendrin

発現・サリチル酸応答性を示すコロニー (++)が 11 個 (34.4 ％ )得られ

た。また、野生型 (Wild type)ではコロニーが 29 個確認され、そのう

ち Pendrin を発現するコロニー (++)が 3 個 (10.3 ％ )得られた。  

続いて P123Sと野生型のコロニー (++)を各 1つ選び (P123Sは C7、

Wt は B5)、2nd Plate に 2.0 個 /well、1.5 個 /well、1.0 個 /well、0.5

個 /well の限界希釈で播種した。シングルコロニーを確認し、 1st 

Plate と同様に選抜した。その結果、P123S では、Pendrin 発現・

サリチル酸応答性を示すコロニー (+++)を 2 個 (11.8 ％ )、野生型では

Pendrin 発現コロニー (+++)を 2 個 (15.4 ％ )得た。  

続いて P123S と野生型のコロニー (+++)を各 1 つ選び (P123S は

H1、Wt は G10)、同様の細胞のクローニングと選抜を 3rd Plate で

行った。その結果、P123S 遺伝子導入細胞より+++のコロニー1 つ

(H1)と、野生型 Pendrin 遺伝子導入細胞より+++のコロニー1 つ (G5)

を選抜し、前者を PH1-1H1 細胞、後者を Wt 細胞とした。  
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表 2.2 

限界希釈法による細胞クローニングの過程  

HEK293 細胞に変異型 Pendrin(P123S)、野生型 Pendrin(Wild type)を遺伝
子導入し、G-418 Sulfate 存在下で連続培養した (1st Plate)。発生したコロ
ニーを確認し、Pendrin の発現確認と、P123S 遺伝子導入細胞では 10 mM
サリチル酸添加後の変異型 Pendrin の細胞膜局在確認をした。表 2.2 はクロ
ーニング過程を示し、導入した Pendrin 遺伝子 (P123S、Wild type)と、スク
リーニング各段階 (1st、2nd、3rd)におけるコロニー形成数 (2nd、3rd はシン
グルコロニー数 )、Pendrin 発現・サリチル酸応答性のコロニー数とその割合
(％ )を示した。  

1st Plate では、P123S でコロニーが 32 個確認され、Pendrin 発現・サリチ
ル酸応答性を示すコロニー (++)が 11 個 (34.4 ％ )得られた。Wild type では
コロニーが 29 個確認され、Pendrin 発現コロニー (++)が 3 個 (10.3 ％ )得ら
れた。 (P123S では C7、Wild type では B5 を選んだ。 ) 
2nd Plat では、P123S でコロニーが 17 個確認され、Pendrin 発現・サリチ
ル酸応答性を示すコロニー (+++)が 2 個 (11.8 ％ )得られた。Wild type では
コロニーが 13 個確認され、Pendrin 発現コロニー (+++)が 2 個 (15.4 ％ )得ら
れた。 (P123S では H1、Wild type では G10 を選んだ。 ) 
3rd Plate では、P123S でコロニーが 15 個確認され、Pendrin 発現・サリチ
ル酸応答性を示すコロニー (+++)1 個が得られた。Wild type ではコロニーが
8 個確認され、Pendrin 発現を示すコロニー (+++)1 個が得られた。  
以上 3 段階の選抜で、Stable 細胞として PH1-1H1 細胞と、Wt 細胞を得た。
(P123S では H1、Wild type では G5 を選んだ。 ) 
細胞内の平均蛍光強度 (rfu) ：+は 100～150 未満、++は 150～200 未満、+++
は 200 以上、－は 100 未満。  

1st 8 (25.0 %) 11 (34.4 %) 13 (40.6 %)

2nd 1 (　5.9 %) 14 (82.4 %) 2 (11.8 %)

3rd 1 (  6.7 %) 13 (86.7 %) 1 (  6.7 %)

1st 12 (41.3 %) 3 (10.3 %) 14 (48.3 %)

2nd 2 (15.4 %) 9 (69.2 %) 2 (15.4 %)

3rd 2 (25.0 %) 5 (62.5 %) 1 (12.5 %)

導入遺伝子 段階 形成コロニー数(96well中)
(2nd 3rdはシングルコロニー数)

Pendrin発現・サリチル酸応答性コロニー数
((％)は形成コロニー数に対する割合。2nd、3rdはシングルコロニー数に対する割合。)

+ ++ +++ -

P123S

32 -

17 -

15 -

導入遺伝子 段階 形成コロニー数(96well中)
(2nd 3rdはシングルコロニー数)

Pendrin発現コロニー数
((％)は形成コロニー数に対する割合。2nd、3rdはシングルコロニー数に対する割合。)

+ ++ +++ -

Wild type

29 -

13 -

8 -
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2.3.3 Stable 細胞 (PH1-1H1)の免疫染色による確認  

PH1-1H1 細胞と Wt 細胞の Pendrin の発現を免疫染色により確認

した。免疫染色は直接ラベル抗 FLAG 抗体、Rhodamine conjugated 

Phalloidin、DAPI を用いて Pendrin、Actin、核と Merge(合成 )像

を確認した。  その結果、DAPI 染色による核の位置を基準として

Merge 像を確認すると、全ての細胞において緑色蛍光がみられ、

PH1-1H1 細胞、Wt 細胞の全てにおいて Pendrin が発現しているこ

とを確認した (図 2.10)。  

図 2.10 Stable 細胞の免疫染色  
G-418 Sulfate 存在下の限界希釈法により、変異型 Pendrin(P123S)を遺伝子導
入した PH1-1H1 細胞 (上段 )と、野生型 Pendrin(Wild type)を遺伝子導入した
Wt 細胞 (下段 )を Stable 細胞として樹立した。これらの細胞を直径 3.5cm 培養デ
ィッシュに播種し免疫染色をした。図は左から順番に、抗 FLAG 抗体 (緑色 )、
Rhodamine conjugated Phalloidin(赤 色 )、 DAPI(紫 色 )に よ る 、 そ れ ぞ れ
Pendrin、Actin、核の免疫染色と Merge(合成 )像である。  
Merge 像の (d)、(h)を確認すると、DAPI 染色による核の位置と抗 FLAG 抗体に
よる緑色蛍光の重なりから、PH1-1H1 細胞、Wt ともに、すべての細胞で Pendrin
の発現がみられた。 (Scale bar = 100 µm) 
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2.3.4 Stable 細胞のサリチル酸による細胞内局在変化  

 PH1-1H1 細胞は播種 12 時間後に、10 mM サリチル酸を 12 時間

培地に添加し、直接ラベル抗 FLAG 抗体で免疫染色した。Wt 細胞

も播種後、同様に免疫染色した (図 2.11)。その結果、PH1-1H1 の未

処理の細胞 (None)では、変異型 Pendrin は細胞質に局在したが、10 

mM サリチル酸添加により細胞膜局在を示した。Wt 細胞では、野生

型 Pendrin は一部小胞体付近と細胞膜に局在を示した。  

以上の結果から、Stable 細胞として樹立した PH1-1H1 細胞は変

異型 Pendrin を恒常的に発現し、Wt 細胞は野生型 Pendrin を恒常

的に発現し、サリチル酸やサリチル酸類縁体を用いた、変異型

Pendrin 移行活性スクリーニングに有用な細胞であると考えられた。 

図 2.11 PH1-1H1(P123S)細胞のサリチル酸添加による変異型 Pendrin 細胞内
局在変化  

樹立した Stable 細胞 PH1-1H1 細胞 (P123S)に対して、10 mM サリチル酸を 12
時間添加し、変異型 Pendrin の細胞内局在変化を確認した。Wt 細胞も比較した。
図は左から順番に、PH1-1H1 細胞にサリチル酸未処理 (None)(a)、PH1-1H1 細
胞にサリチル酸 10mM を 12 時間添加 (b)、Wt 細胞 (c)を示した。  

野生型 Pendrin を遺伝子導入した Wt 細胞 (c)では、Pendrin は細胞膜に局在を示
した。また、小胞体付近での一部局在がみられた。一方、PH1-1H1 細胞のサリ
チル酸未処理 (None)(a)では、変異型 Pendrin は細胞質に局在したが、10 mM サ
リチル酸を添加した場合では、細胞膜に局在を示した (b)。 (Scale bar = 10 μm) 

(a) (b) (c) 
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2.4 小括  

従来までの HEK293 細胞への一過性 (Transient)な遺伝子導入法

を改良し、恒常的に Pendrin を発現する Stable 細胞 (PH1-1H1 と

Wt)を樹立した。  

 

1. 変異型 Pendrin(P123S)を遺伝子導入した PH1-1H1 細胞は、

G-418 Sulfate 存在下で恒常的に変異型 Pendrin を発現し、細胞

質に局在した。また、変異型 Pendrin は 10mM サリチル酸を添

加することで、細胞膜に局在した。  

 

2. 野生型 Pendrin を遺伝子導入した Wt 細胞は、G-418 Sulfate 存

在下で恒常的に野生型 Pendrin を発現し、細胞膜に局在した。  

 

3. 樹立した PH1-1H1 細胞は、1)細胞播種、2)遺伝子導入、3)化合物

添加、4)免疫染色、5)細胞内局在変化の確認、の 1)と 2)の操作を

省くことが可能になり、サリチル酸類縁体による変異型 Pendrin

の移行活性スクリーニングに適した細胞である。  
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第三章 CellInsightTMを用いた細胞の Morphology解析のためのパ

ラメーターの検討  

 

3.1 はじめに  

  第三章では、CellInsightTMを用いた細胞の Morphology 解析の

為のパラメーターの検討を行った。第二章において、変異型

Pendrin(P123S)を遺伝子導入した HEK293 細胞では、変異型

Pendrin は細胞質に集積した。これに対して、野生型 Pendrin は細

胞膜に局在した。また、変異型 Pendrin を遺伝子導入した HEK293

細胞にサリチル酸を添加すると、変異型 Pendrin は細胞膜へと移行

した。このような、サリチル酸添加後の変異型 Pendrin の細胞内局

在変化 (移行活性 )の評価系を確立することは、その後のサリチル酸類

縁体を用いた化合物の探索に必要であると考えられた。  

これまでの手法では、Pendrin の局在は、免疫染色の後共焦点レ

ーザー顕微鏡にて得られた画像を画像解析ソフト FluoViewTM で取

込し、細胞膜と細胞質の蛍光強度を無作為に 100 ポイント測定して

評価してきた。しかし、この手法は時間を必要とすることから、96 

well 培養プレートによる多数の化合物のスクリーニングには適さな

かった。そこで本研究では、正確かつ迅速な解析を目的として、

Thermo Fisher Scientific 社 製 の 細 胞 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー

CellInsightTM を用いた画像解析により変異型 Pendrin の局在変化

について検討し、化合物ライブラリーを用いた変異型 Pendrin の移

行活性スクリーニングの確立を目的とした。  
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CellInsightTMは、10×対物レンズを内蔵する蛍光顕微鏡で、撮影

した画像を解析するコンピューターとソフトウェアがシステム化さ

れた装置である。96 well 培養プレートの 1 well 内を 100 フィール

ドに分割して自動撮影し、各フィールド中で最大 100 個の細胞を検

出し、解析プログラム Morphology V4 により細胞の蛍光強度やタン

パクの局在、形態的特徴を網羅的に解析する (図 3.1)[1-5]。  

図 3.1 CellInsightTM による解析  

CellInsightTM は蛍光顕微鏡が内臓されており、96 well 培養プレー
トを自動撮影し Morphology V4 で解析する。設定したパラメーター
により目的の対象物を検出する。  
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CellInsightTMによる撮影手順は、well 内を中央の 1 フィールドか

ら渦巻き状に撮影し、最終的に 100 フィールドまで撮影する。撮影

した画像は Morphology V4 によりモンタージュ合成され、核や細胞

外周を基準として、目標とする特徴的構造を特定する (図 3.2)。  

図 3.2 Morphology V4 による試験的解析例  (PH1-1H1 細胞 ) 
(a) 1 つの well につき、中心の 1 フィールド目から渦巻き状に撮影し、
最終的に 100 フィールドを撮影した。細胞は 1 フィールド内で最
大 100 個の細胞を測定した。  

(b) 1 well 内の全 100 フィールドの画像は Morphology V4 によりモン
タージュ合成した。  

(c) 全細胞の画像は Morphology V4 で解析し、核は緑色、細胞外周は
紫色として検出した。  

(a) 

(b) (c) 
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はじめに Morphology V4 の解析パラメーターについて検討した。

まず、一定の蛍光強度以上の特徴的構造を検出する Ring Spot 解析

と、設定した領域内全ての蛍光強度を測定する Zone 解析について比

較した (図 3.3)。  

Ring Spot 解析は、核を中心に同心円状に 5 本のリングを設定し、

蛍光強度が一定以上の突出したリングがみられた場合に Ring Spot

として検出する方法である。  

一 方 Zone 解 析 は 、 細 胞 膜 (Plasma Membrane:M)と 細 胞 質

(Cytoplasm:C)を Zone(領域 )として設定し、蛍光強度の強弱に関わら

ず、設定した Zone 内全てを測定する方法である。  

 2 つの解析を比較した結果、Ring Spot 解析では、サリチル酸添加

後の変異型 Pendrin の細胞膜局在を検出することはできなかった。

(a) (b) 

 図 3.3 Ring Spot 解析と Zone 解析  (2 つの解析法の検討 ) 
(a) Ring Spot 解析 核を中心に 1 番から 5 番まで 5 本のリングを設定し、
蛍光強度が一定以上の突出した領域を Ring Spot として検出する。  

(b) Zone(領域 )解析 蛍光強度の強弱に関わらず設定した領域内全てを測

定する。Zone 解析には、核を解析の基準である Ch1 に設定する方法と、
細胞外周を解析の基準である Ch1 に設定する方法がある。  

本研究では、 (a)の Ring Spot 解析と、 (b)の Zone 解析を検討し、Zone 解
析では核基準の解析と、細胞外周基準の解析について検討した。  
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これは、設定した Ring と実際の細胞膜の形状が合致しないことが原

因として考えられた。一方、Zone 解析で細胞質 (C)の蛍光強度に注

目したところ、サリチル酸濃度依存的な減少がみられた。このため、

Zone解析がサリチル酸による変異型 Pendrinの局在変化を調べる上

で有効な手段と考えられ、追加の条件検討を行った。  

Zone 解析において、細胞質 (C)と細胞膜 (M)の領域の設定には 2 つ

のアプローチがある。1 つ目は核を基準とする方法で、2 つ目は細胞

外周を基準とする方法である。前者は、核を解析の基準である Ch1

として設定し、Ch1 より外側を細胞質 (C)に、さらに外側を細胞膜 (M)

に設定し、C と M の蛍光強度を測定する方法である。後者は、細胞

外周を解析の基準である Ch1 として設定し、Ch1 より内側を細胞膜

(M)に、さらに内側を細胞質 (C)として設定し、C と M の蛍光強度を

測定する方法である。  

そこで、細胞質 (C)と細胞膜 (M)の幅を 5 pixelと 2 pixelに設定し、

2 つの Zone 解析を比較した。その結果、核基準の Zone 解析では、

サリチル酸添加後の変異型 Pendrin の局在変化を検出できなかった

が、細胞外周基準の Zone 解析では、サリチル酸濃度依存的に細胞質

(C)蛍光強度の減少が認められ、最大で 50 ％低下した。また、細胞

質 (C)に対する細胞膜 (M)の割合を示す M/C 比は、サリチル酸濃度依

存的に上昇がみられ、最大 1.5 倍増加した。  

以上の結果から、Morphology V4 を用いた変異型 Pendrin の移行

活性スクリーニングにおいて、細胞外周を基準とした Zone 解析が有

効であることが明らかになった。
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3.2 試薬および実験方法  

 

3.2.1 PH1-1H1 細胞、Wt 細胞の培養条件  

第二章で樹立した Stable 細胞である PH1-1H1 細胞と Wt 細胞の

培養は、G-418 Sulfate(Calbiochem®) 500 μg/ml を加えた 10 ％牛

血清アルブミン (FBS)を含む RPMI-1640培地 (Wako pure Chemical, 

Osaka, Japan)で、37 ℃、CO2濃度 5 ％の環境下、CO2インキュベ

ーターを用いて行った。  

 

3.2.2 サリチル酸添加と免疫染色  

PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は、播種後 12 時間に 10 mM サリチル酸

を基準の濃度として加え、さらに 12 時間後に免疫染色を行った [6,7]。 

細胞を PBSで washし、4 ％パラホルムアルデヒドで 5分間固定し、

1 時間 1 ％BSA-PBS でブロッキングした。また、第二章では直接ラ

ベル抗体を用いた免疫染色を行ったが、本章では蛍光強度を上げる

目的から、一次抗体と二次抗体を用いる方法に変更した。一次抗体

として抗 FLAG抗体 (Mouse anti-FLAG® M2 antibody (Sigma))を用

い、二次抗体として Alexa Fluor546 (Goat anti mouse IgG(H+L) 

(Invitrogen))を使用した (図 3.4)。また核染色用に DAPI (Wako)を用

いた。抗原抗体反応は一次抗体、二次抗体ともに室温で 1 時間行い、

そ の 後 PBS で 3 回 wash し た 。 画 像 取 込 は 、 蛍 光 顕 微 鏡

CX41(Olympus)、または共焦点レーザー顕微鏡 FV500(Olympus)と

ソフトウェア FluoViewTMを用いて行った。  
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図 3.4 直接ラベル抗体による免疫染色と一次抗体と二次抗体を用い
た免疫染色  
(a)第二章では FITCを直接ラベルした抗体による免疫染色を行った。
簡易的な方法であるが、FLAG に結合する蛍光色素の量が少ない。 

(b)本章では、一次抗体 (抗 FLAG 抗体 )と二次抗体 (Alexa Fluor 546)
を用いる方法に変更した。二次抗体を用いることにより FLAG に
結合する蛍光色素の量が増えることから、蛍光強度の上昇が見込

まれた。  
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3.2.3 Morphology V4 のチャンネル設定と対象物の検出  

Morphology V4 による解析手順は、はじめに解析の基準となる対

象物 (Object Mask)を Ch1 として設定した。 (解析の基準となる Ch1

の設定は、解析によって異なり、核を Ch1 とする設定と、細胞外周

を Ch1 とする設定がある。 ) 次に Ch1 を基準とし、追加の対象物

(Modified Object Mask)を Ch2、Ch3、Ch4 として設定した。  

追加の対象物 (Ch2～Ch4)の設定方法は 2 通りあり、一定の蛍光強

度以上の特徴的構造を検出する方法 (a)と、蛍光強度の強弱に関わら

ず、設定した Zone(領域 )内全ての蛍光強度を測定する方法 (Zone 解

析 )(b)がある。  

本研究では、 (a)の複数の解析の中から、はじめに Ring Spot 解析

について検討し、次に (b)の Zone 解析について検討した (図 3.5)。  
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図 3.5 Morphology V4 のチャンネル設定と対象物の検出  
(1)基準となる対象物 (Object Mask)を Ch1 として設定した。次に Ch1 を基準
として、追加の対象物 (Modified Object Mask)を Ch2、Ch3、Ch4 として設
定した。  

(2)追加の対象物 (Modified Object Mask)の設定  
(a) 一定の蛍光強度以上の特徴的な構造を検出する方法。  

Processes(神経突起の構造 )や Fibers(繊維状の構造 )、Dots(顆粒状の構
造 )、Ring Spot(リング状の構造 )などを検出する。  

(b) 設定した Zone(領域 )内全ての蛍光強度を測定する方法。  
蛍光強度の強弱に関わらず、設定した Zone 内の蛍光強度を測定する。細
胞全体の蛍光強度や、例えば核 (A)と細胞質 (B)のタンパク局在変化の測定
などに適する。  
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3.2.4 threshold の設定による重なった細胞の区別  

 HEK293 細胞は、隣り合う細胞どうしが重なることがあり、2 つ

の重なった細胞を 2 つに区別するための threshold(閾値 )の設定をし

た。具体的には、連なった細胞の 60 ％以上を 2 つに区別する条件

を検索し、蛍光強度 (intensity (rfu))が 150 を超えた 2 つのピークと

下回った 1 つの谷が存在する場合に、2 個の細胞に区別する設定と

した (図 3.6)。  

 

 

図 3.6 threshold(閾値 )の設定  
threshold(閾値 )は、連なった 2 個の細胞の 60 ％以上を 2 つに区別
する条件として、蛍光強度 (intensity (rfu))150 を基準値に決定した。 
グラフ (d)に示したように、蛍光強度 (intensity (rfu))が 150 を超えた
2 個のピークと、150 を下回った 1 つの谷がみられた場合、図の (b)
に示したように 2 個の細胞として区別する設定とした。  

(a)  

(b)  

(c)  

(d)  

(rfu) 
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3.3 結果および考察  

3.3.1 Ring Spot 解析の検討  

Ring spot 解析では、核を中心に波紋状のリングを設定し、蛍光強

度が一定以上の突出した領域を Ring Spot として検出する方法であ

る (図 3.7)。この解析法は、変異型 Pendrin がサリチル酸を添加する

ことで細胞膜に局在し、その形状がリング状 (輪の状態 )にみられたこ

とから、はじめに検討した。  

はじめに Ring Spot 解析の基本設定をした。核を解析の基準であ

る Ch1 として設定し、細胞外周を Ch2 として設定した。そして、

Ch1(核 )から同心円状に 3 pixel 幅の 5 本のリングを設定した。(Ring 

number として 1 番～5 番のリングを設定した。 ) 

次に、細胞膜 (M)の検出設定をした。Ch2(細胞外周 )と位置の重な

りがみられる最外周のリングで、平均蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))

が 300 以上のリングを、解析上の細胞膜 (Plasma Membrane:M)の

Ring Spot として検出する設定とした。  

つづいて、細胞質 (C)の検出設定をした。Ch2(細胞外周 )と重なり

がなく、Ch2 よりも細胞の内側に位置しているリングで、平均蛍光

強度 (Avg Intensity (rfu))が 300 以上のリングを、解析上の細胞質

(Cytoplasm:C)の Ring Spot として検出する設定とした。  

また、サリチル酸の添加時間は 6 時間、12 時間、24 時間を検討し

た。
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図 3.7 Ring Spot 解析設定  
Ring spot 解析では、核を中心に同心円状のリングを設定し、蛍光強
度が一定以上の突出した領域を Ring Spot として検出した。  
解析の基本設定では、解析の基準である Ch1 を核に設定し、Ch2 は細
胞外周として設定した。次に Ch1(核 )から同心円状に 1 番から 5 番ま
での 5 本のリングを 3 pixel 幅の間隔で設定した (a)。  
次に、細胞膜 (Plasma Membrane:M)の Ring Spot 検出の設定をした。
1 番～5 番のリングで平均蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))が 300 以上を
示し、かつ、Ch2(細胞外周 )と位置の重なりがみられた最外周のリング
がある場合、これを細胞膜 (M)の Ring Spot として検出する設定にし
た。 (図 (a)の桃色：細胞膜 (M)) 
つづいて細胞質 (Cytoplasm:C)の Ring Spot 検出の設定をした。  
細胞質 (C)の Ring Spot 検出では、Ch2(細胞外周 )と重なりがなく、Ch2
よりも細胞の内側に位置しているリングで、平均蛍光強度 (Avg 
Intensity (rfu))が 300 以上のリングがみられた場合に、細胞質 (C)の
Ring Spot として検出する設定にした。 (図 (a)青色：細胞質 (C)) 

 

(a)  (b)  Avg Intensity 

Ring number 

rfu 
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Ring Spot 解析を検討した結果について述べる (図 3.8)。  

Ring Spot Count は、検出した Ring Spot の数を示している。Ring 

Spot Count の結果では、細胞膜 (M)の値は、サリチル酸 6 時間の 10 

mM でわずかに増加がみられたが、全体としてサリチル酸濃度依存

的な増加はみられず、細胞質 (C)と、細胞質 (C)に対する細胞膜 (M)の

Ring Spot 数の比を示す M/C 比でも、濃度依存的な変化がみられな

かった。  

Ring Spot Avg Intensity は、検出した Ring Spot の平均蛍光強度

を示している。Ring Spot Avg Intensity の結果では、Ring Spot 

Count の結果と同様に、サリチル酸濃度依存的な細胞膜 (M)の蛍光強

度の増加はみられなかった。また、細胞質 (C)の蛍光強度と、M/C 比

についてもサリチル酸による濃度依存的な変化を確認できなかった。 

これは、実際の細胞において、サリチル酸添加後の変異型 Pendrin

の局在は完全な真円の形状を示さないが、設定上のリングは真円で

あることから、変異型 Pendrin の局在を正確に検出できていないこ

とが考えられた。また、全ての細胞において核は細胞の中心に位置

しているとは限らないが、Ring Spot 解析では核を中心とした同心

円状のリング設定をしていることから、解析の中心にずれが生じる

ことで、目標とした細胞膜 (M)と細胞質 (C)の正確な検出ができてい

ない可能性が考えられた。  

以上の結果から、はじめに検討した解析法の 1 つである Ring Spot

解析では、サリチル酸による変異型 Pendrin の細胞膜移行活性の解

析には適していないことが考えられた。  
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図 3.8 Ring Spot 解析結果  
PH1-1H1 細胞にサリチル酸を 0～30 mM で 6～24 時間添加し、
抗 FLAG 抗体で免疫染色した後 Ring Spot 解析について検討し
た。  
Ring Spot 解析では、核を解析の基準である Ch1 に設定した。次
に Ch1(核 )を中心に同心円状に 5 本のリングを設定し、蛍光強度
が一定以上の突出した領域を Ring Spot として検出した。これら
の解析では、1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮影し、1 well 内
100 視野分を集計した。  
グラフ上段は Ring Spot Count(リングスポット数 )、グラフ下段
は Ring Spot Avg Intensity(リングスポットの平均蛍光強度 )を示
した。左から順番に、細胞膜 (M)(左 )、細胞質 (C)(中央 )、細胞質 (C)
に対する細胞膜 (M)の比としての M/C 比 (右 )を示した。  
細胞膜 (M)に着目すると、Ring Spot Count の 6 時間 10 mM でわ
ずかに増加がみられたが、Ring Spot Count、Ring Spot Avg 
Intensity ともにサリチル酸濃度依存的なグラフの増加は確認で
きなかった。細胞質 (C)に着目した場合も、Ring Spot Count、Ring 
Spot Avg Intensity ともにサリチル酸濃度依存的な変化がみられ
なかった。M/C 比に着目した場合も、サリチル酸濃度依存的な変
化はみられなかった。また、サリチル酸の添加時間の違いによる

明確な違いもみられなかった。  
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3.3.2 Zone(領域 )解析の検討  

Zone 解析では、蛍光強度の強弱に関わらず設定した領域内全てを

測定する方法である。はじめに Zone 解析の基本設定をした。核を解

析の基準である Ch1 として設定し、細胞外周は Ch2 に設定した。次

に Ch1(核 )から外側に 10 pixel 幅を設定し、これを解析上の細胞質

(C)として Ch3(C)に設定した。また Ch1(核 )より 8 pixel 外側から 4 

pixel 幅の範囲を解析上の細胞膜 (M)として Ch4(M)に設定した。ま

た、Ch3(C)と Ch4(M)は 2 pixel 幅で互いに重複する設定とすること

で、検出範囲を広げた設定とした。サリチル酸の添加時間は 6 時間、

12 時間、24 時間を検討した (図 3.9)。  

  

図 3.9 Zone 解析設定  
Zone 解析は蛍光強度の強弱に関わらず設定した領域内全てを測定した。  
基本設定として、解析の基準とする Ch1 を核に設定し、Ch2 は細胞外周に
設定した。  
細胞質 (C)の検出設定は、Ch1(核 )から細胞の外側方向へ 10 pixel 幅とし、
これを Ch3 に設定した。 (Ch3(C)は図の青色の領域。 ) 
細胞膜 (M)の検出設定は、Ch1(核 )から外側に 8 pixel 目から 4 pixel 幅の範
囲として、これを Ch4 に設定した。 (Ch4(M)は図の赤色の領域。 ) 
また、Ch3(C)と Ch4(M)の設定範囲は 2 pixel 幅で互いに重複させることに
より、検出範囲を広く設定した。(Ch3 と Ch4 の重なりは図の紫色の領域。) 
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Zone 解析を検討した結果について述べる。Zone 解析では、細胞

膜 (M)、細胞質 (C)、細胞質 (C)に対する細胞膜 (M)の蛍光強度の比で

ある M/C 比について、それぞれ Total Intensity(合計の蛍光強度 )と

Avg Intensity(平均蛍光強度 )を調べた (図 3.10)。  

はじめに、細胞膜 (M)の蛍光強度に注目すると、Total Intensity、

Avg Intensity ともにサリチル酸濃度依存的な増加はみられなかっ

た。また、サリチル酸の添加時間による違いも確認できなかった。

これは、細胞膜 (M)としての設定が 4 pixel 幅で、実際の細胞膜に対

して幅が広く、細胞膜だけでなくその周辺の領域も含めて検出した

可能性が考えられた。  

つづいて細胞質 (C)の蛍光強度に注目した。Total Intensity では 6

時間でサリチル酸濃度依存的な細胞質 (C)の減少がみられた。12 時間

の場合では 30 mM において細胞質 (C)の減少がみられた。一方、細

胞質 (C)の Avg Intensity に注目すると、6 時間、12 時間、24 時間全

てにおいてサリチル酸濃度依存的減少を確認することができた。  

次に M/C 比に注目した。Total Intensity では 6 時間、12 時間で

サリチル酸濃度依存的増加がみられた。また、Avg Intensity では 6

時間、12 時間、24 時間でサリチル酸濃度依存的増加を確認すること

ができた。  

以上、Zone 解析について検討した結果、細胞質 (C)の Avg Intensity

ではサリチル酸濃度依存的に減少がみられ、M/C 比はサリチル酸濃

度依存的に増加がみられた。そこで引き続き、次の 3.3.3 では Zone

解析の解析条件と設定範囲を絞って、詳細な条件検討をした。  
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図 3.10 Zone 解析結果  

PH1-1H1 細胞にサリチル酸を 0～30 mM で 6～24 時間添加し、
抗 FLAG 抗体で免疫染色した後に Zone 解析について検討した。  
Zone 解析では、解析の基準となる Ch1 を核に設定し、蛍光強度
の強弱に関わらず設定した領域内全てを測定した。この Zone 解析
では、細胞質 (C)、細胞膜 (M)の設定幅をそれぞれ 10 pixelと 4 pixel
として広く設定した。細胞は 1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮
影し、1 well 内 100 視野分を集計した。  
グラフ上段は Total Intensity(合計蛍光強度 )、グラフ下段は Avg 
Intensity(平均蛍光強度 )を示した。左から順番に、細胞膜 (M)(左 )、
細胞質 (C)(中央 )、細胞質 (C)に対する細胞膜 (M)の蛍光強度の比と
して M/C 比 (右 )を示した。  
細胞膜 (M)の蛍光強度は、Total Intensity、Avg Intensity ともに
サリチル酸濃度依存的な変化がみられなかった。  
次に細胞質 (C)の蛍光強度に着目すると、Avg Intensity の 6 時間、
12 時間、24 時間においてサリチル酸濃度依存的な減少がみられ
た。また、M/C 比の Avg Intensity に着目すると、6 時間、12 時
間、24 時間においてサリチル酸濃度依存的な増加がみられた。  
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 3.3.3 核基準と細胞外周基準の検討  

3.3.2 に引き続き、Zone 解析についての詳細な条件検討をした。

ここではサリチル酸添加による変異型 Pendrin の細胞内局在変化を

明確に検出する目的から、3.3.2 で行った Zone 解析の各チャンネル

の設定幅に対して検出範囲を絞り、細胞質 (C)、細胞膜 (M)の検出範

囲を、細胞質 (C)は 10 pixel 幅から 5 pixel 幅に、細胞膜 (M)は 4 pixel

幅から 2 pixel 幅に変更して行った。サリチル酸添加時間は 12 時間

で行った。  

Zone 解析における細胞質 (C)と細胞膜 (M)の設定には、核を基準と

する方法と、細胞外周を基準とする方法の 2 種類がある。  

前者の、核を基準である Ch1 とした Zone 解析では、Ch1(核 )から

細胞の外周方向へ 2 pixel目から 5 pixel幅を解析上の細胞質 (C)とし

て Ch3 に設定した。そして Ch3(C)から外側方向の 2 pixel 幅を解析

上の細胞膜 (M)として Ch4 に設定した。また Ch2 は細胞外周に設定

した (図 3.11(a))。  

一方、後者の細胞外周を基準である Ch1 とした Zone 解析では、

Ch1(細胞外周 )から細胞の内側方向へ 2 pixel 幅を解析上の細胞膜

(M)として Ch4 に設定した。そして Ch4(M)から細胞の内側方向へ 5 

pixel 幅を解析上の細胞質 (C)として Ch3 に設定した。また Ch2 は核

に設定した (図 3.11(b))。  

この 2 種類の Zone 解析は、設定した細胞膜 (M)と細胞質 (C)の幅は

それぞれ 5 pixel と 2 pixel で同じであるが、前者の核基準解析では

細胞の中心から外側方向へ Ch3(C)、Ch4(M)を設定しており、後者
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の細胞外周基準解析では反対に、細胞の外周から内側方向へ Ch3(C)、

Ch4(M)を設定している点が異なる。  

また、核基準と細胞外周基準の 2 つの基準の検討に加えて、

PH1-1H1 細胞はしばしば塊状になることがあり正確な画像解析を

困難にしたことから、直径が 100 pixel 以上の細胞塊を含めた場合と

除外した場合についても合わせて検討した。  

Ch1：核基準                 Ch1：細胞外周基準  (a) 

 

(b) 

  

図 3.11 Zone 解析の 2 つの基準の検討 (核基準と細胞外周基準 ) 
(a) 核を基準として Ch1 に設定した。Ch1(核 )の外側方向に細胞質 (C)
として 5 pixel 幅の Ch3(C)を設定し、Ch3(C)のさらに外側方向に
細胞膜 (M)として 2 pixel 幅の Ch4(M)を設定した。Ch2 は細胞外
周とした。  

(b) 細胞外周を基準として Ch1 に設定した。Ch1(細胞外周 )の内側方
向に細胞膜 (M)として 2 pixel 幅の Ch4(M)を設定し、Ch4(M)のさ
らに内側方向に細胞質 (M)として 5 pixel幅の Ch3(C)を設定した。
Ch2 は核とした。  

3.3.2 の Zone 解析に対して各設定の幅を絞って解析を行った。  
(細胞質 (C)は 8 pixel→5 pixel、細胞膜 (M)は 4 pixel→2 pixelに設定。) 



 78 / 122 
 

  

細 胞 塊 を含 む  

図 3.12 Zone 解析における核基準と細胞外周基準の検討  
PH1-1H1 細胞にサリチル酸を 0～30 mM で 12 時間添加し、抗 FLAG
抗体で免疫染色した。Zone 解析での細胞膜 (M)と細胞質 (C)はそれぞれ
5 pixel 幅と 2 pixel 幅に設定し、核を基準 (Ch1)とした Zone 解析と、
細胞外周を基準 (Ch1)とした Zone 解析を比較した。また直径が 100 
pixel 以上の細胞塊を含めた解析と除外した解析を検討した。これらの
解析では、細胞は 1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮影し、1 well 内
100 視野分を集計した。グラフの上段は核基準の解析、下段は細胞外周
基準の解析、左列が細胞塊を含めた解析、右列が細胞塊を除いた解析で

ある。細胞膜 (M)は青色、細胞質 (C)は橙色、細胞質 (C)に対する細胞膜
(M)の蛍光強度の比である M/C 比は折線 (灰色 )で示している。  
核基準の解析の (a)、(b)では、細胞膜 (M)、細胞質 (C)、M/C 比において、
サリチル酸濃度依存的な変化がみられなかった。  
また、(c)の細胞外周基準で細胞塊を含めた解析でも、サリチル酸濃度依
存的な変化はみられなかった。一方、細胞外周基準で細胞塊を除いた解

析の (d)に着目すると、サリチル酸濃度依存的な細胞質 (C)の減少がみら
れ、最大約 50％低下した。また (d)の M/C 比では、サリチル酸濃度依存
的に約 1.5 倍の増加がみられた。  
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Zone 解析における核基準と細胞外周について検討した (図 3.12)。

その結果、核基準の解析では、細胞膜 (M)、細胞質 (C)、細胞質 (C)に

対する細胞膜 (M)の比である M/C 比のすべてにおいて、サリチル酸

濃度依存的な変化はみられなかった。  

これに対して、細胞外周基準の解析では、細胞外周基準で細胞塊

を除いた条件 (図 3.12(d))において、細胞質 (C)の蛍光強度がサリチル

酸濃度依存的に減少を示し、最大約 50％低下した。また M/C 比では、

サリチル酸濃度依存的におよそ 1.5 倍の増加がみられた。細胞膜 (M)

では濃度依存的な変化がみられなかった。以上の検討から、Zone 解

析の細胞外周を基準とし、細胞塊を除いた解析 (d)において、変異型

Pendrin の細胞内局在変化を検出できることが明らかになった。  

この結果について考察する。核基準の解析の場合、すべての細胞

で核の位置は細胞中央に存在するとは限らないことから、設定上の

細胞膜 (M)、細胞質 (C)の領域と実際の領域が合致せず、正確に蛍光

強度測定をできなかったものと考えられた。また、核基準の解析は、

核を中心に細胞質 (C)、細胞膜 (M)を同心円状に設定していることか

ら、円形とは限らない実際の細胞膜や細胞質の形状と、チャンネル

設定した円形の領域とが合致しなかったものと考えられた (図

3.13(a))。  

一方、細胞外周基準の解析の場合では、細胞質 (C)として設定した

Ch3 は、細胞外周をそのまま縮小した形状であることから、実際の

細胞質の形状と合致し、正確に細胞質の蛍光強度を測定することが

できたと考えられた (図 3.13(b))。また、3.2.2 の Zone 解析に対して
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各チャンネル (Ch)の設定範囲を絞り、Ch3(C)は 5 pixel に設定した

ことで、検出範囲がより限定され、実際の細胞質の領域と合致した

ことが考えられた。  

また、細胞膜 (M)として設定した Ch4 は、サリチル酸濃度依存的

な増加を確認できなかった。この理由として、実際の細胞膜の幅は

およそ 1 pixel 幅であること、また実際の細胞膜には細かな凹凸があ

るが、Ch1 による細胞外周のトレースは細かい形状に対して不完全

であるため Ch4(M)も凹凸に対応しておらず、背景部分である黒色領

域を多く検出したことが原因として考えられた。  

細胞外周基準 核基準 

(a)  (b)  

図 3.13 核基準の解析と細胞外周基準の解析についての考察  
(a) 核基準の解析 (核を Ch1 に設定 )の場合、すべての細胞で核が細胞の

中心に存在するとは限らないことから、設定した Ch3(C)、Ch4(M)
が実際の細胞質、細胞膜から外れたと考えられた。また、各チャン

ネルは、核 (Ch1)を中心とした同心円状の設定であるため、実際の
細胞の形状と設定した円形の領域が合致しないことが考えられた。 

(b) 細胞外周基準の解析 (細胞外周を Ch1 に設定 )の場合、Ch1 が検出し
た細胞外周の形状をそのまま縮小した形で Ch3(C)、Ch4(M)を設定
できた。このため Ch3(C)は実際の細胞質 (C)の領域を正確に検出し
た。また、細胞膜として設定した Ch4(M)は、Ch1 による細胞外周
のトレースが実際の細胞膜の細かな凸凹に対して不完全であり、背

景の黒色領域も含めて検出したことから、正確な蛍光強度を測定す

ることはできなかった。  
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以上の条件検討をふまえて、Morphology V4 解析条件を決定した。

Zone 解析において細胞外周を解析上の基準である Ch1 に設定した。

次に Ch1 から細胞の内側へ 2 pixel 幅を解析上の細胞膜 (M)である

Ch4に設定し、Ch4から細胞の内側へ 5 pixel幅を解析上の細胞質 (C)

である Ch3 に設定した。また、核は Ch2 に設定した。そして、細胞

質 (C)の蛍光強度がサリチル酸濃度依存的に減少する点を、変異型

Pendrin の細胞質からの移行として考え、Morphology V4 による変

異型 Pendrin 移行活性スクリーニングの基準とした。  

 

3.3.4 決定したパラメーターによる画像解析と Ch3・Ch4 ドット分

布  

最後に、決定したパラメーターによる試験的解析をした。PH1-1H1

細胞に 10 mM サリチル酸を 12 時間添加し、抗 FLAG 抗体、DAPI

で免疫染色した後、CellInsightTMで画像を取り込んだ。細胞は 1 視

野あたり 100 細胞を 100 視野分撮影し、画像は Morphology V4 で設

定した各チャンネル別に解析した。Ch1 は細胞外周、Ch2 は核、Ch3

は細胞質 (5 pixel幅 )、Ch4は細胞膜 (2 pixel幅 )をそれぞれ測定した。  

解析画像を確認した結果、細胞膜として設定した Ch4(M)は、実際

の細胞膜の位置や幅、凹凸に対するずれがみられ、背面の黒色領域

を多く捉えていることがわかった。そのため、サリチル酸添加によ

る変異型 Pendrin の細胞膜移行を正確に捉えていないことがわかっ

た。  
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一方、細胞質として設定した Ch3(C)は、細胞外周として設定した

Ch1(細胞外周 )の形状をそのまま縮小した形を示しており、実際の細

胞質の中心を捉えることができた (図 3.14(1))。  

次に、PH1-1H1 細胞に対し、サリチル酸未処理 (None)の場合と、

10 mM サリチル酸添加後の場合の、Ch3・Ch4 の蛍光強度のドット

分布を調べた。その結果、未処理 (None)(a)に対して、10 mM サリチ

ル酸を添加した場合 (b)では、グラフの傾き低下がみられた。これは、

Ch4(M)に対して細胞質として設定した Ch3(C)の蛍光強度が低下し

たことを示しており、サリチル酸添加により変異型 Pendrin が細胞

質から減少したことを裏付ける結果となった (図 3.14(2))。  
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図 3.14 決定したパラメーターでの画像解析と Ch3・Ch4 ドット分布図  
(1) Ch1～Ch4 の検出結果  
PH1-1H1 細胞に 10 mM サリチル酸を 12 時間添加し、抗 FLAG 抗体、DAPI で免疫
染色した。これを 3.3.3 で決定した条件で Morphology V4 解析した。細胞は 1 視野
あたり 100 細胞を検出し、合計 100 視野分を解析した。  
Ch1 は細胞外周 (Outline:(a),(e))、Ch2 は核 (Nc:(b),(f))、Ch3 は細胞質 (C:(c),(g))、
Ch4 は細胞膜 (M:(d),(h))を検出目標に設定した。Ch4(M)は実際の細胞膜を正確にト
レースできていないが、Ch3(C)は細胞質の中央部分を検出した。(Scale bar = 10 µm) 

 (2) Ch3 と Ch4 のドット分布図  
PH1-1H1 細胞に対して、10 mM サリチル酸添加の有無による Ch3・Ch4 のドット
分布を比較した。その結果、(a)に比べて (b)でグラフの傾きが低下した。これは、サ
リチル酸添加により Ch4(M)に対して Ch3(C)の蛍光強度が減少したことを示した。  
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3.4 小括  

 CellInsightTM 用いたサリチル酸による変異型 Pendrin 局在変化

の解析を目的とし、ソフトウェア Morphology V4 の解析パラメータ

ーについて検討した。  

 

1. 一定の蛍光強度以上の特徴的構造を検出する Ring Spot 解析と、

蛍光強度の強弱に関わらず領域内全てを解析する Zone 解析につ

いて検討した。その結果 Ring Spot 解析では、変異型 Pendrin の

局在変化を測定することはできなかったが、Zone 解析では、細胞

質 (C)の蛍光強度がサリチル酸濃度依存的に減少することを確認

した。  

 

2. 次に Zone 解析の基準とする Ch1 設定を検討した。Ch1 を核に設

定した核基準解析では、変異型 Pendrin の局在変化を測定できな

かった。一方、Ch1を細胞外周に設定した細胞外周基準解析では、

細胞塊を除いた条件で、細胞質 Ch3(C)の蛍光強度がサリチル酸

濃度依存的に減少し、最大で 50 ％低下した。また M/C 比はサリ

チル酸濃度依存的に上昇し、最大で 1.5 倍に増加した。  

 

3. 以上をふまえて、Morphology V4 解析の条件は次のように決定し

た。Zone 解析で細胞外周を基準の Ch1 に設定した。Ch1 から細

胞の内側へ 2 pixel 幅を解析上の細胞膜 (M)として Ch4 に設定し、

Ch4 から細胞の内側へ 5 pixel 幅を解析上の細胞質 (C)として Ch3
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に設定した。また、核は Ch2 に設定した。細胞質 Ch3(C)の蛍光

強度がサリチル酸濃度依存的に減少する点に着目し、Morphology 

V4 解析における変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングの基準

として決定した。この解析により、サリチル酸添加による変異型

Pendrin の細胞内局在変化を検出することが可能となった。  
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第四章 サリチル酸類縁体の変異型 Pendrin 移行活性スクリーニング

と候補化合物の探索  

 

4.1 はじめに  

 第二章では、変異型 Pendrin 遺伝子 (P123S)と野生型 Pendrin 遺伝子

(Wt)を HEK293 細胞に遺伝子導入し、G-418 Sulfate 存在下で 2 回の限

界希釈法によるクローニングを行い、Stable 細胞である PH1-1H1 細胞

と Wt 細胞を樹立した。Stable 細胞を樹立したことにより、変異型

Pendrin が細胞内で安定して発現し、実験ごとの遺伝子導入が不要とな

った。  

第三章では、化合物による変異型 Pendrin の移行活性スクリーニング

を目的とし、細胞イメージアナライザーCellInsightTM とソフトウェア

Morphology V4 による解析条件の検討をした。  

変異型 Pendrin は細胞質に蓄積し細胞膜へ移行できないが、サリチル

酸を加えることで細胞膜へ移行した [1,2]。これをふまえて、サリチル酸

誘導体についての変異型 Pendrin の移行活性について評価するため、

Morphology V4 の解析条件とパラメーターを次のように決定した。  

細胞膜を解析上の解析の基準である Ch1 として設定し、核を Ch2 に

設定した。そして Ch1 から内側に 2 pixel 幅を細胞膜 (Plasma 

Membrane:M)として Ch4 に設定し、さらに内側 5 pixel 幅を細胞質

(Cytoplasm:C)として Ch3 に設定した。この条件で PH1-1H1 細胞にサ

リチル酸を添加し、Morphology V4 による解析をした結果、サリチル酸

濃度依存的に Ch3(C)が減少し、最大で 50 %低下した。そこで、Ch3(C)
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に注目し、細胞質 (C)の蛍光強度が化合物濃度依存的に減少する点を変異

型 Pendrin 移行活性スクリーニングの基準とした。  

本章では、サリチル酸類縁体を用いた変異型 Pendrin 移行活性スクリ

ーニングとその後の詳しい解析から、サリチル酸と同様の活性を示し、

添加後に変異型 Pendrin が細胞膜局在を示す候補化合物の探索を行っ

た。化合物は、本研究室の化合物ライブラリーより 20 種類のサリチル

酸類縁体を用いた (図 4.1)。  

はじめに、Morphology V4 の Ch3(C)を基準に、20 種類のサリチル酸

類縁体を用いて変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングをした。  

図 4.1 変異型 Pendrin の移行活性スクリーニングに用いたサリチル酸類縁体  
変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングでは、サリチル酸 (Salicylate)、サリチ
ルアルコール (Salicyl alcohol)、20 種類のサリチル酸類縁体を本研究室の化合物
ライブラリーより用いた。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO を用いた。  
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その結果、6 つの化合物 5、8、11、14、15、18 で濃度依存的な Ch3(C)

の減少がみられた。またこれらの化合物の 50 %有効量を示す ED50を調

べ、変異型 Pendrin 移行活性を定量化した。次に、抗 FLAG 抗体によ

る免疫染色の後 FluoViewTMを用いて細胞膜 (M)と細胞質 (C)の蛍光強度

測定をし、詳細な M/C 比を測定した。この方法は先行研究と同様に行っ

た [2]。その結果、サリチル酸と比較して M/C 比が高い 3 つの化合物、5、

8、15 を選抜した。さらに、これら 3 つの化合物について、Plot Profile

解析による細胞横断蛍光強度の測定をした。Plot Profile 解析では、細

胞膜に局在する変異型 Pendrin について評価するため、核の上を通る横

断線を設定し、線上の蛍光強度をグラフ化した。最後にこれらの化合物

について、化合物除去 24 時間後までの、細胞内薬剤持続性効果を検討

した。この結果を Morphology V4 で解析し、Ch3(C)の結果を用いて持

続性効果について定量化した。  

以上の実験から、20 種類のサリチル酸類縁体より変異型 Pendrin の

細胞膜移行活性を有する化合物として 5、8、15 を選抜した。中でも化

合物 8 ((2-aminophenyl)methanol)はサリチル酸に対して 100 倍高い活

性を示し、化合物除去後 12 時間で 50 %の細胞内薬剤持続性効果を示し

たことから、Pendred 症候群 (PDS)に対する創薬研究上での有用な候補

化合物であることが示唆された。  
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4.2 試薬および実験方法  

 

4.2.1 Stable 細胞 (PH1-1H1 細胞、Wt 細胞 )について  

第二章において、HEK293 細胞に対して変異型 Pendrin 遺伝子

(P123S)と野生型 Pendrin 遺伝子をそれぞれ遺伝子導入し、G-418 

Sulfate を含む培地で 2 回の限界希釈を行い、恒常的に遺伝子発現をす

る Stable 細胞を樹立した。変異型 Pendrin(P123S)を発現する Stable

細胞は PH1-1H1 細胞、野生型 Pendrin を発現する Stable 細胞は Wt と

命名した。  

第三章で PH1-1H1 細胞はサリチル酸応答性を示し、10 mM サリチル

酸を添加すると細胞質に蓄積した変異型 Pendrin は細胞膜へ移行した。

化合物添加後の変異型 Pendrin の局在変化は、第三章で決定した細胞膜

移行活性スクリーニングで評価した。  

Stable 細胞の培養条件は、G-418 Sulfate(Calbiochem®) 500 μg/ml

を含む 10 %牛血清アルブミン (FBS) RPMI-1640 培地 (Wako pure 

Chemical, Osaka, Japan)で、37℃、CO2濃度 5 %の環境下、CO2イン

キュベーターを用いて行った。  

 

4.2.2 化合物の添加と免疫染色  

PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は 96 well 培養プレート、または直径 3.5cm

培養皿に 5×104 cells/ml で播種し 12 時間培養した。PH1-1H1 細胞に

化合物を 12 時間添加し、PBS で wash、4 %パラホルムアルデヒドで 5

分間固定し、1 時間 1 %BSA-PBS でブロッキングした。一次抗体として
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抗 FLAG 抗体 (Mouse anti-FLAG® M2 antibody (Sigma))を用い、二次

抗体として Alexa Fluor 546 (Goat anti mouse IgG(H+L) (Invitrogen))

を用いた。また核染色用に DAPI (Wako)を用いた。抗原抗体反応は一次

抗体、二次抗体ともに室温で 1時間行い、その後 PBSで 3回 washした。

Wt 細胞は 0.1 % DMSO を添加し、同様の免疫染色をした [3,4]。撮影は

蛍 光 顕 微 鏡 CX41(Olympus) 、 ま た は 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡

FV500(Olympus)で行い、画像解析はソフトウェア FluoViewTM を用い

て行った。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO を用いた。  

 

4.2.3 Morphology V4 の Ch3 を基準とした変異型 Pendrin の移行活性

スクリーニング  

 PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は 5×104 cells/ml・100 µl で 96 well 培養プ

レートに 12 時間播種した。PH1-1H1 細胞に化合物を各濃度で 12 時間

添加し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫染色した。Wt 細胞は 0.1 % DMSO

を添加し、同様に免疫染色をした。これを細胞イメージアナライザー

CellInsightTM で撮影し、ソフトウェア Morphology V4 で解析した。

CellInsightTMによる撮影は、96 well 培養プレートの 1 well 内を 100

フィールドに分割し、1 フィールドあたり最大 100 細胞を検出した。

Morphology V4 解析では細胞外周を解析の基準である Ch1 とし、核を

Ch2 とした。Ch1 より内側の 2 pixel 幅を細胞膜 (M)として Ch4 に設定

し、さらに内側の 5 pixel 幅を細胞質 (C)として Ch3 に設定した。そして

Ch3(C)の蛍光強度が化合物濃度依存的に減少する割合 (％ )を変異型

Pendrin の移行活性スクリーニングの基準とした。また、細胞膜として
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設定した Ch4(M)は、Ch1 による細胞外周のトレースが不完全で、細胞

膜の検出が困難であったことから、スクリーニングの基準に用いなかっ

た。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n＝3 で

行った。  

 

4.2.4 化合物の 50 %効果濃度 (ED50)の測定  

Morphology V4 の Ch3(C)を基準とした変異型 Pendrin 移行活性スク

リーニングの結果から、活性のみられた化合物を選抜し、薬剤の 50 %

効果濃度を示す ED50 を測定した。ED50 は、無刺激 (None)の Ch3(C)の

蛍光強度 (Avg Intensity)を 100 %とし、効果が 50 %になる濃度を

Semilogarithmic dose-response plots より算出した。ビークルコントロ

ールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  

 

4.2.5 化合物の 50 %細胞増殖抑制濃度 (IC50)の測定  

PH1-1H1 細胞を 5×104 cells/ml・100 µl で 96 well 培養プレートに

播種し 12 時間培養した。その後化合物を各濃度で 12 時間添加した。こ

れに 5 mg/ml MTT 試薬 (TCI Co., Ltd. Japan)を 10 µl 添加し、48 時間

培養した。その後、100 µl DMSO を加えて細胞を溶解し、570 nm の吸

光度をプレートリーダーで測定した。IC50は 48 時間後の無刺激 (None)

の吸光度 (Absorbance)を 100 %とし、吸光度が 50 %になる濃度を

Semilogarithmic dose-response plots より算出した。ビークルコントロ

ールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  
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4.2.6 FluoViewTM を用いた M/C 比の測定  

 変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングにより選抜した候補化合物

について、より詳細な細胞膜 (M)と細胞質 (C)を調べるため、画像解析ソ

フト FluoViewTM (Olympus)を用いた細胞膜 (M)と細胞質 (C)の蛍光強度

を測定した。PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は直径 3.5 cm 培養皿に 5×104 

cells/ml で播種し、12 時間培養した。PH1-1H1 細胞に化合物を各濃度

で 12 時間添加し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫染色をした。Wt 細胞は

0.1 % DMSO を添加し、同様に免疫染色した。これを共焦点レーザー顕

微鏡 FV500(Olympus)で撮影し、FluoViewTMで蛍光強度の測定をした。

測定は、無作為に 100 細胞を選び、細胞膜 (M)と細胞質 (C)のそれぞれ

10 か所の平均蛍光強度 (Avg Intensity)を求めた。そして細胞質 (C)に対

する細胞膜 (M)の割合を示す M/C 比を求めた。ビークルコントロールは

0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。この方法は先行研究に

したがった [2]。  

 

4.2.7 Plot Profile 解析による細胞横断蛍光強度の測定  

 候補化合物添加後の変異型 Pendrin の細胞膜局在を確認するため、画

像解析ソフトウェア Image J の Plot Profile 解析をし、細胞の横断蛍光

強度を測定した。  

PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は 5×104 cells/ml で直径 3.5cm 培養皿に播

種し、12 時間培養した。PH1-1H1 細胞に化合物を各濃度で 12 時間添

加した後、抗 FLAG 抗体で免疫染色した。Wt 細胞は 0.1 % DMSO を添

加し、同様に免疫染色した。これを共焦点レーザー顕微鏡 FV500 で撮
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影した。画像は FluoViewTM で取込した後、画像解析用ソフトウェア

Image J の Plot Profile 解析をした。Plot Profile 解析は、細胞の核上に

線引きし、細胞を横断する蛍光強度を測定しグラフ化した。ビークルコ

ントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  

 

4.2.8 細胞内薬剤持続性効果の検討  

候補化合物について、化合物除去後の細胞内薬剤持続性効果を検討し

た。PH1-1H1 細胞は 5×104 cells/ml で直径 3.5cm 培養皿に播種し、12

時間培養した。PH1-1H1 細胞に化合物を 12 時間添加した後、PBS で

wash し、培地を交換して 0 時間、6 時間後、12 時間後、24 時間後にそ

れぞれ 4 %パラホルムアルデヒド /PBS で固定した。これを抗 FLAG 抗

体により免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡 FV500 で撮影した。  

また、同様の免疫染色を Morphology V4 解析し Ch3(C)を測定するこ

とで、細胞内薬剤持続性効果を定量した。無刺激 (None)の Ch3(C)を

100 %とし、化合物除去後の各時間の Ch3(C)を割合 (%)として求めた。

化合物除去後の時間は 0 時間、6 時間、12 時間で検討した。ビークルコ

ントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  
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4.3 結果および考察  

 

4.3.1 Morphology V4 の解析基準の確認  

第三章で設定した Morphology V4 の解析基準について、確認した。

PH1-1H1 細胞は 5×104 cells/ml・100 µl で 96 well 培養プレートに播種

して 12 時間培養し、サリチル酸を 0～30 mM で 12 時間添加した。これ

を抗 FLAG 抗体で免疫染色し、Morphology V4 で解析した。この解析

では、1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮影し、1 well 内 100 視野を集

計した。  

その結果、細胞質 (C)として設定した Ch3 の蛍光強度 (Avg Intensity 

(rfu))はサリチル酸濃度依存的に減少を示した。細胞膜 (M)として設定し
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図 4.2 Morphology V4 の解析基準の確認  

PH1-1H1 は 96 well 培養プレートに 5×104 cells/ml・100 µl で播種し、12
時間培養した。サリチル酸 (Salicylate)を 0 mM～30 mM で 12 時間添加し、
抗 FLAG 抗体を用いて免疫染色をした。第三章で決定した Morphology V4
の解析基準の確認として行った。1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮影し、1 
well 内 100 視野分を集計した。横軸はサリチル酸濃度、縦軸は Avg Intensity 
(rfu)を示した。グラフ (a)は Ch3(C)、(b)は Ch4(M)を示した。その結果、Ch3(C)
はサリチル酸濃度依存的に減少した。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO
を用い、この実験は n=3 で行った。  
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た Ch4 は、正確な細胞膜の蛍光強度を検出できなかった。このことから、

Ch3(C)の化合物濃度依存的な減少を変異型 Pendrin の細胞質からの移

行として判断した。Ch4 は、Ch1 による細胞外周のトレースが細胞膜の

細かな凹凸に対して不完全であり、その内側に設定した Ch4 も同様に検

出範囲が外れたと考えられた。以上より、Ch3 を移行活性スクリーニン

グの基準とした。 

 

4.3.2 Morphology V4 の Ch3 を基準とした変異型 Pendrin 移行活性ス

クリーニング  

Morphology V4 の Ch3(C)の蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))が化合物濃

度依存的に減少する点を基準として、サリチル酸とサリチルアルコール、

20 種類のサリチル酸類縁体の変異型 Pendrin に対する移行活性スクリ

ーニングをした (図 4.3)。(以下、移行活性として表記する。) 化合物濃

度は、サリチル酸は 1 mM～30 mM、他は 1 mM～10 mM で添加し、化

合物 8 は、予備実験で高い活性がみられたことから 0.03 mM～1.0 mM

で添加した。化合物添加時間は 12 時間で行った。この解析では、1 視野

あたり最大 100 個の細胞を撮影し、1 well 内 100 視野分を集計した。結

果について化合物順に考察する。  

化合物 1、4、7 は、サリチル酸と同様カルボン酸であるが、Ch3 の化

合物濃度依存的減少はみられなかった。このことから、サリチル酸の構

造におけるフェノール類のヒドロキシ基が、移行活性に不可欠であるこ

とが考えられた。化合物 2、3、6、12、13 は、Ch3 の化合物濃度依存

的減少がみられず、移行活性はなかった。次に化合物 5、11 は電子吸引
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性グループ (EWG)であるが、Ch3 は化合物濃度依存的減少し、移行活性

がみられた。この結果から、サリチル酸の構造における安息香酸による

酸性条件も移行活性にとって重要であると考えられた。化合物 9、10 で

は、移行活性がみられなかったことから、ベンゼン環は移行活性に必要

不可欠であることが考えられた。アニリン由来の化合物 8 とボロン酸由

来の化合物 14 では Ch3 が化合物濃度依存的に減少し、高い移行活性が

みられた。これはカルボン酸がアミンまたはボロン酸に置き換えができ

る可能性を示唆した。次に化合物 18 (2-(2-hydroxyethyl)phenol)は、Ch3

が化合物濃度依存的に減少し、移行活性がみられたのに対して、化合物

19 (2-(2-hydroxyethyl)aniline)では、移行活性がみられなかった。化合

物 20 は、サリチル酸のベンゼン環とカルボン酸の間にエチレンリンカ

ーをつけた構造であるが、Ch3 は化合物濃度依存的に減少し、サリチル

酸と同程度の移行活性がみられた。  

以上の結果から、 6 つの化合物 5、8、11、14、15、18 が変異型

Pendrin(P123S)に対する移行活性を有する可能性が示唆された。特に化

合物 8 は、0.03 mM～1 mM で添加したことから、これらの化合物の中

で最も高い活性である可能性が考えられた。  
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図 4.3 サリチル酸類縁体の Morphology V4 の Ch3 を基準とした変異型 Pendrin
移行活性スクリーニング  

PH1-1H1 細胞、Wt 細胞は 96 well 培養プレートに 5×104 cells/ml・100 µl で播種
し、12 時間培養した。PH1-1H1 細胞に化合物を各濃度で 12 時間添加し、抗 FLAG
抗体を用いて免疫染色した。これらを Morphology V4 解析し、Ch3(C)の蛍光強度
(Avg Intensity (rfu))が化合物濃の濃度依存的に減少する点を、無刺激 (None)に対
する割合 (％ )で評価した。これらの解析では 1 視野あたり最大 100 個の細胞を撮影
し、1 well内 100視野分を集計した。化合物の濃度はサリチル酸 (Salicylate)が 1 mM
～30 mM、他は 1 mM～10 mM で添加した。化合物 8*は活性が高く、0.03 mM～
1.0 mM で添加した。Wt 細胞は 0.1 % DMSO を添加し、同様に解析した。ビーク
ルコントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  

N
on

e 
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4.3.3 候補化合物の ED50 

Morphology V4 の Ch3(C)を基準とした変異型 Pendrin 移行活性スク

リーニングから、活性のみられた 6 つの候補化合物 5、8、11、14、15、

18 を選抜した。これらの Ch3(C)の蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))から、

50 %効果濃度である ED50 を求めた (表 4.1)。その結果、サリチル酸の

ED50は 11.4 mM であるのに対し、化合物 11、15 は同程度の移行活性

を示した。また、化合物 5、14、18 はサリチル酸に対しておよそ 2 倍高

い移行活性がみられた。特に化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol) は

ED50が 0.11 mM を示し、サリチル酸と比べておよそ 100 倍高い移行活

性を示した。  

  

  Compound  ED50/mM

  Salicylate 11.4 　± 0.65

    5 5.1 　± 1.35

    8 0.11 　± 0.08

   11 9.5 　± 0.41

   14 4.4 　± 0.47

   15 13.7 　± 0.52

   18 5.1 　± 0.28

変異型 Pendrin移行活性スクリーニングで選抜した 6つの候補化合物につい
て、Ch3(C)の蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))から 50 %効果濃度である ED50

を算出した。ED50は無刺激 (None)の Ch3(C)を 100 %とし、効果が 50 %に
なる濃度を Semilogarithmic dose-response plots より算出した。ビークル
コントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  

         候補化合物の ED50  

 

表 4.1 
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4.3.4 MTT Assay による IC50 

化合物による 50 %細胞増殖抑制 (IC50)濃度は、MTT Assay により求

めた。サリチル酸とサリチルアルコール、20 種類のサリチル酸類縁体を

PH1-1H1 細胞に各濃度で 12 時間添加し、MTT 試薬を加えて 48 時間培

養後、DMSO で溶解し、570 nm で吸光度を測定した。IC50は、化合物

添加 48 時間後の無刺激 (None)の吸光度を 100 %とし、50 %細胞増殖抑

制濃度を Semilogarithmic dose-response plotsより算出した (図 4.4)(表

4.2)。  

その結果、サリチル酸、サリチルアルコール、化合物 1、2、6、10、

12、13、14、16、18、19 では IC50が 15 mM 以上を示し、また化合物

3、4、7、9、11、15、17、20 では IC50がおよそ 10 mM を示した。こ

れらの化合物による細胞増殖抑制は低いと考えられた。  

また、化合物 5の IC50は 5.3 mMを示した。化合物 5の ED50は 5.1 mM

であることから、移行活性のみられる濃度 (5.1mM)での細胞増殖抑制が

示された。一方、化合物 8 の IC50は 3.6 mM を示した。化合物 8 の ED50

は 0.11 mM で、この値は IC50の 3.6 mM より大幅に低く、また、化合

物 8 が 0.1 mM での細胞増殖抑制を求めたところ 5 %であった。このた

め、化合物 8 の移行活性のみられる濃度 (0.1mM)での細胞増殖抑制は影

響しないと考えられた。  

  



  102 / 122 
 

  

図 4.4 サリチル酸類縁体の MTT Assay 
PH1-1H1 細胞は 96 well 培養プレートに 5×104 cells/ml・100 μl で播種し、サリチル
酸 (Salicylate)とサリチル酸類縁体 (Salicyl alcohol、化合物 1 から 20)を 12 時間添加
した。これに 5 mg/ml MTT 試薬を 10 μl 加えて 48 時間培養し、100 μl DMSO で溶
解した。細胞は溶解後に 570 nm で吸光度 (Absorbance)を測定した。  
グラフの縦軸は化合物添加 48 時間後の無刺激 (None)の吸光度を 100 %とし、化合物
添加による吸光度減少の割合 (％ )を示した。横軸は化合物濃度を log で表示した。化
合物濃度は、15.00 mM、5.00 mM、1.67 mM、0.56 mM、0.19 mM、0.06 mM を添
加した。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  
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  Compound IC50/(mM)
a

  Compound IC50/(mM)
a

   Salicylate > 15.0 (4.2%)        10 > 15.0 (0%)
   Salicyl alcohol    > 15.0 (25.3%)    11 12.5 ±2.41
    1 > 15.0 (46.9%)    12 > 15.0 (35.5%)
    2 > 15.0 (47.4%)    13 > 15.0 (46.8%)
    3 10.6 ±2.60    14 > 15.0 (22.3%)
    4 10.2 ±0.62    15 9.8 ±0.48
    5 5.3 ±0.87    16 > 15.0 (46.7%)
    6 > 15.0 (37.0%)    17 12.7 ±0.85
    7 12.7 ±1.84    18 > 15.0 (38.3%)
    8 3.6 ±0.57    19 > 15.0 (35.8%)
    9 9.7 ±0.71    20 12.1 ±0.86

a Percentage inhibition of cell viability at 15 mM is indicated in parenthesis. 

PH1-1H1 細胞にサリチル酸 (Salicylate)とサリチル酸類縁体 (Salicyl 
alcohol、化合物 1 から 20)を 12 時間添加した後 MTT Assay を行い、
IC50を求めた。IC50は、化合物添加 48 時間後の無刺激 (None)の吸光
度を 100 %とし、 50 %細胞増殖抑制濃度を Semilogarithmic 
dose-response plots より算出した。ビークルコントロールは 0.1 % 
DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  
Salicylate、Salicyl alcohol、化合物 1、2、6、10、12、13、14、16、
18、19 は IC50が 15 mM 以上を示し、化合物 3、4、7、9、11、15、
17、20 は IC50がおよそ 10 mM を示した。これらの化合物による細
胞増殖抑制は低いことが示唆された。化合物 5、8 は、IC50がそれぞ

れ 5.3 mM、3.6 mM を示し、サリチル酸類縁体の中では比較的に細
胞増殖抑制がみられた。化合物 5 の IC50は 5.3mM、ED50は 5.1 mM
であることから、移行活性濃度 (5.1 mM)での細胞増殖抑制が示され
た。一方、化合物 8 の ED50は 0.11 mM であり、化合物 8 の IC50値

3.6 mM に対して大幅に低い値を示した。  
 

表 4.2 

  
MTT Assay による IC50 
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4.3.5 候補化合物の M/C 比の測定  

変異型 Pendrin移行活性スクリーニングの結果、6つの候補化合物 5、

8、11、14、15、18 を選抜した。これらを PH1-1H1 細胞に添加し、免

疫染色した後、共焦点レーザー顕微鏡 (FV500)による撮影と、ソフトウ

ェア FluoViewTM を用いて細胞膜 (M)と細胞質 (C)の蛍光強度 (Avg 

Intensity (rfu))を測定し、M/C 比を測定した (図 4.5)。1 細胞あたり無作

為に細胞膜 (M)と細胞質 (C)をそれぞれ 10 ポイント測定し、100 細胞分

を集計した。  

その結果、10 mM のサリチル酸は M/C 比がおよそ 1.0 であるのに対

し、化合物 5、11、15、18 の M/C 比は 10 mM でおよそ 1.5 を示し、化

合物 14 は 3 mM で M/C 比が 1.75 を示した。この中で化合物 8 は、0.1 

mM で M/C 比が 0.9 を示し、0.3 mM では M/C 比が 1.5 を示した。この

結果から、M/C 比に着目した場合、化合物 5、11、14、15、18 はいず

れもサリチル酸に対して高い移行活性がみられ、特に化合物 8 はおよそ

100 倍移行活性が高いことが示された。  

一方、免疫染色像の観察結果から、化合物 11、14、18 は細胞どうし

の立体的な凝集が強くみられた。この場合、細胞どうしが上下に重なり

合うことで細胞層に高さが生じ、重なりのある領域を個別にフォーカス

し正確に評価すること難しくなった。このため、撮影後の画像解析が困

難なことから、その後の Plot Profile 解析と、培養時間を長く確保する

必要がある細胞内薬剤持続性効果での候補化合物から除いた。  
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図 4.5 候補化合物の M/C 比の測定  
変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングで選抜した 6 つの候補化合物について、
FluoViewTM を用いて M/C 比を測定した。  
PH1-1H1 細胞と Wt 細胞は 5×104 cells/ml で直径 3.5 cm 培養皿に播種した。

PH1-1H1 細胞に候補化合物を各濃度で 12 時間添加し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫
染色した。Wt 細胞は、0.1 % DMSO を添加し、同様に免疫染色した。化合物濃度は
化合物 8 のみ 0.1 mM～1.0 mM を添加し、サリチル酸 (Salicylate)、化合物 5、11、
14、15、18 は 1 mM～10 mM を添加した。これを共焦点レーザー顕微鏡 FV500 で
撮影し、100 個の細胞について、FluoViewTMにより細胞膜 (M)と細胞質 (C)の蛍光強
度 (Avg Intensity (rfu))を測定し M/C 比を求めた。縦軸左は平均蛍光強度 (Avg 
Intensity (rfu))、横軸は化合物濃度、右縦軸は M/C 比を示し、グラフで細胞質 (C)は
桃色、細胞膜 (M)は水色、M/C 比は折線で示した。ビークルコントロールは 0.1 % 
DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。  

r fu          r fu          r fu          

r fu          r fu          r fu          

r fu          

M/C         M/C         M/C         

M/C         M/C         M/C         

M/C         

( 1 0 0 細 胞 を 測 定 )  ( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) ( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) 

( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) ( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) ( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) 

( 1 0 0 細 胞 を 測 定 ) 
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4.3.6 候補化合物の Plot Profile 解析  

変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングと M/C 比の測定から選抜し

た 3 つの候補化合物 5、8、15 について Plot Profile 解析をし、細胞の

横断蛍光強度の測定をした (図 4.6)。  

PH1-1H1 細胞に化合物を各濃度で 12 時間添加し、抗 FLAG 抗体、

DAPI により免疫染色した。化合物の濃度は、サリチル酸、化合物 5、

15 は 1 mM～10 mM を添加し、化合物 8 は 0.03 mM～0.3 mM を添加

した。Plot Profile 解析は、細胞の核上に線引きし、細胞を横断する蛍

光強度 (Intensity (rfu))を測定してグラフ化した。Wt 細胞は 0.1 % 

DMSO を添加し、同様に解析した。  

その結果、サリチル酸は 10 mM で変異型 Pendrin が細胞膜局在を示

したのに対して、化合物 5 は 3 mM、15 は 10 mM で細胞膜局在を示し

た。また化合物 8 は、0.1 mM で明確な細胞膜局在を示し、0.03 mM に

おいても細胞膜局在を確認した。以上の Plot Profile 解析から、化合物

5、8、15、はいずれも細胞膜移行活性を有し、特に化合物 8 はサリチル

酸と比べておよそ 100 倍高い活性が示された。  



  107 / 122 
 

 

図 4.6 候補化合物の Plot Profile 解析  
PH1-1H1細胞とWt細胞は 5×104 cells/ml で直径 3.5 cm培養皿に播種した。PH1-1H1
細胞にサリチル酸 (Salicylate)、化合物 5、8、15 を各濃度で 12 時間添加し、抗 FLAG
抗体、DAPI を用いて免疫染色をした。Wt 細胞は 0.1 % DMSO を添加し、同様に免
疫染色した。化合物濃度は、サリチル酸、化合物 5、15 は 1 mM～10 mM で添加し、
化合物 8 は 0.03 mM～0.3 mM で添加した。これを共焦点レーザー顕微鏡 FV500 で撮
影し、Plot Profile 解析で細胞の横断線上の蛍光強度をグラフ化した。グラフ縦軸は蛍
光強度 (Intensity (rfu))、横軸は距離 (pixel)を示した。ビークルコントロールは 0.1 % 
DMSO を用い、この実験は n=3 で行った。 (Scale bar = 10 µm) 
サリチル酸、化合物 15 は 10 mM、化合物 5 は 3 mM で細胞膜局在を示し、化合物 8
は 0.03 mM 以上で細胞膜局在がみられた。  
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4.3.7 細胞内薬剤持続性効果  

選抜した 3 つの候補化合物 5、8、15 について、化合物除去後の細胞

内薬剤持続性効果について検討した (図 4.7)。PH1-1H1 細胞にサリチル

酸、化合物 5、8、15 を 12 時間添加した後、培地交換により化合物を培

地中から除去した。そして除去後 0 時間、6 時間後、12 時間後、24 時

間後に 4 %パラホルムアルデヒド /PBS で固定した。サリチル酸、化合物

5、15 は 10 mM で添加し、化合物 8 は 0.1 mM で添加した。これを抗

FLAG 抗体、DAPI を用いて免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡 FV500

で撮影した。  

また、この免疫染色を Morphology V4 解析し、Ch3(C)を測定するこ

とで細胞内薬剤持続性効果を定量した。無刺激 (None)の Ch3(C)の蛍光

強度 (Avg Intensity (rfu))を 100 %とし、化合物除去後の各時間の

Ch3(C)を割合 (%)として求めた。  

その結果、10 mM のサリチル酸は除去後 6 時間で Ch3 の割合 (%)が無

刺激 (None)のおよそ 80 %まで回復し、細胞内薬剤持続性効果が失われ

た。これに対して、10 mM の化合物 5、15 は 6 時間後でおよそ 60 %を

示し、約 40 %の細胞内薬剤持続性効果がみられた。特に化合物 8 は、

12 時間後でおよそ 50 %の細胞内薬剤持続性効果がみられた。  
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図 4.7 細胞内薬剤持続性効果  
PH1-1H1 細胞にサリチル酸 (Salicylate)、化合物 5、8、15 を 12 時間添加した後、
化合物を培地交換により除去した。そして除去後 0 時間、6 時間、12 時間、24
時間後に 4 %パラホルムアルデヒド /PBS で固定した。サリチル酸、化合物 5、15
は 10 mM で添加し、化合物 8 は 0.1 mM で添加した。これを抗 FLAG 抗体、DAPI
を用いて免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡 FV500 で撮影した。  
また、この免疫染色をMorphology V4で解析し、Ch3(C)を測定した。無刺激 (None)
の Ch3(C)の蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))を 100 %とし、化合物除去後の各時間
の Ch3(C)の割合 (%)を求めた。化合物除去後の時間は 0 時間、6 時間、12 時間を
評価した。ビークルコントロールは 0.1 % DMSO を用い、この実験は n=3 で行
った。 (Scale bar = 10 µm) 
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4.3.8 化合物の構造活性相関  

 以上の結果をふまえて、化合物の構造活性相関について考察する。サ

リチル酸の構造におけるフェノール類のヒドロキシ基は、変異型

Pendrin 移行活性スクリーニングで活性が示された化合物 5、11、14、

15、18、20 に共通してみられた。これに対して化合物 1、4、7 はサリ

チル酸と同様のカルボン酸であるが活性はみられなかった。このことか

ら、フェノール類のヒドロキシ基は移行性活性に不可欠であると考えら

れた。また、サリチル酸、化合物 5、11、15 に共通する安息香酸の酸性

条件も重要と考えられた。このことから、フェノール類のヒドロキシ基

とカルボン酸がともに必要で、官能基の配向性がオルト位であることが

重要であると考えられた。またサリチル酸、化合物 5、15 に共通するカ

ルボキシル基は、化合物 8、14 のようにアミノ基またはボロン酸基に置

換できる可能性が考えられた。ベンゼン環を持たない化合物 9、10 では

活性がみられなかったことから、ベンゼン環は移行活性に必要不可欠で

あると考えられた。化合物 8、16、17 はベンジルアルコールを基本骨格

として官能基の配向性がそれぞれオルト位、メタ位、パラ位であるが、

オルト位の化合物 8 のみ高い移行活性を示した。このことから、今後の

課題として、ベンジルアルコールを基本骨格とし、オルト位を中心にア

ミノ基、ヒドロキシ基、ボロン酸基、ニトロ基などを導入した誘導体を

合成し、さらに移行活性の高い化合物を得ることが期待できた。  
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4.4 小括  

本章では、Morphology V4 の Ch3(C)を基準に、サリチル酸類縁体の

変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングをし、候補化合物の探索を行っ

た。  

 

1．  化合物ライブラリーより 20 種類のサリチル酸類縁体を用いて、

Morphology V4 の Ch3(C)を基準とした変異型 Pendrin 移行活性ス

クリーニングをした。その結果、Ch3(C)が濃度依存的に減少を示し

た 6 つの候補化合物 5、8、11、14、15、18 を発見した。また 50 %

効果濃度を示す ED50はサリチル酸が 11.4 mM であるのに対して、

化合物 8 では 0.11 mM であった。この結果から、ED50に着目した

場合、化合物 8 はサリチル酸に対しておよそ 100 倍活性が高い可能

性が示唆された。  

 

2．  6 つの候補化合物 5、8、11、14、15、18 について、FluoViewTMを

用いた細胞膜 (M)と細胞質 (C)の蛍光強度測定から M/C 比を求めた。

その結果、10 mM サリチル酸の M/C 比が 1.0 であるのに対して、化

合物 5、11、14、15、18 の M/C 比は 10 mM でおよそ 1.5、化合物

8は 0.1 mMで 0.9となった。この結果から、M/C比に着目した場合、

化合物 8 はサリチル酸に対しておよそ 100 倍活性が高いことが示さ

れた。  
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3．  3つの候補化合物 5、8、15について、細胞横断蛍光強度の Plot Profile

解析をした。その結果、これらの化合物による濃度依存的な変異型

Pendrin の細胞膜局在を確認し、化合物 5 は 3 mM、8 は 0.1 mM、

15 は 10 mM で明確な細胞膜局在がみられた。また化合物 8 は、さ

らに低濃度の 0.03 mM においても細胞膜局在を示した。  

 

4．  3 つの候補化合物 5、8、15 について、細胞内薬剤持続性効果を検討

した。10 mM のサリチル酸は除去後 6 時間で細胞内薬剤持続性効果

が失われたのに対して、0.1 mM の化合物 8 は 12 時間後まで効果が

およそ 50 %持続した。また、10 mM の化合物 5、15 も 12 時間後ま

で効果が持続した。  

 

5．  以上の結果から、化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol)はサリチル酸

と比較しておよそ 100 倍高い細胞膜移行活性と、化合物除去後 12

時間の細胞内薬剤持続性を有し、変異型 Pendrin(P123S)の細胞膜移

行に有効な化合物であることが示唆された。  
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第五章 総括  

 

1000 人に 1 人の割合で生ずる先天性難聴は、遺伝的な原因が全体の

約半数を占めており、難聴に関連する遺伝子はおよそ 100 種類が知られ

ている [1]。遺伝性難聴の分類は、難聴以外の随伴症状の有無により症候

群性難聴と非症候群性難聴に分けられる。両者に共通している原因遺伝

子として Pendred症候群 (PDS)の原因遺伝子 SLC26A4が挙げられる [2]。

PDS では難聴以外にその随伴症状として、甲状腺腫と内耳奇形が報告さ

れており、一方の非症候群性難聴にも SLC26A4 遺伝子の異常が共通し

てみられる [3-5]。加えて、SLC26A4 の遺伝子異常にともなう随伴症状

は進行性である。現在の治療法としては、生後 3～4 ヶ月での補聴器の

装着や、その後の人工内耳の装用が効果的とされているが [2]、一方で変

異型 Pendrin に直接作用し機能を回復する薬剤は実用化されていない。

このことから、SLC26A4 の遺伝子変異を治療や創薬研究の目標とする

ことは、優先的であり、有効であると考えられる。  

SLC26A4 からつくられる Pendrin は、アミノ酸 780 個からなる膜貫

通型タンパクで、主に内耳に発現し [6-9]、塩化物イオン、重炭酸イオン

などの陰イオンとヨードの輸送を行っている [3,10,11]。細胞内において

変異型 Pendrin は、正常な Pendrin が小胞体で発現した後に細胞膜へと

移行するのに対して小胞体に蓄積し、本来あるべき細胞膜へ移行するこ

とができない。このため、内耳コルチ器内のラセン隆起および外ラセン

溝細胞においては陰イオンの輸送が障害され、水管拡大の症状をともな

い難聴を示す [1,3,12,13]。そこでこれを改善する試みとして先行研究が
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行われ、古くから鎮痛作用として知られているサリチル酸が、10 mM に

おいて変異型 Pendrin に対しての分子シャペロン活性を示し、HEK293

細胞では変異型 Pendrin を小胞体から細胞膜へ移行させ、再活性化する

ことが明らかにされた [14,15]。  

本研究では、サリチル酸による変異型 Pendrin の細胞内局在変化に着

目した。変異型 Pendrin を恒常的に発現する Stable 細胞の確立、網羅

的画像解析による迅速な化合物スクリーニング法の開発を行い、サリチ

ル酸類縁体から変異型 Pendrin 移行活性を示す候補化合物の探索を行

った。本研究で得られた知見を要約する。  

 

本研究の結論  

1. 限界希釈法により、Stable 細胞として変異型 Pendrin(P123S)発現細

胞 (PH1-1H1)と野生型 Pendrin 発現細胞 (Wt)を得た。PH1-1H1 細胞

は G-418 Sulfate 存在下で恒常的に変異型 Pendrin を発現し、細胞

質に局在を示した。PH1-1H1 細胞はサリチル酸応答性を示し、10 mM

サリチル酸を 12 時間加えることで、変異型 Pendrin は細胞膜に局在

変化した。また Wt 細胞は、G-418 Sulfate 存在下で恒常的に野生型

Pendrin を発現し、細胞膜に局在を示した。  

 

2. Stable 細胞として PH1-1H1 細胞を樹立したことにより、化合物の活

性評価において、1)細胞播種、2)遺伝子導入、3)化合物添加、4)免疫

染色、5)細胞内局在変化の確認、の 1)と 2)の操作を省くことが可能
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となり、変異型 Pendrin 移行活性評価による迅速な化合物スクリー

ニングが可能となった。  

 

3. CellInsightTMによる Morphology 解析パラメーターの検討をした。

細胞外周を解析の基準である Ch1 とし、Ch1 より内側 2 pixel から 7 

pixel までの 5 pixel 幅を細胞質 Ch3(Cytoplasm:C)としたことで、サ

リチル酸濃度依存的な Ch3(C)蛍光強度 (Avg Intensity (rfu))の減少

を検出した。このような化合物濃度依存的 Ch3(C)蛍光強度の減少に

着目したことで、変異型 Pendrin の細胞内局在変化が検出できるよ

うになり、96 well 培養プレートを用いた迅速かつ網羅的な、変異型

Pendrin 移行活性スクリーニングが可能となった。  

 

4. 変異型 Pendrin 移行活性スクリーニングとその後の詳細な解析によ

る候補化合物探索の結果、3 つの有効な候補化合物 (化合物 5、8、15)

を発見した。中でも化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol)は ED50が

0.11 mM で、サリチル酸と比較して細胞膜移行活性が 100 倍高く、

細胞内薬剤持続性効果はサリチル酸 (6 時間で消失 )より長い 12 時間

を示した。このことから、化合物 8 は変異型 Pendrin の細胞膜移行

に対して効果的な化合物であることが示唆された。  

 

5. 今後の課題として、化合物 8 ((2-aminophenyl)methanol) のベンジ

ルアルコールを基本骨格とし、オルト位を中心にアミノ基、ヒドロキ
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シ基、ボロン酸基、ニトロ基などを導入した誘導体を合成することで、

さらに細胞膜移行活性の高い化合物を得ることが期待できた。  
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