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研究成果の概要（和文）：SansおよびWhirlinは内耳有毛細胞の不動毛形成に機能するが、両遺伝子の二重変異
マウスは不動毛の極性・配向異常を示した。有毛細胞頂部の表現型解析によって両遺伝子の単一変異マウスは動
毛も正常な位置に形成されていたが、二重変異マウスは不動毛のみならず動毛の明確な形成位置の異常が認めら
れた。また、RNA-Seq解析によっても二重変異マウス特異的な発現変動遺伝子が抽出され、二重変異マウスにお
いては11の蛋白質コード遺伝子および15の非コードRNA遺伝子を含む遺伝子群が大きく変動しており、その中に
は不動毛の極性・配向決定への関与が予測されるWnt/PCPシグナル経路のメンバーも含まれていた。

研究成果の概要（英文）：Sans and Whirlin genes encode scaffold proteins that are known to play a key
 role in the development of stereocilia in inner ear hair cells. We have found that Sans and Whirlin
 double-mutant mice showed abnormal polarization of stereocilia. To investigate the mechanisms of 
the abnormal polarization of stereocilia, we performed comparative phenotypic and gene expression 
analyses among wild-type mice as well as single- and double-mutant mice carrying mutations in Sans 
and Whirlin. In the phenotypic analysis, we found that Sans and Whirlin double-mutant mice developed
 significant mislocalization of kinocilia, although single mutants of either genes showed normal 
localization of the kinocilia. RNA-seq was also used to also detect specific gene expression changes
 in the double-mutant mice. Thirty-nine genes were significantly changed in the cochlea of the 
double-mutant mice. Moreover, we identified a gene associated with the Wnt/PCP signaling pathway in 
the protein-coding genes.

研究分野：マウス遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
内耳有毛細胞上に厳密に組織された感覚
毛である Stereocilia（不動毛）は、機械的刺
激である音の電気信号への変換に重要な役
割をもつ。近年、不動毛の形成へ機能する数
多くの分子が同定され、このうち研究代表者
は、蛋白質-蛋白質相互作用を仲介するスカフ
ォールド蛋白質である Scaffold protein 
including ankyrin repeats and SAM domain 
(SANS) および Whirlin (WHRN) に注目して
いる。 

Sansはヒト I型 Usher症候群 (USH1) およ
び不動毛崩壊・接着異常を示す Jackson shaker 
(Ush1gjs) マウスの発症原因遺伝子であり、不
動毛間を繋ぐ link の一つである tip-link の上
端部でMyosin VIIa, HarmoninおよびCadherin 
23 などの USH１の発症原因遺伝子がコード
する蛋白質からなる USH1インターラクトー
ム形成を仲介し、tip-link形成およびその張力
維持に機能することが予想されている 
[Adato et al. 2005a; Yan et al. 2010; Vrijens et al. 
2008; Grati & Kachar 2011]。 
一方、Whrnはヒト非症候群性難聴 DFNB31
および不動毛短毛化を示す whirler (Whrnwi) 
マウスの発症原因遺伝子であり、不動毛先端
部でMyosin XVaおよびEPS8とインターラク
トームを形成することによって不動毛伸長
に重要な役割をもつ  [Kikkawa et al. 2005; 
Belyantseva et al. 2005; Manor et al. 2011]。さら
に、WHRN は II 型 Usher 症候群 (USH2) の
発症原因遺伝子でもあり、不動毛形成初期に
不動毛基底部を接着する Ankle linkにおいて
Usherin, VLRG1および PDZD7など USH2の
発症に関与する遺伝子がコードする蛋白質
間からなる USH2インターラクトームを形成
し、不動毛の成熟に機能することが推定され
ている [Adato et al. 2005b; Michalski et al. 
2007; Grati et al. 2012]。また、WHRNにおい
ては short（WHRN-S）および long（WHRN-L）
の 2種のスプライシングアイソフォームが転
写・翻訳されることが報告されており[Mburu 
et al. 2003]、WHRN-Sが不動毛伸長のための、
WHRN-L が不動毛成熟のための役割を担っ
ている。 
また、SANSとWHRNは直接結合すること
が in vitro の実験によって明らかとなってい
る [Maerker et al. 2008]。研究代表者は両者の
相互作用の不動毛における役割を in vivoで検
証するため、Ush1gjsマウスと Whrnwiマウス
間を交配し、二重変異体（Ush1gjs/js, Whrnwi/wi）
を作製し、表現型を観察した。その結果、
Ush1gjs/js, Whrnwi/wiマウスにおいては不動毛の
配向パターンに大きな差異が認められ、この
異常は有毛細胞の平面内軸に従った極性異
常によって生じた結果であると推定された。 
 
２．研究の目的 
本研究は研究代表者が予備実験で発見し
た Ush1gjs, Whrnwi二重変異マウスの不動毛配
向異常および動毛局在異常の原因を明らか

にするために、野生型、Ush1gjs、Whrnwiマウ
スおよび両者の二重変異体間の不動毛配
向・極性異常の定量比較解析および遺伝子発
現比較解析を行うことを目的とした。さらに、
本研究では発現比較解析において得られた
二重変異体マウス特異的発現変動遺伝子の
ノックアウト（KO）マウスをゲノム編集によ
り作製し、配向・極性異常に関連する遺伝子
を同定することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス系統 
本研究においては、変異体の遺伝的背景で
ある C3H/HeN（野生型：C3H/HeN-Ush1g+/+, 
Whrn+/+）、 Ush1gjs/js、Whrnwi/wi および二重変
異体 Ush1gjs/js, Whrnwi/wiマウスを用いた。また、
Ush1gjs/jsおよび Whrnwi/wiマウスはヘテロ雌と
ホモ雄間交配から、Ush1gjs/js, Whrnwi/wiマウス
は C3H/HeN-Ush1gjs/+, Whrnwi/+二重ヘテロマ
ウス間の交配から得た産仔を用いた。 

 
(2) 表現型解析 
各遺伝子型のマウス不動毛配向・極性異常
は、配向形成の決定に重要な胎生 15.5日齢～
生後 5日齢の内耳蝸牛を用いた。摘出した蝸
牛は不動毛をファロイジンで、kinocilia（動
毛）を抗 βチューブリン抗体でホールマウン
ト免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡により
撮影後、両者の形成位置を 350以上の有毛細
胞において調査した。 
 
(3) 遺伝子発現比較解析 
解析用の mRNAは、自然交配により得られ
た胎生 16.5日齢の野生型、Ush1gjs/js、Whrnwi/wi

および両者の二重変異マウスの内耳から抽
出した。抽出したRNAはライブラリー化し、
イルミナ社の HiSeq 2500を用いて 100 bpペ
アエンド RNA-seq解析を行った。得られたデ
ータは CLC Genomics Workbench および
Strand NGSソフトウェアを用いて解析し、各
マウス由来の蝸牛における遺伝子発現比較
を行った。 
 
(4) BACトランスジェニックマウスの樹立 

Bacterial artificial chromosome（BAC）トラ
ンスジェニック（BAC-tg）マウスは、Whrn-L
アイソフォームの第 4エクソン以降、すなわ
ち Whrn-S アイソフォームの転写・翻訳配列
のみを含む 2種の BAC（RP23-351G9および
RP23-172L18）を C57BL/6Jマウスの受精卵前
核にマイクロインジェクションすることに
より作製した。作製した tg マウスは Whrnwi

マウスと交配後、BAC導入領域をホモ化およ
び C57BL/6J 由来の加齢性難聴発症アレルで
ある Cadherin 23の Cdh23753Aを排除した。ホ
モ化した BAC-tg マウスは、内耳蝸牛および
前庭を WHRN-L および-S アイソフォーム双
方を認識する抗 WHRN 抗体により免疫染色
を行った。また、ホモ化 BAC-tg マウスは聴
性脳幹反応 (ABR) 測定および蝸牛および前



庭のファロイジン染色による形態観察によ
り表現型を解析した。また、BAC-tgマウスは
Ush1gjs/js、Whrnwi/wi マウスとの交配によって
Ush1gjs変異を導入した。 
 
４．研究成果 
(1) Ush1gjs、Whrnwi 二重変異マウスの不動毛
配向・極性異常 
図 1 に示すように、Ush1gjs/js、Whrnwi/wi二
重変異マウスは、特徴的な Neural側の不動毛
の異局在、すなわち不動毛の配向パターンの
異常が認められるが、Celsr1 [Curtin et al. 
2003], Vangl2 [Montcouquiol et al. 2003], Ift88 
[Jones et al. 2008] などのマウス変異体が示す
ような典型的な有毛細胞の平面内細胞極性
（planar cell polarity：PCP）異常を示す不動毛
も検出される。これまで報告されている不動
毛の PCP 異常においては動毛の形成位置の
異常が認められていることから、本研究では
第一に Ush1gjs/js、Whrnwi/wiマウスの有毛細胞
上の動毛の詳細な形成位置を計測した。野生
型マウスの蝸牛有毛細胞の動毛の形成位置
は内有毛細胞（IHC）および外有毛細胞（OHC）
においてそれぞれ有毛細胞の平面中心部か
ら平均 9.9°および 6.6°であり、その位置は
Ush1gjs/jsおよび Whrnwi/wiの有毛細胞において
もほぼ同様であった。一方、Ush1gjs/js, Whrnwi/wi

マウスにおける動毛の形成位置は IHC およ
び OHC においてそれぞれ平均 20.8°および
30.2°であった。しかし、動毛の形成位置の異
常は不動毛の PCP 異常を示す有毛細胞にお
いて重度であったことから、本研究のデータ
からは動毛の形成異常と不動毛の配向異常
との関連を明確にすることはできなかった。 

 
(2) Ush1gjs、Whrnwi 二重変異マウス特異的発
現変動遺伝子群の同定 
本研究では PCP および不動毛配向に関わ
る新たな遺伝子を単離するため、野生型、
Ush1gjs/js、Whrnwi/wiおよび Ush1gjs/js, Whrnwi/wi

二重変異マウスの蝸牛から抽出した RNA を
用いて RNA-Seq解析を実施した。また、RNA
は動毛の有毛細胞の Neural 側への移動が開

始する胎生 16.5 日齢の蝸牛から抽出した 
[Jones and Chen 2008]。   

RNA-seqを実施した結果、それぞれの遺伝
子型のマウス蝸牛からは約 87,750万～94,660
万リードが得られ、野生型マウスと Ush1gjs/js

およびWhrnwi/wiマウス間でそれぞれ 37,911お
よび 37,950の遺伝子が 2倍未満（fold change）
の発現変動を示し、さらにそれらのうち
37,842遺伝子に共通の発現変動パターン認め
られたことからこれらの遺伝子を野生型と
Ush1gjs/js, Whrnwi/wiマウス間で比較した（図 2）。
その結果、39の遺伝子が 2倍以上変動してお
り、それらの遺伝子には 11 個の蛋白質コー
ド遺伝子、13個の small nuclear RNA、2個の
microRNAおよび 13個の機能不明遺伝子が含
まれていた。また、蛋白質コード遺伝子の中
にはWnt/PCP signaling pathwayとの関係が示
唆される遺伝子が検出され、PCPおよび不動
毛配向に関与する新たな候補遺伝子となっ
た。 

 
本研究では遺伝子発現解析によって抽出
した不動毛の PCP および配向への関与が予
想された遺伝子の KOマウス作製し、解析す
ることを目的として研究を進めてきた。しか
し、研究期間内に本解析で同定したWnt/PCP
シグナリング関連遺伝子の KOマウスの作製
には至らなかった。本研究において同定した
遺伝子の有毛細胞不動毛の PCP および配向
への関与を in vitro で実証した研究成果は報
告されておらず、本遺伝子の作製は有毛細胞
の形態形成の分野で大きな波及効果を生む
ことが予想されることから早急に KOマウス
を作製し、解析を実施したい。 

 
(3) WHRN-S の機能を回復した Ush1gjs, 



Whrnwi二重変異マウスの作製 
本研究の問題点は Whrn 変異体として

Whrnwi マウスを用いたことある。SANS は
WHRN-S アイソフォームで欠失している
PDZ ドメインと直接結合することから、
SANS の結合パートナーは WHRN-L である
[Maerker et al. 2008]。Whrnwi マウスは
WHRN-L および-S 両アイソフォームを欠損
していることから  [Ebrahim et al. 2016; 
Mburu et al. 2003]、今後（2）の実験結果の検
証、（2）で同定した遺伝子を解析、さらに、
新たに発現解析を実施する場合 WHRN-L の
欠損は実験の障害となる可能性がある。そこ
で WHRN-S の機能を回復するため、
WHRN-S全長を含むBACを導入したBAC-tg
マウスを作製した。 
本研究では 2 種の BAC トランスジェネシ
スに成功し、2系統の BAC-tgマウスを樹立す
ることができた。BAC RP23-351G9を導入し
た tg マウスにおいてはマウス難聴発症の原
因 と な る Cdh23c.753A 変 異 を 野 生 型 の
Cdh23c.753G 変異へと置換できたため、このマ
ウスを系統化に用いた。 
樹立した BAC-tgマウスはWhrnwiマウスと
の交配によって Whrnwi 変異アレルをホモで
導入し、表現型を解析した。ABRによる聴力
測定の結果、Whrnwi/wi マウスのような完全な
聴力は BAC-tg マウスでは回復していた。さ
らにこのマウスでは野生型に比べ、僅かに聴
力が低下しており、この表現型は Whrn-L ア
イソフォーム単独の KOマウスの表現型と類
似していた  [Ebrahim et al. 2016]。また、
WHRN-L および-S アイソフォームはそれぞ
れ不動毛の先端部および Ankle linkに局在す
ることが報告されているが [Ebrahim et al. 

2016; Yang et al. 2012]、図 3に示すように、
BAC-tg マウスでは不動毛基底部での発現は
検出されないが、不動毛先端部での発現が回
復した。さらに、作製した BAC-tg マウスの
不動毛は野生型同様に伸長することも確認
され（図 3）、作製したマウスは目的とした
WHRN-L アイソフォーム欠損マウスである
ことが強く示唆された。作製したマウスは
Ush1gjs/js、Whrnwi/wiマウスとの交配によって両
遺伝子変異を導入後、系統化し、今後の実験
に使用可能な状況となった。 
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