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研究成果の概要（和文）：　我々はFGFシグナルがkinociliaの形態形成に関与していることを報告した後に、内
耳有毛細胞のstereociliaの先端に局在するFGFR1の役割解明を行った。まず、自作抗体での免疫染色により、特
徴的かつ一過性（P2-P7の蝸牛、P1-P10の前庭）にFGFR1が発現することを見つけた。また共通の抗原部位を認識
する市販抗体でも同様の染色像を確認した。更にP4マウス蝸牛からクローニングしたFGFR1遺伝子の配列に、膜
貫通および細胞内ドメインを含まない新規のisoformが存在した。一方、時期限定のFGFR1 cKOマウス作製を試み
たが、KO効率にバラつきがあり評価が困難であった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to clarify the effect of FGF signal on the 
morphology of stereocilia and transductional channeln of hair cells. We've reported reported that 
FGF signal helps not only the ear formation in early embryo stage but also kinocilia formation. 
FGFR1 exists in the tip of stereocilia temporary (P2-P7 in cochlea organ and P1-P10 in vestibular 
organ) using lab-made antibody. This was confirmed using the purchased antibody which recognize same
 region. Sequencing of FGFR1 gene from mouse cochlea sample on that transient stage, we found the 
new isoform which doesn't contain neither transmembrane nor intracellular domain. Although we tried 
to produce FGFR1 conditional KO mice, the estimation of these mice because of the variability of KO 
ratio.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１） FGFR1 と kinocilia 
Cilia 上に FGFRs が局在することが発見

されたのは 2005 年、Hirokawa らによるマ
ウ ス 胎 児 nodal で あ っ た 。 そ の 後
Neugebauer らは、zebrafish 等の motile 
cilia での FGFR1 阻害実験で、cilia の短縮
化と特異的遺伝子の発現低下を示した
（2009）。FGFR1 研究が進まない一番の理
由は、特異性の高い抗体が市販されていない
事であり、in situ hybridization が唯一の検
出手段であった。我々はニワトリおよびマウ
ス FGFR1 を認識する抗体を自作すること
により、世界にさきがけて内耳の kinocilia 
上に FGFR1 が存在することを確認した。 

 
（２） FGFR1 と stereocilia 
Kinocilia での結果から我々は、FGFR1 

が Pcdh15 の輸送に何らかの影響を及ぼし
ていると考えている。ニワトリ内耳蝸牛
（E10; stereocilia 形成時期）の pcdh15 抗
体による免沈の結果、FilaminA（stereocilia 
に お い て 、 Pcdh15 と 相 互 作 用 ：
Ramakrishnan NA et al, 2012）と FGFR1 
が検出された。また ift57 抗体（cilia 輸送体）
の免沈から Pcdh15 と Dab2（Myosin6 や
Clathrin と相互作用：Cong Yu et al, 2009）
が検出された。よって Pcdh15 と FGFR1 は、
kinoocilia と stereocilia において、直接もし
くはアダプターを介してベシクル内で複合
体を形成している可能性が高い。 
 
 
２．研究の目的 

Stereocilia に局在する FGFR1 のシグナ
ル分子機構を解明する。特異性の低い市販抗
体と比べ、マウスとニワトリに特異性が高い
自作抗体（FGFR1-SSD）により得られた
FGFR1 発現パターンは、特徴的で一過性（マ
ウス蝸牛：P2-P7、マウス前庭：P1-P10）で
あった。FGFR1 が感覚毛の成熟化（形態及
び機械電気変換）において重要な役割を果た
していると期待される。本研究に関する講演
では、国内外の内耳研究者から高い評価を得
ている。FGF シグナルによる Pcdh15 介在
ベシクル輸送制御に関する報告は未だなく、
感覚毛の形態維持や機械電気変換における
FGFR1 の新たな役割を解明することは非常
に意義深い。 
 
 
３．研究の方法 
期間は３年とし、kinocilia と stereocilia 

の先端に局在する FGFR1 の新たな分子機
構を解明する。これまでに我々の得た知見か
ら、tip link 分子 pcdh15 のベシクル輸送と
関わり、機械電気変換に影響する可能性が高
い。研究内容および予想される結果はクリア
で、複数の動物種を用いて期間内に遂行する。 
 

（１） FGFR1 阻害と stereocilia 形態・機
械刺激受容能解析 

 
[stereocilia の形態解析] 
in vitro 実験では、新生児マウス（P2-5）の
内耳器官培養を用いて、FGFR1 阻害剤
（SU5402）および soluble FGFR1 を添加し、
感覚毛の形態解析を行なう。in vivo 実験で
は 、 FGFR1 conditional KO マ ウ ス
（Atoh1-cre ER induced、tamoxifen 経口投
与）について、新生児、15 日齢、2 ヶ月齢 
での感覚毛の観察を行なう。 
[機械刺激受容能解析] 
上記の cKO マウス（Atoh1-cre/+; FGFR1 
fl/fl）について、新生児（器官培養）、15 日
齢（ip 投与）での蛍光色素 FM1-43 の染色
像を contorol マウス（Atoh1-cre/+）と比較
する。両者で違いがみられれば、Ca キレー
ターの BAPTA-AM や calmodulin 阻害剤の
TFP による影響も調べる。 
2 ヶ月齢マウスについては、聴覚機能評価と
して ABR 検査を行い、異常があればパッチ
ク ラ ン プ に よ る 機 械 電 気 変 換 
(mechanoelectorical transduction:MET) 機
能解析も行なう。 
 
（２） stereocilia での FGFR1 相互作用タ

ンパクの同定 
  
２種類の cKO マウス（Atoh1-cre または

Six1-cre）について、stereocilia 上で FGFR1 
と相互作用を行なうと予想されるタンパク
の抗体を購入し、免疫染色像をみる。免疫沈
降の結果から、Pcdh15、FilaminA、Dab2、
そして Pcdh15 と結合すると報告されてい
る Myosin15a、Myosin7a、Harmonin など
が stereocilia 上で分布の変化をおこしてい
ないか調べる。一方で、 Case Western 
Reserve 大 学  Alagramam 氏 よ り
Pcdh15-Tg2742 (null) マウスの内耳サンプ
ルを分与してもらい、FGFR1 の stereocilia 
での染色像に異常がないか調べる。 
また、感覚毛へのベシクル輸送に、FGFR1 ま
たは Pcdh15 が関与していることを確認す
るために、免疫電顕（TEM）をおこなう。 
 
（３） 細胞株を用いた FGFR1 相互作用タ

ンパクの機能解析 
 
 LLC-PK1 clone4 細胞株（Zheng L et al, 
2010）に Espin の遺伝子を導入することに
より microvilli を伸長したものを用いる。２）
において、stereocilia 上で FGFR1 あるいは
Pcdh15 と同局在が確認されたタンパクを、
この LLC-PK1 clone4 誘導細胞に遺伝子導
入し、microvilli の形状、タンパクの局在を
観察する。必要があれば、siRNA を用いた
阻害実験も行なう。 
 
（４） iPS 細胞の感覚毛発現効率化とFGF 



の役割 
  
ヒトおよびマウスの iPS 細胞ならびに ES 

細胞を用いる。既報の分化培養条件（Oshima 
K et al, 2010）のうち、Atoh1 の発現時期よ
り、FGF の種類、添加開始のタイミング、
添加期間、濃度勾配などを変化させる。まず
は、MyoVIIa 陽性細胞から有毛細胞 like 細
胞の感覚毛（Phalloidin 陽性）が効率的に形
成される培養条件を見つける。次に、この細
胞の感覚毛を様々な cilia 特有の抗体で染め、
本来の内耳有毛細胞との違いを探す。異常が
見つかれば、それを改善するために必要なタ
ンパク（遺伝子）を補充する。 
 
 
４．研究成果 
 
内耳有毛細胞の stereocilia の先端に特異

的に局在する FGFR1 の役割解明を行った。
一過性（マウス蝸牛：P2-P7、マウス前庭：
P1-P10）の発現であるため、時期限定の
FGFR1 の KO モデル作成およびその解析に
難航した。一方で、この時期に内耳に発現す
る FGFR1 が新規 isoform であるという仮定
のもと、3’Race を行った結果、膜貫通ドメイ
ンの一部と細胞内ドメインが欠失した分子
である可能性が示された。この結果は、
stereocilia の先端から分泌されているような
FGFR1 の免疫染色像とも一致する。 
 
（１） FGFR1 阻害と stereocilia 形態・機

械刺激受容能解析 
  
 Six1-cre による FGFR1 cKO では、新生仔
期に感覚毛異常（fragmented, mis-oriented）
を認め（図１）、この形状は Usher 関連タン
パク変異マウスと類似していた。3 ヶ月齢の
マウス内耳蝸牛は、有毛細胞およびラセン神
経節ともに顕著な細胞数減少が認められた。 

 
 
 

 
 

 
[図１] 
 
よって、FGFR1の floxedマウスを induced 

Atoh1-CreER マウスと交配し、時期限定の
conditional KO マウスの作製を試みた。タモ
キシフェン投与を出産直後の母マウスに行
った結果、１回投与よりは２回連投の方が、
腹腔内投与よりは経口投与の方が KO 効率は
高かった。また仔マウスへの腹腔内投与はバ
ラつきが多く評価できなかった。最もよい
KO 効率でさえも 20％に過ぎず、そのためレ
ポーターマウス（R26R-YFP マウス）との交
配による KO 細胞の同定が避けられず、その
ため免疫染色による評価効率もさがるとい

う結果になった。 
一方で、ex vivo 器官培養条件では高濃度の

タモキシフェンが添加可能のため、KO 効率
は 70％と in vivo の KO 効率よりは高かった
が、実験系としては従来の FGFR1 阻害剤
（SU5402）を使用する方が簡便であると考
えられた。 
 機械刺激について、FGFR1 cKO マウス
（Six1-cre）の蝸牛器官培養系で FM1-43 を
用いた検討を行ったが、コントロールとの有
意な差は認められなかった。 
 
（２） stereocilia での FGFR1 相互作用タ

ンパクの同定 
  
市販抗体のうち、共通の抗原部位（N 末数

10 アミノ酸）を認識する抗体では、自作抗体
と同様の染色像が確認された（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
[図 2] 
 
また、新生仔マウス内耳蝸牛サンプルから

抽出した cDNA の 3’Race からクローニング
された FGFR1 の新規 isoform について、全
配列決定した。N 末近傍の膜貫通ドメインお
よび細胞内ドメインをもたない分子で、抗体
認識部位を含んでいた。よって、stereocilia
に発現している FGFR1 は新規の isoform で
あり、FGF シグナルを介在しておらず、別の
役割を果たしている可能性が示された。 
 
（３） 細胞株を用いた FGFR1 相互作用タ

ンパクの機能解析 
 
 BMT10 細胞株を用いた in vitro 結合実験
では、Pcdh15 のうち stereocilia に特異的に
局在する isoform (CD3) と FGFR1 full 
length とが結合し、その結合は FGFR1 阻害
剤（SU5402）添加により低下して CD3 のリ
ン酸化も消失した。すなわち、CD3 と FGFR1
との相互作用が確認された。今後、3’-Race
から発見された FGFR1 isoform について、
その結合特性を調べる。 
 また、LLC-PK1 clone4 細胞を用いた検討
では、Espin 導入により micovilli の伸長が見



売られたが、FGFR1 full length および
pcdh15 CD2 の局在は主に pimary cilia に限
られた。一方で、エレクトロポレーション法
により、マウス胎仔（E13.5）の感覚上皮に
Pcdh15 CD2 遺伝子を導入した結果、その大
半が stereocilia に局在していたことから、細
胞株と用いた検討で microvilli に局在しなか
ったのはタンパク輸送に関与する何らかの
結合相手、すなわちモータータンパク
（MyosinVIIa, XVa 等）が必要であると考え
られた。 
さらに、（２）から得られた新規 FGFR1 

isoform についても遺伝子発現による局在の
検討が必要であると考えられた。 
 
（４） iPS 細胞の感覚毛発現効率化と
FGF の役割 
  
既 報 （ Oshima K, et al. Cell. 

2010;141:704-16.）に従い、iPS 細胞から有
毛細胞への分化を試みたが、有毛細胞の産生
効率が非常に低かった（0.01%）。また感覚毛
の形態自体も本物と大きく異なり、kinocilia
の欠落、microvilli の形成不良が考えられた
（図 3）。追加検討により、progenitor 細胞の
分化効率は顕著に向上した（数%）。これは、
BMP-4/SB-431542(TGF-beta 阻 害
剤)/FGF-2/LDN-193189(BMP阻害剤)という
stepwise treatment に加え、Wnt アゴニスト 
(CHIR-99021)の添加が効果的であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
[図 3] 
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