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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞膜脂質代謝酵素であるホスホリパーゼ Cδ３とその結

合タンパク質として同定したモータータンパク質ミオシン VIについて機能解析を行った。その

結果、両タンパク質がマウス内耳有毛細胞において共発現すること、培養細胞の細胞膜におい

て共局在することを明らかにした。さらにミオシン VIが機能することが知られるエンドサイト

ーシスや微絨毛形成にホスホリパーゼ Cδ３が関与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we performed functional analyses of phospholipase 
Cδ3, an enzyme involved in phosphoinositide metabolism, and its binding protein Myosin 
VI, a motor protein involved in molecular transport. As a result, we revealed that these 
proteins are coexpressed in the inner hair cells in mice and colocalized on the plasma 
membrane in cultured cells. Furthermore, we found that phospholipase Cδ3 regulates 
several cellular processes which depends on Myosin VI function, such as endocytosis and 
microvilli formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 PLCは PIP2を加水分解し、IP3 と DAG とい
う二つのセカンドメッセンジャーを産生す
る重要な細胞内シグナル伝達分子である。申
請者が所属する研究室では、δ型 PLCの個体

レベルでの機能を明らかにしてきた。δ型
PLC にはδ１、δ３、δ４の３種のアイソザ
イムが存在するが、PLCδ1KOマウスが表皮角
化細胞の増殖分化異常により顕著な体毛減
少を示すこと 2、PLCδ４KO マウスは精子先
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体反応異常による雄性不妊を示すことを明
らかにした。しかし、PLCδ３KO マウスには
見かけ上顕著な表現型が観察されないこと
から、PLCδ３アイソザイムの機能は未だ不
明である。そこで申請者らは、PLCδ３の機
能解析を目的として酵母 two-hybrid スクリ
ーニング法を行い、PLCδ３の結合タンパク
質としてミオシン VIを同定した。 
 
２．研究の目的 
 ミオシン VI はアクチンモータータンパク
質であり、エンドサイトーシスに関わること
が明らかになっている。個体レベルにおいて
は、内耳蝸牛器官の有毛細胞に多く存在し、
Snell’s Waltzer 難聴マウスの原因遺伝子と
して知られている。内耳有毛細胞は機械的な
音のシグナルを不動毛で感知する感覚上皮
細胞である。ミオシン VI はこの不動毛の構
造維持に不可欠であることが報告されてい
る。興味深いことに、ミオシン VI のエンド
サイトーシス小胞への局在やダイマー化は
PLCの基質であるPIP2との結合により制御さ
れる。また、内耳有毛細胞の不動毛には PIP2
が豊富に存在し、聴覚神経の機能に必須であ
ることが報告されている。これらの事実から、
PLCδ３は PIP2 代謝を介してミオシン VI の
機能を制御し、聴覚の機能において重要な役
割を担っている可能性が高い。そこで本研究
では、（１）PLCδ３とミオシン VI の結合様
式、（２）PLCδ３による MyosinVI の機能制
御、（３）内耳有毛細胞及びマウス聴覚おけ
る PLCδ３の機能、を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 PLCδ３とミオシン VI の詳細な結合様式、
PLCδ３によるミオシン VIの機能制御、マウ
ス聴覚における PLCδ３の役割を明らかにす
ることを目的として実験を行った。平成２０
年度は主に in vitro で分子レベル、細胞レ
ベルの解析を行い、平成２１年度には主に野
生型及び PLCδ３KOマウスを用いた個体レベ
ルでの解析を行った。 
 分子生物学的手法を用いて、PLCδ３とミ
オシン VIの詳細な結合様式の検討を行った。
具体的には、両タンパク質の結合部位を決定
することにより、機能との関連性を明らかに
した。さらに、細胞生物学的手法により、培
養細胞内での両タンパク質の局在や機能の
解析を行った。 
 分子レベル、細胞レベルでの解析結果をさ
らに発展させるために、マウス個体レベルで
の解析を行った。具体的には、野生型マウス
内耳有毛細胞における PLCδ３の局在、発生
や加齢に伴う発現パターンの変化を分子生
物学的、生化学的、組織学的に解析した。ま
た、PLCδ３KOマウス内耳有毛細胞における

ミオシン VIの局在、不動毛の形態変化を組
織学的に観察した。さらには、PLCδ３KOマ
ウスの聴覚機能を野生型マウスと比較し、
PLCδ３の聴覚における役割を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）PLCδ３及びミオシン VIの組織発現分
布をウェスタンブロッテイング法により確
認した結果、多くの組織において両者が共発
現していることが分かった。そこで両タンパ
ク質が多く存在するマウス網膜ライセート
を用いて免疫沈降を行った結果、内在性の両
タンパク質が結合していることが明らかに
なった。また欠失変異体を用いた解析から、
ミオシン VIの尾部と PLCδ３の C２ドメイン
及び PH ドメインがその結合に必要である事
を明らかにした。 
（２）PLCδ３の Hela細胞内での局在を検討
した結果、細胞膜に多く存在し、一部ミオシ
ンⅥとの共局在が確認された（図１）。さら
に、PLCδ３はエンドサイトーシス小胞に局
在することが明らかになった。RNAi による
PLCδ３の発現抑制を行ったところ、細胞膜
上の LDL受容体の減少や、クラスリン小胞に
よるエンドサイトーシスの低下などが観察
された。また、大腸がん細胞においては、PLC
δ３の発現抑制により微絨毛の形成に異常
が見られた（図２）。以上の結果から、PLCδ
３はミオシンⅥと共に、細胞内小胞輸送やエ
ンドサイトーシス、微絨毛形成に関与するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
図１：Hela細胞における PLCδ３とミオシン

Ⅵの局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：PLCδ３の発現抑制による微絨毛形成

阻害 
 
（３）ミオシン VI が豊富に存在するマウス
内耳蝸牛器官の凍結切片を用いて in situハ
イブリダイゼーションを行ったところ、ミオ
シン VI、PLCδ３mRNA 共に有毛細胞に限局し
て発現していた（図３）。PLCδ３のノックア
ウトマウスの内耳組織切片をミオシンⅥの



 

 

抗体を用いた免疫染色により解析した結果、
内耳におけるミオシンⅥの局在や内耳有毛
細胞の不動毛の構造に大きな変化が認めら
れなかった。また野生型及び PLCδ３KOマウ
スの聴覚機能を電気生理学的手法により比
較したが大きな変化は認められなかった。現
在加齢性の難聴発生における PLCδ３の役割
を解析するために、週齢を経たマウスを用い
た解析も行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：内耳有毛細胞におけるミオシン VI と
PLCδ３mRNA の発現 
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