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研究成果の概要（和文）：マウスでは有毛細胞培養がうまくいかなかったため、モルモットへ動物種を変更し
た。TRIOBP-1ノックダウンモルモットを作成するため,RNA干渉システムプラスミドを作成した。これをAAVウイ
ルスベクターで導入し、TRIOBP-1欠損有毛細胞を単離することに成功した。共同研究者より提供を受けたCy3ラ
ベルDNAバネを有毛細胞に導入することを試みたが、実験にかかる予算が不足し、これ以上の実験はできなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Since hair cell culture was unsuccessful in mice, the animal species was 
changed to guinea pigs. To generate TRIOBP-1 knockdown guinea pigs, we constructed an RNA 
interference system elastic body. We tried to introduce Cy3-labeled DNA springs provided by our 
collaborators into hair cells, but due to lack of funds for experiments, we were unable to carry out
 further experiments.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： TRIOBP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、内耳だけに限定されない普遍的なミオシンの活性調節に新たな知見をもたらす可能性があった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
「聞こえ」を感じる際、内耳蝸牛は音振動による機械ストレスを必然的に受けるため、軽減する
ための適切な伸縮「しなり」が備わっており、蝸牛での聴覚受容に重要であると考えられるが、
その調節機構の詳細は明らかではない。代表的なものとして、有毛細胞の不動毛先端にあるメカ
ノチャンネルの開閉に関わるチップリンクという精巧な仕組みや、音振動で前後に激しく揺れ
る不動毛の根の役割が挙げられる（図１）。これまで研究代表者・北尻は、アクチン束化タンパ
ク TRIOBP が、この不動毛や基底板のしなりの役割に寄与していることを剛性定量と原子間力
顕微鏡により明らかとしてきた(JCI Insight 2019、Cell 2010）。 
さらに研究代表者らは、TRIOBP-1 が RhoGEF である Trio とミオシン制御軽鎖（MLC）の脱
リン酸化酵素（MYPT1 と MBS85）と複合体を形成すること、MYPT1 自身のリン酸化を制御
していることを発見した(ARO winter meeting 2019)。有毛細胞不動毛には少なくとも６種類の
ミオシンが局在しており、これまでの研究から様々な難聴関連分子の輸送に関わっていると言
われている（図２A）。そこで我々は『不動毛の分子輸送としなりは、TRIOBP による MYPT 
family を介した複数のミオシン活性調節に起因する』との仮説をたてた。MYPT1 がミオシン
2a の活性を制御するのは知られているが、他のミオシンにおける活性調節への寄与については
全くわかっていない（図２B, Annu Rev Physiol 2006）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MYPT 活性低下という特性をもつ TRIOBP KO マウスと、ＤＮＡバネという最

新のミオシン視覚化プローブを用いることにより、有毛細胞不動毛における複数ミオシンの活
性調節機構を明らかにすることを目指す。 

 
３．研究の方法 
 申請者が作製した KOマウスを用い、ミオシン活性調節の分子制御機構を解明し、研究分担者・
岩城が開発した Cy3 ラベルＤＮＡバネによるナノイメージング技術を応用して、有毛細胞不動
毛内のミオシン挙動の実態を、しなりと分子輸送の２つの観点から把握・分析する。 
 １年目で各種ＤＮＡバネと新規リン酸化抗体の作製とバリデーション、２年目に新規抗体を
用いた種々のタンパクアッセイと wild-type マウスでのイメージング解析系の確立、最終年度
で TRIOBP KO マウスならびに様々なミオシン活性調節薬の影響について解析する。 
1）ミオシン 2a によるしなりの制御機構の解明 
 TRIOBP-4/5 KO では MYPT1 調節本体の TRIOBP-1 の根での局在がなくなることから、本研究で
はこの KOマウスに加えて既に作製済みの TRIOBP-1 コンディショナル KOマウス（未発表）を陽
性対照とし、wild-type マウスとの比較実験を行う。しなりの分子制御機構についてはＤＮＡバ
ネによるナノイメージングを主に行う。具体的には、バキュロ系にて SNAP-tag タグ付きミオシ
ン 2a リコンビナントタンパクを発現・精製し、ベンジルグアニンリンカーをつけたオリゴと反
応させ、最終産物であるＤＮＡバネを精製する（結合効率＞95%）。次に、蝸牛器官培養系に遺伝
子導入法（エレクトロポレーション、リポフェクション）等取り込み機構を利用してＤＮＡバネ
を細胞内に挿入し、全反射照明蛍光顕微鏡 (TIRF)にて観察する（図４参照）。キャピラリー水流
による不動毛揺らしシステム、および筋型ミオシン２の挙動観察システムは既に構築し、蝸牛器
官培養系でも遂行可能である。遺伝子の細胞導入については、Ashmore 教授による支援を必要に
応じて得るほか、岩城が確立した phalloidin 結合 DNA バネによる細胞外ラベル法による間接的
なしなり解析を行う。ミオシン２の活性調節についても、各種阻害剤や活性化剤の添加実験を準
備しており、その挙動変化について観察も必須とする。 
2）様々なミオシンによる分子輸送の制御機構の解明 
 不動毛に局在する６種類のミオシンのうち、ミオシン 6は他のミオシンとは逆方向（マイナス
エンド）に進むため、DNA バネの一端にミオシン 6を、もう一端に残りのミオシンを（Strep-tag 
II タグ付きタンパクとビオチンリンカーにて）結合させることにより、不動毛内でのミオシン
挙動を解析する。既に岩城は、これに関してＤＮＡバネにおける綱引き挙動を観察している（未
発表）。1)と同様、実際のミオシン挙動を反映しているかどうかは、GFP 抗体-ＤＮＡバネを用い
ることにより、解析が可能である。 
今回 TRIOBP の結合相手として見つかった MBS85 に着目し、いくつかの新規抗体を作製すること
により、その分子ターゲットとなるミオシン制御軽鎖の発見ならびにリン酸化調節についてタ
ンパクアッセイを行う。 
 
４．研究成果 
マウスでは有毛細胞培養がうまくいかなかったため、モルモットへ動物種を変更した。TRIOBP-
1 ノックダウンモルモットを作成するため,RNA 干渉システムプラスミドを作成した。これを AAV
ウイルスベクターで導入し、TRIOBP-1 欠損有毛細胞を単離することに成功した。共同研究者よ
り提供を受けた Cy3 ラベル DNA バネを有毛細胞に導入することを試みたが、実験にかかる予算



が不足し、これ以上の実験はできなかった。 
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