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研究成果の概要（和文）：ヒト遺伝性難聴の責任遺伝子として、アクチン動態に関わる分子“TRIOBP”同定した。この
TRIOBPには、-1, -4, -5の3種のアイソフォームが存在する。蛍光ゲル濾過法によりアイソフォーム間のホモ多量体お
よびヘテロ多量体を形成することを見出し、TRIOBPは複合体として機能している事が示された。また抗TRIOBP抗体を用
いた免疫沈降反応にて、様々な分子がTRIOBPに結合する事が示され、TRIOBP複合体により内耳が機能していると考えら
れる。またアイソフォーム特異的ノックアウトマウスを作成した。これによりアイソフォーム間での機能の違いが浮き
彫りとなる。

研究成果の概要（英文）：We have identified TRIOBP, a structural molecule as a response molecule to harmoni
ze actin cytoskeleton in the hair cells of the inner ear. Especially, TRIOBP is necessary to generate root
lets of hair cell stereocilia, the actin based protrusion that detect the sound stimuli and transduce.  Th
ere are three kinds of isoform of this molecule, and we are investing of the isoform specific function. Fl
uorescence-detection size- exclusion chromatography and immunoprecipitation showed us the existence of TRI
OBP complex on each isoform. Moreover, we have generated the isoform specific knock out mice model. We hav
e just staring the characterization, and this would be the best model to look into the function of each is
oform in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
難聴の有病率は約 20％で、もっとも頻度の高

い身体障害である。しかし聴覚受容の分子メ

カニズムには未だ不明な点が多い。内耳で音

を感知する細胞は有毛細胞であり、このアピ

カル面には不動毛とよばれるアクチン束で

形成される構造がある。不動毛が音により振

動し、音として感知する。この不動毛は細胞

質へ伸びるアクチン束の「根」を持っている。

しかしこの根に特異的に局在する分子はこ

れまで知られておらず、ゆえに根の機能は解

明されてこなかった。 

 われわれはヒト難聴家系から TRIOBP 遺伝

子変異を同定し、TRIOBP 蛋白は根に局在する

新規のアクチン束化分子であることを発見

した。無細胞系で T4 をアクチンと反応させ

ると根と同様のアクチン束を形成した。また

T4/T5 をノックアウトしたマウスでは根が形

成されず聾となった。これらの知見により、

T4 または T5 が根を形成上で必須である事が

示された。しかし各アイソフォームの機能や、

どのドメインがどのようにアクチンを束化

するのかは不明であった。T1 は T4 と塩基配

列が全く存在せず、束化とは異なった機能を

持つ可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 既知のアクチン束化因子はアクチン繊維

の間に入って架橋するため、アクチン同士の

間に隙間ができる。T4/T5 は分子量の大きな

分子であるにも関わらず、隙間のない非常に

密度の高いアクチン束を形成するため、新規

のアクチン束化様式が示唆される。また T1

は根が形成する前に同部位に局在するため、

根の位置決めに関わっている可能性がある。

T4 も根のみならず有毛細胞の頂面の細胞質

にある、クチクラ板とよばれるアクチン細胞

のメッシュワークにも存在する。T4 はこのク

チクラ板に根を固定する可能性もある。また、

TRIOBP の各アイソフォーム間が恊働する可

能性もある。 

 本研究では TRIOBP のドメイン構造、各ア

イソフォーム(-1, -4, -5) の機能および、

これらTRIOBPのアクチン束化機構を解明し、

アクチン細胞骨格の関与する生命現象の理

解につなげることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 
（1）蛍光ゲル濾過法による、各 TRIPBP アイ

ソフォーム全長、および断片を精製するため

の、可溶化条件を検討する。同時に蛍光ゲル

濾過法にて、多量体の形成や、各アイソフォ

ーム間の結合を検証する。 

（2）TRIOBP 各アイソフォームおよび断片を

発現させて、TRIOBP 精製して、アクチンと反

応させる生化学実験を行う。 

（3）アイソフォーム特異的ノックアウト

(KO)マウスの作製と表現形解析を行う。もし

このマウスが目論どおりに得られない場合

は、培養細胞に過剰発現もしくは RNAi を用

いてノックダウンし、表現形を解析する。ま

た内耳器官培養に過剰発現させての表現形

を解析する。 

（4）T4 は T5 のスプライスバリアントである

ため、T4 特異的 KO マウスは得られない。よ

って T4/5 KO マウスの内耳器官培養に T5 を

アデノウイルスベクターで導入し、表現形解

析を行う。 同時にヒト遺伝性難聴の変異を

ミミックする N末断片の TRIOBP も導入する。

これはよりヒトの病態にせまるモデルとな

りうる。    

 （5）TRIOBP と恊働して機能する分子を、免

疫沈降にて探索する。 

 
４．研究成果 
（1）コール酸 や CHAPS 等の界面活性剤で、
複合体を維持した状態で可溶化されている
ことが示唆された。可溶化条件下において
T1,T4,T5 それぞれがホモ多量体(下図)を、ま
たアイソフォーム共発現サンプルからヘテ
ロ多量体を形成していることを見出した。
TRIOBP はこのような複合体を形成しアクチ
ンを束化し、根を形成・維持していると考え
られる。 

（2）まずは早期に可溶化できた T4 を断片毎
に束化機能を解析した。これまでに T4 に 2
つある特徴的な反復配列（R1 ならびに R2）
がそれぞれアクチン束化能を持っているこ
とを見いだした。さらに面白いことに、R1 は



イオン結合、R2 は疎水結合と、それぞれ異な
る様式でアクチンと結合しており、R1 がアク
チン束に新たなアクチンを捕捉して束を太
くするのに対し、R2 はその束の中でのアクチ
ン間接着を強めるという機構が明らかとな
った(下図：T4 部位欠損変異体によるアクチ
ン束化の電子顕微鏡像)。T4 以外のアイソフ
ォームも可溶化に成功し同様の実験を開始
している。 

 
（3）T1 および T5 のアイソフォーム特異的な
KO マウスの作製を進めている。T1/T5 KO マ
ウスは胎生致死であったため、T1 KO マウス
も胎生致死であると考える。これはすでに内
耳特異的 Cre マウスと交配中である。T5 特
異的 KO マウスはすでに得られており、高度
難聴を示している。この表現形解析はT4/5 KO
と併せて、T4 および T5の機能の違いや恊働 
が明らかとなる。 
また、GFP 融合 T4（T4-GFP）を発現するトラ
ンスジェニックマウスの作製に成功した。こ
のマウスにより生体内での局在やターンオ
ーバーの解析が可能となった。 
 
（4）T4/5 KO の内耳器官培養へ T5 を導入す
る（T4 特異的機能の解明）、またヒト変異遺
伝子を導入する（ヒト難聴の病態解明）アデ
ノウイルスベクターの作製に成功した。これ
により、より深く TRIOBP の機能にせまる事
ができる。 
 
（5）T1 はアクチン動態を制御する GEF であ
る巨大分子 Trio(340kD)と直接結合する。こ
れは内耳において他の分子を含む複合体を
形成している可能性が高い。そこで T1 を認
識する抗体を用いた内耳組織の免疫沈降を
行った。その結果、複数の、アクチン結合タ
ンパク質、細胞骨格関連分子、およびセカン
ドメッセンジャー（Ankycorbin、Uaca、
Protein phosphatase1 regulatory subunit、
Phosphodiesterase）などを同定した。本研
究では、これらの内耳での機能を解析し、内
耳でのアクチン動態を包括的に検証する。ま
た、面白いことに元々不動毛の先端（Tip）
に局在するタンパク（Pcdh15, Fgfr1）が
T4/T5dKO マウスの内耳では、いずれもの 不
動毛の基底部分への局在に変わることが分
かった。これは TRIOBP が、不動毛の先端へ
局在する分子を選択している Gate Keeper で
ある可能性を示している。 
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