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研究成果の概要（和文）：ヒト難聴発症責任遺伝子であるWhirlinには、Long型およびShort型のアイソフォームが存在
する。本研究は両アイソフォームおよび相互作用するタンパク質の機能を明らかにするための変異マウス樹立を目的と
して実施した。結果、両アイソフォーム独自のプロモーター候補領域をそれぞれ検出したが、Shortのプロモーター候
補領域ノックアウトマウスの樹立には至らなかった。また、Shortの配列をBaitとして酵母２ハイブリッドを行った結
果、7種のタンパク質との相互作用が認められ、そのうちLimk2のアイソフォームであるLimk2cのmRNAが脳、内耳および
眼球で特異的に発現することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Whirlin is one of the responsible genes for non-syndromic deafness and Usher 
syndrome type 2. Two whirlin transcript variants, such as “Long” and “Short”, were reported. In this 
study, I attempted to establish mutant mice strains to know the functions of both isoforms and proteins 
interacted with whirlin. First, I tried to detect promoter candidate regions for both isoforms. Isoforms 
specific candidate regions were detected which implied that expressions of both isoforms were controlled 
independently. To establish Short specific KO mouse strain, I attempted to delete Short specific promoter 
candidate region. However, the strain could not be established. Second, yeast two-hybrid analysis using 
short isoform as bait suggested that seven proteins were interact with whirlin. Limk2, one of seven 
proteins, have four isoforms. In this study, I found that mRNA of Limk2c, one of four isoforms, was 
specifically expressed in brain, inner ear and eye.

研究分野：遺伝学

キーワード： whirlin　遺伝性難聴　マウス
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１．研究開始当初の背景 
(1) 内耳有毛細胞の頂部に組織された
Stereocilia（不動毛）は、外界から受容した音
を電気信号に変換するために重要な役割を
もち、不動毛に障害をもつヒトおよびマウス
は重篤な難聴を発症することからも我々が
音を聞くために必須のオルガネラである 
（Gillespie & Müller, 2009）。最近の約 20年の
研究によってこの形成に関与する複数の遺
伝子が同定されてきた。特に、その主要な遺
伝子群は、ヒトにおいて感音性難聴、網膜色
素変性症および平衡異常を併発する Usher症
候群の責任遺伝子群である。Usher 症候群は
それぞれの疾患の発症時期および重篤度か
ら I~III型に分類されており、これまで I型に
おいて 6 種、II 型において 3 種、および III
型において 1種の責任遺伝子が同定されてい
る（Yan & Liu, 2010; Riazuddin et al., 2012）。
また、これらの遺伝子は相互作用することが
明らかとなっており、特に、それぞれのタイ
プの責任遺伝子がコードするタンパク質間
でネットワークを形成することが近年の研
究で実証されている（Kikkawa et al., 2012）。 
 
(2) 我々のグループはこの Usher タンパク質
複合体のメンバーのうち、Whirlinに注目して
研究を進めてきた。Whirlinは難聴・行動異常
のマウス突然変異体である whirler マウスか
ら我々のグループがポジショナルクローニ
ングによって同定し（Mburu et al., 2003）、ヒ
ト非症候群性難聴（DFNB31）および II 型
Usher 症候群の責任遺伝子であることも明ら
かとなっている（Mburu et al., 2003; Ebermann 
et al. 2007）。Whirlinは N末端側に 2つおよび
C末端側に 1つの PDZドメイン、および中央
部に Prolin-rich 領域といったタンパク質結合
ドメインをもつ典型的なスカフォールドタ
ンパク質であり、実際に複数のタンパク質と
の相互作用することが報告されてきた
（Brown et al., 2008; Kikkawa et al., 2012）。特
に、多くのヒト難聴発症責任遺伝子、不動毛
形成に機能する遺伝子がコードするタンパ
ク質との相互作用が報告されていることか
ら、我々は Whirlin の主要な役割は内耳有毛
細胞の不動毛形成に機能するタンパク質間
ネットワーク形成の仲介であると考えてい
る。 
 
(3) 一方、Whirlin遺伝子からは、オルタネイ
ティブスプライシングによって主として”
Long”および”Short”の 2種のアイソフォー
ムが転写・翻訳されることが明らかとなって
おり、これらは独立した転写制御を受け翻訳
されることも示されている（Mburu et al., 
2003; Yang et al., 2010）。また、両アイソフォ
ームは共通して不動毛の形成初期に限定し
て不動毛に発現するものの（Kikkawa et al., 
2005）、その局在は異なっており、完全長の
mRNA から翻訳された Long アイソフォーム
は、不動毛形成初期に不動毛間に形成される

腺毛である ankle-link に特異的に局在し
（Michalski et al., 2007）、一方、N末端側の 446
アミノ酸、すなわち 2種の PDZドメインを欠
損した Short アイソフォームは不動毛先端部
に特異的に局在する（Kikkawa et al., 2005）。
また、両者はそれぞれが異なった不動毛形成
に必須なタンパク質と結合することも明ら
かとなっており、Longアイソフォームは主に、
Whirlin 同様に Usher タンパク質である
VLGR1, Usherinおよび CIB2と（Adato et al., 
2005; Michalski et al., 2007; Riazuddin et al., 
2012）、Shortアイソフォームは非症候群性難
聴の責任遺伝子である MYO15Aおよび Eps8
と結合する（Belyantseva et al., 2005; Manor et 
al., 2011）。さらに、両者はそれぞれ特異的に
機能を欠損したマウス突然変異体が樹立さ
れており、その表現型およびその結合するタ
ンパク質の機能から、Longアイソフォームは
不動毛間接着に、Shortアイソフォームは不動
毛伸長に機能することが予想される。 
 
(4) さらに、申請者のグループは、両者が不
動毛形成初期に限定して発現することに注
目し、胎生 15 日齢～生後 8 日齢の蝸牛にお
ける 2種のアイソフォームの発現量、および
不動毛における局在を明らかにすることを
目的とし、継時的な発現解析を行ってきた。
その結果、Longおよび Shortアイソフォーム
には、一部のエクソンが欠失したサブタイプ
が存在し、それらのアイソフォームも普遍的
に蝸牛で発現していることを確認した。加え
て、これらサブタイプに存在または欠損する
ペプチド配列を抗原とした抗体を作製し、有
毛細胞の免疫組織染色を行った結果、サブタ
イプ間で不動毛における局在が異なる可能
性が見出された。従って、それらのアイソフ
ォームに相互作用するタンパク質を明らか
にすることは、不動毛形成の分子メカニズム
を解明するために極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
(1) Whirlinの Longおよび Shortの機能の詳細
を明らかにするために、アイソフォーム特異
的マウス突然変異体樹立を目指す。 
 
(2) Whirlinの各アイソフォームと相互作用す
るタンパク質を同定し、その機能を明らかに
するために、相互作用タンパク質のマウス突
然変異体樹立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Longアイソフォームについては、エクソ
ン１をノックアウトしたマウスが Yang et al.
によって既に報告されている（Yang et al., 
2010）。しかしながら、Shortは、Longの後半
部と遺伝子配列が完全に重複しているため、
エクソンをノックアウトする方法では Short
のみのノックアウトマウスを作成すること
は不可能である。そこで、両アイソフォーム
のプロモーター領域を 5’-RACE、luciferase 



assay および EMSA（Electrophoresis Mobility 
Shift Assay）で探索し、さらに、リアルタイ
ム PCR で両アイソフォームの発現量の変動
を調べ、それぞれが独立のプロモーターで独
自に発現調節をされていることを調査した
後、Shortのプロモーター領域のノックアウト
を CRISPR/Cas9 系 を 用 い て 試 み る 。
CRISPR/Cas9系は、プロモーター候補領域の
上流および下流をターゲット配列として
sgRNAを導入すると同時に、上流および下流
の配列 60 bp ずつを繋ぎ合わせた 120 bp の
ssODNを sgRNAと同時に導入する。 
 
(2) Shortの配列を baitとして yeast two-hybrid
を行い、相互作用するタンパク質を探索する。
in vitro で相互作用が認められたタンパク質
について、それぞれのアイソフォームの
mRNA の内耳での発現を RT-PCR で調査し、
発現が認められたアイソフォームについて
Western Blotting法で内耳からのタンパク質の
検出を試みる。同時に、ホールマウント免疫
染色も実施し、タンパク質の局在が認められ
たら、CRISPR/Cas9系を用いてノックアウト
マウスの作成を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) ①Long および Short のプロモーター領域
を探索するため、5’-RACEを行った。エクソ
ン１の開始コドンから上流向きと、エクソン
６に位置する Short の開始コドンと推定され
る領域から上流向きに実施した結果、エクソ
ン１の上流に向けたRACEでは結果を得るこ
とができなかったが、エクソン６の上流に向
けたRACEで複数の配列を得ることができた。
それらは全てエクソン６およびその上流の
イントロン５の 3’末端を含んでおり、また、
最も多く得られた配列は、イントロン５の 3’
末端を 108 bp含んだ配列であった。 
②Longのプロモーター候補領域は、エクソン
１の上流部に複数存在することが Forrest et al.
により示唆されたので（Forrest et al., 2014）、
文献情報および 5’-RACE の結果を基に
luciferase assayおよび EMSAを行いそれぞれ
のプロモーター領域の推定を行った。その結
果、エクソン１の上流 155-31 bp およびエク
ソンの６の上流 135-2 bpの位置に、プロモー
ター候補領域を検出した（図１）。両アイソ
フォームの発現量変動調査の結果からも、両
アイソフォームがそれぞれ独自に発現調節
を受けていることが示唆された（図２）。 
③そこで、Short特異的ノックアウトマウスを
作成するために、CRISPR/Cas9 系を用いて
Short 特異的プロモーター候補領域を欠失し
たマウスの作成を試みた。結果、残念ながら
ターゲット領域を欠失したマウスの作成に
は至らなかったが、エクソン６から 42 bp上
流 に 28 bp の 挿 入 を 持 っ た 個 体
（ c.1218-43_42insCACACTGAAATGTGAGC
CATGGTAAGGC）を作成することができた。
この変異体マウスには、異常は認められなか

ったことから、この部位およびこの部位に結
合すると予測された転写因子である EGF2お
よびE2F3はShortの発現調節には機能してい
ないと推察された。また、イントロン５に存
在し、開始コドンとして機能する可能性のあ
った ATG 配列が実際には開始コドンとして
機能していないことが示された。 
④以上の研究成果から、データベース上では
同一のプロモーターで発現制御されている
とされる Longと Shortは、実際は独自のプロ
モーター領域を持ち、独立に発現をコントロ
ールされていることが推察された。 
 
(2) Shortの配列を baitとして yeast two-hybrid
を実施した結果、in vitroで 7種のタンパク質
との相互作用が認められた。そのうちの１つ
である RPGRは既に in vivoでの実際の相互
作用が報告されているが（Wright et al., 
2012）、他のタンパク質ではまだ報告がない。
そのうちの１つである Limk2 には、タンパ
ク質間相互作用に機能する LIM ドメインを
保有し、a、b、cおよび tと名付けられたアイ
ソフォームが存在するが、特に Limk2c は脳
に、Limk2tは精巣に特異的に発現することが
知られている（Ikebe et al., 1998）。そこで、
RT-PCRを行い、それぞれのアイソフォーム
のmRNAの発現をWhirlinタンパク質が発現
している生後６日齢のマウスにおいて調査
したところ、Limk2cは脳だけでなく内耳およ
び眼球にも発現が認められた（図３）。これ

 
図３：Limk2c のｍRNA の各組織での発
現を RT-PCRで調査。生後 6日齢のマウ
スを使用。 

 

図２：Longおよび Shortの発現変動。黒丸
が Long、白丸が Shortを示す。 

 

図１：推定転写開始部位。 



を踏まえて、特異的抗体を用いて Western 
Blotting 法およびホールマウント免疫染色で
内耳でのタンパク質の発現を調査したが、現
段階では内耳でのタンパク質の発現および
局在は認められていない。 
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