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研究成果の概要（和文）：TRIOBP-4（T4）とTRIOBP-5（T5）の2つのアイソフォームを欠損したマウスでは不動
毛の根が欠損していた。本研究ではTRIOBPのアイソフォーム毎の機能、およびアクチン構造や機能を解析した。
根は高い密度を保ったまま不動毛内に進展するが、この部位にT4は局在し、T5は根に局在していた。そこでT5特
異的KOマウスを作製し、根の低形成と進行性難聴を見出した。低形成の根は周囲のアクチンとの結合がそがれて
剛性が低下し、さらに支持細胞を含めコルチ器全体の剛性も低下していることをAtomic Force Microscopyを用
いて示せた。

研究成果の概要（英文）：Mice lacking both TRIOBP-4 and TRIOBP-5 are profoundly congenitally deaf by 
loss of rootlets.  In transgenic Triobp-4GFP mice, GFP-TRIOBP-4 localizes to rootlet segments within
 stereocilia. TRIOBP-5 homo-multimerizes and concentrates in rootlet segments embedded in the 
cuticular plate. Strikingly, TRIOBP-5 specific deficient mutants (TRIOBP-5 KO) show progressive 
hearing loss and develop dysmorphic, fragile stereocilia rootlets. During fluid-jet stimulation of 
increasing intensity, Triobp-5 KO stereocilia bundles of hair cells show increased 
pivotal-flexibility and susceptibility to damage. Atomic Force Microscopy detected a two-fold 
decreased apical surface stiffness in live TRIOBP-5 KO supporting cells. Thus, stereocilia rootlet 
formation requires TRIOBP-4, while TRIOBP-5 reinforces rootlets for life-long acoustical stimulation
 and also provides force-homeostasis across the sensory epithelium.

研究分野：耳科学
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１．研究開始当初の背景 
 
感音難聴は 20％にのぼる有病率の、最も頻度
の高い身体障害であるが未だ根本的な治療
法はなく、この分野の研究は強く求められて
いる。内耳で音を受容する不動毛を構成する
細胞骨格はアクチンであるが、我々はヒト遺
伝性難聴家系から新規アクチン束化分子”
TRIOBP”を同定した。この TRIOBP には、-1,	
-4,	-5の3種のアイソフォーム（以下	T1,	T4,	
T5）	が存在し，T4,T5 の 2 種のアイソフォー
ムの欠損がヒト遺伝性難聴の原因であり、こ
れを模したノックアウトマウス(T4/T5dKO)
では不動毛の根が形成されず完全な聾とな
っていた。さらに、精製した T4 タンパク質
とアクチンを用いた生化学的解析によって、
T4 のアクチン束化活性が明らかとなった。こ
の TRIOBP を切口として、内耳機能にとって
本質的なアクチン構造の様式制御を解明す
べく本課題を申請した。	
 
２．研究の目的 
 
有毛細胞の傷害は様々な原因（強大暴音、耳
毒性薬剤、遺伝性難聴など）により生じるが、
多くの場合不動毛の脱落から始まる。その不
動毛に機械的な強度をもたらしている「根」
の形成に必須な TRIOBP には、構造の全く異
なる複数のアイソフォームが存在し、これま
での研究から、それぞれがアクチン制御のみ
ならず様々な機能を持つ可能性が示唆され
ている。不動毛が正常に機能するためにはア
クチンの束化だけでなく、重合や網目構造、
架橋といった様々な制御が必要である。本課
題では TRIOBP の各アイソフォームを詳細に
解析することによって、有毛細胞における
TRIOBP のアクチン制御機構を解明し、その聴
覚への影響を検証する。	
 
３．研究の方法 
	
	 TRIOBP 各アイソフォームのアクチンに対
する機能を見るため、各種 TRIOBP 変異マウ
スを作製する。既報の T4/T5dKO マウスは T4
と	 T5 の両方をノックアウトするものであ
るため、T4 と T5 の機能の違いは検証できな
い。そこで T5 特異的なエクソン 9-10 を欠損
させたマウス（TriobpΔEx9-10、T5KO）を作製す
る（なお T4 配列は T5 の一部であるため T4
特異的 KO マウスを得ることができない）。ま
た同じ理由で T4 特異的抗体も作製できない
ため、T4 の局在および機能を講じる目的で
GFP-T4 のトランスジェニックマウスも作製
する。	
	 得られたマウスは聴力を測定するととも
に、アクチンという構造蛋白に関わるため電
子顕微鏡レベルでの形態学的解析を行う。
GFP-T4 マウスに加えて、各種 TRIOBP のタグ
付き発現ベクターを内耳器官培養に導入し
て局在および機能を検証する。	

	 我々は T4 のアクチン束化活性を示した
が、T4 と同じ配列を持たない T1 の内耳で
の機能は不明である。この T1 もアクチン
に関与することは培養細胞で報告されて
おり、Trio という GEF と結合することから
もアクチン構造様式を上流で制御してい
る可能性が高い。そこでこの T1 に結合し
協同する分子を免疫沈降で探索し、それら
の内耳機能を検証する。	
	
４．研究成果	
	
	 GFP-T4 マウスの内耳を、さらに抗体 GFP
抗体で緑色の T4 信号を強調させ、T5 の局
在はその特異的抗体で標識する事で T4 と
T5 の各々の局在を検証した（下図）。	

	
その結果、T5 は根に特異的に局在するのに
対して T4 は不動毛内で根と同様に高いア
クチン密度を示す部位（コア）に局在して
いた。この T4 のコアへの局在は、内耳器
官培養への GFP-T4 遺伝子導入でも確認で
きた（下図）。	

	 T5KO マウスは順調に得られ、これは進行
性難聴であることが聴性脳幹反応で確認
された。	
	 走査型電子顕微鏡で不動毛の形態を検
証したところ、やはり進行性に不動毛が変
性しており、難聴の原因と考えられた（下
図、生後 40 日目）。	

	 この不動毛での根の有無を透過型電子
顕微鏡で観察した。T4/T5dKO では根が完全
に消失しているのに対して、この T5 特異
的 KO では低形成ながら一部でみられた。
これは FIB-SEM	 (focused	 ion	 beam	 -	



scanning	electron	macrograph)で詳しく検
証された（下図）。	

（上グラフ）この根が低形成である T5KO の
不動毛束（bundle）の剛性を計測した。する
と野生型より明らかに低下していた。しかし、
この剛性低下は T4/5dKO マウスに比べると緩
やかなものであった。すなわち低形成であっ
ても根はある程度の剛性を持つことが示さ
れた。これは T4/5dKO マウスが生下時より聴
覚を全く獲得しない事に対して T5KO マウス
は一定の聴覚を得たのちに進行性難聴を示
すことと一致する。	
	 以上の結果は、T4 が根の発生に関わること、
T5 が根を維持するのに必要であることを示
している。	
	 予想していなかったことであるが、T5 は有
毛細胞の不動毛のみならず、支持細胞の
phalangeal	processes にも発現していた（下
図、白矢印）。	

	 phalangeal	processes とは、有毛細胞の
存在するコルチ器を支える構造である。こ
れを構成する分子としてT5が同定できた。
そこで、T5 がコルチ器全体の剛性に及ぼす
影響を atomic	force	microscopy で検証し
たところ、T5KO では内耳の支持細胞全体で
剛性が低下していることが解明された（下
グラフ、IPC:内柱細胞、OPC:外柱細胞、DC1:
内から 1 列目のダイテルス細胞、DC2:2 列
目のダイテルス細胞）。	

	
	 これら T4 と T5 に関する詳細な機能は、
アクチンという内耳で本質的な構造を精
密に制御する機構として全く新しいもの
である。音刺激という物理刺激で不動毛が
振動するのは音受容の根本であり、これを
支える根の機能を制御する機構は聴覚を
理解する上で必須である。	
	 また左グラフにある不動毛の剛性を定
量計測する実験系は、根の機能を解析する
上で重要なものであり、様々な環境下での
根を検証する重要な系である。	
	
	 T1 に結合する分子としては、Beta-actin,	
Ankycorbin,	NDPP1,	Ttc15,	MYPT1,	Dnahc1,	
UACA など多数同定された。これらに対する
抗体を作製、発現ベクターでの内耳器官培
養での検証などを進めている。これらによ
って、より広く内耳でのアクチン構造制御
が明らかにできると見込まれる。	
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