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研究成果の概要（和文）：GJB2変異型難聴の病態解明と治療法開発を目的に、GJB2変異難聴モデルマウスの生後
発育段階のコルチ器の組織学的解析を行った。通常はプログラム細胞死により正常コルチ器の立体構造が構築さ
れるが、GJB2の優性変異 R75Wを導入したトランスジェニックマウスでは、プログラム細胞死が遅延し、コルチ
器は一時的に過形成になることが示された。CX26-R75Wを発現する培養細胞により、同変異がギャップ結合の生
化学的特性への影響が示された（Kamiya et al. 投稿準備中）。本研究マウスの 受精卵から個体作出を行い繁
殖および遺伝子タイピングによる選抜をし、解析用難聴疾患モデルの作出が進んでいる。

研究成果の概要（英文）：The greater epithelial ridge (GER) is a developmental structure in the 
maturation of the organ of Corti. Situated near the inner hair cells of neonatal mice, the GER 
undergoes a wave of apoptosis after postnatal day 8 (P8). We evaluated the GER at P8 and P12 in 
human gap junction protein, beta 2, 26 kDa (GJB2) (also known as connexin 26 or CX26). In both 
non-transgenic (non-Tg) and R75W +mice, some GER cells exhibited apoptotic characteristics at P8. In
 R75W+mice at P12, apoptotic cells were still clearly evident in the GER. In R75W +mice, therefore, 
apoptosis in the GER persisted until a later stage of cochlear development. Cultured cells 
expressing CX26-R75W revealed that the mutation affects the biochemical properties of gap binding 
(Kamiya et al. in preparation). The fertilized eggs of R75W +mice have been selected by breeding and
 genotyping to create a model of deafness for analysis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GJB2の優性変異R75Wを導入したトランスジェニックマウスの8日齢と12日齢では、正常発達に起こるアポトーシ
スによるプログラム細胞死が遅延し、一時的にコルチ器が過形成の状態になることが示された。特にコルチ器近
傍のGERにおいて顕著で、このためコルチ器の圧排が生じ、有毛細胞の機能低下とコルチトンネルの消失の原因
となることが示唆された。以上より、GJB2変異型難聴ではGER領域のプログラム細胞死が遅延しているためコル
チ器形成が異常となり、聴覚受容機能の低下の一因となる新たな病態の可能性が示唆された。今後はGER領域の
遺伝子発現解析でのCX26-R75W変異による発生への影響を解析予定である。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 先天性難聴は 2000 人に 1人と高頻度でその半数が遺伝性である。そのうちGJB2(コネキシン
26)遺伝子変異は日本人で最も高頻度の原因遺伝子で、早期発見と治療方針を決定する上で本質
的な発症原因の探求が重要である。しかし、ヒトの内耳では生検や侵襲的な生理学的検査は困難
なため、ヒトのGJB2 遺伝子変異と等価の動物モデルを我々の研究グループは世界に先駆け gjb2
遺伝子の優性阻害効果を示す変異体マウス(Tg)を開発した(Hum Mol Genet. 2003)。 
Tg マウス生直後から 2 週齢までのコルチ器評価を企画した結果、8 日齢ですでにコルチトン
ネル（TC）の消失と外有毛細胞（OHC）の変性を認めた。我々のこれまでの研究において、Tg
マウスの蝸牛は、生後の発達障害により早期からコルチ器の細胞骨格異常を認めるために、高度
難聴を呈することが実証された。具体的には、8 日齢では、コルチトンネルの骨格を形成する、
柱細胞内のマイクロチュブリンの形成不良を認めた（Inoshita A, et al. Neuroscience, 2008）。 
また以上の結果から新たに、Tg マウスのコルチ器において Greater epithelial ridge(GER)の
過形成が示唆された。通常GERは未熟な内耳組織に存在し、生直後から蝸牛内有毛細胞の更に
内側に認められ、成熟後の蝸牛では消失する。GER では通常、生後 6 日頃を境に急激なアポト
ーシスが生じ、蝸牛成熟後に消失する。これまでの我々の一連の結果から、Tg マウスではGER
内でのアポトーシスの異常が示唆されたことは、非常に興味深いものであった。 
そこで、Tg マウスのコルチ器の GER を中心として、更に解明することは極めて必要な研究と
考えた。 
 
 
２．研究の目的 
GJB2 遺伝子変異は、日本人で最も高頻度で、かつ高度難聴を呈する先天性難聴の原因遺伝子
であるが、本質的な発症原因がいまだ不明である。本研究では、GJB2 遺伝子変異モデルマウス
の内耳の組織学的評価を行い、難聴の原因・病態を把握し治療法を検討することを目的とする。
具体的には、GJB2 遺伝子変異モデルマウスの①内耳コルチ器細胞骨格異常の評価、②生直後か
ら成熟期までの内耳発達過程におけるアポトーシスの評価、③分子細胞レベルでの難聴治療法
の確立である。 
 
 
３．研究の方法 

1） 透過型電子顕微鏡を用いてGER細胞内のアポトーシスを評価する。 

2） H-E 染色切片を用いて GER 内の合計細胞数、GER 内のアポトーシス細胞数、GER 面積

を測定する。 

3） アポトーシス実行因子である活性型 caspase3 の GER での発現を免疫染色で確認する。 

4） コルチ器三次元構築を薄切連続切片の組織学的観察とコンピュータによる再構築作業で解

析する。 
 
 
４．研究成果 

通常の生後発達の際は、プログラム細胞死によってコルチ器の立体構造が構築されるが、臨床
において検出されるGJB2 の優性変異 R75Wを導入したTgマウスにおいては、8日齢と 12 日
齢を評価した結果、正常発達に起こるアポトーシスによるプログラム細胞死が遅延し、コルチ器
は一時的に過形成の状態になることが示された。 



この現象は特にコルチ器近傍のGER において顕著にみられ、このことによってコルチ器の圧
排が生じ、有毛細胞の機能低下とコルチトンネルの消失の原因となっていることが示唆された。
これらの結果は遺伝学専門誌にて報告された。(Inoshita et al., BMC genetics 2014, 15(1):1-8） 
これらの結果から、GJB2 変異型難聴では GER 領域のプログラム細胞死が遅延していることに
よりコルチ器形成が異常となり、これが聴覚受容機能の低下の一因となる新たな病態の可能性
が示唆された。 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

  

CX26-R75Wを発現する培養細胞により、同変異がギャップ結合の生化学的特性に影響を与え
ることが示された（Kamiya et al. 投稿準備中）。 

本研究にて用いたTgマウスに関しては、 受精卵からの個体作出を行い繁殖および遺伝子タ
イピングによる選抜を行ない、解析用の難聴疾患モデルの作出が進んでいる。今後の計画とし
てはGER 領域の遺伝子発現解析によりCX26-R75W 変異による発生における影響を解析する
予定である。 

内耳 GER 内の Caspase3 発現(赤色) 

正常体(A)と比べ、変異体(B)ではGER 内のCaspase３の発現

が豊富である(生後 12日)。 
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