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研究成果の概要（和文）：Brn4はニューロンや、蝸牛細胞の分化に関わる転写因子であり，X染色体性の非症候
性難聴では最多の疾患であるX-linked deafne ss type3（DFN3）の原因遺伝子であるが、その機序は未だ解明さ
れていない。研究代表者はBrn4欠損マウスと先天性難聴CX26(GJB2)変異難聴ともにギャップ結合複合体崩壊を有
することを発見した。ギャップ結合を標的とした治療法開発が同疾患にも適用できると予想される。本研究で
は、初期の細胞変性がギャップ結合複合体を形成する蝸牛線維細胞であることを明らかにし、蝸牛線維細胞およ
びギャップ結合を指標としマウス内耳への骨髄間葉系幹細胞移植の最適条件を探索した。

研究成果の概要（英文）：Brn4 is a transcription factor involved in the differentiation of neurons 
and cochlear cells and is known to be the causative gene of X-linked deafness type 3 (DFN3), the 
most common form of X-linked nonsyndromic deafness, although the mechanism of this disease remains 
largely unknown. The principal investigator has discovered that Brn4-deficient mice and CX26(GJB2) 
mutant mice, the most common type of congenital deafness, share a common molecular pathogenesis 
called "gap junction complex disruption". This discovery is expected to lead to the development of 
therapies targeting gap junction complexes for this disease as well. In this study, we identified 
that the initial cellular degeneration is in cochlear fibrocyte that form gap junction complexes, 
determined the optimal conditions for bone marrow mesenchymal stem cell transplantation into the 
inner ear of mice using cochlear fibrocyte and their gap junctions, and developed a inner ear cell 
therapy for hearing loss.

研究分野： 難聴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性高度難聴の約半数は遺伝子の関与があるといわれている。原因となる遺伝子産物の1つであるBrn4はニュ
ーロンや、蝸牛細胞の分化に関わる転写因子でありX染色体性の非症候性難聴では最多の疾患であるX-linked 
deafness type3（DFN3）の原因遺伝子として知られているが、その機序は未だ不明であり、その解明が求められ
ている、本研究ではその解明および幹細胞ホーミング機構と呼ばれる分子機構の活性化の解析を行うことで内耳
の標的組織への侵入能力の高い細胞、内耳誘導性の間葉系幹細胞の探索を行っており、将来的に新たな治療技術
の可能性が示すことができ、学術的および社会的意義は極めて高い。

※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 
 

先天性高度難聴の発症率は 1,000 人に 1 人の割合であり、その約半数は遺伝子の関与

があるといわれている。原因となる遺伝子産物の 1 つである Brn4 はニューロンや、蝸

牛細胞の分化に関わる転写因子であり X 染色体性の非症候性難聴では最多の疾患であ

る X-linked deafness type3（DFN3）の原因遺伝子として知られているが、Brn4 のそ

の機序は未だ不明な点が多く、その解明を行うことが新たな治療法を開発できる可能性があ

るためその解明が求められている。 
 
２．研究の目的 
 

研究代表者は Brn4 欠損マウスと先天性難聴で最も高頻度である CX26(GJB2)変異難聴の間

に「ギャップ結合複合体崩壊」という共通の分子病態を持つことを初めて発見した。これにより

ギャップ結合を標的とした治療法開発が同疾患にも適用できると予想される。以前の当グ

ループの報告では初期の細胞変性がギャップ結合複合体を形成する蝸牛線維細胞であるこ

とが明らかとなっており、本研究では蝸牛線維細胞およびそのギャップ結合を指標とした Brn4

欠損マウス内耳への骨髄間葉系幹細胞移植の最適条件を探索し、Brn4 変異型難聴の細胞治療

法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
生後 8 週齢の C57BL/6 マウス大腿骨を摘出、細胞培養液での骨髄還流により骨髄細胞を
10-15 世代継代した後 EGFP（緑色蛍光）または Hc-Red（遠赤色蛍光）発現レトロウィル
スにより標識した。マウス経半規管外リンパ液還流による細胞移植手術を行った。全身麻酔
下でマウスの後半規管および外側半規管に小孔を設け、様々な挿入法により微小カテーテ
ルを挿入することで外リンパ液中へ 2×105cells の細胞液を還流、小孔の修復のために MSC
の無接着培養により作成した細胞塊を小孔部に挿入することにより術後のリンパ液の漏出
を抑えた。移植細胞の動態の解析は、GFP 標識細胞移植 1 週間後に Hc Red 標識細胞を追
加移植し経時的な移植細胞侵入の変化により評価した。また、蝸牛組織を還流固定し凍結切
片およびホールマウント組織を得た。抗 EGFP 免疫染色を行い、共焦点顕微鏡により移植
細胞の生着部位と頻度を解析した。さらに、移植細胞における蝸牛線維細胞の主な機能的タ
ンパク質である Cx26、Cx30、Na+/K+ATPase の発現と局在を免疫組織化学にて解析した。
Cx26 の免疫蛍光染色の共焦点画像からギャップ結合プラークの三次元画像を構築し、その
プラーク長の解析によってギャップ結合の崩壊度や細胞治療による修復率を解析し、最適
な細胞移植条件を探索した。移植後 1 週間毎に聴力を聴性脳幹反応（ABR）および歪成分
耳音響放射（DPOAE）により測定。移植 4 週間後に蝸牛内電位（EP）を測定し蝸牛を採取
した。上記と同様の方法で移植 16 週後 までの長期モニタリングを平行して行った。これ
までにミトコンドリア機能阻害剤、3 ニトロプロピオン酸（3NP） の局所投与により線維
細胞の損傷と同時に走化性因子 MCP1 の mRNA 発現が高まり、移植間葉系幹細胞が損傷
部に侵入することが示唆された。本研究では、走化性因子の発現を高めることを目的とし遺
伝子改変マウスに聴力低下を生じない低濃度の 3NP を内耳正円窓へ局所投与、その 3 日後
に幹細胞の内耳移植を行った。 
 
４．研究成果 
 

骨髄間葉系幹細胞の中で、移植に適した細胞集団を選抜するために幹細胞ホーミング機

構と呼ばれる分子機構の活性化を解析し、内耳の標的組織への侵入能力の高い細胞、内耳誘

導性の間葉系幹細胞の探索を行った。同解析では培養細胞への処置により内耳への誘導性

に関わる分子を高発現する細胞集団が存在することが確認できた。この細胞は内耳への移

植細胞として有効であると考えられる。さらに、多能性幹細胞から内耳細胞への分化機構の



解明のため、ES細胞から内耳用細胞への分化誘導法の検討を行い、TGFbeta阻害剤とBMP4
による薬剤添加処理の調節で効率的に Connexin26 分子を発現させる方法を開発した。さら

に、マウス内耳への細胞治療実験のための細胞液投与法の検討を行い高効率の蝸牛内への

投与手技を確立した。これらを用いたマウス内耳への細胞治療実験のため、細胞液投与法の

検討を行い、内径 70μm の微小チューブの半規管への挿入法を検討し、10～20μL の細胞

液を効率的に注入することが可能となった。これらの細胞は二光子顕微鏡にて解析を行い、

EGFP 陽性の移植細胞は前庭および蝸牛への生着が確認された。以上から、蝸牛線維細胞お

よびそのギャップ結合を指標としたマウス内耳への骨髄間葉系幹細胞移植の最適条件を探

索し、内耳細胞治療法を技術開発が進展した。 
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