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研究成果の概要： 

いわゆる聴力正常者についての難聴遺伝子スクリーニングは行われてきたが、それらで検出

された変異保因者の subclinical な解析は症例数が少なかった。今回、多数の検体を解析するこ

とによって得られるGJB2遺伝子の保因者でのDPOAEを用いた有毛細胞の機能障害について

の知見を得ることができた。ヒトの GJB2 遺伝子変異に等価の動物モデルを作成して、ヒトの

保因者を反映しているヘテロのマウスを解析することで GJB2遺伝子の蝸牛における分子メカ

ニズムの解明に貢献できた。 
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１．研究開始当初の背景 

先天聾は1000出生に1人の頻度で発生

し、先天性の感覚器障害としては非常に

高頻度の疾患である。その半数は遺伝的

な原因であると言われている。聴覚の形

成には様々な分子が関与しており、遺伝

性難聴の原因遺伝子も様々であるが、特

に重要なのがギャップジャンクション

蛋白遺伝子である。ギャップジャンクシ

ョンは有毛細胞へのK+イオンの供給と排

出のルートになっていると考えられて

いる。1997年、Kelsellらは家族性の先

天聾家系において初めてCx26遺伝子 (G
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JB2遺伝子)の変異を同定した。我々の研

究グループは日本人においても常染色

体劣性遺伝を示す先天聾の２～３割がG

JB2遺伝子変異によるものであり、235de

lCという一塩基欠失のcommon mutation

が明らかとなり、遺伝子変異のスクリー

ニングが容易であることを報告した（Am

 J Med Genet 90:141-145, 2000）。さ

らに、遺伝子変異の解析は従来煩雑な手

技を要し多検体の処理は困難であった

が、GJB2遺伝子の変異に対する簡便なス

クリーニング法も開発した（Laryngosco

pe 114:1299-1304, 2004)。 

一方、我々が開発した gjb2 遺伝子改変

マウスではコルチ器のリンパ液を満たし

ている間隙（コルチリンパ）の形成不全が

認められた（Hum Mol Genet 12:995-1004, 

2003）。Cx26 はコルチ器の支持細胞に発現

していることが判っているので、gjb2 遺伝

子の異常が支持細胞の分化・機能発現とコ

ルチリンパ液の恒常維持に作用すること

が推察されている。 
２．研究の目的 

GJB2 遺伝子によってコードされる

Cx26 は、コルチ器内の微小なイオン環境

の維持に関与している可能性が示唆され

ている。GJB2 遺伝子変異の保因者におい

ては、コルチ器内のイオン環境の微細な異

常のため、有毛細胞の軽微な機能障害や単

発的な変性が発生している機序が考えら

れる。そこで、このような外有毛細胞の微

細な病態を①感度の高い DPOAE で検出

し、②耳鳴り、聴覚過敏などの徴候との関

連を調べる。 

次に、条件付ノックアウト法を利用した

gjb2 遺伝子欠損マウスを作製して、そのヘ

テロと正常マウスの聴性脳幹反応と

DPOAE による聴力解析の比較を行う。ま

た騒音負荷による蝸牛の易受傷性の程度

を検討し、GJB2 遺伝子の内耳機能に果た

す分子メカニズムを解明する。 
３．研究の方法 

遺伝子解析の方法としては、PCR 直接シー

クエンスにより全翻訳領域を解読する方法

が代表的であるが、この方法では、PCR, ア

ガロースゲル電気泳動によるバンドの分離、

アガロースゲルからの精製、サイクルシーク

エンス反応、シークエンサーによる解析とい

う手順が必要で、費用的にも労力的にも多数

の検体の処理は困難である。GJB2 遺伝子に

ついては、アジア人に特徴的な高頻度変異が

同定されており(Am J Med Genet 2000)、こ

の高頻度変異に絞ったスクリーニングを行

う。ミスマッチプライマーを用いたアリル特

異的増幅を行いその増幅数を ABI 7700 で蛍

光検出する検査系を開発しており、PCR 反応

を行うだけで多数の検体について高頻度変

異の検出が可能である。 

Cre-loxP 系を用いたコンディショナル・

ノックアウ  ト（条件依存性標的遺伝子組

換え）による gjb2 遺伝子欠失マウスの作成し、

聴力における機能解析を加え、ヘテロマウス

の DPOAE も検討する。 

４．研究成果 

（１）代表的な症例 

症例
８歳女児

７歳時、学校の検診で難聴を指摘され近医受診、
両側の感音性難聴あり、精査加療目的に当科
紹介。

既往歴：特記すべきことなし。

家族歴：血縁者に難聴者なし。

鼓膜所見正常

TG: 両A型

標準純音聴力（右図）：

両側40～50dB

水平～高音漸傾感音性難聴

 



 

 

DPOAE：DPレベルの低下（特に５kHz以下）。

(左上図は右耳のDPグラム）

ABR：閾値75dB, I波潜時右1.42秒左1.66秒、I-V波潜時右3.87秒
左3.95秒（正常範囲）。

GJB2遺伝子解析の結果、235delC（右上段）と299-300delAT（右下
段）の複合へテロであった。

３年間経過をフォローしているが、聴力の変動はない。
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（２）軽度～中等度難聴における聴力像と

GJB2 変異の検討 

V37I/R143W63.8妹一人5男7

235delC/M195V31.9姉一人18女6

39

34

21

33

8

年齢

V37I/normal68.8なし女5

V37I/normal65.0なし女4

V37I/R143W37.5なし女3

235delC/V37I51.8なし男2

235delC/299-300delAT45.6なし女1

Allele 1/Allele 2

変異
聴力(dB)

（４分法）
家族歴性別患者

軽度～中等度難聴者の解析結果の結果

難聴者23人中7人が上記のGJB2変異を持っていた(30.4%)。

（３）聴力像（オージオグラム）の検討 

GJB2変異７人の聴力像

聴力：水平または高音漸傾の軽度から中等度難聴
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（４）GJB2 ノックアウトマウスの解析 

 聴性脳幹反応：Gjb2 欠失マウスでは最

大 100dB のクリック音刺激でも脳幹反応

を得ることができなかった。一方、野生

型ではⅠ〜Ⅴ波の明瞭な聴性脳幹反応を

認め、閾値は 30dB 以下であった。 

 Cx26 と Cx30 蛋白の免疫組織：蝸牛で

の Cx26 蛋白の発現を免疫組織で比較す

ると、野生型ではラセン靱帯と spiral 

limbusの線維細胞とコルチ器の支持細胞

に発現していた。一方、変異体ではラセ

ン靱帯の線維細胞に弱い染色性を認める

のみで、他の部位ではほとんど発現して

いないことが確認された。Cx30 蛋白は全

体的に Cx26 よりも染色性は弱いが、同様

の発現様式で、両者に違いはなかった。

Cx26の発現が変異体で選択的に欠損して

いると判断できる。 

 H&E染色：欠失マウスではspiral limbus

の線維細胞の減少が認められた。またコ

ルチ器の構造がやや虚脱している所見が

得られた。血管条、ラセン靱帯の線維細

胞、ラセン神経節細胞、ライスネル膜、

蓋膜などは両者に明らかな違いは認めな

かった。 
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