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研究成果の概要（和文）：難聴と毛髪・虹彩・皮膚の色素異常を呈する Waardenburg 症候群はメ

ラノサイト（色素細胞）の異常と考えられるが、その機序は不明である。本研究は色素異常を

伴う難聴の機序解明と新規治療法の開発を目的とした。メラノサイト分化関連遺伝子エンドセ

リン受容体 B（Ednrb）の遺伝子欠損マウス（Ednrb-KO）の内耳の形態学的解析と生理学的解析

を行い、聴力低下、内耳メラノサイトの欠損、らせん神経節細胞の脱落を認めた。神経特異的

に Ednrb を発現するマウス（DBH-Ednrb-Tg）と Ednrb-KO を掛け合わせたところ、メラノサイト

は欠損していたが、聴力は回復し、らせん神経節細胞も維持されていた。 

 
研究成果の概要（英文）：Waardenburg syndrome, an auditory-pigmentary syndrome, is caused 
by abnormal differentiation in melanocyte-related gene such as endothelin receptor B 
(Ednrb). In this study, the aim is an elucidation of hearing loss with pigmentation 
disorder and its therapeutic development. Ednrb-deficient mice (Ednrb-KO) were deafness 
and had a defect of melanocyte in inner ear and decrease of spiral ganglion cells. The 
hearing losses with neurodegeneration of spiral ganglion cells were improved by 
introducing an Ednrb transgene under control of the dopamine beta-hydroxylase promoter.  
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１．研究開始当初の背景 
難聴は 1000-2000 人に 1人の割合で発症す

る重要な高頻度疾患である。難聴の原因遺伝

子はこれまでに約 70しか解明されておらず、
原因不明の疾患も多く、その治療法の開発は
急務である。 
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内耳血管条に存在する中間細胞は内リン
パ液の高カリウム濃度を維持しており、カリ
ウム濃度勾配によって有毛細胞から信号と
して音が脳に伝えられる。中間細胞は他の組
織に存在する色素細胞（メラノサイト）と同
様に神経堤から発生することから、色素異常
と難聴は密接な関係にある。 

メラノサイト関連遺伝子 c-kitの突然変異
体 Wv/Wv マウスは白色毛で難聴を呈する。野
生型マウスに c-kitの機能阻害抗体を皮下投
与すると、一時的にメラノサイトが死滅し体
毛が白色化するが、メラノサイト幹細胞は死
滅しないために新たにメラノサイトが作ら
れ、次に生えてくる体毛は黒色化する。この
抗体により毛包メラノサイトの増殖分化機
構は明らかにされつつある。しかしながら現
時点では内耳メラノサイトである中間細胞
の性質はほとんどわかっていない。そこで、
このツールを内耳に応用すれば、内耳色素細
胞である中間細胞の増殖・分化の機構を明ら
かにできると考えられた。 
また、別のメラノサイト関連遺伝子エンド

セリン受容体 B（Ednrb）は、難聴と色素異常
を発症する Waardenburg症候群の原因遺伝子
である。その遺伝子欠損マウス（Ednrb-KO）
は難聴であるが、その機序についての詳細は
明らかにされていない。 

一方、受容体型チロシンキナーゼである
RET 遺伝子の強制発現マウス（RET-Tg）は皮
膚黒色症を呈し、メラニン合成能の亢進もし
くは色素細胞の増加が考えられる(Kato M, 
et al, Cancer Res. 64: 801-806, 2004)。
メラニンの有無は聴力に影響しないといわ
れているが、白色モルモットより有色モルモ
ットの血管条色素細胞の増殖能が高いとい
う報告もある（Hear Res. 79：115-122, 1994）。
色素異常を呈する難聴モデルマウスを
RET-Tg と掛け合わせ、メラニン／色素細胞の
発現を制御することでその聴力が回復する
のではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)内耳色素細胞の幹細胞システムの解明 

内耳に c-kit機能阻害抗体を作用させて内
耳色素細胞を死滅させて一過性難聴モデル
マウスを作製する。この際に、色素細胞のマ
ーカーである Dct（ドーパクロム・トウトメ
ラーゼ）を LacZ で可視化できる Dct-LacZ マ
ウスを用いることで、色素細胞および色素細
胞幹細胞を特定することが可能となる。この
マウスについて、聴力の回復に伴った内耳色
素細胞および色素細胞幹細胞の局在とその
増殖・分化メカニズムを明らかにする。 
 
(2)内耳色素細胞の分化に関わる遺伝子群と

Ret の相互作用 
色素異常と難聴を発症する Wv/Wvなど難聴

モデルマウスと RET-Tg を掛け合わせて難聴
モデルマウスの聴力を回復させることがで
きるかどうかを調べ、Ret と難聴に関わる遺
伝子とのクロストークを個体レベルで明ら
かにする。 
 

 
３．研究の方法 
 
(1)c-kit 抗体を用いた一過性難聴モデルマ
ウスの作成 
Dct-LacZ マウス（C57BL6/J バックグラウン
ド）に c-kit 抗体を生後 0日～14 日まで一日
おきに皮下注射で投与し、毛色の観察と聴性
脳幹反応（ABR）による聴力の解析を行った。 
 
(2)メラノサイト機能不全による難聴マウス
の解析 
メラノサイト機能不全マウス（c-kit 突然変
異体マウス Wv/Wv、Ednrb 遺伝子欠損マウス
Ednrb-KO）の聴力について、ABR および内耳
の組織学的解析（①Ednrb の免疫組織染色、
②HE 染色後、らせん神経節細胞の密度計測）
を行った。 
 
(3)Wv/Wv マウスの機能回復 
c-kit 突然変異体である Wv/Wv マウスを、
Ret-Tg と掛け合わせて Wv/Wv/Ret-Tg マウス
を作製し、(2)と同様に ABR および内耳の組
織学的解析を行った。 
 
(4)Ednrb 遺伝子欠損マウスの機能回復 
ドーパミンβ-ヒドロキシラーゼ（DBH）のプ
ロモーターを用いて神経特異的に Ednrbを発
現するトランスジェニックマウス
DBH-Ednrb-Tg と Ednrb-KO を掛け合わせ、(2)
と同様に ABRおよび内耳の組織学的解析を行
った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)c-kit 抗体を用いた一過性難聴モデルマ
ウスの作成 
Dct-LacZマウスにc-kit抗体を投与したとこ
ろ、毛色の白色化が見られた（図１）。しか
し、ABR を測定したところ聴力は正常であっ
たことから、一過性難聴モデルマウスを作る
ことはできなかった。内耳には、血液内耳関
門が存在しているために血流による薬剤の
到達は難しく、今回は皮下注射のために内耳
まで抗体が到達しなかったと考えられる。外
科的手術により、正円窓から蝸牛管への直接
投与で可能となる可能性がある。 
 



野生型     Wv/Wv     Wv/Wv/Ret 

図１ c-kit 抗体投与

による体毛の白色化 

右、c-kit 抗体投与；左、

対照。 

 
 

 
(2)メラノサイト機能不全による難聴マウス
の解析 
Wv/Wv マウス、Ednrb-KO マウスは両方とも難
聴であった。また、どちらも血管条の中間細
胞が欠損していたことに加えてらせん神経
節細胞の脱落も認められた（図２）。よって、
メラノサイト機能不全マウスでは、メラノサ
イト（中間細胞）の欠損による血管条不全と、
神経変性の両方により難聴をきたしている
ことが明らかになった。 

 
 
図２ 野生型およびメラノサイト欠損マウスにお

ける内耳のらせん神経節および血管条の比較 

らせん神経節は HE 染色、血管条は Kir4.1（中間

細胞マーカー）免疫染色を行った。 
 
 
 
(3)Wv/Wv マウスの聴力回復の試み 
Wv/WvマウスとRet-Tgマウスを掛け合わせて
Wv/Wv/Ret-Tg マウスを作製した。このマウス
の毛色は白毛と黒毛がパッチ状を呈してお
り、毛包メラノサイトの部分的回復が認めら
れた（図３）。しかしながら聴力の回復は見
られず、形態学的解析においても内耳メラノ
サイト（中間細胞）は欠失したままであった
（図４）。したがって、c-Ret は毛包メラノサ
イトの発生および機能を一部回復させるこ
とはできるが十分ではなく、また毛包と内耳
ではメラノサイトの発生および発達のメカ
ニズムが異なることが示唆された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 体毛の変化 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４ 内耳血管条の Kir4.1 免疫染色 

 
 
(4)Ednrb 遺伝子欠損マウスの聴力回復 
野生型マウス内耳の Ednrb免疫組織染色を行
ったところ、Ednrb は血管条メラノサイトだ
けでなく、らせん神経節細胞にも発現してい
た（図５）。図２で示したように Ednrb-KO マ
ウスは血管条欠損と神経変性をきたしてい
ることから、神経機能の回復を試みた。 
そこで、神経特異的に Ednrb を発現させる
DBH-Ednrb-Tg と Ednrb-KO を掛け合わせて、
Ednrb-KO;DBH-Ednrb-Tg マウスを作製した。
このマウスはらせん神経節細胞は減少せず
（図６）、聴力も維持されていた。しかし血
管条は欠損したままであった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 野生型マウス内耳の Ednrb 免疫組織染色 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ らせん神経節細胞の HE 染色 
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図７ 血管条の Kir4.1 免疫染色 

 
 
Ednrb-KO;DBH-Ednrb-Tg マウスは血管条メラ
ノサイトの欠損を回復することはできなか
ったが、らせん神経節細胞の脱落を回復させ、
聴力の部分的回復も認められた。以上の結果
から、Waardenburg 症候群などメラノサイト
機能不全による難聴について、メラノサイト
の機能回復が困難であっても神経機能を回
復させることで部分的な聴力回復が見込め
ることが期待される。そのためには今後、
Wv/Wv マウスなどの他の血管条欠損マウスに
ついても Ednrb-KO マウスと同様にらせん神
経節細胞の脱落を回復させ、聴力が回復でき
るかどうかを確かめる必要がある。 
今回、らせん神経節細胞脱落の回復により、
聴力を部分的に回復させることができたが、
完全な聴力回復のためには、血管条メラノサ
イト欠損も回復させる必要があると考えら
れる。そのためには、血管条メラノサイト幹
細胞システムなど血管条メラノサイトの増
殖・分化のメカニズムを明らかにすることが
必要だろう。 
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