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研究成果の概要（和文）：我々はマウスを用いて内耳外有毛細胞(OHC)破壊後の遺伝子発現変動を解析する過程
で、OHCが自発的に再生する可能性を見出した。細胞の再生過程は、分化・成熟過程を辿ると考えられることか
ら、コルチ器の形成期にOHCの破壊により顕著に発現が減少する遺伝子を探索した結果、Agr3を同定した。AGR3
はダイテルス細胞に強く発現しており、OHCの形成にダイテルス細胞が密接に関わっていることが裏付けられ
た。一方、OHCを破壊した成熟マウスにWntシグナル阻害剤RPI-724を週3回12週間腹腔投与を行った結果、聴力の
改善傾向が認められ、Wntシグナルの阻害がOHCの再生を促すことが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：We obtained traces of spontaneous OHC regeneration after abrupt destruction 
using Prestin-hDTR mice. Regeneration seemed to mimic the natural process of development. We found 
that Agr3 whose function in hearing was unknown, were remarkably downregulated by OHC-depletion at a
 neonatal stage. Immunohistochemical studies revealed that AGR3 was not expressed in OHCs but in 
Deiters' cells which are the supporting cells of OHCs. Our finding in this study suggested that 
there are close crosstalk processes between OHCs and Deiters’ cells in OHC development. In 
contrast, we assayed the effects of Wnt signaling inhibitor RPI-724 on OHC regeneration. We observed
 recovery of hearing by administration of the RPI-724 three times a week for 12 weeks to adult 
OHC-depleted mice. It was suggested that inhibition of Wnt/β-catenin/CBP signaling promotes 
regeneration of OHCs.

研究分野： 実験動物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
内耳外有毛細胞(OHC)は鋭敏な聴覚を得るために極めて重要である。OHCは加齢・騒音・感染・アミノグリコシド
系抗生剤の投与等によって損傷を受け、哺乳類では一度失われると再生しないとされてきたが、我々はOHCが急
激に破壊されるとOHCの自発的な再生が誘導される可能性を見出した。現在、難聴の根本的な治療法はなく、補
聴器や人工内耳の装用により聴力を補わざるを得ないが、OHCの自発的な再生のメカニズムが明らかになれば、
再生を促進させるための創薬や治療法の確立に向けて極めて重要な情報を提供することとなる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 空気の振動である音刺激の電気刺激への変換には、内耳蝸牛内のコルチ器に整列して存在す
る内有毛細胞（IHC）および外有毛細胞（OHC）が重要な役割を果たしている。有毛細胞の上端
には感覚毛が存在し、音刺激により感覚毛が屈曲すると、IHC ではイオンチャンネルが開いて
陽イオンが流入し、細胞内電位の上昇により聴神経が刺激され、この信号が脳へ伝達されて音を
認識する。一方、OHC は IHC と同様に細胞内電位が変化するが、この電位変化によって OHC
は伸縮運動してコルチ器の振動を増幅し、微弱な音を増大させ、逆に過大に強い音刺激は抑制的
に音を伝達する。ヒトが鋭敏な聴力を得られるのはこのためである。 
蝸牛における OHC の増幅機構は「聞こえの調節」に極めて重要であり、OHC の機能異常は

難聴の発症に直結する。一般的に OHC の方が IHC よりも弱く、先に障害を受けることが多い。
細菌やウイルスの感染、騒音への曝露、アミノグリコシド系抗生剤の投与等によって OHC は損
傷を受けるが、OHC は一度失われると再生しないとされている。また、加齢によってもその数
は減少する。高齢者に難聴患者が多いのはそのためであるが、加齢性難聴の根本的な治療法はな
く、補聴器や人工内耳の装用により聴力を補わざるを得ない。加齢性難聴は人類で最も多い慢性
疾患の一つであり、OHC の機能を明らかにすることが難聴の予防や治療法の開発の基礎となる
と期待される。 
我々は、OHC の分子メカニズムを解明するためのツールとして、ジフテリア毒素（DT）の投

与により任意の時期に OHC を誘導的に破壊可能なマウスモデル（Prestin-hDTR マウス）を開
発した。Prestin-hDTR マウスでは、DT 投与 7 日後には OHC の細胞数が 5%以下に減少する
が、コルチ器に存在する IHC や支持細胞は数や形態に全く影響を受けない。OHC 破壊マウス
および非破壊マウスの蝸牛における遺伝子発現をマイクロアレイ解析により網羅的に比較した
結果、Myo15、Strc、Slc26a5 (prestin)、Chrna10、Chrna9、Ocm 等聴覚関連遺伝子が OHC
破壊マウスで著しく減少していることが明らかとなった（Matsuoka et al., Sci. Rep., 2019）。一
方、DT投与7日後と35日後の蝸牛における遺伝子発現を比較した結果、驚くべきことにMyo15、
Strc、Chrna9、Chrna10 の発現量が 35 日後で増加していることが判明し、この結果は qRT-
PCR によっても実証された。Myo15 および Strc は OHC の上端に存在する感覚毛に発現する
難聴原因遺伝子であり、Chrna9 および Chrna10 は神経伝達に重要なコリンレセプターをコー
ドする。この結果は、OHC が急激に破壊されたことによって、OHC の自発的な再生が誘導さ
れたことを強く示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 
 難聴の克服を目的とした内耳有毛細胞の再生への取り組みは以前より行われてきた。先行研
究で、支持細胞に OHC 特異的転写因子である Atoh1 を発現させる（Liu et al., J. Neurosci., 
2012）、あるいは音響曝露により OHC を傷害した後に Notch 情報伝達系阻害剤を投与する
（Mizutari et al., Neuron, 2013）ことで支持細胞から有毛細胞に分化させたという報告があり、
OHCの再生には支持細胞を脱分化させて新たな有毛細胞を生じさせるという方法が有力視され
ている。本研究では、まだ明らかになっていない OHC の自発的な再生の可能性を探り、そのメ
カニズムを解明することを目的として、独自に開発した Prestin-hDTR マウスを用いて OHC 破
壊後の遺伝子発現および聴力の変化を詳細に観察した。OHC の自発的な再生のメカニズムが明
らかになれば、再生を促進させるための創薬や治療法の確立に向けて極めて重要な情報を提供
することとなる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) OHC の分化に重要な遺伝子の同定 
 細胞の再生過程は、分化・成熟過程を辿ると考えられることから、コルチ器の形成期に OHC
の分化に重要な遺伝子を探索した。すなわち、生後 1 日の Prestin-hDTR マウスに 50 μg/kg DT
を投与し、7 日後の遺伝子発現を DT 非投与 Prestin-hDTR マウス、DT 投与／非投与 WT マウ
スと比較した。DT 投与 Prestin-hDTR マウスで著しく発現が減少する遺伝子について、免疫組
織科学的な解析を行った。 
 
(2) OHC の再生における Wnt シグナル阻害剤の効果 
 Wnt 情報伝達系が OHC の分化に重要とされていることから、OHC 破壊マウスに Wnt シグ
ナル阻害剤である RPI-724 を投与し、OHC の自発的再生の促進効果を in vivo で検討した。5
週齢の Prestin-hDTR マウスに 50 μg/kg DT を投与して OHC を破壊後、RPI-724 を週 3 回 12
週投与し、聴力の指標である聴性脳幹反応（ABR）および歪成分耳音響放射（DPOAE）の変化
を測定した。 



 
４．研究成果 
 
 新生仔期に OHC を破壊することにより発現が著しく減少する遺伝子として Agr3 (anterior 
gradient 3) を同定した。これまでに AGR3 が聴覚において機能することは知られていない。抗
AGR3 抗体を用いてコルチ器における発現を詳細に調べた結果、AGR3 は生後 1 日齢から基底
回転から中回転におけるダイテルス細胞およびヘンゼン細胞に発現が認められ、生後 4 日齢で
全ての領域で明瞭な発現が観察された（図 1）。AGR3 のダイテルス細胞における発現は生後 35 
日齢で消失したが、ヘンゼン細胞における発現は持続していた。一方、OHC の破壊の過程にお
いて、AGR3 の発現は OHC の破壊が進行するに従ってダイテルス細胞から減弱した。これらの
結果は、AGR3 が OHC の分化・成熟に重要であり、OHC が損傷した際に OHC の再生に関与
する可能性のあることを示唆している。 
 

 
 OHC 破壊後に RPI-724 を投与することによって、非投与マウスに比較して ABR 閾値の低下
および DPOAE の上昇が認められた。すなわち、Wnt/β-catenin/CBP シグナルの阻害により、
OHC の自発的再生が促進されたことが示唆される。今後、OHC の自発的再生メカニズムが明
らかになれば、難聴の再生医療に向けての創薬や治療法の確立への発展が期待される。 
 

apex 

AGR3 phalloidin AGR3 

図 1 生後 8 日の WT マウスコルチ器における AGR3 の発現 
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