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研究成果の概要（和文）：蝸牛におけるcerebellin-1（Cbln1）の局在と機能を明らかにした。Cbln1は内耳保護
機構を担う外有毛細胞遠心性シナプスのシナプス間隙に局在した。Cbln1の欠損でシナプス終末の萎縮と高音域
の難聴を認めた。また一過性閾値上昇の条件において不可逆的な外有毛細胞機能の低下と蝸牛シナプス病の増悪
による永続的閾値上昇を生じた。外因性Cbln1を内耳に発現させると、Cbln1欠損マウスで閾値上昇が軽減し、野
生型マウスで蝸牛シナプス病が減弱した。Cbln1は内耳のシナプス形成因子であり、その欠損は過剰音響刺激に
対する脆弱性を引き起こす。Cbln1は加齢性難聴に対する遺伝子治療の候補となりうる。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated localization and function of cerebellin-1 (Cbln1) in 
the mouse cochlea. Cbln1 expressed in synaptic clefts of the medial olivocochlear/outer hair cell 
(MOC/OHC) synapses, which form a negative-feedback gain-control system in the cochlea. 
Cbln1-deficient (Cbln1-/-) mice had immature MOC/OHC synapses and progressive high-frequency hearing
 loss. Under noise-induced transient threshold shift condition, Cbln1-/- mice showed permanent 
threshold shifts due to irreversible OHC dysfunction and exacerbation of cochlear synaptopathy. 
Remarkably, adeno-associated virus-mediated Cbln1 transduction in the cochlea resulted in attenuated
 threshold shifts in Cbln1-/- mice and reduced synaptopathy in wild-type mice. The findings suggest 
that Cbln1 is a synaptic organizer in the cochlea and the deficiency causes vulnerability to noise 
exposure and exacerbation of cochlear synaptopathy. Cbln1 can be a new target of gene therapy for 
noise-induced or age-related hearing loss.

研究分野： Otolaryngology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化人口の増加と共に加齢性難聴が健康寿命にかかわる大きな問題となっている。加齢性難聴の病態に蝸牛シ
ナプス病があるがその分子機構は不明な点が多い。Cerebellin-1（Cbln1）は中枢神経系の強力なシナプス形成
因子であることが知られているが、本研究からCbln1が蝸牛遠心性シナプスの形成に重要であり、その不全によ
り過剰音響刺激に対する脆弱性が増し蝸牛シナプス病を増悪させることがわかった。蝸牛シナプス病のメカニズ
ムの一端を分子レベルで明らかにしたのは本研究が初めてである。外因性Cblnによる難聴の遺伝子治療や予防な
どへの応用が期待される。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
デルタ型グルタミン酸受容体は内耳を含めて神経系に広く発現している。近年、デルタ型受容
体は強力な synaptic organizer であり、シナプス可塑性にも関与することがわかり、グルタミ
ン酸受容体の新しい機能として注目されている。さらにデルタ型受容体の異常による
synaptopathy が多くの神経変性疾患と関連付けられている。研究代表者は前研究（Takeda, et 
al., 2020）で、デルタ型受容体の GluD1 と GluD2 が蝸牛・前庭に発現していて代償関係にある
こと、その異常が外有毛細胞遠心性シナプスの変性による進行性の高音障害型難聴を引き起こ
す可能性を報告した。本研究は他領域との横断的な研究を進めることで、内耳におけるデルタ型
受容体の synaptic organizer としての機能を明らかにしようというものである。そして外有毛
細胞 synaptopathy という新しい疾患概念を構築し、内耳障害の治療の新しいアプローチを開発
することを目標にする。 
 
２．研究の目的 
本研究の当初の目的はデルタ型受容体が有毛細胞の synaptic organizer であることを証明し、
難聴や平衡障害の新たな病態モデルを構築することである。 
 
３．研究の方法 
GluD1 欠損マウスの表現型解析および形態学的評価を行う。表現型解析としては聴性脳幹反応
（ABR）と歪成分耳音響放射（DPOAE）を用いて定量的・経時的な聴覚評価を行う。平衡機能評価
として VsEP を測定する。形態学的評価としては蝸牛ホールマウントおよび内耳切片標本の免疫
組織化学染色を行い、GluD1 とその関連分子の局在解析、およびシナプスの形状や数の変化の定
量を行う。 
 本研究の遂行に必要な GluD1 欠損マウスや GluD2 欠損マウス、HA-Cbln1 マウスなどは共同研
究者である慶応義塾大学生理学の柚崎研究室より分与いただく。 
 また本研究を通じて、東京医科歯科大学耳鼻咽喉科および慶応義塾大学柚崎研究室の大学院
生の研究指導を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ABR 測定系の完成 
本研究室は当初より、マウスの聴平衡覚機能の測定系の老朽化が問題であった。PowerLab 2/26
を導入して広い周波数域にわたり正確な聴力評価が可能となった。さらに耳石器機能の評価手
段である VsEP が測定可能となった。 
（２）GluD1 の局在解析は困難であった 
過去の文献（Safieddine & Wenthold, 1997; Gao, et al., 2007）および前研究（Takeda, et 
al., 2020）から GluD1 が蝸牛に発現していることは明らかだが、その局在の同定は困難を極め
た。入手可能なあらゆる抗体と染色方法を試した結果、唯一、Glyoxal 固定のホールマウント染
色で遠心性内側オリーブ蝸牛束-外有毛細胞（MOC-OHC）シナプス終末に不明瞭な染色が得られた。
さらに HA で標識した GluD1 マウスを生成して蝸牛内の GluD1 の局在を調べたが、結局、GluD の
局在と起源を同定するに至らなかった（Fujikawa, et al., 2022）。そのため研究の方向性を大
きく変更する必要性を迫られた。過去の研究から中枢神経系でのシナプス形成において GluD1 の
共役の相手である Cerebellin-1 (Cbln1)に注目し、その蝸牛における局在と機能を調べること
にした。 
（３）Cbln1 は遠心性 MOC-OHC シナプス間隙に発現する 
 前研究（Takeda, et al., 2020）から Cbln1 は MOC-OHC シナプス間隙に発現することが形態
学的解析でわかっていた（図１）。Flp/FRT システムを用いて、発生過程で Cbln1 を発現する細
胞特異的に FP635 と StayGold を発現するマウスを作成し、蝸牛および脳幹での Cbln1 の発現を



解析した。その結果、蝸牛内で MOC-OHC の軸索とシナプス間隙に強い発現がみられ、前研究と矛
盾しない結果が得られた。高音域で少数のシグナル陰性終末がみられたが、StayGold でその割
合が少なかったことから発現効率によるものだと考えられた。一方、脳幹ではアセチルコリン
（ChAT）陽性の外側オリーブ核（外側オリーブ蝸牛束の起始核）と台形体腹側核（MOC の起始核）
の一部にシグナルがみられた。さらに ChAT-Cre/flox マウスでコリン作動性ニューロン特異的
に Cbln1 の発現を抑制すると MOC-OHC シナプス終末の Cbln1 が消失した。以上から、Cbln1 はお
そらく蝸牛遠心性線維の起始核である上オリーブ核が起源だと考えられた。 
（４）Cbln1 欠損マウスは高音域の難聴と外有毛細胞障害を示す 
３か月齢の Cbln1 欠損マウスの聴覚を、求心性聴覚路の活動性を反映した ABR と外有毛細胞
の機能検査である DPOAE で評価した。16kHz 以上の高音域で ABR と DPOAE の閾値上昇と DPOAE の
振幅低下を認めた。また外有毛細胞数は 45kHz でやや減少を認める程度であったが、MOC-OHC シ
ナプス終末のサイズは 16kHz 以上で減少を認めた（図２）。一方、求心路については内有毛細胞
-らせん神経節シナプス機能の指標である ABR の I 波の振幅と潜時は野生型と同等で、リボンシ
ナプス数にも変化はみられなかった。以上から Cbln1 欠損マウスの難聴は外有毛細胞の機能障
害による聴覚路の活動性の低下が主な原因であり、MOC-OHC シナプスの機能不全が関連している
ことが示唆された。 

（５）Cbln1 欠損マウスは過剰音響刺激に対して脆弱である 
MOC-OHC シナプスはコリン作動性に外有毛細胞の自動能（electromotility）を抑制し、過大
な音響刺激に対して内耳保護的にはたらく。最近、MOC-OHC シナプスの機能不全が求心性聴覚路
のグルタミン毒性である蝸牛シナプス病（cochlear synaptopathy）を誘導し、騒音性難聴や加
齢性難聴の発症と関連することが報告されている（Maison, et al., 2013; Liberman, et al., 
2014; Boero, et al., 2018; Boero, et al., 2020）。Cbln1 と cochlear synaptopathy の関連
を調べるために一過性閾値上昇（TTS）の実験系を新たに立ち上げ、Cbln1 欠損マウスの評価を
行った。予備実験から３か月齢のマウスに対する TTS 条件を 8-16kHz のバンドノイズで 92dBSPL
の 30 分刺激と設定した。負荷翌日に野生型と Cbln1 欠損マウスの両者で 16kHz 以上での ABR 閾
値の上昇がみられたが、２週間後には野生型が閾値の回復を示す一方で、Cbln1 欠損マウスは
16kHz 以上で有意な閾値上昇が持続した（図３）。また２週間後の I 波振幅の回復も Cbln1 欠損
マウスは野生型と比較して 22kHz 以上で不良だった。DPOAE 振幅は負荷翌日に 12kHz 以上で減弱
がみられ、２週間後に野生型マウスでは回復した一方で、Cbln1 欠損マウスではむしろ増悪した。
さらに内有毛細胞のリボンシナプス数の減少は Cbln1 欠損マウスで有意に多かった。これらの
結果から、TTS 条件で Cbln1 欠損マウスでは不可逆的な外有毛細胞機能の低下による永続的な閾
値上昇（PTS）が生じて、cochlear synaptopathy が増悪することがわかった。これは Cbln1 の
欠損により MOC-OHC シナプスの抑制性入力が減弱し、過剰音響刺激に対する内耳の脆弱性が高
まることを示唆する。 

 
（６）Cbln1 の蝸牛内強制発現の効果―Cbln1 欠損マウスでの検討 
AAVを用いて外側半規管経由で３か月齢のCbln1欠損マウスの内耳にCbln1を発現させ、Cbln1
補充の効果を調べた。Cbln1 の代わりに EGFP を発現させた Cbln1 欠損マウスをコントロールと
して TTS と MOC-OHC シナプス終末のサイズを比較した。AAV 注入２週間後に MOC-OHC シナプス間
隙に Cbln1 の発現を確かめた。音響負荷翌日に両者とも 16kHz 以上で ABR 閾値の上昇がみられ



た。２週間後には Cbln1 発現マウスで 16kHz の閾値に改善がみられたが、22kHz 以上では Cbln1
の補充効果は確認できなかった。MOC-OHC シナプス終末のサイズは Cbln1 補充の有無で違いは認
めなかった。 
（７）Cbln1 の蝸牛内強制発現の効果―野生型マウスでの検討 
 同様にして C57BL/6N マウスの内耳に Cbln1 または EGFP を発現させ、Cbln1 補充の効果を調べ
た。予備実験から３か月齢の C57BL/6N マウスに対する TTS 条件を 8-16kHz のバンドノイズで
92dBSPL の 60 分刺激と設定した。両者とも負荷翌日に 16kHz 以上で ABR 閾値は上昇し、２週間
後には負荷前と同等な閾値にまで回復した。興味深いことに、２週間後の I波振幅は EGFP を発
現させた群で負荷前と比べて減少したが、Cbln1 を発現させた群では負荷前と同等のレベルにま
で改善を認めた。これらの結果から、Cbln1 の補充は MOC-OHC シナプス機能を回復ないし増強さ
せる効果があり、それにより cochlear synaptopathy を軽減あるいは予防できる可能性を示唆
する。現在、リボンシナプス数の評価を行っている。 
（８）Cbln1 欠損マウスの聴覚の加齢性変化 
最後に Cbln1 欠損による加齢の影響を調べるために ABR 閾値の経時的な測定をした。その結
果、Cbln1 欠損は高音域から閾値上昇が出現し、徐々に低音域へと広がり、９か月齢には 70-
90dBSPL の高度難聴に至ることがわかった（図４）。 
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