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研究成果の概要（和文）：レプチン受容体欠損マウスは難聴が早期に進行した。難聴の責任部位は外有毛細胞で、不動
毛の障害というよりは細胞質の障害であった。一方、高血糖を維持したレプチン受容体正常のマウスでは聴性脳幹反応
の閾値上昇も歪成分耳音響放射の減弱もなく、組織学的にも正常であった。結論として蝸牛外有毛細胞動毛におけるレ
プチンの役割は不動毛の形成ではなく細胞質そのものへの影響で、単純な高血糖状態のみでは難聴の進行に影響を与え
なかった。

研究成果の概要（英文）：Because C3H/HeJ mice have leptin receptor in their cochlear outer hair cell kinoci
lia, we analyze leptin receptor knock out Lepr db/db mice, which were known to model of diabetes mellitus.
 ABR thresholds were proximately same but accepted early attenuation in DPOAEs compared with control one, 
the responsible part of their hearing loss was regarded as outer hair cells. There were no stereocilia dis
placement and no hair cell bundle transformation but abnormal PAS stained follicles in cytoplasm, these me
ant DPOAEs attenuation were due to outer hair cell body disorder rather than stereocilia disfunction. On t
he other hand, in leptin receptor intact hyperglycosemia state C3H/HeJ mice, ABR thresholds and DPOAEs wer
e proximately same compared with control one and abnormal PAS stained follicles in cytoplasm were never se
en these mice. In conclusion, Absence of outer hair cell kinocilia were related to cytoplasmic abnormality
 and there ware no affection only in a simple hyperglycosemia state.
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１．研究開始当初の背景 

 哺乳類の内耳における有毛細胞は聴覚・平衡

覚の機能に重要な感覚器官である。蝸牛外有

毛細胞の頂部にはアクチンフィラメントを主成分

とした不動毛が厳密に組織されており、これらは

機械電気変換( Mechano-sensory transduction )

に重要な役割を持つ。外有毛細胞自体は音波

を受容する機能は持っていないが、脱分極する

と細胞自体が短くなり、過分極すると伸張する。

微弱な音刺激の場合には基底板の揺れを増幅

し、逆に過大に強い音の場合には基底板の振

動を抑制するように働く。このようして外有毛細

胞は基底膜の振動パターンに影響を及ぼし蝸

牛内で音波を増幅している。増幅した音波は蝸

牛から耳小骨を経て鼓膜を振動させるため耳音

響放射として他覚的に計測することができる。 

 外有毛細胞の不動毛の形成は出生後に行わ

れることが明らかになっている。すなわち微絨毛

に覆われたクチクラ板の端に、一つの細胞に対

して一本の微小管構造を持つ動毛が認められ、

その後に不動毛が発生して伸張し、動毛側から

高さの異なった階段状の構造を形づくる。不動

毛の成長に関しては Whirlin と呼ばれる蛋白が

重要な役割を担っていることが示唆されており

（Kikkawa, et, al. 2005）、不動毛の異常を示す

モデルマウスは難聴の他、首振り、回旋異常と

いった異常構造を示し、その表現型は崩壊型、

融合型、短毛型の三種類に大別でき（Frolkov, 

et, al. 2004）、近年では Triobp らがアクチン線維

を束化すること（rootlets の形成）で動毛基部とク

チクラ板の接合を維持して、有毛細胞と不動毛

の形態維持に役立っているということが注目され

ている（Kitajiri, et, al. 2010）。前庭系において

動毛の形態は維持されるが、蝸牛においては不

動毛が最終的に伸張して、成熟した段階で動毛

は退縮し、マウスにおいて生後 9-12 日齢で消

失することが知られている。不動毛での現段階

においては動毛の機能については明らかでは

ない。 

 以前我々は、レプチン受容体欠損マウス lepr 

db/db が難聴を発症し、そのホモ接合体はヘテ

ロ接合体、野生型に比べ早期に ABR 閾値が上

昇すること、さらに DPOAE でもホモ接合体は早

期から DP レベルが低下する可能性があることを

報告（有泉ら、第 16 回耳科学会総会発表；川島

ら、科学研究補助金研究課題番号：17791163）

して、その責任部位は外有毛細胞であると予想

したが、そのときコントロールとして使用した

C3H/HeJ の個体（7 日齢）の動毛において、レ

プチン受容体の強い発現を偶然に確認した。レ

プチン受容体の発現は不動毛とクチクラ板には

みられなかった。レプチンは脂肪組織から産生

され、視床下部に作用して強力な摂食抑制作用

を示すとともにエネルギー代謝を更新させ体重

増加抑制作用を示すが、その受容体の分布は

多臓器にあり、レプチンの作用も多様であること

が報告されている。 

 

２．研究の目的 

 レプチン受容体欠損マウスは C57BL/6 を背景

としており、C57BL/6 は 10 ヵ月齢以降に高度な

難聴を呈することが知られている（加齢性難聴系

統）。一方、C3H/HeJ は加齢性難聴を示さない

系統とされており、このなかで特に MSM 系統は

18 ヵ月齢まで難聴を呈さないことが明らかになっ

ている（非加齢性難聴系統）。まず、C3H/HeJ の

動毛にみられたレプチン受容体の発現を、前庭

を含めた内耳全般まで確認する。次にレプチン

受容体の発現を、lepr db/db をコントロールとし

て加齢性難聴系統C57BL/6に認められるかどう

かを検証する。不動毛に形成される rootlets が

不動毛に形成されるのかもあわせて確認する。

また、非加齢性難聴系統のレプチン受容体欠損

モデルマウスを作成して動毛の、不動毛形成や

聴力に与える影響を検証する。 

 

３．研究の方法 

 加齢性難聴マウス系統および非加齢性難聴

系統の neonate マウスの内耳を取り出して免疫

染色を行い、whole body staining および凍結切



片標本を作成し、共焦点レーザー顕微鏡を用い

て内耳各部位でのレプチン受容体を観察する。

成熟例においては上記に加え、走査型電子鏡

および耳音響放射の計測、脳性脳幹反応の測

定を行う。 

 

４．研究成果 

 （1）糖尿病モデルマウス Leprdb/db における

ABR の解析では、ホモ接合体と野生型、ホモ接

合体の聴覚域値に有意差は認められなかった

が、DPOAE の解析においてホモ個体は野生型

やヘテロ個体と比べて DP レベルは低い傾向に

あった。内耳の形態学的解析ではホモ個体にお

いて外有毛細胞の細胞内に比較的大型の PAS

染色陽性顆粒が認められたものの、血管条、内

有毛細胞に PAS 染色陽性顆粒は認められなか

った。また、野生型、ヘテロ接合体の外有毛細

胞には PAS 染色陽性細胞は認められなかった。

また、これまで我々は非加齢性難聴マウス

C3H/HeJ の個体の動毛においてレプチン受容

体が強く発現することを報告した。以上より、

Leprdb/db における難聴の機序は、不動毛の形

成異常、あるいは高血糖状態における細胞障害

や末梢神経障害などの可能性が示唆された。 

一方、Leprdb/db は加齢性難聴モデルマウス

C57BL/6 系統がバックグラウンドにあるため、細

胞障害に何らかの遺伝子による影響があること

は否定できない。また可能であれば空腹時血糖

値の異なる高血糖状態を作成することが理想で

ある。そのため、我々は C3H/HeJ に対してストレ

プトゾトシン（STZ）を投与することによって、膵臓

を障害し、高血糖における非加齢性難聴系統の

内耳機能障害モデルを作成した。STZ は化学的

に不安定な薬剤で、種により効果も異なるとされ

ているが、我々の手技においては、総投与量

250mg/kg・bw で空腹時血糖 250-350mg/dL、総

投与量 350mg/kg・bw で 550mg/dL 以上の高血

糖状態を作成できた。 

 （2）Leprdb/dbにおける難聴の機序が、不動毛

の形成異常、あるいは高血糖状態における細胞

障害や末梢神経障害などである可能性を示唆

した。そのため、難聴素因のないマウス系統であ

る C3H/HeJ を、濃度の異なるソトレプトゾトシン

を投与することによって、程度の異なる 2 型糖尿

病モデルマウスを作成したことを報告した。今年

度、我々はこの系統において空腹時血糖が

150mg/dL 未満（A 群）、150-550mg/dL（B 群）、

550mg/dL（C 群）以上の 3 群に分類し、6、18、

24、30、36 週において、加齢性難聴モデルマウ

ス C57BL/6 系統（D 群）をコントロールとして電

気 生 理 学 的 、 形 態 学 的 な 検 討 を 行 っ た 。

DPOAE に関しては D 群が 24 週目から低下する

傾向にあったのに対して、A 群、B 群、C 群は正

常であり、各群の音響放射に有意差を認めなか

った。ABR に関しては A 群、B 群、C 群、D 群と

もに 5.6kHz、8kHz、12kHz、18kHz、24kHz にお

いて聴覚閾値の上昇を認めなかった。形態学的

な解析においては、各週齢の A 群、B 群、C 群

が基底回転を含む全周波数領域において、

H-E 染色における I 型ラセン神経節細胞の減少

あるいは、ファロイジンによる免疫染色における

有毛細胞の脱落を認めなかったのに対して、D

群においては 24 週齢以降のラセン神経節細胞

の脱落及び有毛細胞数の減少を特に高周波数

域に有意差を持って認めた。また、この間に、

Fujitaらが加齢性難聴モデルC57BL/6J 系統を

用いて、騒音負荷を行い糖尿病が騒音性難聴

を来しやすいことを示唆した。これらのことから、

加齢性難聴の素因を持たない個体に対しては、

高血糖単独では難聴が発現しにくいことが示唆

された。 

 （3）C3H/HeJ にストレプトゾトシン（STZ）を投与

して膵臓を傷害したマウスを血糖値 250mg/dl 以

下（A 群）、250-500mg/dl（B 群）、500mg/dl 以上

（C 群）に分類し、それぞれ実験のプロトコール

に従い 6、12、18、24、30、36 週齢に対して ABR、

DPOAE の解析を行った。ABR に関しては

DPOAE が消失した個体にのみ行った。結果とし

て A 群では DPOAE が消失した個体は認められ

なかった。B、C 群に関しては A 群に対して寿命



が短い傾向にあり DPOAE が消失した個体に対

して ABR 閾値が上昇することはなく、Lepr 欠損

マウスと同様であった。しかし形態学的解析にお

いて Lepr 欠損マウスにみられたような外有毛細

胞不動毛の形態異常、あるいは高血糖状態によ

る外有毛細胞内に粗大な PAS 陽性細胞は認め

られなかった。このため高血糖状態による細胞

障害の機序は不動毛の形成異常は不動毛の形

成異常や高血糖状態における直接の機能異常

ではなく、遺伝子の多型性によるものと想像され

た。 

 一方、5-OHdG はいずれの個体の外有毛細

胞にも発現しなかった。このことはアディポネク

チン活性低下によるインスリン抵抗性の増大、そ

の機序としての骨格筋や肝臓における AMP キ

ナーゼの活性低下、直接な動脈硬化の進行な

どアディポネクチン分泌低下の一因としての活

性酸素による外有毛細胞の酸化ストレスは証明

できなかった。 
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