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研究成果の概要（和文）：ワーデンベルグ症候群など先天性難聴を伴う患者は、聴覚系に必須の色素細胞を先天的に欠
損している為、予防・治療方法の確立は難しいとされてきた。本研究の結果により、先天的に色素細胞を欠損している
遺伝子改変マウスの先天性難聴の症状を、ラセン神経節に発現する神経堤細胞制御分子EdnrBを標的に改善できる事が
分かった。先天的に色素細胞を欠損している先天性難聴患者であっても、ラセン神経節のEDNRBを標的に予防・治療で
きる可能性が期待される。一方、EdnrBをラセン神経節に強制発現させたトランスジェニックマウスの加齢性難聴に対
する耐性を検討したが、遺伝子背景の影響を受ける事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Preventive/cure methods for Waardenburg-Shah syndrome with congenital hearing loss
 has not developed yet due to congenital loss of intermediate cells (melanocytes) in inner ears. The conge
nital hearing loss involving neurodegeneration of spiral ganglion neurons (SGNs) in Ednrb(-/-)-mice were s
ignificantly restored by introducing an Ednrb transgene under control of the dopamine beta-hydroxylase pro
moter (DBH-EdnrB-Tg). The results of this study suggest Ednrb expressed in SGNs can be a novel target for 
a drug development of hearing losses. Meanwhile, the preventive effect of DBH-EdnrB-Tg expressed in SGNs o
n age-related deafness has been affected by genetic backgrounds. Further study will be needed to investiga
te the effect of DBH-EdnrB-Tg on age-related deafness. 
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１．研究開始当初の背景 
感音性難聴には、生まれた時より発症する先
天性難聴、あるいは加齢性難聴、騒音性難聴
などが含まれ、それらの発症の原因として、
遺伝的要因あるいは騒音等の環境ストレス
が関わっていると考えられているが、未だ不
明な点が多い。ポータブルミュージックプレ
イヤーなどの普及に伴い、若者に限らず多く
の人が大音量の環境に曝される機会が確実
に増えている。このような環境ストレスは加
齢性難聴の誘発し、その患者数は 2015 年に
は世界で数億人に達すると推計されている
（Lancet 2007）。しかしながら、加齢性難聴
の有効な予防方法はなく、加齢性難聴を治療
することは現在のところ不可能である。この
ような状況から、加齢性難聴の症状を緩和さ
せる、あるいはその進行を遅らせる抜本的な
予防・治療方法の開発は急務である。一方、
神経堤細胞の制御遺伝子、エンドセリン受容
体 B（EDNRB）はメラニン異常及び先天性難聴
を伴うワーデンブルグ症候群の原因遺伝子
の一つとして、内耳・血管条の中間細胞（色
素細胞）の発達に関与している事が知られて
いる。動物実験レベルでは、Ednrb欠損マウ
ス[Ednrb-KO(-/-)]は、色素異常及び先天性難
聴であるワーデンブルグ症候群のモデル動
物として報告されており、このマウスは巨大
結腸症を発症し、生後約 1 か月で死亡する。
また、Ednrb-KO(-/-)マウスの難聴の主な原
因は血管条の色素細胞の欠損による内リン
パ電位の乱れであると報告されている
（Matsushima et al., Mamm Genome 2002）。
我々の予備的検討によると、野生型マウスの
内耳を用いた免疫組織染色により Ednrb タ
ンパク質は血管条だけでなくラセン神経節
にも発現している事が示唆されている。しか
しながら、ラセン神経節に発現している
Ednrbの役割は分かっていない。 
  
２．研究の目的 
 先天性・加齢性難聴予防の新たな標的分子
として内耳の聴（ラセン）神経節の Ednrb を
解析する為に、 Ednrb-KO(-/-)マウス、
Ednrb-KO(-/-)マウスにドーパミン β ヒドロ
キシラーゼ（DBH）プロモーター下で Ednrb
を 神 経 系 に 強 発 現 さ せ た
（Ednrb-KO(-/-);DBH-Ednrb-Tg）マウス等
を用いて、内耳のラセン神経節の Ednrb の役
割を解析した。また、野生型マウスに抗酸化
能を有する化合物を経口投与し、加齢性難聴
の予防効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
 Ednrb-KO(-/-)マウスや Ednrb-KO(-/-); 
DBH-Ednrb-Tg マウスの聴力レベルは聴性
脳幹反応（ABR）測定により評価した。H&E
染色による蝸牛神経節細胞の細胞数や変性
の有無、Tunel 染色によるアポトーシスの有

無、Ednrb 免疫組織染色による発現の増強、
クリューバ・バレラ染色による脱髄の有無を
行い、光学顕微鏡レベルで組織学的な評価を
行った。また、透過電子顕微鏡、および走査
電子顕微鏡解析法（Ohgami, Sone et al., 
PNAS 2010）により、ナノスケールレベルで
ラセン神経の形態解析を実施した。(Ohgami, 
Sone et al., PNAS 2010)。さらに、過去の
報告に従い（Brakenhielm FASEB J 2001）、
抗酸化化合物を野生型マウス（C57/BL6 系統
等）に３〜６ヶ月間飲水投与し、加齢性難聴
に対する効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）内耳・ラセン神経節に発現する Ednrb
の解析：野生型マウスの内耳ラセン神経節に
おいて、Ednrb タンパク質は生後 3日では検
出出来ないが、生後 8日以降に検出出来る事
が明らかになった。さらにワーデンブルグ症
候群のモデル動物として知られている Ednrb
欠損マウス（Ednrb-KO(-/-)）を用いた解析
によると、Ednrb-KO(-/-)マウスは、生後 3
日の時点では野生型マウスと比較してラセ
ン神経節の数に有意な差を示さないが、生後
8日以降はラセン神経節の数は減少し、先天
性難聴および神経変性を伴う事が分かった
（Ida-Eto, Ohgami, Sone et al., JBC 2011）。
Tunel 染色を実施したが、少なくとも生後 3
週間の期間では陽性のラセン神経節を検出
する事は出来なかった。以上の結果より、野
生型マウスのラセン神経節において、Ednrb
は生後の聴力発達期に発現増加した一方、そ
の欠損マウスではラセン神経節の神経変性
を招いた事から、Ednrb はラセン神経の発
達・維持に重要な役割を担う事が示唆された。 
 
（２）聴神経に発現する Ednrb を標的にした
先天性難聴のレスキュー実験：内耳の色素細
胞以外のラセン神経節におけるEdnrbの発現
増強により先天性難聴をレスキューする目
的で、Ednrb-KO(-/-)マウスに DBH プロモー
ター下で神経系にEdnrBを発現させたマウス
（Ednrb-KO(-/-);DBH-Ednrb-Tg）を用いて、
ABR 測定を実施した。その結果、
Ednrb-KO(-/-)マウスと比較して、
Ednrb-KO(-/-);DBH-Ednrb-Tg マウスの聴力
レベルおよびラセン神経節の変性は部分的
に改善されている事が分かった（Ida-Eto, 
Ohgami, Sone et al., JBC 2011）。このこと
から、聴神経系において Ednrb は聴力の獲得
に重要な役割を担っている事、更に、その発
現を聴神経系で増強することは、先天性難聴
の予防・治療の標的分子の一つになると考え
られた。ワーデンベルグ症候群など先天性難
聴を伴う患者は、聴覚系に必須の色素細胞を
先天的に欠損している為、治療方法の確立は
不可能だとされてきた。本研究成果より、先
天的に色素細胞を欠損している先天性難聴



患者であっても、出生後にラセン神経節の
EDNRB を標的に予防・治療できる可能性が期
待される。 
 
（３）聴神経に発現するEdnrbを標的にした加
齢性難聴のレスキュー実験：Ednrbをラセン神
経節に強制発現したトランスジェニックマウ
スの加齢性難聴に対する耐性を検討した。加
齢性難聴は遺伝子背景が大きく影響する事が
報告されている事から（Noben-Trauth et al., 
Nat Genet 2003）、DBH-Ednrb-Tg マウスを
C57BL/6J系統あるいはICR系統と各々戻し交
配を10回以上実施し、DBH-Ednrb-Tgマウスの
耐性の有無を各々検討した。その結果、
C57BL/6J系統の遺伝子背景では耐性傾向を示
したが、ICR系統の遺伝子背景では同様の傾向
を示さなかった。内耳における両バックグラ
ンド間の主な違いはcadherin23の変異および
メラニン色素の有無であるが、ラセン神経節
に発現するEdnrbとの関連は不明である。今後、
更に例数を増やして、ラセン神経節に強制発
現したEdnrbの加齢性難聴に対する耐性を慎
重に検討する必要がある。 
 
（４）抗酸化化合物の飲水投与による加齢性
難聴の予防実験：ポリフェノール系の抗酸化
物質であるレスベラトロール（Resv）は、線
虫などを用いた研究で延命効果を示す事が報
告されている（Wood et al., Nature 2004）。
また、ResvはEdnrBのリガンドである
endothelinsの発現制御作用がある事が報告
されている（Zou et al., Int J Oncol 1999）。
そこで、抗酸化能を持つResvを飲水投与し、
加齢性難聴の予防実験を実施した。その結果、
Resv投与群（n=10）は、非投与群（n=10）と
比較して、加齢性難聴に対して有意な予防効
果を示さなかった。また、ニッスル染色、透
過電子顕微鏡、免疫組織染色等により内耳の
形態解析を実施した所、加齢に応じて観察さ
れる非投与群のラセン神経節の変性について、
Resv投与群は予防効果を示さなかった。今後
は食餌に混合して投与する等、別の投与方法
の検討を進めたい。 
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