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研究成果の概要（和文）：「聞こえ」の調節に重要な内耳に存在する外有毛細胞（OHC）の機能を解明し、聴覚障害の
治療や予防に役立てることを目的として、ジフテリア毒素を投与することでOHCのみを破壊することのできるマウスモ
デルを開発した。マウスはOHCを破壊すると高度の難聴となった。OHCの細胞機能に重要な遺伝子を同定するため、OHC
破壊マウスと正常マウスの内耳蝸牛における遺伝子発現を網羅的に比較解析した結果、OHCに強く発現する特異遺伝子
としてカルシウム結合タンパク質をコードするOncomodulin (Ocm)を同定した。

研究成果の概要（英文）：Outer hair cells (OHC) play an essential role in the amplification of 
sound-induced vibrations in the cochlea. To study the critical functions of OHC, we generated a novel 
mouse model, OHC-TRECK, for hearing impairment by introducing the human diphtheria toxin (DT) receptor 
gene under the control of the mouse prestin promoter. DT administration to OHC-TRECK mice were found to 
result in severe hearing impairment with the decrease in amplitude of distortion product otoacoustic 
emissions and the elevated auditory brainstem responses thresholds. Microarray and RNA-seq analysis using 
inner ear cochlear RNA revealed that the expression of Oncomodulin (Ocm) gene, coding EF-hand Ca2+ 
binding protein, was significantly decreased in DT-administered OHC-TRECK mice and OCM expression was 
specifically detected in OHC. These results suggest that OCM performs an important function with Ca2+ 
binding ability in mechanotransduction in OHC.

研究分野：実験動物学

キーワード： 難聴　内耳外有毛細胞　疾患モデル　トランスジェニックマウス　ジフテリア毒素
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１．研究開始当初の背景 
 耳は空気の振動である音を電気刺激に変
換して脳に伝えるための器官であり、内耳蝸
牛内のコルチ器に存在する内有毛細胞
（inner hair call; IHC）および外有毛細胞
（outer hair cell; OHC）が音刺激の変換・伝
達に重要な役割を果たしている。空気の振動
である音は、外耳道を通り鼓膜を振動させる。
この振動はツチ骨、キヌタ骨、アブミ骨によ
る耳小骨連鎖を経て内耳蝸牛に伝えられる。
蝸牛内はリンパ液で満たされており、その振
動はリンパ液の圧力変動へと変換される。蝸
牛内にはコルチ器という器官が存在し、リン
パ液の圧力変動によりコルチ器が振動する。
コルチ器には IHCと OHCが存在し、コルチ
器の振動により有毛細胞の上端に存在する
聴毛が屈曲する。IHCでは、それによりイオ
ンチャンネルが開いて陽イオンが流入し、細
胞内電位が上昇して聴神経を刺激し、この信
号が脳へ伝達されることで音を認識する。
OHCではコルチ器の振動により 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 はその細胞長を変化させて、コ
ルチ器の振動を増幅する。 
蝸牛における OHC の増幅機構は我々の聴
覚において極めて重要な役割を果たしてお
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、
先に傷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、ある種の抗生剤の
投与によっても OHCは損傷される。OHCは
一度失われると再生せず、加齢とともにその
数は減少する。高齢者に難聴患者が多いのは
そのためだが、加齢性難聴の根本的な治療法
はなく、補聴器の使用により聴力を補わざる
を得ないのが現状である。加齢性難聴は人類
に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は、難聴の予防や治
療法の開発の基礎になると考えられる。 
これまで、聴覚のメカニズムの解明のため
に、様々な難聴モデルマウスが用いられてき
た。難聴を自然発症するマウス系統は多く知
られている。NODや DBA/2は出生直後から
高度難聴を示し、C57BL/6や BALB/cは加齢
に伴い聴力が低下する加齢性難聴を示す。こ
れらのマウスの解析から、内耳蝸牛における
精密な情報処理機構が解明されつつある。ま
た、突然変異による先天性難聴マウスも多数
知られており、これらの解析からミオシン 7A、
カドヘリン 23、SANSなど Usher症候群に
関連する原因遺伝子が明らかとなってきた。
一方、ネオマイシンやゲンタマイシン等アミ
ノグリコシド系抗生剤の投与により第 8神経
障害を誘導し、難聴を引き起こすことが可能
であることが知られているが、同時に腎障害
が引き起こされるという副作用があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、標的細胞ノックアウト法
（TRECK 法）により OHC を誘導的に破壊

することのできるマウスを樹立し、OHC の
機能および分化機構を解明し、聴覚障害の治
療に役立てることを目的とした。本研究で樹
立する難聴モデル OHC-TRECK マウスは、
任意の時期にマウス個体の OHC のみを特異
的に破壊することが可能なマウスモデルで
ある。DTを投与することが引き金となるが、
DTR を発現していない細胞には影響を与え
ないため、副作用の心配が不要である。
TRECK-OHC マウスは OHC の機能を解明
するために極めて有用なツールとなること
が期待される。 
 
３．研究の方法 
 
(1) OHC-TRECKマウスの作製 
マウスがジフテリア毒素（DT）に耐性であ
ることを利用して、標的とする細胞特異的に
ヒトジフテリア毒素レセプター（DTR）を発
現するマウスを作製し、DT を投与すること
で標的細胞を死に至らしめる TRECK法（図
1）により、OHCをマウス生体内から誘導的
に除去できるマウスを作製した。すなわち、
OHC 特異的に発現するモータータンパク質
PrestinをコードするPresのプロモーターを
クローニングし、DTR cDNAと連結して導入
遺伝子を構築した。これを C57BL/6Jマウス
の受精卵雄性前核にマイクロインジェクシ
ョンし、偽妊娠 ICR雌マウスに移植してトラ
ンスジェニックマウス（OHC-TRECK マウ
ス）を作出した。 

図 1 TRECK法の原理 
 
(2) マウスの聴力測定 
 DT投与／非投与の野生型（WT）マウスお
よびOHC-TRECKマウスの聴力は4、8、16、
32 kHz のトーンピップ音に対する聴性脳幹
反応（ABR）の測定により聴力閾値を判定し
た。また、OHC の伸縮運動の指標となる歪
成分耳音響放射（DPOAE）を測定した。 
 
(3) 内耳蝸牛の免疫組織化学解析 
 内耳蝸牛を 4% PFA中で摘出、固定後、抗
ミオシン VI抗体、ファロイジン、DAPIを用
いて whole mount 標本の免疫染色を行い、
共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 



(4) マイクロアレイ解析 
 4 週齢の WT マウス・OHC-TRECK マウ
スに DTを投与して 7日後の内耳および DT
非投与の 5週齢のWTマウス・OHC-TRECK
マウスの内耳より RNA を抽出し、Agilent 
Whole Mouse Genome Ver. 2.0 ( 4 x 44k 
type )を用いて、発現 RNAの比較を行った。 
 
(5) RNA-seq解析 
 4 週齢あるいは生後 1 日の WT マウス・
OHC-TRECK マウスに DT を投与して 7 日
後（5週齢あるいは生後 8日）、および DT非
投与の同週齢・日齢のマウスの内耳蝸牛より
RNA を精製し、DNaseI 処理後、Illumina 
Hiseq2500 により発現遺伝子の網羅的解析
を行った。 
 
(6) CRISPR/Cas9 システムによるノックア
ウトマウスの作製 
 OHC 特異的発現遺伝子として同定した
Ocm のノックアウト（KO）マウスを
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集を
行って樹立した。翻訳開始点直後の 20 mer
をターゲットとして sgRNAを作製し、Cas9 
RNA と同時に C57BL/6J マウス受精卵前核
にマイクロインジェクションし、偽妊娠 ICR
雌マウスに移植して産仔を得た。変異の確認
は 、 SURVEYOR Mutation Detection 
Systemおよび sequence解析により行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) OHC-TRECKマウスは DTの投与により
聴力障害を呈する 
 OHC-TRECK マウスは 4 系統のファウン
ダーが得られた。5 週齢の各系統および WT
マウスに 50 μg/kgの DTを腹腔投与し、7日
後に ABR による聴力測定を行った。その結
果、#6系統は聴力の低下を示さなかったが、 
#38 系統は高度難聴を、#53 系統は中高度難
聴を、#65 系統は中度難聴を示した（図 2）。
最も重篤な聴力障害を呈し、聴力の個体差も
小さい#38 系統を誘導型 OHC 破壊モデルと
して詳細な解析を行うこととした。 

 
図 2 OHC-TRECKマウス各系統の聴力閾値 

 

DT 非投与／投与の OHC-TRECK マウス
およびWTマウスの 8 kHz、90 dBのトーン
ピップ音に対するABR波形を図 3に示した。
DT 非投与の OHC-TRECK マウスは正常な
波形を示すが、DT 投与 OHC-TRECK マウ
スでは電位変化が著しく低下していた。 

図 3 DT投与による ABR波形の変化 
 
 5 週齢の OHC-TRECK マウスおよび WT
マウスに 50 μg/kgの DTを腹腔投与し、7日
後に DPOAE を測定した。DT 非投与の
OHC-TRECK マウスは WT マウスと同様の
DPOAEを示したが、DT投与 OHC-TRECK
マウスでは DPOAE がほとんど検出されず、
OHC の伸縮運動が認められないことが明ら
かとなった。（図 4） 

図 4 DT投与 OHC-TRECKマウスでは 
DPOAEが消失する 



(2) OHC-TRECKマウスは DTの投与により
OHCが特異的に破壊される 
 5週齢の OHC-TRECKマウスに 50 μg/kg
の DTを腹腔投与して 7日後、内耳蝸牛コル
チ器の whole mount 標本を作製し、抗ミオ
シン VI（MYO6）抗体で有毛細胞を、ファロ
イジンで F-actin を、DAPI で核を染色し、
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。DT 非投
与のOHC-TRECKマウスは 1列の IHCと 3
列の OHC が整列する完全に正常な形態を示
したが、DT 投与 OHC-TRECK マウスでは
OHC が消失していた。一方、IHC は正常な
形態を保っていた（図 5）。 

図 5 OHC-TRECKマウスは DT投与により 
   OHCが特異的に破壊される 
 
(3) OHC-TRECKマウスを用いた OHC特異
的発現遺伝子の探索 
 OHC の機能を特徴付ける遺伝子を同定す
るために、4週齢で 50 μg/kgの DTを腹腔投
与して 7日後の OHC-TRECKマウスおよび
WT マウス、 DT 非投与の 5 週齢の
OHC-TRECK マウスおよび WT マウスの内
耳蝸牛より RNA を調整し、発現遺伝子のマ
イクロアレイ解析を行った。さらに、詳細な
情報を得るために RNA-seq 解析（文部科学
省科学研究費新学術領域研究「ゲノム支援」
による支援を受けた）を行った。マイクロア
レイ解析と RNA-seq解析において、DT投与
OHC-TRECK マウスで特に著しい発現減少
が認められる遺伝子としてEFハンド型Ca2+

結合タンパク質をコードする Oncomodulin 
(Ocm)を同定した。 

 
図 6 内耳蝸牛における遺伝子発現 

 
 Ocm の内耳における発現を検証するため
に RT-PCRを行った。Ocm mRNAの発現は
OHC特異的に発現する Presと同様にDT投

与OHC- TRECKマウスの内耳で発現が減少
していることが実証された（図 6）。また、
WT マウスのコルチ器の whole mount 標本
の免疫染色を行った結果、OCM は OHC 特
異的に発現しており、細胞質と核に発現が認
められたが、特に核に強い発現が確認された
（図 7）。 

 
図 7 OCMは OHC特異的に発現している 

 
 さらに、RNA-seqのデータを精査した結果、
Ocmや Pres以外には、GABA作動性ニュー
ロン関連遺伝子群が DT 投与 OHC-TRECK
マウスで大きく減少することが明らかとな
った。 
 
(4) Ocm-KOマウスの樹立 
 聴覚における Ocm の機能を解明するため
に CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集
を行い、Ocm-KOマウスを樹立した。本マウ
スに生じた変異は PAM配列の 5’側 7塩基を
欠失するフレームシフト変異であった。抗
OCM 抗体による免疫染色を行った結果、
Ocm-KOマウスではOCMの発現が消失して
いた（図 8）。 
 

図 8 Ocm-KOマウスでは OCMの発現が 
消失する 

 
(5) 総括 
 本研究で樹立した OHC-TRECK マウスは、



DTを投与することにより、OHCが特異的に
破壊され、重篤な聴覚障害を引き起こした。
OHC-TRECK マウスを用いた内耳蝸牛にお
ける発現遺伝子の網羅的探索により、OHC
特異的発現遺伝子として Ocm を同定し、
Ocm の機能を解明するために、Ocm-KO マ
ウスを樹立した。今後、Ocm-KOマウスの表
現型を詳細に解析することにより、Ocmの聴
覚における役割を明らかにしていく。また、
RNA-seq 解析の結果、GABA 作動性ニュー
ロン関連遺伝子群が OHC の機能に重要な役
割を果たしていることを示唆するデータを
得た。この結果は哺乳類の聴覚路で GABA
が抑制性神経伝達物質として重要な役割を
担っていることを裏付けている。さらに、
RNA-seq の解析結果を精査することにより、
OHC の機能を特徴付ける遺伝子が同定され
ることが期待される。一方、OHC-TRECK
マウスは DT投与前には正常な聴力を示し、
DT の投与によって誘導的に難聴となること
から、突発性難聴のモデルとなり得る。
TRECK-OHC マウスは OHC の機能解明の
ためのツールにとどまらず、難聴の治療法・
予防法の開発や再生医療への応用が期待さ
れる。 
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