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研究成果の概要（和文）：全身投与されたアミノグリコシド系抗菌薬（AG）は内耳有毛細胞に取り込まれ難聴を
引き起こすが、生体内におけるAGの有毛細胞への進入経路の詳細は解明されていない。Texas-Red 標識ゲンタマ
イシン(GTTR)を全身投与した際に、MET欠損マウスであるTmc1;Tmc2 ダブルノックアウトマウスの有毛細胞への
GTTRの取り込みは、野生型に比較し有意に少なく、またダブルノックアウトマウスをバックグラウンドにTMC1を
モザイク状に発現させた感覚上皮では、モザイク状の取り込みを認めたことから、全身投与したアミノグリコシ
ド系抗菌薬の有毛細胞への主な進入経路は MET チャネルであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Systemically administered aminoglycoside antibiotics enter the inner ear 
hair cells and trigger apoptosis. However, the in vivo mechanisms by which aminoglycoside 
antibiotics enter hair cells remain controversial. Transmembrane channel-like 1 (TMC1) and TMC2 are 
essential for MET and are components of the stereocilia MET channel complex. The present study aimed
 to clarify that systemic fluorescent gentamicin enters mouse hair cells through MET channels. 
Gentamicin-conjugated Texas Red (GTTR) or PBS was subcutaneously injected into Tmc1Δ;Tmc2Δ mice 
and wild-type mice at postnatal day 0 (P0), P2, P4, or P6. In Tmc1Δ;Tmc2Δ mice, the intensity was 
mostly stable from P0 through P6. In wild-type mice, the GTTR fluorescent intensity gradually 
increased with the development of hair cells. The increase in the GTTR intensity in wild-type mice 
coincided with the spatiotemporal onset of MET. These results provide evidence that AGs enter hair 
cells predominantly through MET channels.

研究分野： 耳科学
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１．研究開始当初の背景 

(1)アミノグリコシド系抗菌薬（以下、AG）

は副作用として用量依存性の内耳毒性を示

し、不可逆性の内耳障害を引き起こす。内耳

障害の発症機序として、有毛細胞内に取り込

まれた AG によりフリーラジカルが発生し有

毛細胞にアポトーシスが引き起こされるこ

とが分かっている。しかし、AG の有毛細胞内

への侵入経路に関しては、in vitro の実験に

おいて、エンドサイトーシスにより有毛細胞

内に取り込まれるとする報告[1]と、主に機

械 電 気 変 換 イ オ ン チ ャ ネ ル

（Mechanoelectrical transduction channel、

以下 MET チャネル）から侵入するとする報告

[2]があり、未だ議論が分かれる。さらに、

in vivo での AGの有毛細胞への侵入経路は不

明である。 

(2) 研究代表者（川島）らは、ヒトの非症候

群性遺伝性難聴の原因遺伝子である TMC1、お

よびそのパラロガス遺伝子である TMC2 のノ

ックアウトマウスを作製し、ダブルノックア

ウトマウス（Tmc1Δ/Δ;Tmc2Δ/Δ）の有毛細胞

は正常な形態の感覚毛を持つにも関わらず

完全に MET 電流を欠くこと[3]、さらに

Tmc1Δ/Δ;Tmc2Δ/Δ から外植した有毛細胞に外

因性の TMC1、TMC2、または点突然変異 TMC1Bth

を発現させると、それぞれ異なるカルシウム

透過性、MET 電流が計測されることを基に、

TMC1 および TMC2 は MET チャネルの構成要素

であることを明らかにした[4]。さらに

Tmc1Δ/Δ;Tmc2Δ/Δから外植した有毛細胞は AG

を取り込まず、AG に暴露後も感覚毛は保たれ

AG による内耳毒性に対し耐性を持つことを

報告した [3]。また、外植した野生型の内耳

感覚上皮に FM1-43 を投与すると一瞬にして

有 毛 細胞内 で 蛍光が 観 察され る が 、

Tmc1Δ/Δ;Tmc2Δ/Δの有毛細胞は、BAPTA で tip 

link を切断した野生型の有毛細胞と同様に

FM1-43 では蛍光が観察されないことを報告

した [3]。また、外植した野生型の内耳感覚

上皮に FM1-43 を投与すると一瞬にして有毛

細 胞 内 で 蛍 光 が 観 察 さ れ る が 、

Tmc1Δ/Δ;Tmc2Δ/Δの有毛細胞は、BAPTA で tip 

link を切断した野生型の有毛細胞と同様に

FM1-43 では蛍光が観察されないことを報告

した [3]。 

 

２．研究の目的 

METチャネルノックアウトマウスを用いてin 

vivo での AG の有毛細胞への侵入経路を解明

する。 

 

３．研究の方法 

(1) 使用した動物 

胚性幹細胞の相同的遺伝子組換えにより

作製された Tmc1ノックアウトマウス（Tmc1
Δ）、Tmc2ノックアウトマウス（Tmc2Δ）、ダ

ブルノックアウトマウス（Tmc1Δ;Tmc2Δ ）、

およびTmc1Δ;Tmc2ΔのX染色体上にmCherryで

標識したTmc1を導入したBACトランスジェニ

ックマウスであるTmc1-mCherry line3 マウ

ス(Tmc1-mCherry)をNIDCD/NIHのDr. Andrew 

Griffithより譲り受けた。遺伝子型は、尾の

先端組織から抽出したゲノムDNAを用いて

PCR法にて判定した。コントロールとして日

本クレア株式会社より購入したC57BL/6の野

生型マウスを用いた。0日齢 (P0)からP6まで

のマウスを使用し、野生型とTmc1Δ;Tmc2Δの

性別は問わず、Tmc1-mCherryはTmc1がモザイ

ク発現する雌のみを使用した。なお本研究は

東京医科歯科大学動物実験委員会より動物

実験計画 (承認番号0170300A) 、同大学遺伝

子組み換え生物等実験安全委員会より遺伝

子組み換え生物等実験計画 (承認番号

2013-073C)の承認を受けたうえで行われた。 

(2) 薬剤の投与と蝸牛の解剖 

 マウスにゲンタマイシン（GM)もしくは

Texas-Red 標識ゲンタマイシン (GTTR)を全

身投与し、3時間後もしくは24時間後に安楽死

させた。コントロールのマウスにはPBSを投与



した。 

マウスの蝸牛をPBS内で取り出し4%PFAで1

時間浸漬固定してから感覚上皮を取り出した。

P6のマウスは4% PFAで内耳潅流固定した後に

同様に浸漬固定した。PBSで洗浄後、ライスネ

ル膜、蓋膜を取り除いてから0.5%tritonX-100

で20分間透過処理した。 

 In vitroでのFM1-43の有毛細胞への取込を

評価する際には、安楽死させた後、直ちに

Leibovitz's mediumの中で蝸牛を取り出し、

骨壁、ラセン靭帯、血管条を取り除いた上で

HBHBSS-Ca (HBSS 50 ml + 1M HEPES 500 µl + 

2M CaCl2 32.5 µl)で調製した5µM FM1-43に10

秒間浸漬した。HBHBSS-Ca で洗浄した後、4% 

PFA で1時間固定してからPBS中で蝸牛軸から

感覚上皮を取り外してライスネル膜、蓋膜を

取り除いた。これをAlexa647 Phalloidin in 

0.5% tritonX-100で20分間染色した。 

(3) 免疫染色 

 染色の前に2% Albumin Bovine Serumで30

分間ブロッキングした。1次抗体にはウサギポ

リクローナル抗MyosinⅥ抗体、またはマウス

モノクローナル抗GM 抗体を使用し、室温にて

1時間浸漬した。二次抗体にはAlexa Fluor 488

標識ロバ抗ウサギ抗体 (1:500)、Alexa Fluor 

568標識ヒツジ抗マウス抗体 (1:500)、または

Alexa Fluor 405標識ヒツジ抗ウサギ抗体 

(1:500) を用いて、室温にて30分間浸漬した。

各染色の後にPBSで十分な洗浄を行った。 

(4) 封入・顕鏡 

染色した感覚上皮はProlongで封入した。全て

の画像の撮影はLeica社の共焦点レーザー顕

微鏡TCS SP8で行い、63倍の対物レンズを用い

た。蝸牛の頂部から基底回転に向かって約

180°、360°、540°の部位を頂回転、中間回

転、基底回転と規定し、各部位より内有毛細

胞および外有毛細胞を撮影した。この際、

MyosinⅥの染色像から有毛細胞の核の位置を

確認し、核と頂上膜の間の細胞質を撮影した。 

 

(5) GTTRの蛍光強度の測定とデータの解析 

Photoshop CS6 と ImageJ を用いて有毛細胞内

のGTTRの蛍光強度を解析した。初めにImageJ

の Auto Threshold 機能 (Huang) を用いて

MyosinⅥの染色像を二値化し、有毛細胞の範

囲を規定し面積を求めた。次に、Myosin VI

で規定された有毛細胞の範囲内の GTTR の蛍

光強度を測定し、有毛細胞内の単位面積当た

りの GTTR の蛍光強度を算出した。統計検定

には JMP 10 を用い、有意水準を 5％とした。

ANOVAで有意差を認めた際にはTukey-kramer

の HSD 検定を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 全身投与したGMおよびGTTRの有毛細胞へ

の取り込み 

はじめに、全身投与したGMが生後早期のマ

ウスの有毛細胞に取り込まれるか検討した。

P4の野生型マウスに GM (300 mg/kg)を全身投

与し、24時間後に安楽死させた。蝸牛の感覚

上皮を取りだし、GMの免疫活性を調べた。GM

を全身投与したマウスでは有毛細胞内にGMの

免疫活性を認め、細胞全体が染まっているだ

けでなく斑点状に凝集しているような蛍光も

見られた。一方、コントロールでは有毛細胞

内にGMの免疫活性を認めなかった。 

次に、全身投与したGTTRが生後早期のマウ

スの有毛細胞に取り込まれるか検討した。P4

の野生型マウスに GTTR (2 mg/kg)を全身投与

し、24時間後に安楽死させた。GTTRはGMと同

様に有毛細胞内に取り込まれた。 

 (2) Tmc1Δ;Tmc2Δの有毛細胞へのGTTRの取り

込み 

 P4 の野生型マウスおよびTmc1Δ;Tmc2Δマ

ウスにGTTR (2 mg/kg)を全身投与し、3時間後

に安楽死させた。野生型の有毛細胞にはGTTR

の取り込みを認めたが、Tmc1Δ;Tmc2Δの有毛

細胞には明らかなGTTRの取り込みを認めなか

った。 

 



(3) 日齢と有毛細胞へのGTTRの取り込み量の

推移 

内耳メカノトランスダクションは、基底回

転ではP0から頂回転ではP2から機能開始し、

その後、最大メカノトランスダクション電流

は数日に渡り上昇する。内耳メカノトランス

ダクションの発達と有毛細胞へのGMの取り込

みの関連を調べるために、P0、P2、P4、P6 の

野生型とTmc1Δ;Tmc2ΔマウスにGTTR (2 

mg/kg)またはPBSを全身投与し、3時間後に安

楽死させた。感覚上皮を取り出し、有毛細胞

内の単位面積当たりのGTTRの蛍光強度 (任意

単位:AU) を測定した。 

 野生型、Tmc1Δ;Tmc2Δ ともに、P0からP6ま

でいずれに日齢においても、GTTR投与群はPBS

投与群に比較してGTTRの蛍光強度が高かった。

GTTRを投与した野生型では、P0からP4まで日

齢が進むにつれ蛍光強度が上昇した。頂回転

ではP6まで蛍光高度が上昇したが、中間回転、

基底回転ではP4からP6にかけて低下した。一

方、GTTRを投与した Tmc1Δ;Tmc2Δでは、頂回

転から基底回転までいずれの部位でもP0から

P6まで蛍光強度の上昇する傾向は認められな

かった。野生型とTmc1Δ;Tmc2Δを比較すると、

P0では基底回転を除き蛍光強度に有意差を認

めなかったが、P2では頂回転を除き、P4以降

はいずれの部位でも野生型で蛍光強度が有意

に高かった。 

(4) メカノトランスダクションモザイク発現

マウスにおけるGTTRの有毛細胞への取り込み 

Tmc1Δ;Tmc2Δマウスの有毛細胞へのGTTRの

取り込みが野生型と比較して有意に少なかっ

た原因として、内耳膜迷路のホメオスターシ

スの障害が関与している可能性が考えられた。

そこで、個体内でメカノトランスダクション

を発現する有毛細胞と発現しない有毛細胞が

混在するTmc1-mCherryマウスにおけるGTTRの

取り込みを調べた。P4のTmc1-mCherryマウス

の雌にGTTR(2mg/kg)を全身投与した。3時間後

に安楽死させて直ちに感覚上皮を取り出し、

FM1-43に10秒間浸漬させた。スチリル色素で

あるFM1-43はin vitro において、METチャネ

ルを通して短時間に大量に有毛細胞内に取り

込まれ、細胞内で強い蛍光を発する11。固定後、

phalloidin-Alexa488および

MyosinⅥ-Alexa405で染色を行い共焦点顕微

鏡で観察を行った。 

Phalloidin染色および MyosinVI染色では、

いずれの有毛細胞も聴毛および細胞体に明ら

かな形態異常を認めなかったが、GTTRを取り

込む細胞と取り込まない細胞が混在していた。

GTTRを取り込んだ細胞とFM1-43を取り込んだ

細胞は完全に一致していた。 

 

今回我々は、MET チャネルの構成分子をコ

ードする Tmc1および Tmc2の遺伝子改変マウ

スを用いて検討を行い、in vivoにおいて AG

は主に METチャネルを介して内耳有毛細胞に

取り込まれていることを明らかにした。この

根拠として以下の４つの実験結果を示した。

(1) 野生型の有毛細胞と比較しMETが機能し

ていない有毛細胞では GTTR の取り込み量が

大きく減少した。(2) MET が機能していない

P0の頂回転および中間回転ではMET欠損有毛

細胞と野生型有毛細胞で GTTR の取り込みに

差を認めなかった。(3) MET を欠損したマウ

スでは GTTR の取り込み量に日齢による変化

がみられなかったのに対し、野生型の GTTR

の取り込み量は最大METチャネル電流の上昇

時期に一致して増加した。(4) 一個体内にお

いても MET 機能している細胞は GTTR を取り

込むが、MET 機能を失っている細胞には GTTR

の取り込みは認められなかった。 
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