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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞同士を結合して細胞の上下のスペースを仕切るバリアとして働くト
リセルリン分子が、内リンパのイオン組成に与える影響を調べた。トリセルリン遺伝子を持たない遺伝子改変マ
ウス（トリセルリン欠失マウス）の内耳の機能を調べたところ、成長過程で有毛細胞と呼ばれる内耳の感覚細胞
が細胞死を生じ、高度の感音難聴を生じた。この結果から、難聴遺伝子の１つであるトリセルリン遺伝子変異で
難聴が発症するメカニズムが明らかとなった。今回の成果は、イオン組成が関係するその他の難聴のメカニズム
の解明や、内耳のイオンバランスを保つ新しい難聴治療薬の開発につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：Tricellulin is a member of cell adhesion molecule forming tight junctions 
and contribute to maintain barrier function in the epithelial cells. We investigated the function of
 tricellulin in maintaining the ion homeostasis of endolymph, which is extracellular fluid with 
unique ion component and contained in our sound-sensory organ, inner ears. Genetically engineered 
tricellulin-deficient mice (Tric-KO mice) show severe hearing loss associated with progressive loss 
of sensory hair cells during postnatal development. These results revealed the mechanism underlying 
the onset of sensorineural hearing loss in previously known human hereditary deafness caused by 
mutations in the tricellulin gene. Moreover, our findings will contribute to elucidate mechanisms of
 other sensorineural hearing loss caused by compromised ion component and hopefully lead to the 
development of novel therapeutic approach against deafness by improving the ion homeostasis in the 
inner ears.
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１．研究開始当初の背景 

 本研究は、頂側結合を構成する細胞間接

着分子の機能について、欠失モデルマウス

を用いて in vivoで解析し、蝸牛上皮細胞

の形態と機能を制御する分子機構の理解を

さらに深めることを目的とした。 蝸牛上皮

細胞の頂側結合は、最も頂側のタイト結合

と、その基底側にあるアドへレンス結合か

らなる。タイト結合は上皮のバリア機能を

維持するとともに、細胞頂側面を機能的ド

メインとして分離することで細胞極性を規

定している。聴覚の成立には、高度に特化

された感覚上皮頂側面の特異な形態と内リ

ンパを隔離するバリア機能が必須であるた

め、タイト結合は内耳において特に機能的

意義が高い。 

 本研究を始める段階で、三細胞間の結合

部位には三細胞間タイト結合（tricellular 

tight junction : TTJ）とよばれる構造が

見られ、細胞接着分子トリセルリンで構成

されることが知られていた。また、トリセ

ルリンをコードする TRIC 遺伝子は非症候

群性遺伝性難聴 DFNB49 の原因遺伝子であ

り、聴覚機能に重要な役割を担っているこ

とも知られていた。一方で、内耳における

TTJ の特性と機能は、二細胞間タイト結合

に比べて十分に解明されておらず、これら

を解明するため、我々は新規に樹立された

トリセルリン欠失マウス（TRIC-KO マウス）

を用いて、蝸牛上皮細胞における TTJ の機

能と分子構造の解明を目指した。 

 

２．研究の目的 

 (1) 内耳機能における TTJ の役割 

 まず TRIC-KO マウスの聴覚を解析し、ト

リセルリン欠失が聴覚機能に及ぼす影響を

明らかにすることを目的として、ABR を用

いて成体 TRIC-KO マウスの聴力を確認し、

次いで ABR と DPOAE を用いて聴覚獲得期か

ら経時的に評価し、聴覚に関するフェノタ

イプの全貌を把握することを目指した。さ

らに、TTJ が内耳以外の他臓器に対してど

のような機能的および組織学的変化がもた

らすかについても解析することとした。 

(2) 蝸牛感覚上皮の形態と極性への関与 

 TTJ は上皮細胞の輪郭を規定する頂側結

合ネットワークの一部であり、蝸牛上皮細

胞の特異的形態形成に関わると想定される。

本研究では組織学的解析により蝸牛上皮細

胞形態への TTJ 複合体の関与を明らかにす

ることを目指した。また、TTJ の障害によ

り細胞の頂面と側底面の極性にどのような

影響が出るかについて検証を試みた  

(3) 内耳バリア機能に及ぼす影響 

 研究開始にあたって、TRIC-KO マウスで

は TTJ の破綻により内耳のバリア機能が障

害されると予測されたが、一方で、特定の

タイト結合構成分子の欠失やトリセルリン

の部分的変異では、傍細胞間透過性に顕著

な変化はなく、内リンパ電位も変化しない

ことが知られていた。そこで、TRIC-KO マ

ウス内耳へのトレーサー注入および内リン

パ電位の測定により、トリセルリン欠失に

よる内耳バリア機能への影響を確認するこ

とを目的とした。 

(4) TTJ 微細構造の変化と機能的意義 

  透過型電子顕微鏡 (TEM)では、タイト

結合はストランドと呼ばれる網目状の超微

細構造として観察され、TTJ も同様のスト

ランドを構築する。二細胞間タイト結合で

は構成分子クローディンの欠失でストラン

ド異常が生じることが知られているが、TTJ

での詳細は十分に解明されていない。

TRIC-KO マウスの上皮組織における TTJ ス

トランドの変化を観察し、TTJ の障害機構

を微細構造レベルで理解することを目指し

た。 

 

３．研究の方法 

(1)聴覚および全身表現型の解析 



 TRIC-KOマウスに対してABRおよびDPOAE

を用いて各発達段階での聴覚を解析した。

また、上皮間結合が重要な役割を果たす他

の臓器（腸管、心臓、腎臓、甲状腺）にお

いて形態学的な以上が生じないかどうか光

学顕微鏡を用いて調べた。 

(2)蝸牛上皮細胞の形態変化の解析 

 TRIC-KO マウスの蝸牛から感覚上皮を摘

出、細胞頂側面と輪郭をファロイジンや抗

ZO-1 抗体を用いて蛍光標識し観察した。さ

らに、透過型電子顕微鏡(SEM)によって有毛

細胞形態の詳細を観察した。 

(3)内リンパ電位の測定 

 TRIC-KO マウスと野生型マウスを麻酔し

た後に中耳骨包経由で内耳に電極を挿入、

内リンパ電位を測定した。 

(4)上皮バリア機能の評価 

 麻酔下に中耳骨包経由で TRIC-KO マウス

の外リンパ腔にビオチンを注入し、蝸牛を

摘出して固定、ストレプトアビジンで染色

し、内リンパ腔へのビオチンの漏出を組織

学的に評価した。 

(5) TTJ のストランド構造の解析 

  TRIC-KO マウスの上皮細胞の細胞間結

合を TEM で観察し、タイト結合に形態学的

な破綻がないかどうか検証した。 

 

４．研究成果 

１）聴性脳幹反応を用いてTric-KOマウスの

聴覚を解析したところ、幼若期に高度難聴

を示し、成体ではさらに難聴が進行して聾

になることが判明した。難聴は低音から高

音まで全周波数帯域でみられた。 

２）Tric-KOマウスでは難聴以外に病的な表

現型は見られず、繁殖性であった。過去に

報告された部分的なTric遺伝子変異を持つ

マウスモデルでは野生型に比べて体が小さ

いことが報告されていたが、Tric-KOマウス

では野生型と全身の形態に差がなかった。

さらに組織学的検索でも心、肺、腎、甲状

腺など上皮間タイト結合を有する主要な臓

器に形態学的な異常は見られなかった。 

３）上皮バリアの破綻による内リンパ電位

の低下が難聴の原因と推測されたが、電気

生理学的手法を用いて測定したところ、予

想に反してTric-KOマウスの内リンパ電位

は正常に維持されており、電位は野生型と

の間に差はなかった。 

４）蝸牛感覚上皮の組織学的変化を調べた

ところ、Tric-KOマウスでは有毛細胞が進行

性に脱落することが判明した。生後12日で

は有毛細胞の脱落はほとんど見られなかっ

たが、生後14日では外有毛細胞に一部脱落

が見られ、さらに生後21日目になると外有

毛細胞はほとんど残存せず、内有毛細胞も

半数が脱落していた。生後60日目では内外

有毛細胞が全て脱落しており、難聴の原因

は有毛細胞障害と考えられた。 

５）有毛細胞の細胞死の詳細を解明するた

め、TUNEL法を用いてアポトーシスの関与を

調べた。その結果、生後15日の段階で多く

の外有毛細胞にアポトーシスが生じている

ことが判明した。 

６）内耳においてタイト結合は、高K＋を含

む内リンパ腔と低K＋を含む外リンパ腔を境

界するバリアとして機能しているため、バ

リアの破綻による外リンパ腔へのK＋のリー

クが有毛細胞死の原因になると予測した。

そこで蝸牛感覚上皮を摘出し、外リンパと

同様のイオン組成をもつ培養液中で器官培

養したところ、有毛細胞死は生じなかった。 

 以上の結果から、tricellulinの欠失によ

り生後早期に有毛細胞のアポトーシスが生

じ、進行性難聴を生じることが判明した。K
＋イオン濃度が保たれた器官培養系では有

毛細胞死を生じないこと、および内リンパ

電位が上昇する時期に一致して細胞死が生

じることから、内リンパ電位を駆動力とし

て内リンパ腔の高濃度K＋が外リンパ腔に漏

出し、有毛細胞周囲のK＋濃度が上昇するこ



とで細胞死をきたすものと考えられた。 

 本研究により生体内での tricellulin 欠

失の影響が初めて明らかになった。

tricellulin 欠失による内耳障害の病態が

解明されたことで、遺伝性難聴に対する新

たな治療的アプローチの開発につながる可

能性が期待される。さらに tricellulin は

全身の上皮細胞に普遍的に発現するにもか

かわらず、その欠失により内耳以外の臓器

が障害されないことは驚きであり、細胞生

物学において重要な知見である。本研究の

成果はタイト結合構成蛋白の組織特異性や

代償のメカニズムの解明にも寄与すると考

えられる。 
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