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研究成果の概要（和文）：本研究では、GJB2変異型難聴の病態解明と治療法開発を目的とし、GJB2変異難聴モデ
ルマウスの生後発育におけるコルチ器の形成過程の変化に焦点を当てた組織学的解析を主に行った。通常の生後
発達の際は、プログラム細胞死によってコルチ器の立体構造が構築されるが、GJB2の優性変異 R75Wを導入した
トランジェニックマウスにおいては、正常発達に起こるアポトーシスによるプログラム細胞死が遅延し、コルチ
器は一時的に過形成の状態になることが示された。

研究成果の概要（英文）：The greater epithelial ridge (GER) is a developmental structure in the 
maturation of the organ of Corti.　Situated near the inner hair cells of neonatal mice, the GER 
undergoes a wave of apoptosis after postnatal day 8 (P8). We evaluated the GER from P8 to P12 in 
transgenic mice that carry the R75W + mutation, a dominant-negative mutation of
human gap junction protein, beta 2, 26 kDa (GJB2) (also known as connexin 26 or CX26). In both 
non-transgenic (non-Tg) and R75W +mice, some GER cells exhibited apoptotic characteristics at P8. In
 the GER of non-Tg mice, both the total number of cells and the number of apoptotic cells decreased 
from P8 to P12. In contrast, apoptotic cells were still clearly evident in the GER of R75W +mice at 
P12. In R75W +mice, therefore, apoptosis　in the GER persisted until a later stage of cochlear 
development. 

研究分野：耳鼻咽喉科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

GJB2 遺伝子変異難聴の蝸牛形態～研究開始

当初までに判明していたこと 

 先天性難聴は 2,000 人に１人と高頻度でその

半数が遺伝性である。そのうち GJB2(コネキシン

２６)遺伝子変異は日本人で最も高頻度の原因

遺伝子で、早期発見と治療方針を決定する上で

本質的な発症原因の探求が重要である。しかし、

ヒトの内耳では生検や侵襲的な生理学的検査

は困難なため、ヒトの GJB2 遺伝子変異と等価の

動物モデルを我々の研究グループは世界に先

駆け gjb2 遺伝子の優性阻害効果を示す変異体

マウス（Tg ）を開発した (Hum Mol Genet. 

2003)。 

 

研究開始当初、過去の我々の研究から示唆さ

れること 

Tg マウスの生直後から 2週齢までのコルチ器

評価を企画した結果、8日齢ですでにコルチトン

ネル（TC）の消失と外有毛細胞（OHC）の変性

を認めた。我々のこれまでの研究において、Tg

マウスの蝸牛は、生後の発達障害により早期か

らコルチ器の細胞骨格異常を認めるために、高

度難聴を呈することが実証された。具体的には、

8 日齢では、コルチトンネルの骨格を形成する、

柱細胞内のマイクロチュブリンの形成不良を認

め た （ Inoshita A, et al. Neuroscience, 

2008）。 

また以上の結果から新たに、Tgマウスのコ

ル チ 器 に お い て Greater epithelial 

ridge(GER)の過形成が示唆された。通常

GER は未熟な内耳組織に存在し、生直後か

ら蝸牛内有毛細胞の更に内側に認められ、成

熟後の蝸牛では消失する。GER では通常、

生後 6日頃を境に急激なアポトーシスが生じ、

蝸牛成熟後に消失する。これまでの我々の一

連の結果から、Tgマウスでは GER内でのア

ポトーシスの異常が示唆されたことは、非常

に興味深いものであった。 

そこで、Tgマウスのコルチ器の GERを中

心として、更に解明することは極めて必要な

研究と考えた。 

本研究の独創的特色は、GJB2 遺伝子変異

モデルマウス(Tg)における、GERの評価は未

だなされておらず、今回の我々の企画は全く

斬新な発想であることである。また、様々な

研究所で難聴モデルマウスを用いた報告は

されているが、生後直後から 2週齢までとい

う発達過程での評価はまれである。これまで

の我々の研究から、Tgマウスにおける内耳コ

ルチ器の組織学的変化は、生後に生じること

が解明された。したがって、生直後の幼若マ

ウスのコルチ器形態を、GER に焦点を絞っ

て更なる研究を行うことは、非常に有意義で

ある。 

 難聴発症を予防・軽減するためには、GER

細胞のアポトーシスが生直後に出現し、生後

6-8 日に終了することがひとつのポイントで

ある。GJB2 遺伝子変異による先天性難聴児

は、高度難聴を呈し、補聴器や人工内耳の適

応となる症例が多いのが現状である。 

本研究によって難聴発症のメカニズムが

細胞レベルで解明されることで、アポトーシ

ス促進因子の注入といった新たな治療法の

確立につながる。本研究は幼少時から高度難

聴に苦しむ国内の患者への大きな福音とな

り、国民生活の質的向上をもたらす極めて有

意義な研究であると考え、企画した。 

 

 



２．研究の目的 

GJB2 遺伝子変異は、日本人で最も高頻度で、

かつ高度難聴を呈する先天性難聴の原因遺伝

子であるが、本質的な発症原因がいまだ不明で

ある。本研究では、GJB2遺伝子変異モデルマウ

スの内耳の組織学的評価を行い、難聴の原因・

病態を把握し治療法を検討することを目的とす

る。癌抑制作用が知られているコネキシン遺

伝子の変異による高度難聴モデルマウスに

おいて、発達期のアポトーシス(プログラム細

胞死)と細胞増殖の異常が関わることを示し、

その分子病態解析を明らかにするものであ

る。具体的には、GJB2 遺伝子変異モデルマウ

スの①内耳コルチ器細胞骨格異常の評価、②

生直後から成熟期までの内耳発達過程におけ

るアポトーシスの評価、③分子細胞レベルでの

難聴治療法の確立である。 

 

 

３．研究の方法 

1） 透過型電子顕微鏡を用いて GER 細胞

内のアポトーシスを評価する。 

2） H-E 染色切片を用いて GER 内の合計

細胞数、GER内のアポトーシス細胞数、

GER面積を測定する。 

3） アポトーシス実行因子である活性型

caspase3 の GER での発現を免疫染色

で確認する。 

4） コルチ器三次元構築を薄切連続切片の

組織学的観察とコンピュータによる再

構築作業で解析する。 

 

Tg マウスの蝸牛コルチ器の組織学的検証 

1. マウス内耳検体の摘出・処理 

十分にマウスを麻酔後、内耳を摘出し組織学

的検査（光学顕微鏡、電子顕微鏡、免疫染色）

のための処理と切片の作成を行う。 

 

2. 透過型電子顕微鏡での観察・検討 

GER 細胞内の形態学的評価を行う。特に細

胞内の核において、アポトーシスに特徴的な所

見であるクロマチン凝縮の有無を確認する。 

 

3. H-E 染色切片での観察・検討 

光学顕微鏡 100 倍率下で、GER 内の合計

細胞数と、その内のアポトーシス細胞数を測

定する。デジタル光学顕微鏡下に、コンピュ

ータ計測ソフトであるNIS Elements-Dを用

いて、GER 面積を測定する。得られた細胞

数と面積のデータはコンピュータソフトに

入力し、Tgマウスとコントロール(野生型)を

比較し統計学的に検討する。 

 

4. GER での Caspase3 の発現を確認・評価 

内耳の凍結切片を作成し、抗Capase3抗体を

入手し蛍光抗体法にて免疫染色を行う。上記１

～３の組織学的検証から、TgマウスのGERでは

アポトーシス異常が存在すると推察する。当マウ

スではアポトーシス実行因子である Caspase3 が

どう発現するか、組織学的結果と照らし合わせ

て評価する。 

 

Tg マウスの蝸牛コルチ器の三次元構築 

コルチ器三次元構築を薄切連続切片の組織

学的観察と、コンピュータによる再構築作業で解

析する。 

 

分子細胞レベルでの難聴治療法の検討 

① アポトーシス促進因子である

Caspase を Tg マウスの内耳へ注



入する。注入対象 Tgマウスは、生

後 5～8日あたりを考慮する。 

② Caspase 注入後は、聴性脳幹反応

を用いて聴力の改善の有無を評価

する。 

③ 生後 14 日頃にマウスの内耳を摘

出し組織切片を作成する。 

④ Caspase 注入によってコルチ器の

形態、GERのアポトーシス細胞数、

面積に変化が表れるか評価する。 

 

 

４．研究成果 

通常の生後発達の際は、プログラム細胞死

によってコルチ器の立体構造が構築される

が、臨床において検出される GJB2の優性変

異 R75W を導入した Tgマウスにおいては、8

日齢と 12 日齢を評価した結果、正常発達に

起こるアポトーシスによるプログラム細胞

死が遅延し、コルチ器は一時的に過形成の状

態になることが示された。 

この現象は特にコルチ器近傍の GER にお

いて顕著にみられ、このことによってコルチ

器の圧排が生じ、有毛細胞の機能低下とコル

チトンネルの消失の原因となっていること

が示唆された。これらの結果は遺伝学専門誌

にて報告された。 (Inoshita et al., BMC 

genetics 2014, 15(1):1-8） 

これらの結果から、GJB2 変異型難聴では

GER 領域のプログラム細胞死が遅延してい

ることによりコルチ器形成が異常となり、こ

れが聴覚受容機能の低下の一因となる新た

な病態の可能性が示唆された。以下に具体的

な研究結果を記す。 

 

1） 透過型電子顕微鏡を用いて GER 細胞

内のアポトーシス評価。 

12日齢における、内耳コルチ器の GER

領域を正常体と Tgマウスと比較、評価

した。 

Tg マウスでは、GER 領域内の核クロ

マチン凝縮像が認められ、アポトーシ

スの存在が示唆された。一方、正常体

では、アポトーシス性の変化は認めら

れなかった(図 1)。 

 

2） H-E 染色切片を用いて GER 内の合計

細胞数、GER内のアポトーシス細胞数、

GER面積の測定。 

8 日齢、10 日齢、12 日齢の正常体と

Tgマウスを比較した。 

12日齢の Tgマウスにおいて、12日齢

の正常体と比べて、GER内の細胞数と、

GER内のアポトーシス細胞数が有意に

多きかった。 

また、12日齢の Tgマウスでは、12日

齢の正常体マウスと比べて、GER面積

が有意に大きかった。 

 

3） アポトーシス実行因子である活性型

caspase3 の GER での発現を免疫染色

で確認する。 

11 日齢の正常体と Tg マウスの内耳コ

ルチ器を評価した。 

正常体では、Caspase3の発現が乏しか

ったが、Tgマウスでは高度に発現して

いた。 

 

4） コルチ器三次元構築を薄切連続切片の

組織学的観察とコンピュータによる再
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