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研究成果の概要（和文）：加齢進行性難聴モデルマウスとしての意義を検討するために、カルシウム動態異常を
きたす変異体の難聴表現型、特に難聴進行速度の差異と変異部位との関係を解析し、有毛細胞欠失は加齢性難聴
進展の大半を説明するが、欠失前の機能低下の寄与もある事が推測され、この機能低下と細胞欠失までの期間の
間の相関が示唆された。
更に発現系整備のための最適化を実施し、適用可能な全変異体に関する動力学的dataを収集するための条件を検
討した。こうしたvitroの動力学的dataとvivoでの表現型の総合的解析を行う事により、細胞レベルでの老化に
つながる変化の明示的なマーカーを得る事が発症機構全体の理解のために必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the significance of mouse mutant as a model for age-related 
progressive deafness, analyzed were phenotypes of mutants causing calcium dynamics abnormality. 
These analyses showed a relation between rate of deafness progression and a location of mutation 
site within the molecule. Most of the development of the age-related hearing loss is consequence of 
hair cell loss, but the certain contribution of the functional decay was presumed. A correlation was
 suggested between the extent of this functional decay and the period until cell depletion onset.
To achieve the optimization of in vitro expression system for measuring kinetic data on all 
applicable mutants, we examined the conditions of the system. It is thought to be essential to find 
an explicit marker of the change leading to cellular aging caused by calcium dynamics alteration, by
 accumulating those in vitro kinetic data and in vivo comprehensive analysis results of the 
phenotypes, for understanding the whole process.

研究分野：分子遺伝学
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(１) 研究開始当初の背景 

①ヒト加齢性・老人性難聴原因解明の現状状;  
動物モデルの必要性加齢性・老人性難聴は老
化に伴う進行的な感音難聴であり、65-75歳の
約4人に一人、75歳以上の半数以上に軽度以上
の難聴が有り、65歳以上の約10人に一人が補
聴器を必要とする中等度以上の難聴を持つと
推定されている。我が国では、高齢者人口は
著しい増加傾向に有り、医療面からの加齢
性・老人性難聴に対する対策が求められてい
る。加齢性・老人性難聴の発症には、遺伝的
背景、性差、騒音暴露の既往、高血圧、糖尿
病、動脈硬化、食生活等が関与するとされ、
その発症機序として、酸化ストレス、DNA損傷
の蓄積、ミトコンドリア機能の低下等、複雑
な分子生物学的、生化学的、生理学的変化が
提案されている。しかしながらその発症機序
には未だ不明な点が多く、多角的な解析が必
要である。現在主な原因として可能性が議論
されているものを列挙すると以下の様である。 
a. 酸化ストレスとミトコンドリア変異・障
害 
b. 外界要因による小胞体ストレスからのア
ポトーシス誘起説 
c. 同、小胞体ストレスからの premature 
senescence (細胞老化) 誘起説 
d. 外界からのストレス耐性因子であるシャ
ペロン応答機構劣化説 
e. オートファジー誘起説 
f. カルシウム調節異常説 
g. 増殖因子低下説 
h. 光顕的に内耳細胞数と形態に変化が見ら
れない老人性難聴が全体の1/4あるー細胞変
成、細胞死を伴わない何らかの機能低下又は、
変性前の前駆症状説(1) 
この様な多様な原因があり得るとして、これ
らは、様々な実体のレベルに分散していて、
一次的原因から発症に至るまでの或る断面
を観察しているにすぎない可能性があり、そ
れぞれは原因というより、多様な発症要因の
ひとつと考えるべきであろう。従って、発症
に至る多様なネットワークシステムを考え
る必要があり、ヒトの疾患そのものの詳細な
解析は困難である事を考えると、加齢と環境
ストレスの関与を入り口としたその全容解
明のためには、加齢性・老人性難聴のよい動
物モデルが不可欠である。 
② カルシウム調節異常の意義—加齢性聴覚
障害へ広範に関与する可能性； 
上述a-hのうち、g, h を除いたa-f は、細胞
内の事象に言及している。感覚器神経系以外

の細胞における近年の研究からの知見によ
ると、未解明の部分が大きいながら、 f. に
よる細胞内カルシウムの動態が、その他の
a-eまでの全ての過程に関与する可能性が示
されている。従って、マウス加齢進行性表現
型と聴覚障害の進展とカルシウム動態の関
係を解析することにより、老人性難聴の発症
進展機構の説明が可能になる事が期待され
る。 
(２) 研究の目的 
① 継時的聴覚機能障害・細胞障害を示すマ
ウスモデルが必要である。 
長期にわたる環境ストレス、或は加齢そのも
のが内耳機能障害・細胞障害を起因する機
構；その分子経路は必ずしも明らかではない。
マウスモデルを用いたNAHLに関する研究に
より、様々な経路と原因が指摘され、AAHLと
の関連性が指摘される反面、必ずしも共通の
機構が働いているのではないとする解釈も
ある。AAHLの解析の困難さの一つは、モデル
を用意し易いNAHLに比して、動物モデルを用
意しにくい点にあるが、近年我々は理研ENU
誘発変異体開発プロジェクトにおいてその
遺伝性モデルの開発に着手し、また海外では
大規模なproject が現在進行している(MRC)。
例えば理研に於いて樹立された 
変異体”M_290(Pmca2)”は、加齢性聴覚障害
の表現型、即ち継時的な聴覚機能低下(ABR閾
値の増大)を明瞭に示す。従って、これらの
変異体は、“加齢性難聴をpredispose して
いる”のであって、加齢そのもの、環境スト
レスによる機能・細胞障害の増悪に対して感
受性がより高くなっていると考えられ、こう
したモデルの加齢性変化を継時的に詳細に
解析することは、ヒト老人性難聴の発症機構
の解明に有益な情報をもたらすと期待され
る。一方、おなじマウスでの遺伝性難聴モデ
ルであっても、明瞭な継時的変化を示すもの
でなければ、以上の観点から考えて役には立
たない。そこで本研究では、ENU誘発変異体
として樹立されたChd23, Pmca2, mir96 遺伝
子等に変異が同定されている複数のマウス
系統を用い、継時的な表現型記述と組織学的
解析を実施することにより、継時的変化の実
体と機能障害の関係を明示する。また、変異
体有毛細胞のex vivoでの生理学的解析法に
よりカルシウム動態を観測するシステムを
構築し、その動態異常と進行性表現型の関係
を明らかにする 
② 多様な変異体マウス、遺伝子改変マウス
系統を利用できる長所を生かす。 



ENUによる変異体は、 導入される変異の大部
分が点突然変異である事、それにより、１つ
の遺伝子内に様々な変異アリルを得ること
が可能であること、等、他の変異体にはない
利点を有する。ヒトおよびマウスの遺伝子は
多くの場合複数の機能ドメインを持ち、様々
な遺伝子発現調節領域を使い分けることに
より、実に多様な役割を果たしている。した
がって、老人性聴覚関連遺伝子機能の全貌の
解明にも、１つの遺伝子上の異なった部位に
生じた複数の点突然変異が不可欠である。 
理化学研究所の世界有数の遺伝変異マウス
のリソースを用い、進行性難聴の表現型を示
す複数の遺伝性マウスにおいて、継時的な組
織学的・生理学的解析を実施する事により、
病態の進展の詳細な記述と、その機構に関す
る知見を得る。更に、ex vivo での生理学的
解析法によりカルシウム動態観測システム
を構築し、その動態異常と進行性難聴の関係
を明らかにし、病態・機構分析の指標とする
事を試みる。これらを総合し、加齢性・老人
性難聴モデルとしての意義を検討するため
の基盤を構築する。 
(３) 研究の方法 
理化学研究所の世界有数の遺伝変異マウス
のリソースを用い、進行性聴覚障害の表現型
を示す複数の遺伝性マウス加齢性・老人性難
聴モデルとしての意義を確立するため、内耳
における基礎的な組織形態学的、生理学的解
析を継時的に実施できるシステムを構築し、
加齢性内耳障害の記述、機構推定を行う事に
より、加齢性・老人性難聴モデルとしての意
義を検討する。そのため、継時的な解析にお
いて、聴覚機能低下のフェーズと細胞変性，
細胞死のフェーズを識別する事を試みる。次
いで最適な時期を選別し、ex vivo の生理的
測定を分光学的手法により行い、カルシウム
動態を解析する。これらを、老人性難聴モデ
ルマウスに適用する際に、同時に高脂肪食、
カロリー制限の環境負荷の効果も解析する。 
(４) 研究成果 
加齢進行性難聴モデルマウスとしての意義
を検討するために、カルシウム動態異常をき
たす変異体の難聴表現型、特に難聴進行速度
の差異と変異部位との関係を解析し、有毛細
胞欠失は加齢性難聴進展の大半を説明する
が、欠失前の機能低下の寄与もある事が推測
され、この機能低下と細胞欠失までの期間の
間の相関が示唆された。 
 更に発現系整備のための最適化を実施し、
適用可能な全変異体に関する動力学的 data
を収集するための条件を検討した。こうした

vitro の動力学的 data と vivo での表現型の
総合的解析を行う事により、細胞レベルでの
老化につながる変化の明示的なマーカーを
得る事が発症機構全体の理解のために必要
と考えられた 
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