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研究成果の概要（和文）：「聞こえ」の調節を司る内耳外有毛細胞（OHC）を誘導的に破壊可能なマウスを用い
て、OHCの機能に関与する遺伝子を探索した結果、難聴の原因遺伝子として知られている遺伝子群に加えて、聴
覚での役割が明らかになっていない遺伝子を見出した。OHC破壊マウス内耳蝸牛で特に顕著な発現減少を示すOcm
の欠損マウスを樹立した結果、OHCの形態異常と細胞数の減少を引き起こし、早期に進行性難聴を発症すること
が判明した。本研究で見出したOHCに発現する遺伝子の機能を明らかにすることでOHCにおける分子メカニズムが
解明されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In cochlea, outer hair cells (OHCs) play an essential role in the 
amplification of sound-induced vibrations. We generated a mouse model that lacks OHCs by 
administration of diphtheria toxin. We performed differential expression analysis of cochlea-derived
 mRNAs isolated from the OHC-depleted and control mice using by RNA-seq and microarray methods. We 
found that the expression of several genes was remarkably decreased in cochlea of OHC-depleted mice.
 The downregulated genes included causative genes for hearing impairment, such as Myo15, Strc, 
Pou4f3, Kcnq4, and Slc26a5. Moreover, we identified that the expression of Ocm, Chrna10, Ppp1r17, 
and Slc6a11, which was also significantly decreased in cochlea of the OHC-depleted mice. 
Immunohistochemical analysis showed that those genes were exactly expressed in OHCs. Thus, our study
 provided expression data of several genes that may have potential functional roles in OHCs.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 聴覚機能の中核を担うのは、音刺激を電気
刺激に変換して脳に伝える役割をしている 2
種の内耳有毛細胞（内有毛細胞；IHC および
外有毛細胞；OHC）である。我々が鋭敏な聴
力を得られるのは、OHC の精密な増幅機構に
よるものであり、OHC は伸縮運動によって微
弱な音刺激を増大させ、逆に過大に強い音刺
激の場合には抑制的に音を伝達するという
極めて重大な役割を担っている。 
 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
障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、アミノグリコシド系の
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、また加齢と
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であるが、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となる。そ
こで我々は、OHC の機能を解明するためのツ
ールとして、標的細胞ノックアウト法
（TRECK 法）（Nat. Biotech. 19, 746-750, 2001）
により任意の時期に OHC を誘導的に破壊可
能なマウスモデル（OHC-TRECK マウス）を
開発した。このマウスはジフテリア毒素（DT）
受容体を OHC 特異的に強制発現するトラン
スジェニックマウスであり、DT を投与する
ことで IHC に損傷を与えずに、OHC のみを
特異的に破壊することが可能である（図 1）。 

 
２．研究の目的 
 
 OHC は「聞こえ」の調節に重要であるが、
その分子メカニズムの完全な理解には至っ
ていない。そこで本研究では、OHC において

重要な役割を担う遺伝子を探索することを
目的として、OHC 破壊マウスと非破壊マウス
の内耳蝸牛における遺伝子発現を網羅的に
比較した。OHC 破壊マウスで発現量の減少す
る遺伝子を、OHC の機能に関与する遺伝子と
して抽出した。さらに、著しい発現減少を示
す遺伝子については、ノックアウトマウスを
樹立し、詳細な表現型解析を行って、OHC に
おける機能を推定した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)OHC 破壊マウスおよび非破壊マウスの内
耳蝸牛における発現遺伝子の比較 
 4 週齢の野生型（WT）マウスおよび
OHC-TRECK マウスに 50 μg/kg の DT を投与
して 7 日後、および 5 週齢の DT 非投与の
WT および OHC-TRECK マウスの内耳蝸牛よ
り RNA を調整した。マイクロアレイは、
Agilent Whole Mouse Genome Ver. 2.0 ( 4 x 
44k type )を用いて発現解析を行った。
RNA-seq は文部科学省科学研究費助成事業
「新学術領域研究『学術研究支援基盤形成』」
先進ゲノム支援の協力を受け、 Illumina 
Hiseq2500 を用いて、100 bp のペアエンド
シークエンスで行った。OHC 破壊マウスで
顕著な発現減少の認められた遺伝子につい
ては、qRT-PCRを行って発現量を検証した。
さらに、OHC の破壊により発現量の減少し
た遺伝子について GO 解析を行った。 
 
(2) 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、各
種特異抗体およびファロイジンを用いて 
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。 
 
(3) CRISPR/Cas9 システムよるノックアウト
マウスの樹立 
 OHC 破壊マウスで著しい発現減少が認め
られた Oncomodulin（Ocm）および Ppp1r17
の ノ ッ ク ア ウ ト （ KO ） マ ウ ス は
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集を
行い、C57BL6/J を背景として樹立した。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 あるいは Cas9
タンパク質と同時に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) マウスの聴力測定 
 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。 
 
 



４．研究成果 
 
(1)OHC 破壊マウスの内耳蝸牛で発現が減少
する遺伝子の同定 
 OHC 破壊マウスの蝸牛において RNA-seq
およびマイクロアレイ解析で共通して顕著
に発現量が減少している遺伝子としてMyo15、
Strc、Pou4f3、Kcnq4、Slc26a5 (prestin)等難聴
の原因遺伝子として同定されている遺伝子
群に加えて、聴覚における機能が明らかにな
っていない Ocm、Chrna10、Ppp1r17、Slc6a11
が検出された。 
 
(2)OHC 破壊マウスで著しい発現減少が認め
られた遺伝子の発現解析 
 OHC 破壊マウスでの発現減少が顕著であ
った遺伝子について qRT-PCR により検証し
た結果、難聴関連遺伝子 Slc26a5、Strc、Myo15、
Cdh23 および Ocm、Chrna10、Ppp1r17、Slc6a11
の蝸牛における発現減少が実証された。一方、
IHC特異的発現遺伝子Vglut3および支持細胞
特異的発現遺伝子 Sox2 に発現量の変動は認
められなかった（図 2）。 
 

 
 さらに、OHC 破壊マウスでの発現減少が顕
著であった遺伝子に関して、特異抗体を用い
て内耳蝸牛 whole mount 標本の免疫染色を行
った結果、OCM は OHC の核および細胞質
に、PPP1R17、CHRNA10 および SLC6A11
は主に OHC のクチクラプレートに発現して
いることが明らかとなった（図 3）。 

 
(3) OHC 破壊マウスの内耳蝸牛で発現が減少
する遺伝子の GO 解析 

 
 WT DT(-) vs WT DT(+) および WT DT(-) 
vs OHC-TRECK DT(-)で fold change ≤ ±2、
OHC-TRECK DT(+) vs WT DT(+) で fold 
change ≤ −2を示す55の変動遺伝子について
GO 解析を行った結果、 “transmembrane 
transporter activity”、 “transmembrane transport” 
等膜輸送に関する GO term（青）および
“sensory perception of sound”、  “inner ear 
development”、 “stereocilium bundle”等聴覚に
関連する GO term（赤）が多く得られた（表
1）。 

 
(4)OHC 破壊マウスで発現量が激減する遺伝
子の KO マウスの樹立と表現型解析 
 
 OHC 破壊マウス蝸牛で著しい発現減少を
示した Ocm および Ppp1r17 の 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、それぞれ表現型解析を行った。 
 
①Ocm-KO マウス 
 
 Ocm-KO マウス蝸牛において、ラセン神経
節・ラセン靱帯および血管条には組織学的異
常は認められなかったが、コルチ器の外トン
ネルが著しく狭小化していた。免疫組織学的
解析の結果、Ocm-KO マウスの内耳コルチ器
において OHC は正常マウスと同様に 3 列に
整列し、その形態に異常は認められず、OHC
の 機 能 に 重 要 な 伸 縮 運 動 に 寄 与 す る
SLC26A5（prestin）の発現も正常であった。
オープンフィールドテストでは、Ocm-KO
マウスの平衡機能に関連した調査項目はす
べて正常であった。3 ヶ月齢で DPOAE を
測定した結果、 Ocm-KO マウスでは
DPOAE が全く認められず、伸縮運動能が



消失していることが判明した。ABR 法によ
る聴力を経時的に測定した結果、Ocm-KO マ
ウスは、生後 1 ヶ月で 16 kHz 以上の周波数の
音刺激に対して中度の聴力障害が認められ、
2ヶ月齢では 4～32 kHzで中度～高度の難聴、
4 ヶ月齢では重度難聴となった。Ocm+/-マウス
は、3 ヶ月齢まで 4～16 kHz の音刺激に対す
る聴力は正常であるが、32 kHz の聴力閾値は
野生型マウスとOcm-KOマウスの中間値を示
した。すなわち、Ocm の欠失によって高周波
から加齢性に聴覚障害が引き起こされるこ
とが明らかとなった。走査型電子顕微鏡
（SEM）により OHC 上の感覚毛の解析を行
った結果、Ocm-KO マウスでは感覚毛の脱落
や短毛化等著しい形態異常が認められた（図
4）。 

 
さらに、経時的に OHC および IHC の細胞

数を計測した結果、加齢に伴って OHC 数が
減少することが明らかとなった（図 5）。以上
の結果から、Ocm は OHC の形成や維持に重
要な役割をもつことが強く示唆された。 
 

 
②Ppp1r17-KO マウス 
 特異抗体を用いた免疫組織染色の結果、
PPP1R17タンパク質は生後 8日では IHCにお
いても OHC と同様の強度でクチクラプレー

トに発現が認められるが、加齢とともに OHC
における発現が増強することが明らかにな
った。ABR 法により聴力閾値を測定した結果、
Ppp1r17-KO マウスは 3 ヶ月齢で、4～8 kHz
の音刺激では聴力差は認められないが、16～
32 kHz の高周波領域で有意に聴力が低下し
ていた（図 6）。 
  
(5)総括 
 OHC-TRECK マウスはただ 1 度 DT を投与
することでほぼ全ての OHC を除去すること
ができる、極めて強力なツールである。本研
究で行った OHC 破壊マウスと非破壊マウス
の内耳蝸牛の遺伝子発現の網羅的比較によ
り、OHC で重要な役割を担う遺伝子を抽出す
ることができた。OHC 破壊マウスで発現減少
する遺伝子群の GO 解析から、これらの遺伝
子の多くは OHC が機械刺激を電気刺激への
変換に重要な膜輸送あるいは OHC の形成や
維持に関与していると推定される。 
 特に発現減少の顕著であった Ocm および
Ppp1r17 については KO マウスを樹立し、表
現型解析を行った。両 KO マウスともに聴力
の低下が認められ、聴覚機能に関わっている
ことが示唆された。特に Ocm-KO マウスは、
感覚毛の脱落や短毛化、OHC 数の減少等が認
められることから、OHC の維持に極めて重要
な機能をもつことが強く示唆された。 
 本研究で見出した OHC に発現する遺伝子
の機能を明らかにすることで OHC における
分子メカニズムが解明されることが期待さ
れる。 
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