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研究成果の概要（和文）：変動性内耳障害の原因を解明することを最終目的とした研究である。本研究では蝸牛
外側壁の血管条を研究対象とし、研究者が任意のタイミングで可逆的、非可逆的難聴を再現可能な動物モデルを
確立させた。餌への抗生剤の添加または除去という容易な方法で緩徐に血管条細胞のイオントランスポーターの
発現と抑制をコントロール可能なマウスと、オプトジェネティクスを応用して急速に血管条細胞に摂動を与える
ことが可能なマウスを作成した。両マウスを用いて変動性難聴のメカニズムを詳細に分析可能であることを確認
した。いずれの方法でも蝸牛外側壁は可逆性、非可逆性、変動性難聴の病態に関わっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：The goal of the present study is to reveal mechanisms that cause variable 
inner ear dysfunction. We focused on the role of the stria vascularis of the cochlea, and we 
generated two animal models for which hearing can be repeatedly controlled at will to model variable
 hearing loss. One transgenic mouse line is the line that demonstrates inducible and reversible 
specific gene knockdown of an ion transporter by antibiotic administration and disadministration. 
Another transgenic mouse line is the line of which stria vascularis function is disturbed quickly 
using optogenetics. We demonstrated that these transgenic mice lines provided mouse models for the 
study of variable hearing loss and that the stria vascularis is involved in the mechanisms of 
variable hearing loss.

研究分野：神経耳科学
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１．研究開始当初の背景 
内耳の蝸牛は聴覚を担う末梢感覚器である。
蝸牛に急性の障害が生じると急性感音難聴
を発症する。急性感音難聴には非可逆的に難
聴が固定し回復しないのもの、ある程度は回
復するが完全には回復しないもの、難聴の反
復や変動を生じるものがある。これらの症状
は、突発性難聴、メニール病、低音障害型感
音難聴などの症状として日常臨床でよく遭
遇する疾患で見られる。非可逆性の難聴にお
いては、蝸牛の感覚細胞や神経細胞が障害さ
れて難聴状態が固定していると推測できる。
一方で、ある程度だけ聴力が回復する症例、
変動または反復性難聴を生じる症例（一部回
復、変動、反復性難聴をまとめて変動性難聴
と記載する）では蝸牛に何が生じているか分
かっていない。このような症状を生じる責任
部位は蝸牛の外側壁ではないかと、過去の外
側壁に関する報告から推測はできるものの、
いまだに詳細な変動性難聴の機序は解明さ
れていない。その原因の一つとして変動性難
聴を再現できる動物モデルがほとんど存在
しなかったからである。例えば、研究対象と
したい遺伝子の機能を消失させたノックア
ウトマウスでは、生まれながらに難聴のまま
の先天性難聴しか再現できず、一時的な難聴
は再現できない。蝸牛の機能を一時的に低下
させる薬剤の投与は、急性に一過性の難聴を
再現できるものの、薬剤は様々な分子に作用
するがために、特定の分子に特化した正確な
機能解析を行うことができない。また、亜急
性に難聴状態を維持させるため持続的な薬
剤投与をすると、非特異的作用の影響はさら
に大きくなってしまう。本研究ではこれまで
に難聴研究の分野で開発されていなかった、
次項に記載したような動物モデルを確立す
ると共に、変動性難聴の機序を解明すること
を目指した。 
 
２．研究の目的 
研究の目的は変動性感音難聴の発症機序を
解明することである。そのために(1)研究者が
対象とした分子、または細胞のみに対して、
(2)研究者が意図したタイミングと期間に限
って機能の撹乱（以下、摂動と記載）を与え、
難聴を生じ、(3)研究者が意図した時点で摂動
を解除することにより難聴が完全にまたは
一部回復する、といった動物モデルを確立す
ることも研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Actin-tTS::Nkcc1tetO/tetOトランスジェニ
ックマウスによる検討 
蝸牛外側壁の中でも血管条と言われる部分
は蝸牛内の様々なイオンや分子の恒常性維
持を担い、正常聴力維持に必須の機能を有す
る。この部位の細胞に存在する細胞、分子に
摂動を与えることで変動性の難聴を再現で
きるか確認するため、まずは比較的簡単な操
作で外側壁中の特定分子に摂動を与えるこ

とが可能なトランスジェニックマウスを用
い て 検 討 し た 。 こ の マ ウ ス は
Actin-tTS::Nkcc1tetO/tetOと記載されるトラン
スジェニックマウスである。このマウスにお
いては、飼料に抗菌薬ドキシサイクリン
(DOX)を添加しているうちは普通のマウスと
同様に、血管条の辺縁細胞に存在するイオン
輸送分子 Na+/K+/2Cl-（遺伝子名 Nkcc1 と略。）
が発現しているが、飼料から DOX を除去する
とNkcc1の発現が抑制される。特筆すべきは、
研究者の任意の時期に DOX 除去による Nkcc1
発現抑制を開始できる上に、一度 DOX を除去
し Nkcc1 の発現を抑制しても、再度 DOX を与
えれば、Nkcc1 の発現を再度生じさせること
が可能なことである。つまり、①特定の遺伝
子に対して、②研究者の任意のタイミングで、
DOX を飼料に混ぜるか否かという簡単な方法
で、③発現、停止、再発現させることが可能
である。このマウスを用いて、生後すぐに DOX
を飼料から除去し（これにより難聴が生じる
ことを想定し）、生後 5 週したら再び DOX 添
加飼料を与え、難聴が回復するかを分析した。
このマウスの分析結果から、血管条に摂動を
与えることが可能な動物が変動性難聴の研
究に使えることを確認できたため、次項 3-2
に記載の研究へと進んだ。 
 
(2) オプトジェネティクスを利用したマウ
スによる検討 
Actin-tTS::Nkcc1tetO/tetOマウスは容易な方法
で血管条への摂動が変動性難聴に関わるか
検討可能であるが、遺伝子発現のオン、オフ
のスピートは緩徐である（数日〜数週と推定
される）。しかし、オプトジェネティクスと
いう方法を用いれば、ミリ秒(ms)の単位で鋭
敏に研究対象とする細胞に摂動を与えるこ
とが可能である。今回は、血管条の中間細胞
に 光 活 性 化 陽 イ オ ン チ ャ ン ネ ル
(channelrhodopsin-2, ChR2と略)を発現させ
たトランスジェニックマウスを用いた。この
マウスの血管条に青色光を照射すると直ち
に ChR2 を通して細胞内に陽イオンが流入し
中間細胞に摂動が生じる。そして緑色光を照
射すると直ちに ChR2 が閉鎖し、中間細胞の
摂動が中止できる。このマウスを用いて、蝸
牛の分子生物学的、生理学的変化を詳細に分
析した。 
 
４．研究成果 
(1) 血管条の特異的遺伝子の発現調節によ
る変動性難聴の再現が可能 
飼料への DOX の添加、除去だけで、Nkcc1 の
発現維持、抑制が可能であった。また DOX 除
去により一度抑制した Nkcc1 の発現が、再度
のDOX添加により元の発現レベルに回復した。
以下、数値と共に詳述する。生後当日から飼
料の DOX を除去（21 日齢までは親の飼料から
DOX を削除し、DOX を含まない母乳を経口摂
取している。その後は DOX 除去飼料を自力で
摂取する。）すると、35 日齢時点で蝸牛内の



Nkcc1 の発現は、コントロールマウスに較べ
30%まで抑制された。一方で他のイオン輸送
に関わる遺伝子の発現は抑制されていなか
った。こうして 35 日齢まで DOX 除去により
Nkcc1発現抑制を誘導したマウスに35日齢以
降は DOX 添加飼料を与えた。すると、49日齢
時点で蝸牛内Nkcc1の発現はコントロールマ
ウスと同等にまで回復していた。 
 この Nkcc1 の発現量変化に同調して、聴力
が変化するか調べた。Nkcc1 発現が抑制され
ている 35 日齢の時点でマウスは低音から高
音までいずれの周波数でも難聴を生じてい
た。しかし Nkcc1 を再発現上昇させた 49 日
齢においては、高音域において 35 日齢から
有意な聴力改善を認めた。 
 以上により、①特定の分子のみをターゲッ
トとして、②研究者の任意のタイミングで、
③血管条に摂動を与えることで、④変動性難
聴の再現が可能であること、また⑤このよう
な動物モデルが作成可能であることが分か
った。 
 
(2) オプトジェネティクスを用いることで
鋭敏に血管条障害による蝸牛生理機能の変
化を分析可能 
青色光照射で血管条細胞の中でも中間細胞
のみの電位が変化し、緑色光照射で電位が元
に戻ることが観察できた。つまり、オプトジ
ェネティクスを用いることで血管条の中間
細胞に摂動が生じることが確認できた。 
 中間細胞の摂動が、正常聴力維持に必須の
蝸牛内リンパ電位に影響を及ぼしているか
分析した。すると、蝸牛に青色光照射後直ち
に内リンパ電位が変化することが測定でき
た。この変化も、青色光の照射を停止するこ
とで元の正常レベルに回復した。 
 細胞・蝸牛内電気生理レベルの変化が、聴
力の変化として捉えられるか分析した。トラ
ンスジェニックマウスの蝸牛に青色光を当
てると直ちに22dBの聴性脳幹反応(ABR)閾値
上昇(つまり難聴)が生じた。この難聴は青色
光照射停止後数分で元に戻った。 
 以上の結果からオプトジェネティクスを
利用することで、Actin-tTS::Nkcc1tetO/tetOト
ランスジェニックマウスよりも鋭敏な変動
性聴力を表現、分析可能な動物モデル作成可
能であることが分かった。 
 
(3) 変動性難聴発症機序解明へ向けて 
これらのマウスを作成、分析したことにより、
蝸牛の血管条が変動性難聴に関わっている
ことが確認できた。しかも、たった 1種の分
子、細胞の変調で変動性難聴が生じ、難聴の
可逆性の程度に関しては周波数ごとに違う
ことが分かった。自在に蝸牛内分子、細胞の
機能を操ることが可能な動物モデルを用い
た研究により、変動性難聴の機序解明、治療
法開発へ多大な貢献ができることを示せた。 
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