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研究成果の概要（和文）：我々はcDNAライブラリの検索により着目したEpiphycanという遺伝子がIDOよりも内耳
に豊富かつ特異的に発現していることを明らかにし、この遺伝子について内耳での働きを検討することにした。
EpiphycanのmRNAは他の組織に比べ内耳に豊富かつ特異的であり、蝸牛組織の支持細胞に局在していた。ノック
アウトマウスを作成したところ、野生型マウスに比べて中音域から高音域にかけて聴力閾値が上昇していた。ノ
ックアウトマウスにおいて明らかな組織学的な相違は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：By analysing one of published cDNA library about inner ear, we focused on 
Epiphycan as enriched transcript in mice inner ear. We revealed Epiphycan mRNA was expressed more 
abundant and more specific in adult mice inner ear than IDO, that we focused on at first. 
Quantitative RT real-time PCR revealed that Epiphycan mRNA expression level was highest in the inner
 ear compared to another tissue. In situ hybridization revealed that Epiphycan mRNA were localized 
in supporting cells, inner sulcus cells and outer sulcus cells in adult mice inner ear. We generated
 Epiphycan knockout mice and determined that hearing thresholds of knockout mice were higher at the 
medium and high tone than those of wild type control mice. Epiphycan knockout mice cochlea seemed to
 have normal morphplogy.
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１．研究開始当初の背景 
 ⑴最近になり、cDNA ライブラリ内の情報
から新たな難聴遺伝子が発見されている。私
は内耳に特異的かつ豊富に発現している遺
伝子が先天性難聴の原因ではないかと考え
た。公開されている内耳 cDNA ライブラリを
検索し、IDO に着目してその内耳における機
能を明らかにすることを目標とした。 
 
 ⑵IDO の内耳における局在を検討した結
果、同じ cDNA ライブラリから着目した
Epiphycan がより内耳に豊富かつ特異的に
発現していることが分かった。そのため、
Epiphycan のノックアウトマウスを作成し
その内耳における働きを検討する方針とし
た。 
 
２．研究の目的 
 内耳に特異的に発現する遺伝子を同定し、
その内耳における局在を明らかにする。ノッ
クアウトマウスを用いてその遺伝子の聴覚
発達および維持における働きを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 ⑴公開されている内耳 cDNA ライブラリ
（ RIKEN full-length enriched, adult 
inner ear cDNA librar）から複数の遺伝子
をピックアップし、マウス内耳 cDNA を用い
た Reverse transcription PCR でそれらの遺
伝子が内耳に発現しているかを確認した。実
験には C57BL/6J 系統の 7 週齢の雄マウスを
使用した。 
 
 ⑵遺伝子それぞれについて in situ 
hybridization 用の probe を作成した。野生
型マウスの内耳組織切片を用いて in situ 
hybridization を行い、内耳組織に特異的か
つ豊富に発現する遺伝子を複数見出し、さら
なる検討を行う対象とした。 
 
 ⑶Epiphycan が最も内耳組織に特異的に発
現していたため、定量 PCR を用いて他組織に
おける発現量との比較を行った。また、内耳
障害モデルマウスから採取した cDNA を用い
て定量 PCR を行い、カナマイシンおよびフロ
セミドの投与による内耳障害後の mRNA 発現
量の変化を検討した。 
 
 ⑷CRIPSR/Cas9 法を用いて Epiphycan ノッ
クアウトマウスを作成した。その聴覚機能を
聴性脳幹反応検査で検討した。内耳凍結切片
を作製し H-E 染色を行うことで、ノックアウ
トマウスと野生型マウスの組織形態を比較
した。 
 
４．研究成果 
 ⑴cDNA ライブラリの検索から 13 種類の候
補遺伝子をピックアップした。それぞれの遺
伝子について野生型マウス内耳 cDNA を用い

た Reverse transcription PCR を行い、すべ
ての候補遺伝子が内耳に発現していること
を確認した。 
 
 ⑵13種類の遺伝子についてprobeを作成し、
野生型マウス内耳組織切片を用いて in situ 
hybridization を行った。その結果、IDO は
内耳組織での発現および局在を確認するこ
とができなかった。Epiphycan はコルチ器支
持細胞・内らせん溝細胞・外らせん溝細胞・
root cell に強く発現していた。有毛細胞や
血管条、らせん神経節には発現は認められな
かった。 

幼若マウスの内耳組織を用いて in situ  
hybridization を行い、幼若マウスにおいて
も成年マウスと同様の部位に局在している
ことを明らかにした。 

 
 
⑶定量 PCR を用いて Epiphycan の内耳と他

組織での発現量を比較した結果、Epiphycan
は蝸牛に特異的かつ豊富に発現しているこ
とを明らかにした。蝸牛の他には精巣および
骨に発現を認めたが、蝸牛と比較すると発現
量は少なかった。前庭神経節にはほとんど発
現を認めなかった。また、カナマイシンおよ
びフロセミドの単回投与で内耳障害を与え
たマウスの内耳 cDNA を用いて定量 PCR を行
った。その結果、内耳障害後に蝸牛における
Epiphycan mRNA の発現量が 2倍以上に上昇す
ることを明らかにした。 

 



  
⑷NPO 法人発生工学研究会に依頼し、

CRISPR/Cas9 system を用いて Epiphycan ノッ
クアウトマウスを作成した。Epiphycan の
Exon4 において 2 塩基が欠損しているマウス
を選択し、継代によりホモノックアウトマウ
スを確立した（図 3）。ウエスタンブロッティ
ング法により、ノックアウトマウスの内耳組
織でEpiphycanタンパクが発現していないこ
とを確認した（図 4）。Epiphycan ノックアウ
トマウスの聴覚機能を聴性脳幹反応検査を
用いて測定したところ、16kHz、24kHz および
32kHz で野生型マウスに比べて聴覚閾値が上
昇していることがわかった（図 5）。 
 

 
 

 

 

 
 
また、私はノックアウトマウスの組織切片

を作製し H-E 染色を行って形態を観察し、野
生型マウスと比較した（図 6）。その結果、ノ
ックアウトマウスと野生型マウスの組織形
態に明らかな相違は認められなかった。 
本研究でEpiphycanの欠失が難聴を引き起

こすことが確認できたが、そのメカニズムに
ついては、さらなる検討が必要であると考え
る。 
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