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研究成果の概要（和文）：内耳に特異的に発現するEpiphycanのノックアウトマウスにおいて特に16kHz以上の高
音域において聴覚閾値が上昇していることを明らかにし、Epiphycanが聴覚において重要な役割を果たしている
ことを示した。ノックアウトマウスの内耳形態に明らかな野生型マウスとの相違は認められなかった。
またFGF12(Fibrolast growth factor 12)に関しても検討し、前庭神経節やらせん神経節などに特異的に発現し
ており、ノックアウトマウスでは聴覚閾値が上昇していた。また、何らかの平衡機能障害が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We revealed that Epiphycan knockout mice exhibited an elevated hearing 
threshold above 16 kHz frequency. This study suggests that Epyc is necessary for normal auditory 
function. However, no obvious difference in morphology was observed between Epyc KO and WT cochleae.
Furthermore, we have revealed that FGF12 (Fibroblast growth factor 12) expression in vestibular and 
spiral ganglia, and FGF12 knockout mice exhibited increased auditory brainstem response thresholds 
and deficits in rotarod and balance beam performance tests.

研究分野：耳科学

キーワード： 内耳　聴覚　平衡覚
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Epiphycanが正常聴覚に必要な遺伝子であることを明らかにしたことで、難聴遺伝子の研究の一端として今後社
会に役立つ可能性を考えている。また、同じcDNAライブラリから着目したFGF12のノックアウトマウスが平衡覚
検査で異常所見を示していることから、めまい疾患のモデルマウスとして今後のめまい研究に役立つ可能性を考
えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)新たな難聴遺伝子を特定することを目標とし、私は公開されている cDNA ライブラリか
ら、内耳に特異的に発現しており現時点で難聴や内耳奇形との関連の報告がないものを難聴遺
伝子の候補として 12 種類ピックアップした。このうち Epiphycanという遺伝子のmRNAが
蝸牛に特異的かつ豊富に発現し、蝸牛コルチ器支持細胞に局在していることをすでに明らかに
していた。さらに詳しく機能を解析するため、私は CRISPR/Cas9 システムを用い Epiphycan 
ノックアウトマウスを作成した。Epiphycan ノックアウトマウスの蝸牛コルチ器組織切片の
H-E染色ではに明らかな形態異常は認めなかった。Epiphycanの内耳における機能を明らかに
するために、Epiphycanノックアウトマウスを用いた実験系を計画した。 
(2)同じ cDNAライブラリからピックアップしたFGF12 (Fibroblast growth factor 12) につ
いても、その mRNA がラセン神経節・前庭神経節に局在していることより聴覚・前庭覚に重
要な働きをしていることが示唆され、Epiphycanと同様の方法でその内耳における機能を明ら
かにすることとした。 
 
２．研究の目的 
 内耳に特異的かつ豊富に発現する遺伝子を特定し、ノックアウトマウスを用いてその遺伝子
の蝸牛および前庭における機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究には C57BL/6Jマウスの雄 7週齢を使用した。 
 (1)Epiphycan ノックアウトマウスの内耳形態を野生型マウスと比較した。Phalloidin 染色
により有毛細胞の形態を、Neurofilament染色により神経線維の形態について詳細に観察した。 
(2)Epiphycan ノックアウトマウスと野生型マウスの聴覚を聴性脳幹反応検査を用いて測定
し、比較した。 
(3)FGF12の In situ hybridization用の cRNA probeを作成し、野生型マウスの内耳組織切
片を用いて In situ hybridizationを行い、FGF12 mRNAの内耳における局在を明らかにした。
また FGF12の特異的抗体を用いて免疫染色を行い、FGF12タンパクの内耳における局在を明
らかにした。 
(4)CRISPR/Cas9 システムを用い FGF12ノックアウトマウスを作成した。 
(5)FGF12ノックアウトマウスの内耳形態を H-E染色・Phalloidin染色を行って観察し、野
生型マウスと比較した。 
(6)FGF12ノックアウトマウスと野生型マウスの聴覚を聴性脳幹反応検査を用いて測定し、
比較した。また、平衡覚についても Rota-rod testや Balance beam testを用いて測定し比較
した。 
  
４．研究成果 
 (1) Phalloidin 染色を行い Epiphycan ノックアウトマウスの有毛細胞形態を野生型マウスと
比較したが、頂-基底回転まで明らかな違いは認められなかった（図 1）。また、Neurofilament
染色で蝸牛神経線維の形態を比較したが、明らかな違いは認められなかった（図 2）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)聴性脳幹反応検査を行い、Epiphycan ノックアウトマウスの聴覚を野生型と比較した。
16kHz 以上の音域でノックアウトマウスに有意な聴覚閾値上昇を認めた（図 3）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



以上の結果より、私は Epiphycan が正常聴覚に重要な働きをしていることを明らかにしたが、
ノックアウトマウスの蝸牛形態については明らかな異常を認めず、そのメカニズムについては
さらなる検討が必要である。 
(3)FGF12 の特異的 probe を作成し、野生型マウスの内耳組織切片を用いて In situ 
hybridization を行った。FGF12 mRNA は前庭神経節およびらせん神経節に発現していた（図 4）。
また、FGF12 の特異的抗体を用いて免疫染色を行った。FGF12 タンパクは前庭神経節・らせん神
経節・有毛細胞直下に至る神経線維に発現していることが明らかとなった（図 5）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) FGF12 の内耳における機能を明らかにするため、Epiphycan と同様に CRISPR/Cas9 システ
ムを用い FGF12 ノックアウトマウスを作成した。1 塩基が欠損した配列のマウスを選択した。
Western blotting で内耳における FGF12 タンパクの欠失を確認した（図 6）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

 (5) FGF12 ノックアウトマウスの内耳形態を H-E 染色・Phalloidin 染色を行って観察した。
野生型マウスと比較して蝸牛形態には明らかな違いは認めず、らせん神経節の神経細胞密度も
野生型との有意差は認めなかった（図 7）。有毛細胞形態も野生型マウスと同様であった（図 8）。 

 (6) FGF12 ノックアウトマウスと野生型マウスの聴覚を聴性脳幹反応検査を用いて比較した
ところ、8kHz 以上の音域においてノックアウトマウスの聴覚閾値上昇を認めた（図 9）。また、
前庭覚に関する行動試験では FGF12 ノックアウトマウスで有意な平衡覚の低下が観察された
（図 10）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 これらの結果より、FGF12 はらせん神経節・前庭神経節・内耳神経線維に発現しており、FGF12
ノックアウトマウスの機能検査では聴覚閾値上昇および平衡覚低下を示した。以上より FGF12
は正常聴覚および平衡覚において重要な働きをしていることが明らかとなった。その詳細なメ
カニズムについては今後検討が必要である。 
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