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研究成果の概要： 

先天聾は１０００出生に１人の頻度に発生し、その半数が遺伝性の原因であり、日本人にお

いて GJB2 遺伝子変異が重要であることが知られている。内耳を直接生検することや侵襲的な生

理学的検査は困難であり、有用な動物モデルの開発は発症機序の解明や根本的治療の確立に極

めて重要である。優性的阻害効果を持つミスセンス変異R75Wを CAGプロモーターに組み込み、変

異コネキシン26マウスを作成した。聴性脳幹反応検査ならびに蝸牛の組織学的検討から Gjb2 優
性阻害変異マウスの蝸牛は生後の発育障害により高度難聴を呈することが判明した。 
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１．研究開始当初の背景 

我々は世界で初めてヒト非症候性遺伝性

難聴のノックアウトマウス（brn-4）を作成

し 機 能 解 析 を 報 告 し た （ Science 

285:1408-1411, 1999）。この研究はヒト非症

候性遺伝性難聴であるＤDFN3 の原因がラセ

ン靭帯の線維細胞の変性にあることが証明

されただけでなく、内リンパ電位の形成に線

維細胞が不可欠であるという新しい内耳の

生理学的機能を明らかにした。内リンパ電位

の形成には線維細胞に発現するコネキシン

(Cx)２６の関与が示唆されたが、Cx26 をコー

ドする gjb2 遺伝子改変マウスではラセン靭
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帯や血管条は機能的にも形態学的にも正常

であり、コルチ器のリンパ液を満たしている

間隙（コルチリンパ）の形成不全が認められ

た（Hum Mol Genet 12:995-10904, 2003）。

Cx26 はコルチ器も支持細胞に発現している

ことが判っているので、gjb2 遺伝子の異常が

支持細胞の分化・機能発現とコルチリンパ液

の恒常維持に作用することが推察される。従

って、gjb2 遺伝子を改変したマウスを利用し

て、コルチ器の三次元構築形成に必須な発

生・発達過程の分子メカニズムを解明する企

画を立案した。 

２．研究の目的 

GJB2 遺伝子は蝸牛の音受容に必須なイオ

ン(K+、Ca+)やエネルギー分子(ATP、IP3、cAMP)

の通路として働く、ギャップ結合蛋白である

コネキシン 26 をコードする遺伝子である。

ヒト患者の蝸牛病態解析は困難であるため、

Gjb2 優性阻害変異マウス(Tg マウス)を用い

て電気生理学的および形態学的に解析し、疾

患の病態を解明する。方法】Tg マウスについ

て生後 5～14日である聴覚発達過程における

聴力評価(聴性脳幹反応検査; ABR、耳音響放

射;DPOAE)と組織学的評価(電顕)を行った。 

３．研究の方法 

優性的阻害効果を持つミスセンス変異R75W

を CAGプロモーターに組み込み、各組織で変異

コネキシン26を発現させるようにした。ノッ

クアウトマウスが胎生致死であることが知ら

れているので、プロモーターと変異遺伝子の間

にloxP配列を挿入し、変異体の発現がCre 

recombinaseで調節されるように設計した。直

鎖化したベクターを受精卵に注入し、偽妊娠状

態の雌C57bl/6の子宮に戻した。その結果得ら

れたマウスをCre recombinaseを有するトラン

スジェニックマウスと交配し、PCR, RT-PCR法

により内耳で変異遺伝子が発現している個体

を選別した。変異を発現している個体（Tg マ

ウス）について生後 5～14 日である聴覚発達

過程における聴力評価(聴性脳幹反応検査; 

ABR)と組織学的評価(電顕)を行った。 

４．研究成果 

（１）マウスの聴覚は通常生後 11 日より発

現するが、Tgマウスの ABR では生後の聴覚発

育過程でほとんど反応を認めなかった（図

１）。
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（２）電顕による組織学的な変化として①Tg

マウスではコルチトンネルの形成不全、②外

有毛細胞神経終末形成不全、③コルチ器高の

伸長不全、④コルチ器の断細胞面積増加が特

徴的であった（図２）。コルチトンネルは柱

細胞の細胞骨格の発達により内・外柱細胞の

細胞間の開大が生じ形成される。Tg マウスで

は柱細胞内の microtubules の形成不全を認

めコルチトンネル形成不全の原因と考えら

れた。外有毛細胞の神経終末は通常外有毛細

胞を支持するダイテルス細胞の細胞質が消

退することにより形成される。Tg マウスでは

ダイテルス細胞が外有毛細胞周囲を占拠す

るため神経終末は形成されなかった。 
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（３）コルチ器の高さは通常コルチ器の成熟

に伴い徐々に増加するが、Tg マウスではコル

チトンネル形成不全のために一定であった。

Tg マウスのコルチ器細胞断面積は有意な増

加を認め、支持細胞の膨化を示唆した（図 3）。 
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ABRならびに蝸牛の組織学的検討からGjb2優

性阻害変異マウスの蝸牛は生後の発育障害

により高度難聴を呈することが判明した。 
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