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研究成果の概要（和文）：老人性難聴では約１／４の症例で原因を説明しうる光学顕微鏡的病理

組織所見が認められない。そこで、我々は、内耳の凍結保存の推奨や、パラフィン包埋内耳切

片を用いた免疫組織学的検討、レーザーマイクロダイゼクション法による蝸牛内機能単位別の

遺伝子発現の同定といった分子生物学的手法の側頭骨病理学への導入を行い、老人性難聴への

蝸牛外側組織における内耳特異的タンパク cochlinの関与の可能性を指摘した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have tried to introduce molecular biological techniques to 
human temporal bone pathology, such as mRNA analysis from frozen human cochlea, the 
immunohistological examination of paraffin embedding human inner ear and identification 
of local gene expression in human cochlea by lasermicrodissection. We pointed out the 
possibility of contribution of inner ear specific protein cochlin to presbycusis in the cochlear 
lateral wall. 
 
交付決定額 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
２００７年度 398,380	
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研究分野：耳科学 
科研費の分科・細目： 
キーワード： (1)老人性難聴 	
 (2)遺伝性難聴 	
 (3)ヒト側頭骨病理学 	
 (4)感音性難聴              	
 
(5) TaqMan PCR 	
 (6) 蝸牛	
 (7)mRNA	
 (8)加齢                                  	
   
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）老人性難聴と側頭骨病理 
	
 現在に至るまで、ヒトにおける老人性難聴
の病理に関しては、Schuknecht らによる蝸
牛において機能単位別に細胞の消失を評価
した分類がスタンダードに用いられている
(表１)。感覚細胞やコルチ器の消失による
sensory presbycusis,	
 ラセン神経節の減少
を認める neural presbycusis, 血管条の萎縮

による strial presbycusis は、形態異常を呈
するが、こういった異常所見を持たないタイ
プの老人性難聴の側頭骨病理組織が少なか
らず存在しており、Schuknecht らはこれら
のなかで直線的な高音漸傾型感音難聴を呈
するものは蝸牛基底板の剛性増加に起因す
る cochlear conductive presbycusisという仮
説的分類を行っている１）。しかしながら、
このような仮説的分類をもってしても、老人
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性難聴の病理組織所見の約２５％は光顕所
見では説明がつかないとされている
（indeterminate presbycusis）。 
(表１) 
Schuknechtによる老人性難聴の組織分類 

1) Sensory presbycusis:	
  
2) Neural presbycusis 
3) Strial presbycusis 
4) Cochlear conductive presbycusis 
(hypothesis) 
5) Mixed presbycusis 
6) Indeterminate presbycusis 

 
（２）老人性難聴の病態解析にはなぜヒト側
頭骨病理が必要か？ 
	
 実験動物レベルを用いた老人性難聴の解
析は、遺伝学的背景の均一化や遺伝子工学の
導入のしやすさ、経済面でのメリットが非常
に大きく、様々な解析が進んでいる。しかし、
有毛細胞の消失や血管条の萎縮、ラセン神経
節細胞の減少といった老人性難聴に特徴的
な所見を呈し、老人性難聴のモデルマウスと
して頻用されている近交系マウス C57BL/6
は cadherin23 の遺伝子多型を背景に持つな
ど２）、ヒトの老人性難聴と一対一に呼応す
るものではなく、また、これらの実験動物モ
デルは、有毛細胞の消失など形態変化を指標
としているものがほとんどである。前述した
ように、ヒト側頭骨病理組織学的には典型的
な形態変化なく難聴を呈した症例が多数存
在し、これらの病理の解明には実際にヒトの
病理組織標本を解析することが必要である。 
 
２．研究の目的 
	
 ヒト内耳組織は死後開頭剖検が得られた
際にしか採取できないため、組織検体数が非
常に限られていること、側頭骨という硬組織
の中で高度に機能分化しており形態の温存
が困難であること、組織学的解析には莫大な
経済的及び人的資源を要することから、分子
生物学が飛躍的に進歩している現代でも、ヒ
ト側頭骨病理学的解析は、ホルマリン固定セ
ロイジン包埋切片における蝸牛内の機能単
位別の細胞数の評価が主であり、本邦におい
ては実働している研究機関は皆無に等しい。
しかしながら、責任病巣は何か、実験動物モ
デルとヒトでの病態は相同か否か、ヒトでの
分子細胞学的発症メカニズムは何か、といっ
たヒトにおける老人性難聴の解明には、実際
の臨床症例での解析が必須である。そこで、
ヒト側頭骨病理学の観点から、老人性難聴へ
の分子生物学的アプローチの導入の可能性

につき検討を行った。 
	
  
３．研究の方法 
（１）ヒト蝸牛からの mRNA 抽出の試み	
 
	
 ヒト蝸牛からの mRNA 抽出は、複数の施設
で試みられてはきたが、通常のセロイジン包
埋切片からでは、ホルマリン固定・脱灰の段
階で分解・変性が進むため、抽出も困難であ
ったという報告や、死後即時の解剖による内
耳摘出の推奨といった報告のみで、実際の導
入は困難とされてきた。そこで、我々は通常
の開頭剖検の流れの中で中頭蓋窩から内耳
の採取を行い、凍結保存を行うことで mRNA
の抽出が可能かの検討を行った。一側は凍結
側頭骨ブロックからもう一側はホルマリン
固定を行い、膜迷路を採取し内部標準遺伝子
である GAPDHｍRNA と内耳内に多く発現する
COCHｍRNAの抽出をRT-PCR法を用いて試みた。	
 
（２）ヒト蝸牛形態保存の試み	
 
	
 ヒト蝸牛は側頭骨という硬組織に囲まれ、
高度に分化した組織であることから、セロイ
ジン包埋法がスタンダードであったが、マン
パワーや時間的・経済的側面から、本邦では
現在セロイジン包埋切片の作成は困難であ
る。そこで、通常の病理学的検査に使われる、
ホルマリン固定パラフィン包埋切片での形
態評価は可能かという検討を行った。剖検時
に中頭蓋窩より円筒鋸で内耳ブロックを採
取し、20%ホルマリン溶液で固定、
10%EDTAで脱灰の後、パラフィン包埋し
6μmの厚さで検体を薄切し標本を作製し
た。 
（３）レーザーマイクロダイゼクション
(LMD)法の導入 
	
 レーザーマイクロダイゼクション法とは、
観察した組織標本からレーザー光を用いて、
組織・細胞レベルで特定の領域のみをカッ
ト・回収する方法であり、形態解析と分子生
物学的解析の橋渡し的手法である。細胞レベ
ルで高度に機能分化したヒト内耳病態の解
明には非常に有用なツールである。そこで、
本法をホルマリン固定パラフィン包埋蝸牛
切片よりの mRNA 抽出に応用できないか、検
討を行った。	
 
（４）加齢性難聴と Cochlin	
 
	
 前期高齢者群(75 歳未満)４耳(平均 71.5
歳)と超高齢者群（90 歳以上）５耳（平均 92.2
歳）の凍結側頭骨標本より、前述の方法を用
いて蝸牛より mRNA を抽出し、蝸牛外側壁に
多く発現する難聴遺伝子（COCH,	
 GJB2,	
 
COL2A1）の発現量の比較を行った。	
 
	
 また、また、前期高齢者群 5耳(平均 69.4
歳)と超高齢者群	
 5 耳（92.2 歳）のホルマリ
ン固定パラフィン包埋側頭骨切片において、
COCHのコードするタンパクcochlinの免疫染
色を行った。	
 
	
 	
 



４．研究成果	
 
（１）ヒト蝸牛からの mRNA 抽出の試み	
 
	
 凍結標本では COCHｍRNA が９７６ｂp まで
の増幅が可能であったのに対し(図１)、ホル
マリン固定標本では２４９ｂｐまでの増幅
が限界であった。また、定量的 RT-PCR 法を
用いた GAPDHｍRNA 発現量の比較では、ホル
マリン固定検体に比し凍結保存検体が約 100
倍量の増幅が可能であった。以上より、我々
は網羅的遺伝子解析の可能性を視野におき、
両側同程度の聴力レベルの症例においては、
一側は通常のホルマリン固定による形態観
察を、一側は凍結保存による分子生物学的解
析を推奨した。	
 
（図１）凍結蝸牛より抽出した COCH	
 mRNAの
RT-PCR 産物の電気泳動結果	
 
	
 ９７６bp まで良好なバンドが得られてい
る．	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（２）ヒト蝸牛形態保存の試み	
 
血管条・ラセン靱帯・ラセン神経節は比較的
良く保たれていたが(図２，３)、コルチ器は
変形してしまう例もあった（図４）。そこで、
外有毛細胞のマーカーとして prestin の免疫
染色を行い、外有毛細胞の保存数の評価を行
うことで、形態の問題を補うことが可能であ
った(図５)。	
 

（図２）ホルマリン固定パラフィン包埋法：
蝸牛基底回転外側壁（ヘマトキシリン・エオ
ジン染色）	
 血管条・ラセン神経節の形態は
保たれている	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

（図３）ホルマリン固定パラフィン包埋法：
ラセン神経節（ヘマトキシリン・エオジン染
色）ラセン神経節の形態も保たれている	
 

	
 
（図４）ホルマリン固定パラフィン包埋法：
コルチ器（ヘマトキシリン・エオジン染色）	
 
	
 コルチ器の変形が認められる	
 
	
 

（図５）ホルマリン固定パラフィン包埋法：
コルチ器（免疫染色（prestin））	
 
	
 prestin が３列に染色され、外有毛細胞が
保存されていることがわかる	
 
	
 
（３）レーザーマイクロダイゼクション
(LMD)法の導入	
 
	
 mRNA は前述の通り固定・包埋の過程で変
性・分解が進むため、ホルマリン固定パラフ
ィン包埋蝸牛切片よりの抽出は通常の



RT-PCR では不可能であるが、RNA 熱処理を加
えることで、ラセン靱帯におけるCOCH	
 mRNA、
外有毛細胞における SLC26A5	
 mRNA の部位別
発現の同定に成功した（図６）。	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

	
 	
 
	
 

	
 
	
 
（図６）LMD 法による部位別 mRNA 発現の同定	
 
	
 ラセン靱帯における COCH	
 mRNA、外有毛細
胞における SLC26A5	
 mRNA の部位別発現の同
定が可能であった．	
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