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研究成果の概要（和文）：細胞外マトリクスを構成する主成分としてはコラーゲンが知られてい

る。コラーゲンのうちのいくつかは難聴の原因になることが報告されているが、内耳に特異的、

あるいは高発現している遺伝子は難聴の原因となる可能性が示唆される。本研究では Whole 
body RNA に比して高発現するコラーゲン遺伝子を網羅的に解析した。その結果 13 種のコラ
ーゲン遺伝子が内耳で 2 倍以上の発現量を呈しており、特に 6 種類が 10 倍以上を示した。ま
た typeⅨコラーゲンでは Col9a1が 8.8倍 Col9a2が 17.9倍と高倍率の発現がみられた。高倍
率を呈しているものは新規の難聴原因遺伝子変異候補として考えられるとともに、内耳におけ

るコラーゲンの機能を検討する上で重要な情報になると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：In Extra cellular matrix, many kind of collagen are contained and 
some species of them are reported as a responsible gene for deafness causing. In this study, 
we analyzed all kinds of collagen genes expression levels of inner ear and whole body. As a 
result, 13 collagen gene expressed twice or more in inner ear than whole body, And 6 
collagen gene expressed 10 fold or more. These genes might be good candidates for new 
deafness causing genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 細胞外マトリックスを構成する基質タン

パク質には、コラーゲン、ラミニン、プロテ

オグリカン、フィブロネクチン、エンタクチ

ン、バーレカンのほか、ヒアルロン酸、やコ

ンドロイチン硫酸、グルコサミンなど多数の

タンパク質が含まれている。 
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 中で最も多く含まれるコラーゲンは内耳

においても様々なバリアントが豊富に分布

しており、なお且つ遺伝子変異が難聴の原因

になっていることが報告されている。内耳の

構造を詳細にみると、有毛細胞の上部に存在

する蓋膜と呼ばれる構造がある。蓋膜は、音

声の振動により生じたリンパ液の振動を介

して、外有毛細胞、内有毛細胞の感覚毛を刺

激するために必要不可欠であるが、その構造

には細胞が含まれておらず、II 型コラーゲン、

IX 型コラーゲン、オトジェリン、アルファ・

テクトリン、ベータテクトリンなどの細胞外

マトリックスのみで構成されている。従って、

内耳の聴覚機能を維持するためには細胞外

マトリクスが非常に重要である事が示唆さ

れていた。	
 

	
 我々の研究室で行った、cDNA	
 micro	
 array

を用いたヒト内耳 RNA の発現解析では、内耳

では typeⅨコラーゲンの発現が他の組織と

比較して高いことが明らかと成っている

(Abe	
 etal.,2003)。	
 

	
 また、我々の研究室で、typeⅨコラーゲン

遺伝子の変異スクリーニングを行った結果、

日本人難聴患者から COL9A1および COL9A3変

異をが見いだされた(Asamura	
 etal.,2005、

van	
 Camp	
 et	
 al.,	
 2006)。	
 

	
 さらに type9	
 collagen	
 ノックアウトマウ

スの解析では、蓋膜が変形すると共に進行性

の難聴を呈することが明らかとなった

(Suzuki	
 etal,2005)。	
 

	
 また、海外の報告では、難聴以外の症状も

合併する症候群性の感音難聴の原因遺伝子

としていくつかのコラーゲン遺伝子が報告

されている。具体的には、Stickler 症候群の

原因遺伝子として、COL2A1、COL11A1、COL11A2

が、また Alport 症候群の原因遺伝子として

COL4A1が報告されている。	
 

	
 以上のことからコラーゲンタンパク質の

内耳での重要性が示唆されるが、現時点で 46

種類存在するコラーゲン遺伝子のうち、内耳

に発現するコラーゲン遺伝子を同定するこ

とにより、新規の難聴原因を解明するととも

に、聴覚がどのように担われているかを解明

する上で非常に有用な情報になり得ると考

えた。	
 

	
 また、コラーゲン以外の細胞外マトリクス

の構成要因も難聴の原因となり得ることが

考えられた。実際、アルファ・テクトリンを

コードする TECTA遺伝子が、常染色体優性
遺伝形式の中音域障害（U型）の聴力像を呈
する難聴および、常染色体劣性遺伝形式の高

音漸傾型の聴力像を呈する難聴の原因遺伝

子として報告がなされており、他の細胞外マ

トリクスの構成要因の遺伝子変異によって

も難聴が引き起こされる可能性が示唆され

ていた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 背景にも記載したように、内耳において細

胞外マトリクスを構成する遺伝子が難聴の

原因遺伝子として報告されていること、また、

ノックアアウトマウスを用いた解析からも、

表現型として難聴が認められることより、内

耳における細胞外マトリクス構成遺伝子が

聴覚の維持に重要な機能を有しており、その

遺伝子変異により難聴が引き起こされる可

能性が示唆されていた。そこで、本研究では

次の２つの目的で細胞外マトリクスが聴覚

機能維持にどのように寄与しているかを検

討するとともに、新規の難聴遺伝子解析の候

補を絞り込むための基盤の確立を目指した。	
 

	
 

(1)内耳におけるコラーゲン遺伝子の網羅的

発現解析	
 

	
 本研究を開始する前に cDNA マイクロアレ

イを用いた遺伝子発現プロファイリングは

行われていたが、cDNA マイクロアレイの弱点

として、アレイごとにばらつきが大きく、ま

たダイナミックレンジが狭いことが問題と

なっていた。そこで、本研究では現在までに

報告されている 46 種類のコラーゲン遺伝子

の残種類の遺伝子発現を定量リアルタイム

PCR 法により測定する事で、内耳に発現する

コラーゲンの種類とその発現量を明らかに

することを目的とした。	
 

内耳に発現するコラーゲン遺伝子バリアン

トの発現を詳細に解析することは、新たな難

聴原因の解明に貢献し、発症真家ニズムの手

がかりとして有用であると考えた。そこで、

特に量的に少ないコラーゲンバリアントを

含めた内耳での発現パターンを網羅的に解

析し、whole	
 bodyを対象として発現分布を比

較検討した。 
 
(2)細胞外マトリクス構成因子ノックアウト
モデルマウスの解析 
	
 細胞外マトリクスの構成因子としては、コ

ラーゲンの他に、ラミニン、プロテオグリカ

ン、フィブロネクチン、エンタクチン、バー

レカンのほか、ヒアルロン酸、やコンドロイ

チン硫酸、グルコサミンなどが含まれるが、

これら因子が内耳においてどのような機能

を有しているかは必ずしも明確になってい

ない。 
	
 我々は、信州大学大学院医学系研究科の樹



 

 

立したヒアルロン酸合成酵素ノックアウト

マウスの提供を受け、その内耳機能の解析を

行い、コラーゲン以外の細胞外マトリックス

の構成因子の及ぼす影響を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1)内耳におけるコラーゲン遺伝子の網羅的

発現解析	
 

	
 8 週齢 C57/BL6J オスマウス 3匹(6耳)を深

麻酔下で内耳を摘出し、速やかに RNA	
 later	
 	
 

solution(Ambion) に 浸 す 。 RNA	
 later	
 

solution に浸したまま、顕微鏡下で蝸牛膜迷

路 の み を 取 り 出 し 、 RNeasy	
 micro	
 

Kit(QIAGEN)を使用して total	
 RNA を抽出す

る。Bio	
 analyzer	
 2100	
 (Agilent)を使用し

てクオリティチェックおよび定量を行った

後、6 耳分の RNA をプールして、Expression	
 

array(Agilent)に載せ発現解析を行った。	
 

	
 コントロールの RNA としては mouse	
 whole	
 

body	
 RNA	
 (Agelent)を使用した。コラーゲ

ン遺伝子バリアントの発現の検討は、High	
 

capacity	
 RNA 	
 to 	
 cDNA 	
 kit(Applide 	
 bio	
 

systems)を用いて逆転写を行った後に、

TaKaRa社のレディーメイド定量PCR用プライ

マーを使用した。また、測定にはABI社のStep	
 

One	
 Plus リアルタイム PCR 装置を使用した。	
 

	
 

(2)細胞外マトリクス構成因子ノックアウト
モデルマウスの解析 
	
 信州大学大学院医学系研究科の樹立した

ヒアルロン酸合成酵素ノックアウトマウス

の提供を受けて解析を行った。 
	
 聴力の測定は、３ヶ月齢、６ヶ月齢のマウ

スを用いて麻酔下に、聴性脳幹反応（ABR）
を用いてクリック音の聴力の測定を行った。	
 

	
 また、形態学的解析では、深麻酔下で 4%

パラホルムアルデヒドを用いて、経鼓膜的お

よび還流固定を行った後に内耳の摘出を行

い、蝸牛の凍結切片を作製して透過型電子顕

微鏡下に組織の形態を詳細に検討した。	
 

	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)内耳におけるコラーゲン遺伝子の網羅的

発現解析	
 

	
 方法に記載したように、8週齢の C57/BL6J

オスマウス 3 匹の蝸牛組織より抽出した

total	
 RNAより得られたcDNAと、市販のWhole	
 

body	
 total	
 RNA より同様の手法にて合成した

cDNA 間でコラーゲン遺伝子の発現の量を定

量 RT-PCR 法により計測を行った。	
 

	
 その結果、Whole	
 bodyに含まれる RNA と比

較して、13 種のコラーゲン遺伝子が内耳で 2

倍以上の発現量を呈しており、その中でも特

に 6 種類が 10 倍以上の発現していることが

明らかと成った。また typeⅨコラーゲンでは

Col9a1 が 8.8 倍 Col9a2 が 17.9 倍と高倍率
の発現がみられた。	
 

	
 また難聴に関連するコラーゲン以外の既

知の遺伝子に注目すると、Gjb2 が 1080 倍

Coch が 869 倍など高倍率がみられる反面

Tectaや Slc26a4	
 など 2倍に満たないものも
みられた。	
 

	
 これらの結果から高倍率を呈している、従

って内耳で高い発現をしているコラーゲン

遺伝子に関しては、難聴患者の新規原因遺伝

子変異候補として考えられるばかりでなく

内耳におけるコラーゲンの機能を検討する

上で重要な情報になると考えられた。	
 

	
 

(2)細胞外マトリクス構成因子ノックアウト
モデルマウスの解析 
	
 信州大学大学院医学系研究科の樹立した

ヒアルロン酸合成酵素ノックアウトマウス

の提供を受けて解析を行った。 
	
 聴力の測定は、３ヶ月齢、６ヶ月齢のマウ

スを用いて麻酔下に、聴性脳幹反応（ABR）
を用いてクリック音の聴力の測定を行った。 
	
 その結果、野生型と比較してヒアルロン酸

col2a1 11.0 
col4a3 4.35 
col8a2 18.7 
col9a1 8.81 
col9a2 17.9 
col11a1 9.59 
col11a2 40.03 
col13a1 9.42 
col14a1 13.0 
col19a1 4.61 
col22a1 10.7 
col23a1 3.97 
col27a1 9.08 
  



 

 

合成酵素ノックアウトマウスでは閾値の上

昇が認められた。併せて行った type IXコラ
ーゲンノックアウトマウスと比較した場合

には難聴はややマイルドであった。 
	
 

	
 また、形態学的解析では、深麻酔下で 4%

パラホルムアルデヒドを用いて、経鼓膜的お

よび還流固定を行った後に内耳の摘出を行

い、蝸牛の凍結切片を作製して透過型電子顕

微鏡下に組織の形態を詳細に検討した。	
 

	
 その結果、内有毛細胞の感覚毛の形態が大

幅に変化しており、ドット状の形態と成って

いた。	
 

	
 

	
 また、外有毛細胞に関しては、本来有るは

ずの感覚毛構造が消失しており、また形態的

にも有毛細胞の形が成熟していない。	
 

	
 

	
 

	
 過去の報告では、ヒアルロン酸はアブミ骨

の底板に発現しており、遺伝子変異により耳

硬化症様の伝音難聴を呈すると考えられて

いたが、今回の解析により、内有毛細胞の構

造が大きく変化している点、外有毛細胞の毛

構造の消失など感音難聴の原因となる所見

が多数得られ、非常に新規性の高い結果を得

る事が出来た。なお、ヒアルロン酸ノックア

ウトマウスの解析の結果に関しては現在と

論文投稿準備中である。	
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