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研究成果の概要（和文）：聴覚の老化に重要な調節因子を明らかにすることを目的とした。月齢1カ月、10カ月、16カ
月のC57BL/6（加齢性難聴モデルマウス）蝸牛に対して網羅的miRNA発現解析を行った。非階層クラスター分析を行い、
老人性難聴に関与しうる6つのクラスター（32のmiRNAを含む）を選別した。6つのクラスターの中で3つのクラスター（
クラスター1、クラスター5、クラスター6）において、12のmiRNAの発現が月齢1カ月から10カ月の間に上昇していた。
これらの12miRNAを対象として、加齢性難聴モデルマウスC57BL/6と非加齢性難聴モデルマウスC3H/HeにおけるmiRNA発
現を比較した。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to clarify the important regulatory factors for 
age-related hearing loss. Exhaustive miRNA expression analyses were performed to the cochleae of C57BL/6, 
an age-related hearing loss mouse model, at the ages of 1 month, 10 months and 16 months. 
Non-hierarchical cluster analyses detected six clusters, including 32 miRNAs, which could be associated 
with age-related hearing loss. The expression levels of 12 miRNAs in three cluster (clusters 1, 5 and 6) 
among the 6 clusters increased from the age of 1 month to the age of 10 months. The expresion levels of 
the 12 miRNAs were compared between age-related hearing loss mice (C57BL/6) and non age-related hearing 
loss mice (C3H/He).

研究分野：耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）老人性難聴は、環境要因と遺伝要因が
複雑に絡み合った多因子疾患の１つである。
多因子疾患ではゲノムワイド関連解析を用
いた研究が進められているが、老人性難聴の
疾患感受性遺伝子は同定されていない。 
 
（2）老人性難聴の発症にはミトコンドリア
機能の低下、酸化ストレスなどが考えられて
おり、遺伝要因に関しても複数の遺伝子が複
雑に絡み合って発症していると考えられる。 
 
（3）研究代表者は、ヒト難聴に関する分子
遺伝学的研究、マウス聴覚の分子生物学的、
形態学的研究に従事してきた。これらの研究
成果をふまえ、miRNA が複数の mRNA をターゲ
ットとし、その発現を抑制することで、細胞
増殖・分化やアポトーシスなどの生物学的プ
ロセスをコントロールする遺伝子発現の重
要な調節因子であることに着目した 
 
（4）miRNA は非翻訳性で約 22 塩基より成る
small RNA の一つである。2001 年に Science
誌に掲載された 3つの報告（Logos-Quintana
ら、Lau ら、Lee ら）以降、癌、神経変性疾
患、心疾患などと miRNA との関連が明らかに
なり、治療への応用も期待されている。そし
て、老化に関しても肺、脳、心などに関する
特定の miRNA が同定され、ターゲット遺伝子
のコンピューター解析などにより各臓器に
おける老化の分子機構が解明されつつある。 
 
（5）内耳においても、miR-183、miR-182、
miR -96 と内耳発生との関連が報告されてい
る。また、miR-96 遺伝子が非症候群性遺伝性
難聴の原因遺伝子となることが報告されて
いる。このように、特定の miRNA が内耳機能
に重要な働きをすることが判明している。し
かし、miRNA と蝸牛の老化に関する報告は行
われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
（1）本研究では、老化を含めた生物学的プ
ロセスをコントロールする遺伝子発現の重
要な調節因子であるmiRNAを老人性難聴の研
究に展開する。 
 
（2）難聴の加齢変化に関与する miRNA を特
定するのみではなく、標的遺伝子群を同定す
ることで老人性難聴発症の分子機構を総括
的に捉えることが可能になると考えられる。 
 
（3）miRNA は、①長期間活性、②in vivo で
安定、③RNA プロモータを活用できる、④複
数の標的を制御できる、⑤毒性がないなどの
特徴を有する。これらの特徴は、siRNA と比
較し治療戦略としても有利である。従って、
将来的には老人性難聴治療への応用を期待

しうるものである。 
 
３．研究の方法 
 
（1）研究代表者は、加齢性難聴モデルマウ
スC57BL/6の経時的な聴力変化を検討してき
た。その検討結果では、ABR の閾値測定を行
うと、月齢 1カ月から 9カ月までは正常を示
すが、10〜12 カ月の間に急速な閾値上昇を示
した。その後、緩徐に ABR 閾値は上昇し、16
カ月で無反応となった。すなわち、C57BL/6
は生後 16 カ月に完全に聴覚を失うが、月齢
10 カ月頃に聴覚加齢変化の重要なターニン
グポイントがあることが判明した。 
 
（2）研究代表者は、月齢 1 カ月、10 カ月、
16カ月のC57BL/6マウスの蝸牛を対象に網羅
的 miRNA 発現解析を行っていた。その解析結
果をもとに、非階層クラスター分析を行った。
分類されたクラスターの中で、月齢 1カ月か
ら 10 カ月の間に発現が上昇するクラスター
を選定した。 
 
（3）加齢性難聴モデルマウス C57BL/6 と非
加齢性難聴モデルマウス C3H/He を対象に、1
カ月齢と 10 カ月齢における蝸牛（各マウス
20 耳）を収集した。マウスを安楽死させ、そ
の直後に側頭骨を摘出し、RNA later（Ambion）
内に置いた。実体顕微鏡下で、蝸牛外側の骨
迷路を丁寧に除去し、蝸牛外側壁、コルチ器、
ラセン神経節を含む膜迷路のみとした。RNA 
later で満たされたマイクロチューブ内に収
集し、-20℃で冷凍保存した。 
 
（4）選定されたクラスターに含まれる遺伝
子に対して、C57BL/6 と C3H/He の蝸牛から
miRNA を抽出し、定量 PCR による発現量の比
較を行った。定量 PCR にあたり、最初にマイ
クロチューブ内の細胞を粉砕した。その後、
MirVanaTMRNA isolation kit（Invitorogen）
にて total RNA を分離した。Total RNA を
DNase I（Invitorogen）で処理し、MirVana 
qRT-PCR miRNA-specific RT-primer と
SuperScript III Reverse Transcriptase
（Invitorogen）にて逆転写した。 
 
４．研究成果 
（1）非階層クラスター分析を行い、老人性
難聴に関与しうる6つのクラスター（図参照）
を選別した。 
 
（2）6つのクラスターの中で 3つのクラスタ
ー（クラスター1、クラスター5、クラスター
6）の中の 12の miRNA では、月齢 1カ月から
10 カ月の間に miRNA 発現が上昇していた。 
 
（3）これらの 12miRNA を対象として、加齢
性難聴モデルマウスC57BL/6と非加齢性難聴
モデルマウス C3H/He における miRNA 発現を
比較した。 



 

 



(4)経時的に発現が低下するクラスター（2、
3）には miR-183、-182、-96（蝸牛有毛細胞
に発現）、miR-124（蝸牛・前庭神経節に発現）
が含まれ、これらは加齢に伴う細胞の変性・
消失に対応する変化と考えられた。 
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