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研究成果の概要（和文）：ヒトが有毛細胞HC喪失による難聴を発症した場合、治療法は聴覚デバイスの利用であ
り、結果、患者は制限のある生活を送ることになる。国内外の多数の研究から、薬剤投与や遺伝子導入によって
マーカー陽性の有毛細胞様細胞が作成可能になったものの、聴覚機能を担う成熟した有毛細胞再生には未だ到達
していない。そこで本研究では、様々な組織で細胞の増殖・分化を担う「YAPシグナル」をターゲットとして、
ニワトリ感覚上皮の再生モデルでの有毛細胞の分化・増殖に及ぼす役割解明について検討を行った。その結果、
ニワトリHC再生におけるYapの主な役割は細胞分化でなく周囲の支持細胞の増殖作用であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：When humans develop hearing impairment due to hair cell (HC) loss, the only 
treatment is the use of hearing devices, resulting in a restricted life for the patient. Although 
numerous domestic and international studies have shown that marker-positive hair cell-like cells can
 be generated by drug administration and gene transfer, the regeneration of mature hair cells for 
auditory function has not yet been achieved. In this study, we investigated the role of YAP 
signaling, which is responsible for cell proliferation and differentiation in various tissues, in 
the differentiation and proliferation of hair cells in a chick sensory epithelium regeneration 
model. The results revealed that the main role of Yap in chick HC regeneration is not cell 
differentiation but proliferative effects on surrounding support cells.

研究分野： 内耳研究

キーワード： 発生再生　有毛細胞　蝸牛
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ニワトリの聴覚再生過程におけるYap分子の役割の一端を明らかとした。これまでHippo-Yap経路
は、他の組織で、他のシグナル伝達経路（Wnt, Notch, Shh, TGFβなど）とのクロストークが報告されてきた
が、内耳蝸牛有毛細胞の再生過程における働きは不明であった。今回、蝸牛障害後の支持細胞の増殖にYapが寄
与することは判明したものの、前駆細胞への作用についてはマーカー蛋白の同定が待たれる。
世界的に聴覚障害は最も頻度の高い身体障碍と言われている。本研究成果は、世界中で未だ到達できていない
「聴覚再生医療の実現に向けた一歩として、社会的な意義を持つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含む哺乳類において、聴覚ならびに平衡覚はセンサーの有毛細胞（Hair cell, HC）が失
われると２度と再生されず難聴となる。ところが鳥類・両生類などでは、HC が一旦消失しても、
周囲の支持細胞（Supporting cell, SC）から有毛細胞が再生し、聴覚および平衡覚機能が回復す
る。近年、様々な技術の進歩に後押しされ、薬剤投与または遺伝子導入により iPS 細胞からでも
マーカー陽性かつ形態の類似した HC「様」細胞を作ることができるようになった。一方で残さ
れた課題として、人工的に作製された HC は、未熟で聴覚機能を完全には有しないという点が
挙げられている。 

現在、HC への分化を担う主役は Wnt
シグナルと Notch シグナルであると言わ
れているが、双方のシグナルとクロスト
ークする Hippo シグナルの中心的役割を
果たす転写共役因子 YAP こそ、HC 再生
を制御する主役である可能性が高い 1。一
方で、YAP の上流制御機構はいまだにブ
ラックボックスであり、複数の結合転写
因子（TEAD, RUNX, SMAD 等）も含め
関与因子が細胞種により異なる可能性が
高い。Hippo/Yes 関連タンパク質 (YAP) 
シグナル伝達経路（左図）は、細胞の増殖、
分化、およびアポトーシスを制御するこ
とによって器官のサイズと恒常性を維持
すると言われている。そこで本研究では、
機能的な HC 再生が可能と言われている
ニワトリ蝸牛の「in vitro HC 再生モデル
系」を用い、YAP シグナルが SC の分化
および増殖においてどのような寄与をし
ているか？その役割解明を行う。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ニワトリの蝸牛 HC 再生過程における YAP シグナルの役割を明らかにする
ことである。既に海外では、ニワトリの前庭 HC 再生過程 2や、マウスの蝸牛 HC 障害過程 3に
おける YAP シグナルに関する報告がなされているが、ニワトリ蝸牛 HC については報告がなく、
新規の取り組みとなる。具体的には、1) ニワトリまたはマウスの中・後期胚での蝸牛 HC 発生
過程および in vitro 器官培養系HC再生モデルにおけるYAPの時空間的な発現パターンを調べ、
2) 支持細胞（SC）の増殖・分化に作用する複数の既知シグナルについて調べ、哺乳類での蝸牛
HC 再生への YAP 活性化剤または YAP 阻害剤の可能性を考察する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物および組織サンプル： 
発生期の内耳は、清水実験材料から購入した有色受精卵（E8 または E11 のニワトリ胚）から蝸
牛を摘出したものを用いた。また in vitro 器官培養系実験では、孵化後１日齢の雄ヒヨコ（後藤
孵卵場）、および P2 の雌雄 C57BL6 マウス（清水実験材料）から摘出した蝸牛感覚上皮を用い
た。摘出操作は実体顕微鏡下で行った。 
 
(2) HC 障害（再生）モデル： 
器官培養は、48-well（ヒヨコ蝸牛）または 24-well プレートにカルチャーインサートを入れた
もの（マウス蝸牛）で行った。培地は、ペニシリンと 1%FBS を加えた high glucose DMEM を
用いた。蝸牛上皮は、（薬剤が直接触れるように）蝸牛のルーフ部分を除去した後に、上面が上
を向くように well 内に静置させた。薬剤添加は、摘出翌日から開始し、培養期間は最大７日間
であった。HC 喪失には、ストレプトマイシン（SM, ヒヨコ蝸牛）またはネオマイシン（NM,マ
ウス蝸牛）を用いた。また、各シグナル調節薬として、MST1/MST2 antagonist 兼 YAP agonist
である XMU-MP-1 (XMU)、TGF-β antagonist の NOG、GSK3 inhibitor の CHIR99021 を至
適濃度の範囲で使用した。かつてYAPを制御する研究は、MST1/2、LATS1/2、Mob1a/b、Salvador
のノックアウトやノックダウン、或いは S5A-YAP や S127A-YAP などの constitutively active 
YAP などの手法が用いられてきたが、特異性の高い活性化剤・阻害剤の使用が一般的である。 
 



(3) 評価方法： 
各標本は、固定後 OCT 凍結ブロックを作製し、アキシアル面の切片標本またはホールマウン

トで免疫染色を行ない評価した。YAP および pYAP の染色、Sox2, Myosin7a, F-actin の共染色、 
EdU 添加および染色、の観察・カウントを主として行われた。 

 
(4) bulk RNAseq のデータ解析： 

YAP シグナルは複雑で、リガンドを介する場合と力学的（細胞接着）要因によるものの２つ
がある。我々は、耳鼻咽喉科で確立した in vitro 器官培養系 HC 再生モデルの感覚上皮だけを経
時的にサンプリングして解析した bulk 
RNAseq データ 4 を所有している。そこでま
ず、YAP シグナルに関わる因子の特定を行っ
た。また YAP の細胞分化への寄与の有無を
判定するには、SC の細胞層から幹細胞を特
定し、その分化を追うことが必要となるた
め、幹細胞の候補として TP63 遺伝子に着目
し、解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 発生期の YAP 局在： 
 ニワトリ発生中期胚の内耳蝸牛において、
感覚上皮には YAP が発現しておらず、周囲
組織の細胞膜のみに観察された（図１）。よっ
て HC の発生において YAP の寄与は低いと
考えられた。 
 
(2) in vitro ニワトリ HC 再生モデルにおける YAP 局在およびシグナル調節薬による影響： 
再生期には SC の一部、感覚上皮の両端（neural 側と abneural 側）、で YAP の核への高

い集積が観察された（図２）。なお再生後の感覚上皮は、YAP 自体の発現が極端に低下し、
周辺細胞では YAP の発現維持を認めたものの、主に細胞質（核以外）であった。 

 
また、シグナル調節薬 NOG と CHIR99021 添加により、

過去の報告と同様 5、EdU 陽性増殖細胞数は変化せず、核
局在 YAP の数も変わらなかった（図３）。さらに YAP 
agonist である XMU の添加によって、核集積した YAP お
よび再生 HC は増加傾向にあった。有意差がでなかった理
由として、再生 HC の流動化によるカウントの困難さが挙
げられ、領域を絞る（periferal, 
middle, distalの区別だけでなく、
Zone 別に計測する 4）等の工夫が
必要であると考えられた。 
 
(3) In vitro 器官培養系マウス HC
障害モデルにおける YAP の局在： 
 マウス器官培養における YAP
発現について、Pre-culture と SM
処置後とで比較した結果、basal 
turn では変化がなかったが、
middle turn ではコルチ器外側の
SC、apical turn ではコルチ器内
側の SC において、陽性細胞の有
意な増加が見られた（図４）。ここ



で得られた結果は、既報と同様であった 3。 
 
(4) ニワトリ蝸牛感覚上皮 bulk RNAseq のデータ解析（YAP 関連因子の探索/TP63 発現）： 

In vitro HC 再生モデルの bulk RNAseq データ解析から、YAP 上流因子では、SAV1 が HC
障害直後に一過性の上昇を示すとともに、MST1 が HC 障害後～SC 増殖期にかけて 3 倍以上の
増加を示し（図５）、YAP の急激な活性化の制御に寄与していると考えられた。また、YAP 下流 

 
因子では、ANKRD24 の減少と CYR61（CCN1）の増加が認められた。これらは遺伝子発現量
であり、シグナル伝達経路に
ついて考察するには、リン酸
化を含めたタンパクレベルで
の検証が必要と考えられる。
CYR61 については、in situ 
hybridization 染 色
（RNAscope）が、YAP の核染
色陽性部位（両端）と同じ領域
で確認されたことから（図
６）、CYR61 が YAP の下流因
子であると推察された。 

(2)の結果から、YAP が SC
の増殖に影響する可能性が示
唆されたが、SC の HC 分化へ
の YAP の寄与については不明
であった。理由の１つに、SC
の幹細胞を特定しないと、そ
の他多数の sox2 陽性 SC に埋もれてしまうことが挙げられる。そこで、bulk RNAseq とシング
ルセル RNAseq のデータ解析から、転写因子 p53 ファミリーの p63(tumor protein TP63)に着
目した。この遺伝子では、２種類の特徴的な isoforms (dN と TA)が、その発現比に時間的な違
いを生じることが確認された（図７）。すな
わち SM54 において TAp63 が消失してお
り、それは細胞増殖を止め、分化が開始する
こと、を示唆する。シングルセル RNAseq デ
ータ(PCA解析)でTP63の発現パターンを調
べた結果、CD44 を共発現する TP63 陽性細
胞が、neural crest 由来細胞等のクラスター
で確認された（図 8）。そこで、isoform 特異
的な TP63 の免疫染色を行った結果、神経領
域に陽性細胞の存在が確認されたものの、蝸
牛感覚上皮には認められず、TP63 陽性遺伝
子が SC の幹細胞であるとは言えなかった。 
以上から、ニワトリ蝸牛の「in vitro HC 再

生モデル系」において、YAP シグナルが SC
の増殖に影響していることが推察されたが、
SC の HC 分化への影響については評価できなかった。今後、遺伝子変異ニワトリによるトレー
サー実験が可能となれば、新たな知見の発見に繋がるかもしれない。 
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