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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、聴覚細胞に過興奮性細胞死を起こすエクソソーム (Exo)miRNA 
let-7bが認知症指標となるミスマッチ陰性電位（MMN）に及ぼす影響を明確にすることである。Exo-miRNA 
let-7b処理神経細胞の逸脱検出応答はSSAI(Stimulus-Specific Adaptation Index)、培養神経回路の自発バース
トを総発火率（TSR）により評価した。処理神経細胞の逸脱検出2次応答のSSAIは有意に減少し、間歇的自発バー
ストの発生を確認した。Exo-miRNA let-7bが、内耳-神経細胞との異種細胞間コミュニケーションを介在するこ
とに起因する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our objective is to clarify the impact of exosomal (exo-) miRNA let-7b 
inducing hyper excitability-induced auditory cell death to the mismatch negativity (MMN) reflecting 
an auditory memory traces in neural cells. Primary neuronal cells are prepared from Wister rat 
brains. The stimulation selectivity of the deviance detection was evaluated by stimulus-specific 
adaptation index (SSAI), and the spontaneous burst-firing was estimated by total spike rate (TSR). 
SSAI was significantly decreased in the secondary response in exo-miRNA let-7b-treated cells. The 
intermittent spontaneous burst-firing was confirmed by the increase of TSR in neural circuitry after
 exposure of exo-miRNA let-7b. These results indicate that exo-miRNA let-7b holds the potential to 
decease auditory MMN leading to the generation of the spontaneous burst-firing in neural cells. Our 
results suggest that exo-miRNA let-7b might disrupt the sensory memory network in the 
auditory-brain, decreasing the special perception.

研究分野：内耳基礎研究

キーワード： エクソソームmiRNA let-7b　異種細胞間コミュニケーション　ミスマッチネガティビティ　間歇的自発
バースト　初代神経培養細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、 内耳細胞の過興奮性細胞死を引き起こすmiRNA let-7bが認知症等の神経障害における耳鳴ある
いは脳過敏反応の原因となる可能性を示唆している。即ち、miRNAlet-7bは、臨床的に聴覚中枢制御機能低下に
よる耳鳴バイオマーカーとして有用であることを意味している。また、エクソソームは細胞への親和性も高く高
率に細胞移入可能であり、miRNAlet-7b 阻害剤は耳鳴中枢制御機能をターゲットとした新規治療薬 になり得
る。本研究は、客観的な評価法・的確な治療法のない耳鳴で苦しむ多くの患者にとって大きな意義がある。

※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 

本年、脳内炎症を伴う Cochlear Migraine (内耳性片頭痛)によるトップダウンシグナ

ルが感音難聴や耳鳴を発症させるという興味深い報告がなされた。しかし、脳内から

のトップダウン シグナルが内耳障害を起こすメカニズムについては、明らかではな

い。中枢神経系には髄膜リンパ管が存在し、高分子を排出するリンパ管ネットワーク

が存在するという興味深い論文が発表された（Louveau A, Nature, 2015）。2018 年

には慢性化した片頭痛、うつ病や認知機能障害には、脳内炎症が関与するという非常

に興味深い論文が発表された (Ramachandran R, Semin Immunopathol, 2018) (Xie X, 

Neuron, 2018)(Miyanohara J, J Neuronsci, 2018) 。さらに、脳内炎するリンパ管ネ

ットワークが存在するという論文が発症を伴う Cochlear Migraine (内耳性片頭痛)の

トップダウンシグナルが感音難聴や耳鳴を発症させるという衝撃的な報告もなされた

(Lai JT, JAMA, 2018)。しかし、脳内炎症によるトップダウンシグナルが内耳障害を

起こすメカニズムについては、明らかではないことが研究の背景である 

 
 
２．研究の目的 
脳内炎症 によって分泌されたエクソソーム内 microRNA (miRNA)let-7b が、Toll-Like-

Receptor 7 (TLR7)と結合し、TLR7 シグナルを刺激した場合、神経細胞ネットワーク機

能を低下させ、内耳感覚細胞死を誘導するか否かを実験的に証明することを目的として

いる。 
 
 
３．研究の方法 
ウイスターラット（E18）から摘出した大脳皮質より初代培養神経細胞を樹立し、高密度 CMOS 

(complementary meta-oxide-semiconductor)-MEAs (microelectrode arrays)(provided by 

Professor Hierlemann, ETH Zurich, Switzerland)上で分散培養した。ミスマッチ陰性電

位（MMN）の in vitro モデルを確立するために分散培養した神経細胞の電気活動性を計測

した。刺激パラダイムとして、オッドボールブロック (Odd-ball paradigm) と多統制群ブ

ロック (Many-standards paradigm) を使用した。オッドボールブロックは、高頻度に提示

される標準刺激と、低頻度にランダムに提示される逸脱刺激 の 2つから構成される。多統

制群ブロックは、刺激頻度が同じ複数の刺激パターンで構成される。本研究では、10 パタ

ーンの刺激から刺激パターンを作成した。 

 
 
4．研究成果 



本研究の目的は、細胞死・細胞興奮両方の制御をするエクソソーム内 miRNA let-7b を

介した内耳感覚細胞−神経細胞間コミュニケーションによる細胞変性分子シグナル伝達

解析と miRNA let- 7b 阻害剤による聴覚伝導路における細胞死抑制効果の検討するこ

とである。  

内耳細胞死を誘導する miRNA let-7b の神経細胞への影響を検討する目的にて胚齢 18日

目の ウィスターラットの胎児の大脳皮質領域から摘出した神経細胞から樹立した初代培

養神経細胞を CMOS-MEA 上で分散培養し、エクソソーム miRNA let-7b を細胞外から導入し

た。まず、miRNA let-7b 処理初代培養神経細胞から蛋白質を抽出し、western blot にて

TLR7 の誘導を確認し、神経細胞の逸脱検出応答を評価する目的にて、刺激パラダイムを用

い検討した。マウスの聴覚野においてミスマッチネガティビティ(MMN) と呼ばれる連続的

同一刺激 (標準刺激) を提示している時に，異なる刺激 (逸脱刺激) を与えると発生する

電位が存在するが、神経細胞は過去の入力履歴を基に将来入力される可能性のある刺激を

予測しており，その予測が一致しなかったために生じる応答であると考えられている。

我々が用いた実験系は、神経細胞の履歴依存的応答性を評価する際に用いられる実験系で

ある。神経細胞による神経活動は、連続して提示される刺激に対しては、減弱する性質を

持っている。我々は、逸脱刺激に対する応答が標準刺激に対する応答より大きくなる性質

を利用した SSA(Stimulus-Specific Adaptation)インデックスと呼ばれる指標を用い、応

答の刺激選択性を評価した。その結果、miRNA let-7b 導入細胞において、1次応答におい

ては SSAIdev/msc 間に有意な差が見られなかった(pre Dev vs. post Dev, p > 0.1)が、2次応答

の SSAI は miRNA let-7b 導入によって有意に減少した (pre Dev vs. post Dev, p = 

0.015) ことから，miRNA let-7b の細胞外導入により逸脱検出性は低下することを確認し

た。ミスマッチ陰性電位の低下は認知機能不全と深く関与するという報告はあるが、聴覚

細胞に過興奮性細胞死を起こすエクソソーム miRNA が、神経細胞にも同様に及ぼす影響を

神経活動性から評価する分散培養による実験系は確立されてはいなかった。今回の我々の

実験系は聴覚障害の影響と認知機能低下が、エクソソーム miRNA を介した異種細胞間コミ

ュニケーションによる可能性を示唆する結果として極めて興味深い。 

次に、マウスの聴覚野において、連続的同一刺激 (標準刺激) を提示する間に，異なる刺

激 (逸脱刺激) を与えた場合に発生する電位をミスマッチ陰性電位 (MMN) と定義してい

る。神経細胞は、連続して提示される刺激に対して活動自体が減弱する性質を持っているた

め、MMN の発生は、入力履歴を基に将来入力される可能性のある刺激が、神経細胞の予測に

一致しなかったことに起因すると考えられている。我々の行った MMN の実験系は、細胞レベ

ルで聴覚障害が認知機能に及ぼす影響の評価モデルになると考察している。 



神経細胞の逸脱検出応答を評価する目的とした刺激パラダイムとして、オッドボールブロ

ックと多統制群ブロックを使用した。オッドボールブロックは、高頻度に提示される標準刺

激と、低頻度にランダムに提示される逸脱刺激の 2つから構成される。標準/逸脱刺激を入

れ替えた 2つのオッドボール課題を行い、標準/逸脱刺激として入力した誘発応答の違いを

みることで、履歴依存的応答が得られる。本研究では、標準:逸脱刺激の比は、9:1 を用い

た。多統制群ブロックは、刺激頻度が同じ複数の刺激パターンで構成される。本研究では、

10 パターンの刺激から刺激パターンを作成した。さらに、応答の刺激選択性を評価するこ

とを目的として、逸脱刺激に対する応答が標準刺激に対する応答より大きくなる性質を利

用した SSAI(Stimulus-Specific Adaptation Index)と呼ばれる

指標を用いた。応答の刺激選択性を評価する目的にて、誘発応答

を一次応答(刺激後0–10ms)と二次応答(刺激後30ms以降)に分類

し、各刺激後タイムヒストグラム (PSTH)の最大値より一次応答

と二次応答の逸脱/多統制群刺激の SSAI を計算した。その結果、

1 次応答ではいずれの条件でも有意差が消失し、2 次応答におい

て、刺激点に重複の無いセッションでの逸脱刺激の応答は有意に

減少した。重複の無い逸脱刺激の SSAI と重複の有る SSAI は、共

に暴露後も有意差を認めた。暴露前に有意差のあった逸脱刺激対

標準刺激の SSAI は暴露後でも有意差を認めた (図 1)。 

以上の結果より、Exo-miRNA let-7b の神経細胞暴露に

より、二次応答の逸脱検出性は低下することを確認し

た。この結果は、認知症の記憶障害は miRNA let-7b に

起因する可能性を示唆している。Exo-miRNA let-7b 処

理細胞において、間歇的自発バーストを確認した（図

2）。この結果は、 miRNA let-7b が認知症等の神経障害

における耳鳴あるいは脳過敏反応の原因となる可能性を示唆している。 

 本研究結果より、聴覚障害が認知機能低下に及ぼす影響は、 内耳感覚細胞の過興奮性細

胞死を誘導する Exo-miRNA let-7b が、神経細胞との異種細胞間コミュニケーションを介在

することに起因する可能性が示唆された。  
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