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研究成果の概要（和文）： 

 我々は今回の科学研究費補助金の給付を受けて、マウスを用いて哺乳類内耳発生における幹

細胞・前駆細胞の増殖・分化制御機構の解明を試みた。 

 まず平成２０年度には我々はHes1と活性化Notch1(actN1)の胎生期マウス内耳における詳細

な発現パターンを示し、加えてHes1KOマウスを解析することで、Notch伝達系がHes1をエフェ

クターとしてp27Kip1の発現を抑制することでSensory precursor cellの増殖維持に寄与して

いることを示した。この結果をは英文論文として発表した(Murata et al., J Neurosci Res, 

2009)。 

 平成２０年度から平成２１年度にかけてリン酸化Akt(pAkt)とPI3K-Akt伝達系の拮抗因子で

あるPTENの発現パターンを検討し、胎生期ではPTENは感覚上皮予定領域にほぼ一致して発現が

開始し、胎生後期では蝸牛上皮の中では有毛細胞に限局して陽性となるという特徴的な発現パ

ターンが観察されることを明らかにし、国内外の学会で発表した。 

 この結果からPI3K-Aktシグナル伝達系はSensory precursor cellの増殖制御や未分化性の維

持に関連した機能を持つ可能性が推察され、平成２１年度からは実際にPI3K-Akt伝達系の内耳

発生における機能を解析するための研究を開始した。具体的にはPTEN-floxマウスをカナダト

ロント大学のTak Mak教授のラボより導入し、一方でJackson LabよりCre-Foxg1マウスを購入

して繁殖させた上で交配し、内耳特異的なPTEN コンディショナルノックアウト(cko)マウスの

作製を開始した。このマウスではPI3K-Akt伝達系が持続的に活性化されることになるが、過去

の他臓器での同様の実験の報告や、我々の検討したPTENの内耳発生での発現パターンの結果か

ら、Sensory precursor cellの分裂がwild typeに比して長期にわたって継続することと未分

化性の維持が継続することで有毛細胞の分化が遅れること等が観察されるのではないかと考

えている。 

 平成２２年度は年度半ばの７月に研究代表者が大阪大学より順天堂大学へ異動となったた

め、研究の主な対象であり、また作成過程であったPTEN コンディショナルノックアウト(cko)

マウスを凍結受精卵として移動させた。凍結受精卵は順天堂大学動物実験施設で固体化するこ

とができ、現在繁殖、解析中である。 

                                        

研究成果の概要（英文）： 
  

We tried to elucidate the regulatory mechanism of the proliferation and 
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differentiation of the sensory progenitor cells during the mammalian inner ear 
development. 

 
At first, we demonstrated the detailed expression patterns of Hes1 and the 

activated Notch1. In addition, we analyzed the developing inner ear of Hes1 knockout mice, 
and showed that Notch-Hes1 pathway contributes to the cochlear prosensory formation 
potentially through the transcriptional down regulation of p27Kip1 (Murata J et al., J 
Neurosci Res in 2009).   

 
In 2008 and 2009 we investigated the developmental expression pattern of the 

phosphorylated Akt and PTEN, which is an antagonizing factor for the PI3K-Akt signaling 
pathway. We clarified that the immunoreactivity of PTEN is first observed within the 
prosensory region in the embryonic cochlear epithelium, and gradually restricted in the 
hair cell progenitors at the late embryonic stage.  

 
The result implied that PI3K/Akt signaling pathway may function for the 

continuous proliferation and the pluripotency of the inner ear sensory precursor cells. 
We also started functional analysis of PTEN in 2009, trying to generate inner ear specific 
PTEN conditional knockout mice. We introduced PTEN-flox mice from the laboratory of 
professor Tak-Mak in Toronto University and Foxg1-cre mice from Jackson Laboratory.  
 

I was transferred from Osaka University to Juntendo University in July 2010. 
The frozen fertilize ova of the PTEN cko mice were also transferred to Juntendo University. 
We fused and individuated them and started to analyze the developing inner ear of PTEN 
cko mice. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
 聴覚は重要なコミュニケーションの手段
であるが、その感覚受容細胞である有毛細胞
は生後障害を受けてもほ乳類では再生しな
いことが知られている。従って内耳再生医療
は外部から移植した幹細胞または内在性の
幹細胞の有毛細胞への分化誘導が必要とな
り、このための手段を得るには、内耳発生を
特に感覚器を形成する有毛細胞、支持細胞へ
の分化のメカニズムを含めて解明すること
が必要であると考える。 
 
 我々は科研費の補助を受けてこのような

再生医療を指向した内耳発生研究に取り組
んできた。中でも Notchシグナル伝達系に注
目し、活性化された Notch1 のみを特異的に
認識する抗体を用いて、Notch 伝達系の活性
化を時空間的に明らかにした。その結果
Notch 伝達系は過去に報告されてきたような
側方抑制による有毛細胞・支持細胞への分化
誘導のみならず、それ以前の段階である感覚
上皮予定領域の決定においても、特徴的な比
較的弱い Notch1 の活性化を通して主要な役
割を果たしていると考えられることを示し、
英文論文として既に発表していた(Murata et 
al. J Comp Neurol, 2006)。 
 



２． 研究の目的 
 

 感覚上皮予定領域の決定にはこれを構成
す る 細 胞 へ と 分 化 し て い く Sensory 
precursor cell の特定化、増殖維持、未分化
性維持、生存促進等が必要である。我々は
種々の遺伝子改変マウスの解析やこれを利
用した器官培養などの利用によって間隔上
皮予定領域決定に関わる一つ一つの要素に
ついてどのようなタンパクやシグナル伝達
経路が関与しているかを具体的に明らかに
することを目的としている。 
 
３． 研究の方法 

 
 我々は特異的な抗体を用いた免疫染色と
in situ hybridization によって Hes1 と活性
化 Notch1(actN1)の胎生期マウス内耳におけ
る詳細な発現パターンを示し、また Hes1KO
マウスを解析することで、Notch シグナル伝
達系が Hes1 をエフェクターとして Sensory 
precursor cellの増殖維持に機能しているこ
とを明らかにしたいと考えた。  
 
 加えて我々はリン酸化 Akt(pAkt)と
PI3K-Akt 伝達系の内耳発生における役割を
明らかにするために、まず活性化 Akt(pAKT)
と PI3K-Akt伝達系の拮抗因子である PTENの
発現パターンを胎生期と生後のマウス内耳
で明らかにしたいと考え、免疫染色と in situ 
hybridizationを予定した。 
 
 その結果胎生期では PTEN は感覚上皮予定
領域にほぼ一致して発現が開始し、胎生後期
では蝸牛上皮の中では有毛細胞に限局して
陽性となるという特徴的な発現パターンが
観察されることを示し、この結果から
PI3K-Akt 伝達系は Sensory precursor cell
の増殖制御や未分化性の維持に関連した機
能を持つ可能性が推察されため、実際に
PI3K-Akt 伝達系の内耳発生における機能を
解析するための研究実施を予定した。 
 
 一つは胎生期蝸牛の器官培養系を確立し、
4OHTの添加によって pAktを強制発現可能な
Akt-Merを発現するトランスジェニックマウ
スを用いて実験をすすめる。この系では、
PI3K-Akt 伝達系の阻害因子、または 4OHTを
器官培養に添加することで同伝達系を offに
した場合と onにした場合の両方の蝸牛発生
における影響を検討することが可能である。 
 
 もう一つの方法としては PTEN-floxマウス
と Cre-Foxg1マウスを交配し内耳特異的な
PTEN コンディショナルノックアウトマウス
の作製し、これを解析することを予定してい
る。このマウスでは PI3K-Akt 伝達系が持続

的に活性化されることになるが、過去の他臓
器での同様の実験の報告や、我々の PTENの
内耳発生での発現パターンを調べた結果か
ら、Sensory precursor cell の分裂が wild 
typeに比して長期にわたって継続すること
や未分化性の維持が継続することで有毛細
胞の分化が遅れること等が観察されるので
はないかと予想している。 
 
４．研究成果 
 我々は Hes1と活性化 Notch1(actN1)の胎生
期マウス内耳における詳細な発現パターン
を示しまた Hes1KO マウスを解析することで
Notch 伝達系が Hes1 をエフェクターとして
Sensory precursor cellの増殖維持に寄与し
ていることを示し、英文論文として発表した
(Murata et al., J Neurosci Res, 2009)。
ただ Notch 伝達系のみで Sensory precursor 
cell の制御がすべてなされているとは考え
にくく、他の因子やシグナル伝達系との関連
について検討することを次の目的とし、
PI3K-Akt 伝達系の内耳発生における役割に
ついて検討することとした．平成２１年度に
はリン酸化 Akt(pAkt)と PI3K-Akt伝達系の拮
抗因子である PTEN の発現パターンを胎生期
と生後のマウス内耳で明らかにした。PTENは
胎生期内耳において感覚上皮予定領域にほ
ぼ一致して発現が開始し、胎生後期では蝸牛
上皮の中では有毛細胞に限局して陽性とな
るという特徴的な発現パターンが観察され
ることを示し、この結果を国内外の学会にお
いて発表した。また発現パターン解析のみな
らず、内耳特異的な PTEN コンディショナル
ノックアウトマウスを作成中であり、このマ
ウスの内耳を発生段階を追って解析するこ
とで PI3/Akt伝達系の役割を具体的に解析中
である。 
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