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研究成果の概要（和文）：有毛細胞が特異的に傷害される末梢前庭器に骨髄間葉系幹細胞

（MSC）の移植を行い有毛細胞の再生の可否を検討した。その結果、移植した MSC の前

庭への生着を認めたが、移植細胞の前庭有毛細胞への分化および機能的な回復は認めなか

った。今後、さらに投与法や移植細胞の種類を検討する必要があると思われた。 
 
研究成果の概要（英文）： In this research, we tried to transplant mesenchymal stem cells  
(MSC) into the vestibular organ of acute energy failure model, which are damaged in 
vestibular hair cells. As results, we could observed that transplanted MSCs were migrated 
and survived in the vestibular organ. However, neither differentiation of MSC into the 
vestibular hair cells, nor functional recovery of vestibular system were observed. In 
conclusion, these results suggested that improvement of graft surgery, and MSC 
pretreatment would be required to regeneration of the vestibular hair cells.   
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研究分野：耳鼻咽喉科学 
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キーワード： 3-nitropropionic acid  平衡障害   骨髄間葉系幹細胞  細胞移植   前庭有毛細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
これまで、本施設ではミトコンドリアの電
子 伝 達 系 の 不 可 逆 的 阻 害 剤 で あ る
3-nitoropropionic acid(3-NP)を内耳に局
所投与することによって、内耳に限局する
エネルギー不全モデルを生じるラットを作
製し(Hoya et al. Neuroreport, 2004)、その

病態の解明と治療法の検討を行ってきた
(Okamoto et al. Audiol Neurotol, 2005)。
これまでに蝸牛においては外側壁線維細胞
の脱落が難聴の生じる主な原因であり、同
部位のアポトーシスを阻害することによっ
て難聴の予防が可能であることを報告した
（Mizutari et al. J Neurosci Res, 2007）。

研究種目：若手（B） 

研究期間：2008～2009   

課題番号：20791238 

研究課題名（和文） 急性内耳エネルギー不全に対する前庭への骨髄間葉系幹細胞移植 

                     

研究課題名（英文） Mesenchymal stem cell transplantation for the vestibular organ of 

acute  inner ear energy failure  

研究代表者 

  水足 邦雄（MIZUTARI KUNIO） 

独立行政法人国立病院機構東京医療センター臨床研究センター・研究員 

 研究者番号：40338140 

 



一方で、同モデルには rolling や head tilt
等の平衡機能障害も生じることが観察され
ており、全周波数において永続的に ABR
域値上昇を引き起こす 3-NP500mM の投
与において、投与後強い麻痺性自発眼振を
誘発し、術後１週間でカロリックテストの
反応が消失することが確かめられた。この
病態を末梢前庭器の観察を行い検討したと
ころ、蝸牛とは異なり球形嚢、卵形嚢、半
規管膨大部における有毛細胞が特異的に障
害を受けることが主な原因と判明した
(Mizutari et al. ARO midwinter meeting, 
2007)。臨床的にもめまいを伴う突発性難
聴は難治性であり、本モデルで見られるよ
うな複合的な障害機序により引き起こされ
ていることが示唆される。これまで、我々
の研究グループでは、骨髄間葉系幹細胞
(MSC)の移植により MSC の外側壁への生
着および聴力改善を図ることができる
(Kamiya et al. Am J Pathol, 2007)ことを
報告してきた。MSC は患者の骨髄から容
易に採取することができるため、移植に伴
う倫理的制約が低く、ヒトへの臨床応用が
容易なため基礎実験の有用性が高い。永続
性平衡機能障害の患者数は極めて多いが、
その根本的治療法は依然臨床的に存在しな
い。 
 
２．研究の目的 
本実験では、有毛細胞が特異的に傷害され
る末梢前庭器に MSC の移植を行い、有毛
細胞の再生を図り、永続性末梢平衡機能不
全の治療を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
従来我々の施設で使用している
3-nitropropionic acid(3-NP)を用いた急性
内耳エネルギー不全モデルラットを用いる。
これまでの報告通り(Mizutari et al. J 
Neurosci Res, 2007, Hoya et al. 
Neuroreport, 2004)S-D ラットに対して全
身麻酔下に 500mM の 3-NP を 3μl 内耳正
円窓に局所投与する。術後、自発眼振が消
失し平衡機能障害が生じたことを確認し、
術後 1 週間目に氷水を用いたカロリックテ
ストにて眼振の誘発がなく末梢平衡機能が
廃絶したことを確認する。その後、卵円窓
近傍の内耳骨包に小開窓を行い、我々のグ
ループで用いたマイクロカニューレ
(Kamiya et al. Am J Pathol, 2007)を用い
MSC を移植する。MSC は、市販されてい
る GFR ラット(S-D ラット、日本クレア)
から採取したものを用い、先に述べた
Kamiya の方法で採取、培養を行う。GFP
にてマーキングがされているため、移植後
容易に移植細胞の同定できる。移植手術後
2 週間で、再び氷水を用いたカロリックテ

ストにて眼振の誘発の有無を確認しその持
続時間を測定し、無処置である対側のカロ
リックテストの結果を比として末梢平衡機
能を定量する。さらに、ビデオカメラを用
いhead tiltおよび swim testを経時的に観
察し、中枢代償機能も加味した行動観察を
行う。さらに本モデルに対して、組織学的
な検討を行う。MSC を移植し 2 週間後の
ラットで組織切片による卵形嚢、および半
規管膨大部を光学顕微鏡下に組織所見を詳
細に検討する。より詳細な組織所見を得る
ため、解剖する際は緩衝液で全身を貫流し
た後、グルタールアルデヒド、パラホルム
アルデヒドの混合液で全身を灌流固定した
後、内耳を摘出。ＥＤＴＡにて脱灰後、オ
スミウムにて後固定を行いＥＰＯＮ812 に
て包埋し、ガラスナイフにて切片を作成、
トルイジンブルーで染色を行い光学顕微鏡
下の観察を行う。また、ダイアモンドナイ
フにて薄切切片を作成し、透過型電子顕微
鏡を用い前庭器のさらに詳細な組織変化の
観察を行う。また、パラホルムアルデヒド
による固定を行い、パラフィンで包埋を行
った検体について免疫組織化学的検討を行
う。まず、移植を行ったGFP ラットのMSC
が発する蛍光を確認することで、移植細胞
の局在と前庭感覚上皮への生着数の定量を
行う。さらに、移植細胞の有毛細胞への分
化を確認するため、有毛細胞のマーカーを
免疫染色にて確認する。また、MSC の有
毛細胞への分化を確認するために球形嚢お
よび外側半規管の膨大部を摘出し、パラホ
ルムアルデヒドで固定したものをプラチナ
で蒸着し、走査型電子顕微鏡を用いて感覚
毛の観察を行う。感覚毛の密度を定量的に
評価し、解剖前に観察したカロリックテス
トおよびhead tiltと swim testとの相関を
検討する。 
 
４．研究成果 

従来我々の施設で使用している

3-nitropropionic acid(3-NP)を用いた急性

内耳エネルギー不全モデルラットを用いた

。これまでの報告通り(Mizutari et al. J 
Neurosci Res, 2007, Hoya et al. 
Neuroreport, 2004)S-Dラットに対して全

身麻酔下に500mMの3-NPを3μl内耳正円

窓に局所投与した。術後、自発眼振が消失

し平衡機能障害が生じたことを確認し、術

後1週間目に氷水を用いたカロリックテス

トにて眼振の誘発がなく末梢平衡機能が廃

絶したことを確認した。さらに、手術後１

週間で全身麻酔下に内耳を摘出し、組織標

本を作製したところ、球形嚢・卵形嚢・半

規管膨大部のいずれの部位においても、高



度の有毛細胞脱落が生じることが確認され

、細胞移植動物モデルとして極めて適した

性質を持っていることが確認できた。 
 その後、骨髄間葉系幹細胞細胞を外側半
規管より行った。移植に先立ち外側半規管
からの人工リンパ液の潅流において特に平
衡・聴覚障害を認めず、本方法が内耳に対
して低侵襲であることが確認された。移植
により、内耳外リンパ腔内へ広範な移植細
胞の生着を認めたが、内リンパ腔への移植
細胞の移行はごく少数しか認められなかっ
た。細胞移植後の平衡機能検査では、氷水
を用いたカロリックテストにて術後も眼振
の誘発がなく、現時点で明らかな機能回復
を認めることはできなかった。今後、さら
に投与法や移植細胞の種類を検討する必要
があると思われた。     
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