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研究成果の概要（和文）：PTENは癌抑制遺伝子産物でありPI3K/Aktシグナルに拮抗する。我々はマウスの内耳特異的に
PTEN遺伝子を欠失させる（PTEN CKOマウス）ことで哺乳類蝸牛発生におけるPTENの役割の解明を試みた。
PTEN CKOマウス蝸牛では、蝸牛管径は増大し感覚上皮予定領域外で細胞増殖が遷延化していた。有毛細胞に過剰列が観
察されたが蝸牛管長はコントロールに比して短くなっていた。CKOマウスでは感覚上皮前駆細胞マーカーの発現パター
ンには変化がなかったが、有毛細胞分化は促進されていた。以上からPTENの感覚上皮予定領域決定以降での細胞の分化
／増殖制御と、蝸牛管の収斂伸長への関与の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：PTEN, a product of a tumor suppressor gene, inhibits the PI3K/Akt pathway by depho
sphorylating phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate. We tried to elucidate the functions of PTEN during
 mammalian cochlear development by deleting PTEN conditionally in the mouse inner ear. 
In PTEN-conditional knockout (cko) mutant cochlea, the diameter of cochlear ducts was increased and the ce
ll proliferation continued till the later stage outside of the prosensory region. Extra rows of OHCs and I
HCs were observed, whereas the average length of the cochlear ducts was shorter than that of the control m
ice. The expression patterns of early prosensory markers were almost same between the PTEN-CKO and the con
trol mice. However, the hair cell differentiation was accelerated in the PTEN-CKO cochleae. The results in
dicate that PTEN may regulate the cell differentiation and proliferation after the prosensory determinatio
n, and contribute to the convergent extension of the cochlear duct.   
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1. 研究開始当初の背景 
 
 この研究開始当初の時期にほ乳類内耳発
生において有毛細胞・支持細胞分化の段階と
それ以前の感覚上皮予定領域の決定段階の
双方において Notch シグナル伝達系が重要
な働きをしていることが、コンディショナル
ノックアウトマウスを用いた研究（Brooker 
R et al., Development 2006など）、我々の活
性化 Notch の時空間的発現パターンの解析
結果（Murata J et al., J Comp Neurol 2006）
などから明らかにされてきた。 
 
 感覚上皮予定領域の決定（prosensory 
determination）とはこれを構成する細胞（有
毛細胞、支持細胞）へと分化していく感覚上
皮前駆細胞(Sensory Precursor Cells; SPCs)
の 決 定 で あ り ， 少 な く と も 特 定 化
（specification）、増殖維持(proliferation)、
未 分 化 性 維 持 （ maintenance of 
undifferentiated state）、生存促進（survival）
などの要素が含まれる。 
 
 我々はこの領域において Notch シグナル
伝達系の下流でHes1が p27Kip1の発現を転
写レベルで抑制する事で SPCsの増殖維持に
機能している事を明らかにし論文として発
表した（Murata J et al., J Neurosc Res 
2009）。SPCs の決定に関わるこの分野は内
耳障害時の再生医療においても critical 
point となる領域であり、今年に入っても主
要な journal への報告が相次いでいる
(Hartman BH et al., PNAS 2010; Pan et al., 
PNAS 2010)。 
 
 このような状況の中で Sensory Precursor 
Cellsの決定には，当然 Notch伝達系以外の
他の因子、シグナル伝達系の関与が予想され
る。今回我々が注目したリン酸化シグナル
（PI3/Akt シグナル）経路は幹細胞の未分化
性の維持、細胞増殖における機能に加えて、
最近では組織幹細胞から前駆細胞を分化、増
殖させていると今回の研究分担者である木
村らも報告をしている（Murayama K, 
Kimura T et al., Oncogene 2007）。また
PI3/Aktシグナル伝達系拮抗するPTENにつ
いては zebrafish の内耳発生における発現と
機能が示唆（Croushore JA et al., Dev Dyn 
2005）されている。しかし、ほ乳類内耳発生
については Dong Y. ら（Neuroscience 2010）
が PTEN KOマウスのヘテロ(PTEN+/-)にお
いて感覚上皮前駆細胞の最終分裂がわずか
に遅くなり有毛細胞の数が若干増加してい
る事を報告しているにすぎなかった。 
 
 一方例えばT細胞型白血病では腫瘍細胞の
増殖制御においては Notch シグナル伝達系
とPI3/Aktシグナル伝達系が共同して細胞増
殖を制御している事が治療の面からも近年
のトピックにとなっている（Palomero T et 

al., Nat Med 2007）等、内耳以外の他臓器で
の臓器発生、腫瘍化などでも Notchシグナル
伝達系とPI3/Aktシグナル伝達系の相互作用
が注目されるようになっていた。 
 
2. 研究の目的 
 
 以上のような背景の下で、今回我々はほ乳
類内耳発生においてこれまで注目される事
が比較的少なかったリン酸化シグナル
（PI3K/Akt シグナル）経路の機能を解明す
る事を目的とした。特にその拮抗因子であり、
かつ癌抑制遺伝子産物である PTEN の発
現・働きにも焦点をあてて詳細に検討し、最
終的に現在内耳発生に関与している主要な
シグナル伝達経路と考えられている Notch
シグナル伝達系との相互作用についても明
らかにしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 
 PI3K/Akt シグナル伝達径路の内耳発生に
おける機能を検討するために、我々は拮抗因
子である PTEN の発現をマウス内耳で欠失さ
せた時に発生各段階の内耳で生じる変化に
ついて解析することとした。 
  
 しかし PTEN KO マウスは胎生 9.5 日齢
(E9.5)で致死のため、我々は PTEN—flox マウ
ス (Suzuki A, Mak TW et al., 2003) と
Foxg1-Creマウス((Hébert JM, McConnell SK, 
2000)（Foxg1 は内耳、前脳、眼、前腸に発現）
を 利 用 し て PTEN conditional 
knock-out(cko)マウスの系を作製し継代し
た。胎仔の中で Foxg1Cre/+; PTENflox/flox の遺伝
子型をもつ PTEN CKO マウスの内耳では PTEN
発現は欠損していると考えられたが、E18.5
まで生存した。実際に PTEN に対するマウス
モノクロナール抗体を用いて免疫染色を行
ったところ陽性反応は消失し（図１）、活性
化 Akt の発現が上昇していた。 
 

図１ PTEN CKO マウス内耳における抗 PTEN
抗体による免疫染色の陽性反応の消失 
 
４．研究成果 
 
(1) PTEN CKO マウスの内耳は全体的にコント
ロールマウス内耳と比較してやや巨大化し
（図２）、特に蝸牛管径が著明に増大してい
た（図３）。 



 
図２ 
PTEN CKO マウス
内耳の巨大化 
 
 
 
 

 
(2) BrdU陽性の増殖細胞については感覚上皮
予定領域決定時期(E13.5 頃)以降に予定領域
外の部位において増加し（図３）、同部位で
の細胞増殖の遷延化が観察された。 
 

 
図３ 
PTEN CKO マウス内耳においては p27Kip1 陽性
の感覚上皮予定領域の外での BrDU 陽性細胞
の数が増加 
 
(3)細胞配列に注目すると、PTEN CKO マウス
内耳では正常配列と交代にパッチ状に外有
毛細胞が余剰列を有し、４列構造となってい
た。 
 
 内有毛細胞においても頻度は少ないが
所々に余剰細胞が観察された（図４） 
 

図４ 
PTEN CKOマウスで観察された外有毛細胞４列
構造 
 
(4)細胞分化について検討すると、コントロ
ールマウスでは Myosin VI 陽性の外有毛細胞
が蝸牛回転の上部(apical-middle turn)では
観察されなかったが、PTEN CKO マウスではみ

られた。蝸牛管の成熟が基底回転から頂回転
へ向かって進むので、PTEN CKO マウスでは有
毛細胞の分化がコントロールに比して促進
されていると考えられた（図５）。 
 一方で感覚上皮予定領域の早期マーカー
である p27Kip1、Sox2 の E13.5(感覚上皮予定
領域決定期に相当する)での発現パターンを
検討すると PTEN CKO マウスとコントロール
マウスの間で明らかな差はみられず、PTEN の
欠失は感覚上皮予定領域決定には影響して
いないという可能性が考えられた（図６）。 
 

図５ 
PTEN CKO マウス内耳での有毛細胞分化促進 
（CKO マウスでは３列の Myosin VI 陽性外有
毛細胞が確認される。） 
 

 
図６ 
Sox2、p27Kip1 の感覚上皮予定領域決定期に
おける発現パターン（コントロールと PTEN 
CKO マウスの間で変化が見られなかった。 
 
 以上(1)-(4)の結果から,PTEN はマウス内
耳発生において主に感覚上皮予定領域決定
期以降における細胞増殖、細胞配列、細胞分
化において極めて重要な機能を有している
可能性が示唆された。我々は得られた知見を
基礎として現在英文論文を執筆中である。 
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