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研究成果の概要（和文）：内耳前庭有毛細胞の発生について、マウスES細胞を用いて、内耳組織の分化誘導につ
いても重力環境の影響について検討したところ、微小重力環境下では内耳有毛細胞系への分化誘導が抑制される
傾向を認めた。
また、マウスの前庭耳石器組織を採取し、コラーゲン内で器官培養を行い、感覚毛を免疫組織学的に検討し、実
験系のセットアップを確立し、通常重力環境下および微小重力環境下での培養で前庭組織有毛細胞の感覚毛につ
いて比較検討した。微小重力環境ではコントロール群と比較して、感覚毛がやや減少する傾向を認めたが、有意
ではなかった。上記結果より、有毛細胞の発生には重力の影響があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of gravity to the development of vestibular hair 
cell. In the microgravity environment, the development of hair cell from mouse ES cells seemed to be
 suppressed. Also we established the organ culture method in the microgravity environment using 3D 
clinostat system. We observed the hair bundle maintenance of vestibular hair cells both in normal 
gravity and in microgravity environment. Compared with normal gravity, the number of hair bundle was
 decreased in the the microgravity environment, but there was no significant difference. So gravity 
might be important for the development of vestibular hair cell.

研究分野：耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
近年、様々な分野で宇宙開発に関する研究が
進められ、一般人の宇宙旅行も現実的になり、
宇宙はより身近なものになってきた。将来、
宇宙ステーションや月面基地で人類が恒常
的に生活し、繁栄する可能性がある。しかし
ながら、宇宙環境で人類は正常に発生し、恒
常性を維持することが可能なのか否かは未
だよくわかっていない。ですでに今までの宇
宙実験において、魚類や両生類では正常に発
生することが証明された。しかし、鳥類では
初期胚の生存率が低く、正常に発生しないこ
とが知られており、哺乳類においては繁殖実
験が困難であり、未だ詳細は不明である。微
小重力環境実験では受精は可能であるもの
の、胚発生や出産率は約半分に低下するため、
宇宙においての正常発生は困難であると予
想されており、発達期における重力の必要性
が示唆されている。 
 一方で発達後においても重力の重要性は指
摘されている。内耳前庭は平衡感覚保持に非
常に重要な臓器であり、その機能不全と宇宙
酔いとの関与も指摘されている。そのため、
内耳が正常に発生し、維持されることは、人
類が宇宙に置いて繁栄して行く為には不可欠
である。前庭には耳石膜の下に有毛細胞層が
存在する。有毛細胞は耳石のずれによる機械
刺激を電気振動に変換する機能があり、この
情報が電気信号となり中枢へ伝達される。こ
の電気信号への変換システムとして感覚毛に
存在する機械電気変換チャネルが知られてお
り、感覚毛の維持は有毛細胞機能維持として
非常に重要である。しかし、哺乳類では一旦
障害されると再生は極めて困難とされている。
航空宇宙科学では前庭耳石器の耳石について
はすでに「飛行後の再適応期における耳石の
研究」や「宇宙飛行中における耳石障害対策」
などで研究されているが、有毛細胞について
は殆ど研究されていないのが現状である。 
  
２．研究の目的 
内耳有毛細胞の感覚毛は一本の動毛と数十
本の不動毛からなり、不動毛は階段状に束に
なって存在している。有毛細胞の感覚毛発生
については様々な報告があるものの、重力の
影響については未だ不明である。近年、iPS
から有毛細胞を分化誘導することが可能に
なり、二次元培養では感覚毛は有毛細胞コロ
ニーの中心(Oshima,2010)で上向きに、また 3
次元培養では有毛細胞は、球体を呈する細胞
塊の下部に存在し、感覚毛は全てその球体内
部に存在した(Koehler,2013)。これらの報告
からも有毛細胞の感覚毛形成には方向性が
あり重力の関与が示唆される。 
 また、北尻らにより報告された分子 TRIOBP
は感覚毛の根に存在し感覚毛のstiffnessの

維持に重要で、生後細胞内へと伸長する
（Kitajiri, 2010）。TRIOBP-4/5 のノックア
ウトマウスでは、有毛細胞の感覚毛の根が形
成されず、生後通常では細胞内へと伸長する
ものが、次第に変性して感覚毛が機能せず内
耳障害を引き起こす。不動毛およびその根元
はアクチン繊維の束で構成されるため、
TRIOBP によるアクチン繊維の束化が不動毛
の形態維持に必要であり、その機能欠損が内
耳障害の原因と考えられる。この TRIOBP の
細胞内への伸長は感覚毛維持に重要である
が、そこに重力が関与している可能性がある。 
 有毛細胞の発生および維持について重力
による影響の詳細な研究は未だ見られない。
そこで本研究では有毛細胞の機能的最大特
徴である感覚毛について、その形態および機
能に焦点を合わせて微小重力（宇宙環境）で
の発生および維持機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) 微小重力環境での内耳有毛細胞の発生
（ES 細胞から内耳有毛細胞への分化誘導） 
細胞としては有毛細胞系に分化するとGFP陽
性になるマウス math-1ES 細胞を使用した。
BMP4,bFGF などの薬剤により ES 細胞を Otic 
preseonsory vesicle まで分化誘導させた。
それを、チャンバースライドに移し、微小重
力及びコントロール群に分けて1週間培養し
た。内耳有毛細胞系へ分化誘導させるために、
培養液には bFGF を添加した。微小重力環境
を作成するために 3D クリノスタット（AES）
を用いた。浮遊培養で作製した Otic 
preseonsory vesicle を含んだチャンバース
ライドに培養液を満たし、パラフィルムにて
密閉し、3D クリノスタットに乗せて、テープ
にて固定した。コントロール群でも同様に培
養液を満たしてパラフィルムにて密閉した。
ES 細胞をクリノスタットにて合計 96 時間微
小重力環境に起き、２週間後に組織を PFA に
て固定した後、OCT コンパウンドにて凍結し、
10μm の厚さで切片を作成し、免疫組織染色
を施行した。 
 
2) 微小重力環境での前庭有毛細胞の維持 
生後3−５日目のICRマウスから前庭卵形嚢を
採取し、3D クリノスタット微小重力環境下で
器官培養を行った。微小重力の負荷時間につ
いても 12 時間、24 時間、72 時間、120 時間
と様々な条件で施行し比較検討した。培養期
間は 2週間まで行い、その間の感覚毛の状態
について検討した。また TRIOBP KO マウスに
ても同様に器官培養を行い、24 時間微小重力
環境で培養し、1 週間後に組織を固定し、微
小重力の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
2014 年度 
3D クリノスタット微小重力環境装置を用い
て内耳器官培養系を確立した。当初は、より



生理的な条件下で行うために、前庭耳石器ご
と培養を行ったが、耳石の存在により感覚毛
の正確な評価が困難であった。そのため、培
養前に耳石を除去した。但し、微小重力環境
作成のために２軸上で回転する装置を使用
しているため、液体内での培養自体が感覚毛
に影響を与える可能性があったため、前庭組
織自体をコラーゲンの中に包埋し、浮遊空気
層の影響を受けないように培養チャンバー
内は培養液で充塡させた。 
 
2015-2017 年度 
(1)微小重力環境での有毛細胞の発生 
コントロール群の通常重力環境での培養で
は１週間の培養後、内耳有毛細胞への分化で
見られる GFP陽性の細胞を約 28.3 個/2500μ
㎡確認できた。それと比較して、微小重力環
境下では 8.5 個/2500μ㎡と僅かしか確認で
きなかった。つまり通常重力環境下では
Math1-GFP 陽性で有毛細胞系への分化が見ら
れたが、微小重力環境では分化が抑制される
傾向があると思われた。 
 
2) 微小重力環境での前庭有毛細胞の維持 
感覚毛が微小重力による受ける影響を検討
するために、12 時間、24時間、72 時間、120
時間と様々な条件で、微小重力負荷をかけた
後に培養し、感覚毛の数を計測した。12時間
微小重力環境下におき、3 日間培養時点で感
覚毛数が減少する傾向が見られたが、その後
７日間及び 14 日間培養した結果は感覚毛数
に大きな差は見られなかった。また、12時間、
24 時間、72 時間及び 120 時間微小重力環境
下で培養した結果でも、通常重力下で培養し
たコントロール群(30.3 個/2500μ㎡)と比較
して 12 時間（23.4 個/2500μ㎡）、24 時間（23
個/2500μ㎡）、72 時間（18.3 個/2500μ㎡）、
120 時間（23 個/2500μ㎡）とに減少傾向を
認めたが、有意差は認めなかった。 
また、TRIBP KO マウスについても同様に検討
したが、コントロール群では 17.6(個/2500
μ㎡)、TRIOBP KO マウスでは 13(個/2500μ
㎡)と僅かに減少傾向を認めたが、有意差は
認めなかった。 
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