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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、tympanic border cellの遺伝子発現解析により、蝸牛基底膜下に局
在する内耳前駆細胞（slow cycling細胞）の維持と制御機構を解明することである。これらは蝸牛有毛細胞の再
生につながると期待される。
本研究では新生仔マウス蝸牛を用いた２つの手法によって遂行された。まず内耳凍結切片からレーザーマイクロ
ダイセクションによる選択的な細胞集団の採取法の検討、そして蝸牛コルチ器単離細胞から作製したOtosphere
の遺伝子発現解析およびコルチ器・幹細胞（ES細胞）との比較解析である。後者により発見された複数の幹細胞
マーカーの一部がこの目的部位に局在することが確認された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to characterize the tympanic border cells 
localized under the basal membrane of organ of Corti through the transcriptome analysis. We already 
found slow cycling cells, perhaps progenitor cells of the inner ear tissue, in this area. Making 
clear their maintenance and regulations will give us some hints for the regeneration of cochlear 
hair cells.  
In this research, we performed 2 things; establish the laser microdissection method and otosphere 
analysis using neonatal mouse cochlea. The former is good to obtain only the target area of tympanic
 border cells. In the latter, we found one of the candidate genes as the stemness category was 
existed in the area of tympanic border cells. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

（１）かつてヒトを含む哺乳類の感覚上皮細

胞は再生することがないと考えられてきた。

ここ 20 年ほどの間に、マウスの前庭感覚上

皮や新生仔期の蝸牛感覚上皮から単離し作

製した細胞塊において有毛細胞マーカー陽

性細胞が認められ、哺乳類内耳に幹細胞が存

在することが示唆された。感音性難聴には治

療法がないため、有毛細胞再生という新たな

治療法の開発の可能性がでてきた。 

（２）（１）により内耳に存在すると判明し

た幹細胞の局在を解明するため、我々は

slow-cycling cellという組織幹細胞特有の性

質を利用し、in vivoマウス内耳蝸牛における

BrdU陽性かつ Ki-67陽性細胞の存在を調べ

た。その結果、基底板の鼓室階側の細胞層で

あ る tympanic border cell の 中 に

slow-cycling cellを認めた。これらは血管周

囲に比較的多く存在し、Nestin陽性であった。

なお、この細胞は成長とともに減少し、成獣

マウス蝸牛では検出できなかった。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、内耳幹細胞を含むと考え

られる tympanic border cellの遺伝子発現解

析を行い、性質と機能を解明することである。

具体的には以下の２つについて検討を行っ

た。 

（１）tympanic border cellの採取法の確立： 

網羅的な遺伝子発現解析を行うには、まず対

象となる tympanic border cellの採取法の確

立が必須となることから、様々な方法による

選択的な細胞回収法を検討した。 

（２）tympanic border cellの幹細胞マーカ

ー発現確認：新生仔期の蝸牛感覚上皮から単

離し作製した細胞塊（有毛細胞の幹細胞を含

む）の遺伝子発現を比較解析し、得られた内

耳特有の幹細胞マーカーについて免疫染色

により、tympanic border cellでの局在を確

認した。 

 

３．研究の方法 

 

（ １ ） Laser Captured Microdissection

（LCM）法によって内耳の凍結切片から

tympanic border cell、内耳感覚上皮などを

採取し得られたサンプルから RNA を調製し

cDNAマイクロアレイ可能なクオリティのサ

ンプル取得技術の開発を行った。 

胎生 18日、哺乳 1日、哺乳 4日のマウス

の内耳を採取して凍結切片を作成し、特定の

細胞集団（tympanic border cells, greater 

epithelial ridge, supporting cells）を LCM

技術で回収し、サンプル①固定条件、②脱水

条件、③染色条件につき様々な条件検討を行

った。①固定条件は、 4%PFA 固定、

100%MeOH 固定、非固定の３条件で、②脱

水条件は、EtOH の濃度および Xylene の使

用の有無を、③染色条件は、クレイシルバイ

オレット染色または HistoGene 染色を比較

検討した。 

なお機器は、Cryostat (Leica)、PALM 

CombiSystem (Zeiss) 、 2100Bioanalyzer 

(Agilent)を用いた。 

（２）（１）に時間を要することがわかった

ため、限られた研究期間で本研究の目的を果

たすべく、並行して新たな切り口での取り組

みも始めた。すなわち、当科・伊木らが得た

マイクロアレイデータ（ Iki T, et al., 

Microarray analyses of otospheres derived 

from the cochlea in the inner ear identify 

putative transcription factors that regulate 

the characteristics of otospheres. PLoS One. 

2017;12(6):e0179901. doi: 

10.1371/journal.pone.0179901.）から内耳幹

細胞の候補となる遺伝子をいくつか抽出し、

そのキャラクタリゼーションを行った。この

データは細胞種ごとの個別解析でなく、生後



０日齢の蝸牛感覚上皮・otosphere・ES細胞、

の発現比較解析により得られたものである。 

よって、蝸牛感覚上皮に比べ、otosphere や

ES 細胞で発現が有意に上昇していた遺伝子

が蝸牛感覚上皮に特異的な幹細胞のマーカ

ーであるという仮定のもと、組織学的評価法

により、その検証を行うものである。 

 

４．研究成果 

 

（１）LCM 技術で回収し、サンプルの固定

および染色に対する様々な条件検討を行っ

た結果、内耳の凍結切片に対してはメタノー

ル固定およびクレシルバイオレット染色が

形態保持および染色性の面で適しているこ

とが分かった。 

 

 

 

左)クレイシルバイオレット染色、右)HistoGene染色 

 

LCM を用いる切片の厚さやレーザーの強

さについても条件検討を行った。LCM を用

いて採取したサンプルからの RNA の調製に

は、微量 RNA 回収用のキット (PicoPure 

RNA extraction Kit, Arcturus)を用いた。

RT-PCR にて、RNA が採取できていること

を確認した後、RNAの質についての解析を 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

行った。 

様々な条件検討を重ねた結果、RNA サン

プル抽出が質・量ともに改善されたものの、

cDNA マイクロアレイ解析に使える値 (増幅

ありで最低 10 ngのRNAかつRIN値が 7以

上)には到達できなかった。cDNAマイクロア

レイに必要な RNA の質についての解析中で

あるが、実験結果が安定せず、解析が不十分

である。さらにどのくらいの切片を用いれば、

cDNAマイクロアレイを行うことのできる量

の RNA を採取できるかの検討をする必要が

ある。 

マウス内耳の凍結切片から LCM の技術を

用いて採取した RNA について、cDNA マイ

クロアレイの解析に適した質および量を採

取できているか、引き続き、検証する。さら

に、細胞種の特定のための染色法の改良も必

要と考えられた。 

 

今回我々は、マウス内耳蝸牛の LCM 法を

用いたサンプル取得法の確立は達成できな

かった。しかしながら、近年、国内で RNAseq

解析に使用可能なマウス内耳蝸牛の LCM で

のサンプル取得法が信州大学耳鼻咽喉科の

グループから発表された (Nishio SY et al., 

Hear Res,348:87-97 2017)。こちらを参照頂

きたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



（２）週齢の異なる（胎生期～成獣期）マウ

ス内耳について染色による発現確認を行っ

た結果、胎生期～新生仔期にかけて、

tympanic border cell近傍でシグナルの確認

された遺伝子がいくつかあった。 

その一例を下図（マウス P0蝸牛の染色像）

に示す。現在、さらに詳細な解析を行ってい

る。 
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