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研究成果の概要： 
 

肝細胞増殖因子(hepatocyte growth factor:HGF)は、中村らにより精製・クローニング

された多彩な機能をもつ増殖因子である。本研究では HGF の再生能力をより強力に発揮さ

せるための再生医療技術として、徐放技術を用いたドラッグデリバリーシステム(DDS: 

drug delivery system)を採用することとした。DDS は体内に投与した HGF が時間をかけて

徐々に放出されるようにデザインされたもので、徐放化にはゼラチンハイドロゲルを用い

る。本研究ではこのゲルを蝸牛正円窓から作用させることで、内耳有毛細胞に対する低侵

襲・高度選択的な HGF 投与を実現した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 2,000,000 0 2,000,000 

２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 390,000 3,690,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
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キーワード：HGF（肝細胞増殖因子）、内耳再生、DDS（ドラッグ・デリバリー・システ

ム） 
 
１．研究開始当初の背景 

①①①①    感音難聴感音難聴感音難聴感音難聴とととと再生医療再生医療再生医療再生医療のののの必要性必要性必要性必要性    

 ヒトのコミュニケーションの２割以上

は聴覚に依存している。にもかかわらず、

成人人口の 13%は老人性難聴や騒音性

難聴などの感音難聴に苦しんでいる。 

②②②②    HGFHGFHGFHGF のののの生理活性生理活性生理活性生理活性とととと内耳内耳内耳内耳    

 肝細胞増殖因子（hepatocyte growth 
factor:HGF）は、初め肝細胞増殖の本体

として中村らにより精製・クローニング
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された日本オリジナルな増殖因子である。

HGFは、その発見の発端となった強力

な増殖促進活性に加え、血管新生や器官

形成促進作用など多彩な機能をもつ天然

の生体修復因子である。さらにその後の

研究で HGFは肝臓以外にも心臓、腎臓、

肺、骨、さらには脳・脊髄といった神経

系でも機能することが明らかとなってき

た。 

③③③③    徐放徐放徐放徐放ハイドロゲルハイドロゲルハイドロゲルハイドロゲルによるによるによるによる DDSDDSDDSDDS（（（（ドラドラドラドラ

ッグッグッグッグ・・・・デリバリーデリバリーデリバリーデリバリー・・・・システムシステムシステムシステム））））    

 以上の経緯をふまえ、本研究ではHGF

の再生能力をより強力に発揮させるため

の医療技術として、徐放技術を用いたド

ラッグデリバリーシステム（DDS: drug 
delivery system）を採用することとした。

DDSは体内に投与したHGFが時間をか

けて徐々に放出されるようにデザインさ

れたもので、徐放化には京都大学再生医

科学研究所、田畑泰彦教授の協力のもと、

ゼラチン・ハイドロゲルを用いる。この

ハイドロゲルはコラーゲンとグルタール

アルデヒドの重合により形成されるゼラ

チンポリマーであり、重合するグルター

ルアルデヒドの濃度により体内での分解

速度を自在に制御可能である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、強力な生体修復作用

を持つ肝細胞増殖因子(HGF)を徐放性ハ

イドロゲルを用いて内耳蝸牛窓から作用

させ、騒音や薬剤、加齢などで傷害され

た内耳細胞を再生し、感音難聴を改善す

ることである。具体的には、上で述べた

ゼラチン・ハイドロゲルを蝸牛正円窓か

ら作用させることで、内耳有毛細胞に対

する低侵襲・高度選択的な HGF 投与を

実現する。 

 

３．研究の方法 

①①①①in vitroin vitroin vitroin vitro 実験実験実験実験    ———— HGF HGF HGF HGF 効果発現効果発現効果発現効果発現ののののメカメカメカメカ

ニズムニズムニズムニズム    

・傷害耳での HGF、c-MET の発現パタ

ーン 

 内耳傷害時にどの部位にどのタイミン

グでHGFおよびその受容体 c-METが発

現するかは HGF投与治療を計画する際

の最も基本的な情報となるので、これを

計測する。（胎生ラット内耳では、HGF

は支持細胞、c-METは有毛細胞に発現す

る。図）計測方法としては、マウス内耳

器官培養系（当教室にすでに確立されて

いる）を用い、生後 10日齢マウスの蝸

牛コルチ器を培養し、アミノグリコシド

系薬剤を培養液中に添加することで有毛

細胞傷害を起こす。次に whole-mount

免疫染色、in situ hybridization (ISH)

を行い HGF、c-METの発現時期、部位、

量を詳細に測定し、支持細胞と有毛細胞

の間の相互作用を明らかにする。 

・HGF投与実験  

 薬剤傷害した培養内耳に種々の濃度で

HGFを投与し、ファロイジン（F-アク

チン）染色で有毛細胞再生を確認する。

その際、前項で得られた c-MET受容体

の発現データに沿って投与タイミングを

調整する。 

・マーカータンパク染色による HGF作

用機序の解明 

 Whole-mount免疫染色を用い、有毛細

胞のマーカーであるMyosinⅦa、感覚毛

のマーカーであるファロイジン等が

HGF投与後どのように変化するか観測

する。 

②②②②in vivoin vivoin vivoin vivo実験実験実験実験    

・騒音難聴・薬剤難聴モデルの開発 

 モルモットおよびマウスを使い、騒音

曝露による難聴モデル動物を作製する。

具体的には対象動物を音響箱内で固定し、

115デシベルで２−６時間ホワイトノイ

ズ曝露した場合の有毛細胞損傷を顕微鏡

で確認する。同時に聴覚機能を聴性脳幹

図 蝸牛コルチ器の解剖 



 

 

反応（ABR）にて評価する。モルモット

については in vitro実験系と同様のアミ

ノグリコシド系薬剤静脈投与による難聴

モデルも用意する。 

 

・モルモットへの HGF 投与、蝸牛内へ

の移行計測 

 実験２の結果から数種の徐放動態を持

つ HGF—ハイドロゲルを選び、モルモ

ットへの投与を行う。騒音傷害したハー

トレー系モルモット（10-12週齢、350g

前後）をイソフルレン吸入にて麻酔した

のち、両側の耳包を解放し、片側の正円

窓小窩に 0.1mlの HGF—ハイドロゲル

を注入する。1d、2d、1w、2w後に ABR

（聴性脳幹反応）を測定し、３w後に両

側蝸牛を摘出。組織学的解析を行う。実

験結果により HGF—ハイドロゲルの徐

放効果と至適濃度を検討する。本実験は

将来的にヒト臨床試験を申請する際の基

礎データとなる。    

・組織学的解析 

 一般に HGFは正常組織の過形成は起

こさないと考えられているが、傷害後に

HGF投与を行った側頭骨を摘出、パラ

フィン包埋HE染色などを用いて組織病

理学的に炎症や異物反応、過形成がない

か確認する。また、再生した感覚毛の形

態確認のため走査電子顕微鏡で撮影を行

う。 

 

４．研究成果 

①①①①in vitroin vitroin vitroin vitro 実験実験実験実験    ———— HGF HGF HGF HGF 効果発現効果発現効果発現効果発現ののののメカメカメカメカ

ニズムニズムニズムニズム    

・障害後 HGF 投与  

 マウス内耳器官培養系を用いて、有毛

細胞傷害後に HGF 投与を行った。

Whole-mount 法ののち免疫染色・ファロ

イジン染色により有毛細胞残存数を計

測し、HGF の効果を測定した。HGF はネ

オマイシン障害内耳に対して保護作用

を有し、最適濃度は 20ng/ml と微量であ

ることが確認できた。同時に障害内耳で

のHGFおよび受容体c-METの発現量およ

び 時 期 的 な パ タ ー ン を 、 Western 

blotting 法により測定した。 

  

・マーカータンパクの発現計測による支

持細胞—有毛細胞間相互作用の解明  

 Whole-mount 免疫染色を行い、HGF 受

容体が内耳のどの部分に発現している

かを測定した。  

  

②②②②in vivoin vivoin vivoin vivo 実験実験実験実験    

・騒音難聴・薬剤難聴モデルの開発  

 モルモットを使い、騒音曝露による難

聴モデルを作製した。4kHz オクターヴ・

バンドノイズ（音圧 120 dB SPL）、３時間

にて騒音傷害する方式が threshold shift 

60-80dB となり最適であることが判明し

た。 

 

・HGF の障害モデル動物への投与 

器官培養実験の結果を元に、上記のモデル

を使って HGF-ハイドロゲルの音響外傷モ

ルモットへの投与を行った。騒音障害した

ハートレー系モルモット（10-12 週齢、

350g 前後）をキシラジン筋注にて麻酔し

たのち、両側の耳包を解放し、片側の正円

窓小窩に20µlのHGF-ハイドロゲルを注入

した。3 日、1 週、2 週、３週後の時点で

ABR（聴性脳幹反応）を測定し、両側蝸牛

を摘出。組織解析を行った。コントロール

として、20µl の生理食塩水-ハイドロゲル

を挿入した。その結果、HGF が有意に騒音

障害後の聴力低下を抑制すること、また有

毛細胞損傷を有意に防止することが明ら

かになった（下図）。また、明らかな組織

の過形成は認められなかった。 
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