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研究成果の概要： 
内耳再生するニワトリと内耳再生しないマウスとで比較解析を行い、効率的な内耳再生誘導

因子の探索を試みた。まず両者で共通する内耳障害モデルを作成し、サンプル採取時期・採取

法を設定した。次に、ニワトリ初期胚を用いて、Stage6-8（内耳 otic cup形成開始期）と Stage10
（内耳 otic vesicle 形成終了期）の otic領域と otic以外の ectoderm 領域とをマイクロアレイ
比較解析して、内耳形成関連因子を抽出した。また、候補遺伝子をニワトリまたはマウス内耳

の標的細胞に導入する為の手法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
現代医学では、失聴者・難聴者に対する治

療は困難である。人工内耳・補聴器の使用に
よる聞こえの補助はできても、聴覚を司る内
耳有毛細胞が一旦消失してしまうと、その再
生は不可能である。老人性難聴などから起因
する聴力の低下は、生活能力の低下へとつな
がり、昨今の高齢化社会において大きな問題
とされている。これに対し、世界中で「内耳

再生プロジェクト」が遂行され、様々な検討
が行われている。中でも、atoh1 などの転写
因子が鍵をにぎるとされているが、いまだ治
療に直結する内耳再生は実現していない。 
本研究「プロテオミクスによる内耳有毛細

胞への新戦略」は、内耳再生能力を有するニ
ワトリと有しないマウスとで比較解析を行
い、効率的な再生誘導分子の検索に役立てよ
うという内容のものである。2004年12月に、
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ニワトリゲノムの全塩基配列が解読された。
ニワトリゲノムが開示されたことは、世界中
で足踏み状態の「内耳再生研究」に新たな輝
石を投じるものであり、この情報利用こそ、
今後の研究推進を左右しうる有力手段にな
るといっても過言ではない。 
 
 
２．研究の目的 
鳥類・魚類・両生類と異なり、哺乳類では、

聴覚を司る蝸牛有毛細胞が一旦傷害されて
しまうと再生しない。本研究は、内耳再生す
るニワトリと内耳再生しないマウスとで、傷
害後の内耳組織のプロテオーム比較解析を
行い、内耳再生誘導因子を同定する。プロテ
オミクスだけでなくゲノミクスも同時進行
する。具体的には、ニワトリとマウスとで、
内耳傷害後の再生時期における発現タンパ
ク質を網羅的に比較探索する。 
マウスやヒトゲノムに比べ、ニワトリゲノ

ムは、未知遺伝子が多いのが特徴である。
我々は、遺伝子の塩基配列情報を、ニワトリ
とヒトもしくはマウスとで迅速かつ相互に
配列検索するシステムを立ち上げた。これに
より、候補となる誘導因子が未知遺伝子であ
っても、その遺伝子名の推定はたやすい。傷
害を受けたニワトリ内耳に特異的に発現し
ているタンパク質（遺伝子）が、有毛細胞再
生に関わる因子であり、逆も然り（ニワトリ
で発現抑制されているものは、再生を阻害す
る因子）と推定される。鳥類の再生能力が、
傷害を感知し再生を誘導する膜タンパク質
の存在によると予想し、膜タンパク質の発現
変化に着目して遂行する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ニワトリ・マウス内耳傷害条件： 
ニワトリとマウスに共通する内耳傷害条

件およびサンプル採取時期の設定を行なう。
孵化後（生後）の内耳の in vitro器官培養系
において、アミノグリコシド系抗生物質（ゲ
ンタマイシンまたはネオマイシン）を種々の
投与量・投与回数で添加して有毛細胞に傷害
を与える。そして経時的に標本を固定し、免
疫染色（Myosin7a, phalloidin, TUNEL, 
DAPI）を行った。ニワトリ蝸牛器官培養系
（抗生物質無添加）を評価する目的で、in 
vivo実験系も検討した。 

 
(2) 内耳サンプル処理： 
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー FACSArea, 

FACSCalibur（BD社）を用いて、細胞周期
別あるいは細胞種別（有毛細胞・支持細胞）
の解析および細胞回収を行う。内耳組織から
の細胞単離法、PIやHoechst33342染色によ
る細胞周期解析や Myo7a による有毛細胞の

回収を調べた。 
 
(3) ニワトリ内耳ゲノミクス解析： 

(1)(2)で得られたマウスおよびニワトリの
内耳サンプルを解析する前段階として、ニワ
トリの初期胚を用いて内耳形成に関わる因
子をマイクロアレイ解析（Affymetrix社）し
た。再生能力をもつニワトリで検討すること
により、発生過程と再生過程とで共通する因
子が見つかる可能性が高い。サンプルは、初
期胚 Stage6-8（内耳 otic cup形成開始期）と
Stage10（内耳 otic vesicle 形成終了期）の
otic領域と otic以外の ectoderm領域とした。 
 
(4) ニワトリ・マウス内耳への遺伝子導入： 
候補遺伝子の内耳への導入条件について、

以下の内容で検討した。 
①電気穿孔法 
②ウイルスベクター法（図 1） 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 マウス内耳投与（左：E12.5、右：P4） 
 
 
４．研究成果 
(1) 内耳傷害モデル作成： 
ニワトリは、ゲンタマイシンにより in 

vitro感覚上皮層培養系および in vivo系で傷
害および再生モデルを作成した。有毛細胞の
脱 落 の 後 に 再 生 細 胞
（Myo7a+/BrdU+/DAPI+）を確認した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ニワトリ in vivo系障害・再生モデル（写真 
    は蝸牛感覚上皮、赤 MyoVIIa、緑 BrdU） 

day2 day9 day12 

day21 Mitosis regeneration 



 
マウスは、ネオマイシンにより in vitro系

器官培養系で確立した。従来の報告通り、ニ
ワトリとマウスでは薬剤感受性に違いがあ
ること、投与濃度を調節することにより、ほ
ぼ同様のタイムコースで傷害を起こすこと
が可能であることが、明らかとなった。 
 
(2) 内耳サンプルの FACS解析： 
①蝸牛組織から細胞を単離するには、コラ

ゲナーゼ／ディスパーゼ処理が最も有効で
あった。 
②有毛細胞の傷害・再生時には種々の因子

がダイナミックに変化することからサンプ
ル採取時期は経時的に細かく区切る必要が
あると考えられた。 
③Hoechst33342 染色により生細胞の回収

は可能だが解析するには相当量の内耳サン
プルを準備する必要があること、が判明した
（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ニワトリ前庭感覚上皮の FACS 解析結果 
    増殖期細胞は分離採取できるが、その割 
    合は非常に少ない。 

 
以上より、解析用サンプルは、A)傷害を受

け再生中のニワトリ内耳、B)正常なニワトリ
内耳、C)傷害を受けたマウス内耳、D)正常な
マウス内耳、の 4 種類必要であるとされた。
傷害後の内耳については、多段階かつ時系列
での変化を見るため、経時的に準備する。 
 
(3) ニワトリ内耳ゲノミクス解析： 
 マイクロアレイ解析の結果、以下のことが
明らかとなった。 
①一つの解析あたり 80-100 の初期胚を必

要とした。 
②Stage10の時期で otic領域に特異的に発

現している遺伝子（P value<0.05）は 1386
個あり、そのうち遺伝子名・働きの明らかな
ものは約 8割を占めた。 
③ 既 知 の 遺 伝 子 の 中 で 、 顕 著 に

up-regulate しているものとして、繊維芽細

胞増殖因子（fgf）18や LIM/ホメオボックス
転写因子（islet1）が、顕著に down-regulate
しているものとして、fgf レセプター様因子
（fgfrl）1、GATA 配列認識型転写調節因子
（gata）5、ホメオボックス転写調節因子
（hoxB）3などが挙げられた。 
現在、これら内耳形成関連候補因子（未知

遺伝子を含む）について、網羅的に in situ 
hybridizationを行い、発現部位・発現時期の
詳細を検討している。 

 
(4) ニワトリ・マウス内耳への遺伝子導入： 
 候補となる遺伝子の解析には、障害内耳の
有毛細胞または支持細胞に遺伝子を発現さ
せることが必要である。今回、様々な時期の
内耳への標的指向性遺伝子導入法を検討し
た。 
①電気穿孔法による in vitro系での一過性

発現 
 (1) ニワトリ：embryo（stage 6-, in ovo）
から young adultの器官培養では可能 
 (2) マウス：neonatalの器官培養では可能、
young adultでは器官培養自体が難しく不可
能 
②ウイルスベクターによる in vivo 系での

一過性または恒常的発現 
 (1) ニワトリ：Arcus virusによる恒常的発
現は可能 
 (2) マウス：AAVによる一過性発現は可能、
Lenti virus による恒常的発現は限定された
投与期間（マウス胚 E12.5前後の in utero）
でのみ可能（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GFP/Myo7a/DAPI 



ウイルスベクターの投与法は、半規管への持
続インフュージョンが低侵襲で良い。但し
Lenti virusは、neonatal 以降中央階（内リ
ンパ腔）に分布せず、外リンパ腔の lining cell
に発現する。 
 
 以上の結果より、内耳形成関連候補因子の
障害内耳への標的指向型遺伝子導入法が確
立された。 
 
本研究では、当初の目的であるプロテオミク
ス解析は完遂されなかったが、サンプルの条
件設定と新規候補因子の標的指向型遺伝子
導入法を確立でき、さらにマイクロアレイに
よる内耳形成関連候補因子の情報を入手し
た。現在、得られた有毛細胞再生候補因子に
ついて、in situ hybridization等で発現を調
べるとともに、遺伝子導入実験を進めている。 
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