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研究成果の概要： 

ほ乳類では内耳有毛細胞はいったん傷害されると再生することがない。BMP-4は有毛細胞の

発生に関わる重要な因子である。本研究では BMP シグナルの操作による有毛細胞再生の可能

性について検討した。BMP-4、Noggin などは発生中の内耳での発現が確認され、耳胞培養系

では培養条件を確立、有毛細胞の評価型として用いることが出来ることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 

 内耳有毛細胞は、ニワトリなどでは傷害を

受けても再生し、聴覚機能が回復することが

知られている。しかし、マウスや人では有毛

細胞は全く再生せず、いったん低下した聴力

は回復が非常に難しい。この違いは何であろ

うか。あるいは、有毛細胞が再生するときに

何が起こっているのであろうか。現在のとこ

ろ、ニワトリの蝸牛の有毛細胞が傷害を受け

たあと、有毛細胞と有毛細胞の間に存在する

支持細胞が細胞分裂し、新たな有毛細胞と支

持細胞を生むという現象は確認されている。
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しかし、ニワトリで有毛細胞傷害がどのよう

にして細胞分裂を引き起こすのか、なぜ哺乳

類では細胞分裂がおこらないのかは分かっ

ていない。 

 耳胞（後脳両側の袋状の構造の構造）の壁

の一部が感覚上皮と呼ばれる細胞集団にな

り、ここに存在する前駆細胞が有毛細胞と支

持細胞に分化する。 

 最近 2つのグループが相次いでニワトリ耳

胞の培養にBMP4とその抑制因子Nogginを

加えて有毛細胞の数が変化することを示し

たが (Pujades et al., Dev Biol, 2006； Li et 

al., BMC Developmental Biology, 2005)、生

じた有毛細胞の数は反対の結果になった（左

表）。BMP4 とその抑制因子が有毛細胞の増

殖や運命決定に重要な役割を果たしている

ことは明らかであるが、その作用は単純では

ないと予想される。このような実験は哺乳類

（マウス）では行われていない。その理由と

しては、マウスの初期の内耳の培養がニワト

リに比べて困難であること、BMP4のノック

アウトマウスが胎生 9～10日程度で、胎内で

死亡するため、有毛細胞が出現する胎生 14

日以降の解析は不可能であることなどがあ

げられる。BMP シグナルの操作は哺乳類の

有毛細胞を再生させるシグナルの有力な候

補であるが、内耳有毛細胞の再生に用いるに

はその作用メカニズムを解明することが不

可欠である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、内耳有毛細胞の増殖・運

命決定に重要な役割を果たす因子について、

BMP-4 のシグナルを中心に検討し、これを

操作することで内耳有毛細胞の再生、感音難

聴の改善を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

 本研究では BMP4 のノックアウトマウス

を用いるが、動物実験施設に搬入し、清浄化

するのに 2ヶ月程度かかる。その間に、BMP4

およびその抑制因子である Noggin について

正常マウスでの発現パターンを調べる。BMP

シグナルは BMP タンパクとその抑制因子と

のバランスで決定されており、抑制因子は多

数報告されているが、本研究ではニワトリで

すでに関連が示されている Noggin を選んだ。

ノックアウトマウスのホモ接合体が得られ

たところで、耳胞培養による解析を行う。 

 ここから読み取った BMP4の役割から

BMP4/Noggin の投与スケジュールを決定し、

in vitro実験として培養内耳に対して有毛細

胞傷害を与えたモデル培養系で、次には in 

vivo実験として内耳傷害モデルマウスでそ

の効果を確認する。 

 

１）ノックアウトマウス 

 BMP4 遺伝子アレルの一つを LacZ で置換し

たノックアウトマウス（BMP-4lacZ/+）を入

手し、BMP-4lacZ/lacZ を作成する。 

 

２）関連遺伝子の正常発現パターンの詳細な

解析 

 正常胚および上記のノックアウトマウス

を用いて whole mount、及び切片を用いた in 

situ hybridization 及び免疫染色によって

BMP-4、Noggin などの因子や、Pax2、Math1、

Sox2、p27Kip1 などの内耳関連の因子の発現

について検討する。 

 

３）耳胞培養、タンパク添加の効果(BMP-4，

Noggin) 

 正常マウス、及びノックアウトマウスから

耳胞を摘出して培養する。様々なマーカーの

発現を検討して BMP-4の役割を明らかにする。

ここに BMP-4、Noggin をタンパクで添加する



ことで rescue の効果を見る。 

 

４）耳胞培養と関連因子の添加による効果 

 正常マウス、BMP4 ノックアウトマウスの耳

胞を培養し、感覚上皮（Sox2, p27Kip1）、有

毛細胞（Atoh1, MyosinVIIa）、支持細胞

（p27Kip1, S100）、細胞分裂・細胞死（BruU

ラベル, Ki67, TUNEL）などを免疫染色と in 

situ ハイブリダイゼーション法を用いて調

べることで、BMP4 が有毛細胞発生のどの段階

にどのような役割を持っているのかを知る。

別に導入した Math1-GFPは発生早期の有毛細

胞の検出に用いることが出来るので、これも

応用する。 

 

５）有毛細胞傷害時の BMP4，Noggin の効果 

 マウスの内耳培養に対して、あるいは全身

投与でアミノ配糖体を用いて有毛細胞傷害

を与えることができることが分かっている

が、ここに BMP4/Noggin を添加して、有毛細

胞の再生を確認する。 

 

４．研究成果 

１） ノックアウトマウス 

 BMP4 遺伝子アレルの一つを LacZ で置換し

たノックアウトマウス（BMP-4lacZ/+）を入

手し、動物実験施設搬入のためのクリーニン

グ、およびホモ接合体作成のための繁殖を行

った。 

 また、有毛細胞発生をより早い段階で、確

実に検出できるようにするために、Atho1 遺

伝子のプロモータ下に EGFP を配したトラン

スジェニックマウス（Math1-GFP）も同時に

導入し、クリーニング、繁殖を行った。 

 

２）関連遺伝子の発現パターンの解析 

 正常胚および生後マウス、上記ノックアウ

トマウスを用いて、様々な分子の発現を免疫

染色および in situ hybridizationで調べた。 

 耳胞、および感覚上皮における BMP-4、Pax2、

Math1、p27Kip1 などの発現を確認した。 

 

３） 耳胞培養 

 様々な発生段階のマウスから耳胞を摘出

し、in vitro での培養条件を検討した。一般

的には血清の添加が行われているが、この場

合は血清は必ずしも耳胞の生存率を改善せ

ず、代用血清を用いる方が好ましいことが分

かった。しかし、代用血清も省略して glucose

のみの添加では十分な発育を得ることが出

来なかった。 

 発生初期の様々な段階のマウス胚から耳

胞を摘出し、in vitro での培養条件を検討し

た。代用血清を用いた培地で発生初期の内耳

のマーカーである Pax2 の発現を指標にして

免疫染色で評価したところ、BMP4 は Pax2 発

現に何らかの影響があることが分かった。ま

た、ソニックヘッジホッグも Pax2 発現に対

して影響があることが分かった。詳細は現在

解析中である。 
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