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研究成果の概要：難聴の再生医療法の開発には、内耳細胞の分化、聴力の発現と維持の分子機

構の解明が不可欠である。近年、遺伝子発現調節機構の一つとして、エピジェネティック制御

機構の重要性が明らかになってきた。務台は生後発達期の聴覚上皮で、エピジェネティック制

御機構が存在することを証明し、制御下にある転写因子 Pou3f3 を同定し、そのメチル化様式

を明らかにした。さらに、遺伝子欠損動物を用いた機能解析をおこなった。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・耳鼻咽喉科学 
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１． 研究開始当初の背景 
 
哺乳類はその聴力発現時期に、蝸牛各種細

胞の分化成熟と、それにともなう遺伝子発現
の劇的変化をおこし、その発現と分布は長期
間維持される。齧歯類においては、聴力発現
時期は生後 12-13日(P12-13)である。この時
期に聴覚上皮の感覚細胞である有毛細胞の
再生能は失われる。 
一方、遺伝子の長期から永続的発現抑制機

構として、ゲノムDNAのメチル化を介したエピ

ジェネティック制御機構が知られていた。研

究代表者は、前駆細胞が細胞増殖・分化能を

失い、有毛細胞が音刺激に対する応答性を獲

得するこの時期に、エピジェネティック制御

機構が関与していると考え、その証明を試み

た。 

 
２． 研究の目的 
 
本研究は、聴覚上皮発達にエピジェネティッ
ク制御機構が関与しているとの仮説を証明
することを目的とした。エピジェネティック
制御機構には、ゲノム DNA のメチル化、ヒ
ストンタンパク質の修飾、および低分子 RNA
との相互作用といった経路が存在するが、中
でも聴覚上皮のような少量の組織からでも
検出が容易であり、他分野で研究が進展して
いる DNA メチル化に焦点を絞った。本研究
では胎生期の聴覚発達ではなく、聴覚発現前
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後におけるメチル化分布に差があるゲノム
領域を同定することを研究の出発点とした。
遺伝子発現の細胞特異的、長期制御機構を明
らかにすることは、将来、聴覚障害に対する
再生治療法を開発する上で重要な知見とな
りうる。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ゲノム DNAは、近交系ラット Wistar- 
Imamichi 聴覚上皮より抽出した。 
 
(2)エピジェネティック制御下の遺伝子とし
ての Pou3f3 領域の同定には、改変 AIMS法
(amplification of inter-methylated sites)
法、2002 NucAcidRes 7: e28)を用いた。 
 
(3)Pou3f3ゲノムのメチル化修飾割合の分析
には、バイサルファイト法および定量的メチ
ル化特異的 PCR(qMSP)を用い、複数の転写調
節候補領域について検討した。 
 
(4)転写量解析には定量的 RT-PCR を用いた。 
 
(5)免疫組織学的解析には、内耳凍結切片を
もちいた蛍光免疫染色をおこない、レーザー
共焦点顕微鏡を用いて観察した。 
 
(6)Pou3f3、および Pou3f2/3f3遺伝子欠損マ
ウスは理化学研究所：杉谷・野田博士より提
供をうけた。 
 
(6)内耳有毛細胞前駆細胞培養は既報(2003 
NatMed 9: 1293)に従った。 
 
４．研究成果 
 

(1)研究代表者は、改変AIMS法を用いて生

後1日(P1)とP14ラット聴覚上皮ゲノムDNA
を比較し、Pou3f3ゲノムの３’下流の領域が、

生後発達期特異的にメチル化修飾をうけるこ

とを発見した（図１）。エピジェネティック制

御機構の哺乳類内耳発達への関与を示した報

告は世界初である。 

 

(2)定量的PCRおよびバイサルファイト法に

より、Pou3f3ゲノム上のCpGアイランドが聴力

発現前後において有意な高メチル化修飾をう

けること、同時期に転写量が有意に低下する

ことを明らかにした。また近傍のノンコーデ

ィング(nc)RNAの同定とその転写量の低下と

の関連についても、詳細な解析をおこなった

。さらに、メチル化阻害剤の生後in vivo投与

によりPou3f3近傍CpGアイランドのメチル化

が抑制され、Pou3f3および近傍ncRNAの発現抑

制が解除されるデータも得ている。 

 

(3)また、免疫染色法により、Pou3f3が内耳

聴覚・平衡覚上皮の支持細胞、有毛細胞前駆

細胞および線維細胞に発現し、有毛細胞およ

び神経節細胞には発現しないことを見出した

（図２）。 

 

(4)Pou3f3欠損マウス胎生19日における蝸

牛の形態、および細胞マーカーの分布が正常

動物と顕著な変化がみられず、また感覚細胞

前駆細胞の増殖能、分化能についても変化が

ないことから、Pou3f3は胎生期の蝸牛上皮の

細胞増殖・分化よりも、生後の機能維持に重

要な役割をもつと考えられた。Pou3f3/3f2両

遺伝子の欠損でも顕著な形態的変化は観察さ

れなかった。 

 

(5)さらに、聴力発現前後にPou3f3ゲノムがメ

チル化をうけることから、新規DNAメチル化酵

素であるDnmt3a, 3bの蝸牛における経時的発

現と蝸牛内分布をRT-PCRおよび免疫組織学的

手法により明らかにした。Dnmt3aは聴覚発現

期に有毛細胞などPou3f3陰性の細胞で発現が

上昇し、Pou3f3のゲノムDNAメチル化には、

Dnmt3aが関与している可能性が高いと考えら

れた。また、Dnmt3bは成熟個体の聴覚上皮で

も発現しており、聴力維持機構との関連が疑

われた。 

 

(6)本研究は、聴覚発現前後の、生後発達期に

おけるエピジェネティクス制御機構の存在を

証明することに成功し、さらに制御下遺伝子

の一つであるPou3f3の役割を、ゲノムメチル

化による転写調節機構解析から遺伝子欠損動

物の解析までおこなうことに成功した。 

 

 
 

図１：Pou3f3のゲノム地図。タンパク質コー

ド領域を黒、3’-UTRを白、AIMS法によって明

らかになった、聴覚発現期までに高メチル化

されるAIMS領域を赤で示す。なお、ラット

Pou3f3プロモーター領域の配列決定も本研究

の成果の一つである。 

 



 

 

 
 

図２：本研究により明らかになったPou3f3

の聴覚上皮における発現分布。 
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