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研究成果の概要（和文）：痛み刺激が、前庭上皮細胞における過興奮性細胞死を時間・濃度依存性に誘導した。
TRPA1とTKR7との間にはクロスリンクがあることを示唆した。miRNA let-7bは、TLR7を介してTRPA1の発現を制御
する可能性を示唆している。P62は、24hをピークに増加した。TRL7 agonist loxoribineもTLR7、TRPA1の発現を
増加させた。細胞興奮マーカーp-ERKも増加した。この結果はTLR7とTRPA1がクロスリンクし、TLR7がTRPA1のド
ライバー遺伝子として機能していることを示唆している

研究成果の概要（英文）：The pain stimulation can probably induce excitatory cell death in the 
vestibular cells depending on the time and concentration. TLR7 expression in Si-STRPA1 cells was 
reduced related to the concentration of TRPA1. These results indicate the possible crosslink between
 TRP1 and TKW7. In addition to thatm, miRA¥NA let-7b regulated the expression of TRPA1 via TLR7. The
 expression of P62 gradually increased up to 24 hours after the stimulation.  TRL7 agonist 
loxoribine increased the expression of not only TLR7 but also TRPA1. The cell excitatory marker 
p-EKP also increased in the same condition. These results indicate that there is the crosslink 
between TLR7 and TRPA1. TLR7 is functioning as the driver gene of TRPA1 via this crosslink. 

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： 前庭

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
前庭上皮細胞特異的に痛み刺激により過興奮性細胞死を誘導するexosome(exo)-miRNAを探索するため、エクソソ
ーム表面マーカーCD81の発現を確認し、また電子顕微鏡下においてエクソソームが正確に単離されたことを確認
した。これらより、 AITC処理細胞由来エクソソームが前庭上皮細胞自体の過興奮性細胞死連鎖を誘導する可能
性が示唆している。以上の結果より前庭上皮細胞の障害により分泌されたエクソソームは、中枢の神経-血管-グ
リアユニットにボトムアップシグナルを送る可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

前庭性片頭痛は難治性めまい患者にしばしば見られる疾患であるが、客観的診断法が

無いため正確に診断されていないことが問題となっている。申請者らは片頭痛の発症に

脳内炎症が関与していることに着目した。本研究では、この脳内炎症に関連する神経-

血管-グリア・ユニットの異種細胞間、さらに脳神経細胞-前庭細胞間における異種細胞

間クロストークのトリガーとなる miRNA を同定する。さらに前庭性片頭痛患者由来血

管内皮前駆細胞（EPC）遺伝子相互作用解析から前庭性片頭痛発症のドライバー遺伝子

を発見し客観的診断に応用する。 
 
２．研究の目的 

先行研究において、神経-血管-グリアのユニットが、脳内異種細胞間クロストークを形

成し、miRNA はトリガーになることが報告されている（Cheng CY, Cephalagia, 2018）

（Gallelli L, Microrna, 2017）。異種細胞である脳神経細胞-前庭細胞間において、申請

者が提唱する miRNA を介したクロストークが存在することを明らかにすることは、前

庭性片頭痛のバイオマーカーの発見につながる。さらに、片頭痛患者由来血管内皮前駆

細胞（EPC）遺伝子相互作用解析から miRNA/TRPA1 とリンクするレセプターがドラ

イバー遺伝子であることを明らかにすることは、前庭性片頭痛の新規治療ターゲットの

発見につながる。申請者の研究は前庭性片頭痛研究の新たな扉を開く、独自性と創造性

に富んだ研究である。 
 
３．研究の方法 

神経培養細胞を用いて前庭神経細胞死を誘導する miRNA を同定する。 

小胞体ストレス誘導剤処理初代神経培養細胞の培地から各エクソソームを単離する。単

離したエクソソームが神経-血管-グリア細胞ユニットに与える影響について検討する

ため、エクソソーム曝露アストロサイト培養細胞 KT-5 と初代培養神経細胞あるいは血

管内皮前駆細胞（EPC）を共培養し、アストロサイト活性化の評価と、オートファジー

を中心とした神経細胞死・血管内皮細胞死シグナル解析、TRPA1 との相互作用をする

遺伝子の検討を行う。単離したエクソソームが前庭細胞に与える影響について、エクソ

ソーム曝露マクロファージ培養細胞 RAW と前庭培養細胞 UB/UE-1 を各々共培養し、

マクロファージ活性化シグナルの評価とオートファジーを中心とした前庭細胞死シグ

ナル解析、TRPA1 との相互作用をする遺伝子の検討を行う。各エクソソーム内 miRNA

のプロファイリングを行いアストロサイトの活性化を促す可能性、マクロファージ活性

化と前庭細胞死を誘導する可能性のある miRNA を検討する。 
 
４．研究成果 

 

miRNA let-7b 処理細胞の細胞生存率は、時間依存性に低下し（24h 86%, 48h 79%）、

Annexin V 染色においてアポトーシス細胞の有意な増加を確認した。これは、miRNA let-

7b が細胞死シグナルを刺激したことを示す結果である。miRNA let-7b 処理細胞の細胞

膜はエンドサイトーシスを示し、miRNA let-7b 処理細胞の培養液には直径 200nm 程度

のエクソソームを確認した。miRNA let-7b 導入細胞と miRNA let-7b 処理細胞における

エンドソームの超微細構造観察において、miRNA let-7b 導入細胞では、細胞質内に初



期エンドソームと後期エンドソームを確認した。miRNA let-7b 処理細胞では細胞質内

に初期エンドソームと後期エンドソーム、オートファゴソームも確認した。この結果は、

miRNAlet-7b処理によってエンドソーム経路のみならずオートファジー経路も刺激され

たことを示している。また、control 細胞と比較して有意にエンドソームの数は増加し

た。逆に、miRNA let-7b inhibitor 導入細胞ではエンドソームの数は有意に低下した。

MiRNA let-7b が TLR7 を介してシグナル伝達をするかどうかを確認するため western 

blot 法を用い TLR7 の発現を確認し、時間依存性に発現増加することを確認した（図１

TLR７の発現）。 

 

この結果は、TLR7 シグナル伝達経路が活性

化されたことを示す結果である。次にオー

トファジーが分子レベルで誘導されてい

るかどうかを確認するため、LC3-II, Atg-

7, Beclin 1 の発現を確認した。その結果、

LC3-II, Atg-7, Beclin 1 の発現は、時間

依存性に増加した。一方で、アポトーシス

マーカーである cleaved-caspase-3 も、時

間依存性に増加した(図２caspase-3 の発

現)。 

 

これらの結果は、miRNA let-7b 処理した場合、

オートファジーとアポトーシスが同時に誘導さ

れるが、48 時間処理段階で細胞生死の運命は、

すでに細胞死へ傾いていることを示唆している。 

 次に、miRNA let-7b の効果を TLR7 直接刺激

の効果と比較するため、TLR7 agonist である

loxoribine を HEI-OC1 細胞に投与した。その結

果、TLR7 agonist 処理後、細胞生存率は時間依

存性に著しく低下し (24h 62%, 48h 23%)、アポトーシス細胞が有意に増加した。Western 

blot 法にて、TLR7 の時間依存性の誘導を確認した。また、オートファジー関連遺伝子

LC3-II, Atg-7 は、24h をピークに誘導され、 Beclin 1 は時間依存性に誘導された。

一方で、アポトーシス誘導マーカーである cleaved-caspase-3 は 時間依存性に誘導さ

れた。これらの結果は、TLR7 agonist 処理によるオートファジーは 24h 後をピークに

誘導されるが、その後減弱するため、48h 処理時点ではアポトーシスによる細胞死が優

位になることを示唆している。以上の結果より、内耳感覚細胞にて TLR7 が刺激された

場合、オートファジーとアポトーシスのクロストークが存在するが、刺激の程度によっ

て細胞死シグナルに移行することが示唆された。 

 これまでの結果を基盤にして、TLR7 をノックダウン(KD)した場合、あるいは miRNA 

let-7b inhibitor を使用した場合、細胞死が抑制されるか否かを検討した。TLR7 

agonist と miRNA let-7b inhibitor 同時投与した場合、細胞生存率の有意な低下は認

めなかった。TLR7 KD 細胞を miRNA let-7b 処理した場合、細胞生存率の低下、アポト

ーシス細胞の有意な増加は認めなかった。さらに、miRNA let-7b inhibitor 処理細胞



では、TLR7 の発現と cleaved-caspase-3 の発現は有意に低下した。これらの結果は、内

耳感覚細胞において miRNA let-7b は TLR7 を介してアポトーシスを誘導することを逆

説的に示唆している。さらに、miRNA let-7b inhibitor には内耳保護効果があること

を示している。 

 TRPA1 は TLR7 とリンクし、miRNA let-7b をリガンドとして細胞興奮を制御している

と報告され（Liu T, Nat Neurosci, 2010）、有毛細胞にも発現していると報告されてい

る（Corey DP, Nature, 2004）。Western blot 法を用いて、miRNA let-7b 処理細胞にお

ける TRPA1 と細胞興奮マーカーp-ERK の発現検討を行った。TRPA1 の蛋白レベルでの有

意な増加は認めなかったが、p-ERK は時間依存性に有意に増加することを確認した。こ

の結果は、miRNA let-7b inhibitor 処理により内耳感覚細胞が過興奮する可能性を示

唆している。 

 以上よりエクソソーム内 miRNA let-7b は、エンドソームの TLR7 と TRPA1 に認識さ

れ、内耳感覚細胞における過興奮性細胞死を誘導すること、miRNA let-7b inhibitor に

は内耳保護効果があることを確認した。 
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