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研究成果の概要（和文）： 

生後 7 日目のラットでは蝸牛支持細胞領域に抗 Caspase 3 抗体および抗 p27 抗体陽性細胞を

認め、アポトーシス促進と増殖能の停止が確認できた。生後 7日目のラットのコルチ器をネオ

マイシン１mM または酢酸を含有した培養液中に浸漬し、5日間組織培養を行った。感覚細胞傷

害後の支持細胞の分裂・増殖の状態を観察するために、培養 3日目からは BrdU１ｍｇ/L を投与

し BrdU の取り込みを観察したが、明らかな BrdU 陽性細胞を支持細胞領域に同定することは出

来なかった。  

研究成果の概要（英文）： 

In developing rats, double-staining with antibodies to Caspase 3 and p27 have shown that 

large numbers of positive staining cells exist in the organ of Corti on 7 days after birth. 

These findings suggest that apoptosis is promoted and that proliferation was stopped 7 

days after birth. The organ of Corti extirpated on 7th day after birth was cultured with 

1mM neomycin solution or acidic acid for 5 days. Then, bromodeoxyuridine (BrdU) as a 

proliferation marker was administered from 3rd day after starting the culture. No BrdU 

positive staining cell was observed in the supporting cell, suggesting that supporting 

cells did not proliferate up to 3rd day after missing hair cell.  
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１．研究開始当初の背景 

アミノグリコシド系（AG）抗生物質は、胎盤

透過性が良いため母体に投与された薬は速

やかに羊水および胎児へと移行する。内耳に

は血液―内耳関門が存在し血中の薬物が内

耳に移行するのを制限しているが、胎生期に

おいては血液―内耳関門が未完成であり内

耳への薬の移行は成人に比べて速やかに行

われる。よって妊娠後期の AG 抗生物質の投

与は胎児の有毛細胞障害をきたし先天性感

音性難聴を生じうることが推察されるが、臨

床例においてはそのような症例は少ない。こ

れに対して、胎生期の有毛細胞が AG 抗生物

質対して耐性を有する可能性や、一旦 AG 抗

生物質によって消失した有毛細胞が再生、修

復された可能性を指摘しているが明らかで

はない。哺乳動物の中でも出生直後のラット

の内耳は未熟であり、生後もなお 1－2 週間

は発達し続けるため、ヒトにおける胎生後期

の内耳の状態を反映するとされている。ラッ

トの蝸牛の完成時期から考えると、生後 1週

間から 14 日までは内耳有毛細胞が形成され

ている時期と思われるため、その時期のコル

チ器では支持細胞の可塑性が維持されてい

る可能性が高く、生後 14 日目までは有毛細

胞が再生しやすいことが推察される。まず支

持細胞においてアポトーシスの促進と細胞

増殖能が停止する時期を同定し、次いで有毛

細胞に傷害を与えたことによる支持細胞の

細胞増殖能の再開を確認する。 

 

２．研究の目的 

（1）正常ラットの蝸牛支持細胞の増殖と退

縮の観察 

未成熟ラット（生後 0 日、1 日、2 日、3 日、 

7 日、14 日）の蝸牛支持細胞のアポトーシス 

誘導と増殖能の状態を観察する。 

(2）耳毒性薬物投与で有毛細胞が障害された

未成熟ラットの蝸牛支持細胞における増殖

能の再誘導の観察 

蝸牛支持細胞の増殖能が停止した時期に in 

vivo および in vitro において蝸牛有毛細胞

を傷害し、支持細胞の増殖能が再び惹起され

るか否かを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 支持細胞のアポトーシス誘導と増殖能 

の観察 

未成熟ラット（生後 0日、1日、2日、3 

日、7日、14 日）の蝸牛を摘出しホルマリン 

固定・脱灰後にパラフィン切片を作成し、抗 

Caspase 3 抗体と抗 p27 抗体を用いて支持細 

胞のアポトーシス誘導と増殖能を観察した。 

(2) 蝸牛有毛細胞障害の作成と蝸牛支持細 

胞の増殖能の再開の観察 

in vivo 条件： 

蝸牛障害を有する未成熟ラットの作成を目 

的に妊娠ラットに対して出産予定日 7日前よ 

りカナマイシンを連日投与し, 出産後は母 

親ラットに BrdU（1mg/L） を１ml/回, 

2 回/日皮下注した。BrdU を母ラットに 7日 

間投与した後、未成熟ラットの蝸牛を摘出し、 

surface preparation technique を用いてコ 

ルチ器を分離し、Rhodamin Phalloidin 染色 

を行い、蛍光顕微鏡にて有毛細胞と支持細胞 

の形態学的変化を観察した。 

In vitro 条件:  

surface preparation technique を用いて生

後 7日目の未成熟ラットからコルチ器を分離

後、ネオマイシン１mM または酢酸（pH3.7）

を含んだ培養液中に浸漬し、5 日間組織培養

を行った。培養 3 日目からは BrdU１ｍｇ/L

を培養液中に混入させた。培養 5 日目に 10% 

ホルマリンで固定し、Rhodamin Phalloidin 



染色を行い、蛍光顕微鏡にて有毛細胞と支持

細胞の状態を観察し、また BrdU 陽性細胞の

有無を確認した。BrdU が取り込まれた細胞を

同定するために、BrdU 陽性細胞が認められた

標本をプレパラートから取り出し、通常の工

程を経てエポンに包埋した後に 5－7μｍの

連続切片を作成して観察した。 

 

４．研究成果 

(1）生後 0日～3日までのラットおいて、 

Greater epithelial ridge および lesser  

epithelial ridge が認められた。 

Greater epithelial ridge の領域に抗 

Caspase 3 抗体陽性細胞が確認されたが、 

抗 p27 抗体陽性細胞は認められなかった。 

生後 7日および 14 日目の一部のラット 

において抗 Caspase 3 抗体および抗 p27 抗 

体ともに陽性細胞が観察された。これらの結 

果から生後 7日目以降では支持細胞のアポト 

ーシスは継続し増殖能は抑制されることが 

示唆された。 

(2）in vivo 実験では、カナマイシンを 7日 

間投与された後に生まれた未成熟ラットに 

おいて、Greater epithelial ridge 領域の支 

持細胞および有毛細胞の減少みられず、また 

BrdU 陽性細胞も観察されなかった。以上の結 

果より、妊娠ラットに対する 7日間のカナマ 

イシン連日投与では、胎児ラットの有毛細 

胞に障害を与えることは困難であることが 

示唆された。 

(3) in vitro 条件下でネオマイシンまたは

酢酸を投与したところ、どちらの薬剤におい

ても外有毛細胞の脱落が見られたが、ネオマ

イシンを投与された群の方が外有毛細胞の

損失は顕著であった。ネオマイシンを投与さ

れた群において、ごく少数ながら支持細胞も

しくはその直下の細胞内に BrdU 陽性反応が

みられたが、surface preparation によるコ

ルチ器の観察では、BrdU 陽性細胞が支持細胞

か否かを判断することは困難であった。次い

で連続薄切片を作成して BrdU 陽性細胞胞の

観察を行ったが、薄切片の観察では BrdU 陽

性の支持細胞を確認することは出来なかっ

た。以上の結果から、培養条件下におけるネ

オマイシン 1mg 投与は、5日間の組織培養に

よって著しい蝸牛有毛細胞の損失を起こさ

せるものの、支持細胞とその周囲の細胞の

BrdU 陽性率はきわめて低く、蝸牛有毛細胞

の損失 3日以内に支持細胞の増殖能が再び高

まる可能性は低いと推察した。 
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