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研究成果の概要（和文）：聴覚を司る哺乳類蝸牛は、規則性に富む美しい器官で細胞分化や組織構築の異常が観察しや
すい一方、その発生過程は非常に複雑で未だ決して十分には解明されてない。難聴の多くは蝸牛有毛細胞に再生力がな
いことに起因し、再生医療の応用が期待されているが、そのためにもまず蝸牛有毛細胞発生の知識が重要である。本研
究は蝸牛有毛細胞を含む感覚上皮発生の分子メカニズムの解明を目的し、生体内および試験管内の培養蝸牛においてヘ
ッジホッグシグナル伝達系、Fgfシグナル伝達系およびNotchシグナル伝達系を操作することで、それぞれのシグナル伝
達系の蝸牛感覚上皮発生における役割と相互作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The cochlea in mammals is the well-ordered and beautiful organ for hearing. This 
research project is trying to elucidate the molecular regulation of sensory epithelium development in 
mammalian cochleae, and has both scientific and clinical importance. This is because the cochlear sensory 
epithelium sensitively exhibits the disorders caused by disturbance of cellular differentiation and 
tissue organization. Ultimately, better knowledge of how the mechanosensory hair cells in the cochlear 
sensory epithelium develop may form the basis for auditory hair cell regeneration. This research project 
revealed the roles and the crosstalk of Hedgehog, FGF and Notch signaling pathways in developing cochlear 
sensory epithelium by manipulation of these signaling pathways in vivo and ex vivo.

研究分野：内耳発生
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１．研究開始当初の背景 
 
①研究の学術的背景 
難聴は最もありふれた感覚器障害の一つ
であり、補聴器も使用できないほどの高度難
聴者はわが国でも数十万人いると推測され
ている。難聴の多くは内耳性難聴で，蝸牛に
ある有毛細胞（聴こえの感覚細胞）に障害が
あると言われている。哺乳類では、成熟した
蝸牛有毛細胞は一度障害を受けると再生し
ないとされ、このことが難聴治療の困難さの
原因とされている。 
難聴の根本的な治療には、失われた蝸牛有
毛細胞を何らかの方法で再生させることが
必要である。ある組織が再生するときには、
その発生過程を模倣すると考えられる。その
ため発生過程を解明していくことが再生医
療の基礎となる。 
②蝸牛発生研究の現状と課題 
蝸牛発生過程は非常に複雑であり、未だ決
して十分には解明されていない。有毛細胞と、
有毛細胞を取り囲む支持細胞とを含む蝸牛
感覚上皮の発生においては、前駆細胞の増殖
→前駆細胞増殖の静止→細胞分化進行、の各
時期がある。この各時期をその次へと進める
ための、鍵となる因子が何なのかは、依然と
して不明である。 
③難聴に対する聴覚再生医療の現状と課題 
治療法のない難聴の殆どが有毛細胞の障
害を原因とすることから、聴覚再生に向けた
研究の多くが有毛細胞の再生を目的として
きた。有毛細胞を再生させる方法として概念
的には、（１）新しい有毛細胞に分化しうる
幹細胞/前駆細胞を移植する、（２）支持細胞
を有毛細胞に形質転換させる、（３）支持細
胞の分裂による新たな細胞を誘導して有毛
細胞に形質転換する、の３つのアプローチが
考えられてきた。しかしながら現在のところ、
いずれも期待される効果が十分に得られて
いるとはいえない。 
上記の（２）（３）の修復機構は鳥類など哺
乳類以外の脊椎動物では通常見られるもの
であり、有毛細胞が障害されたら、周囲の支
持細胞が増殖し形質変換することで、有毛細
胞が再生することが知られている。 
なぜ他の脊椎動物では保たれている有毛細
胞再生能力が、哺乳類ではなくなってしまっ
たのだろうか？ その理由の一つは、哺乳類
の蝸牛はより進化しており、有毛細胞・支持
細胞が特殊なサブタイプに分化しているこ
とだと考えられている。哺乳類の蝸牛感覚上
皮においては、適切な数の有毛細胞と支持細
胞が高度に組織化されていることが必要と
いうことになる。ということは、異所性の有
毛細胞を増やすことのみによって聴覚機能
回復を図るのは難しいと考えられる。 
研究代表者のこれまでの研究においても、
過剰な有毛細胞は聴覚機能に寄与せず、むし
ろ脱落していく傾向にあることが示唆され
ている。今後は、有毛細胞を再生させるとい

うだけでなく、内有毛細胞と外有毛細胞それ
ぞれの誘導、および支持細胞をも含めた感覚
上皮全体の再生を目指した研究が必要であ
る。 

 
２．研究の目的 
本研究は、蝸牛感覚上皮の発生の分子メカ
ニズムの解明のため、まず生体内および試験
管内の培養蝸牛においてシグナル伝達系を
複数操作し、感覚上皮発生各時期における関
与・相互作用をみることにより、蝸牛感覚上
皮が発生する各過程がどのように制御され
ているか明らかにする。次に、各シグナル伝
達系の下流因子より、鍵となる因子を同定す
る。 

 
３．研究の方法 
 
本研究は哺乳類蝸牛を研究対象とし、実験
はすべてマウスを用いておこなった。 
①生体内での操作：遺伝子改変マウス 
蝸牛感覚上皮発生に関与していることが
考えられるシグナル伝達系は、いずれも発生
のさまざまな時期・臓器で重要な役割を果た
している。そこで本研究では、特定の遺伝子
を時期・部位特異的に遺伝子を欠損させるコ
ンディショナルノックアウトマウス、および
特定の遺伝子を時期・部位特異的に発現させ
るコンディショナル持続発現マウスを用い
た。 
②試験管内の培養蝸牛での操作 
蝸牛感覚上皮発生に関与していることが
考えられるシグナル伝達系につき、シグナル
伝達を促進あるいは抑制させるために、シグ
ナル伝達系の関連遺伝子を過剰発現させる
プラスミドベクターを電気穿孔法にて培養
蝸牛に導入した。また、培地に薬品またはタ
ンパク質を添加した。 
③鍵となる因子の時間・空間的発現パターン
の解明 
研究の中で、プロニューラル遺伝子 Atoh1
の蝸牛における時間・空間的発現パターンが
蝸牛有毛細胞の発生の鍵であることが示唆
されたため、Atoh1-GFP マウス蝸牛培養を用
いた３D リアルタイムイメージングの系を確
立し、Atoh1 の蝸牛における時間・空間的発
現パターンを詳しく解析した。 
 
４．研究成果 
  
①ヘッジホッグシグナル伝達系を操作する
マウスを用いた研究 
生体内および試験管内の培養蝸牛におい
て、ヘッジホッグシグナル伝達系、FGF シグ
ナル伝達系およびNotchシグナル伝達系を操
作する実験を行なった。 
Smoothened（Smo、ヘッジホッグシグナル
伝達に必須の膜タンパク）が蝸牛感覚上皮予
定領域が形成された後に欠損する Smo コン
ディショナルノックアウト（Smo CKO）マウ



スでは、頂回転側の有毛細胞の分化が加速し
早期に完了していた。 蝸牛感覚上皮予定領
域が形成された後に Smoothened の活性型が
持続発現するマウス（R26-SmoM2）では、内
有毛細胞のみしかなく、外有毛細胞が形成さ
れるべき領域に前駆細胞様の細胞が見られ、
そこでは有毛細胞あるいは支持細胞への分
化が抑制されていた。 Hh シグナル伝達系は
前駆細胞が有毛細胞あるいは支持細胞へ分
化することを抑制しており、前駆細胞の未分
化性を維持する働きがあることが明らかと
なった。 
Smo CKO マウスは生後も生き延びて、頂回
転側優位の有毛細胞形態異常と有毛細胞数
減少、聴性脳幹反応閾値上昇（難聴）を示し
た。 Hh シグナル伝達系による分化抑制によ
って有毛細胞分化が蝸牛頂回転側で遅延し、
基底回転側から頂回転側へ波状に進行する
こと、それが正常な蝸牛感覚上皮の発生およ
び生後の聴覚に必要であることが示唆され
た。 
 R26-SmoM2 蝸牛を培養し、SU5402(FGF シグ
ナル阻害剤)と抗 Fgf20 抗体のそれぞれを培
地に添加する実験を行なうと、前駆細胞様の
細胞が有毛細胞に分化した。このことより、
ヘッジホッグシグナルはFgf20を介して前駆
細胞の未分化性を維持していることが示唆
された。一方、R26-SmoM2 蝸牛を培養し、DAPT
（Notch シグナル阻害剤）を培地に添加する
実験を行なうと、外有毛細胞が形成されるべ
き領域にある前駆細胞様の細胞には変化が
見られなかった。このことより、前駆細胞の
未分化性を維持するヘッジホッグシグナル
の働きは、Notch シグナルと独立であること
が示唆された。 
 これらの結果は、〔雑誌論文〕④として発
表された。 
②ヘッジホッグシグナル伝達系を操作する
マウスを用いた研究 
蝸牛感覚上皮予定領域が形成された後に 
Notch の細胞内ドメイン(NICD)が持続発現す
ることによりNotchシグナル伝達系を促進さ
せるマウス（R26-NICD）を作成した。Notch
シグナル伝達系を促進させると、有毛細胞数
が減少するが、その分支持細胞が増加するの
ではなく支持細胞も減少し、多くは前駆細胞
の状態で留まっていることがわかった。 
これらの結果は、〔雑誌論文〕①として発
表された。 
③プロニューラル遺伝子Atoh1の時間空間的
発現パターン 
プロニューラル遺伝子 Atoh1 は、内耳にお
いては有毛細胞分化促進因子と考えられて
いたが、①②の実験を進める中で、有毛細胞
と支持細胞の共通の前駆細胞への分化を進
める鍵であると示唆された。そのため、
Atoh1-GFP マウス蝸牛培養を用いた３D リア
ルタイムイメージングの系を確立し、発生期
蝸牛における時間・空間的発現パターンを詳
細に分析した。この研究は現在進行中である。 
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