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論文内容の要旨 

近年、オルガノイド培養系により未分化幹細胞（ES 細胞や iPS 細胞など）から種々の細胞や組織への分

化制御法が報告されている。内耳前庭有毛細胞（V-HC）は、体平衡バランスにおいて重要な役割を果たし

ているが、それに特化した分化・再生メカニズムに関する報告は極めて少ない。そこで申請者は、内耳前庭

細胞（VC）に由来する液性因子とオルガノイド培養を組み合わせた新規 V-HC 特異的培養法の開発を行っ

た。 

液性因子源には、生後 4 日目マウス前庭組織より単離した VC を培養することで得られた培養上清（V-

CM）を使用した。オルガノイド培養は、有毛細胞特異的な転写因子（Math1）の発現に連動して蛍光タンパ

ク質（GFP）を発現する ES 細胞株（Math1-GFP ES 細胞）を用いて胚様体（EB）を形成後、非接着プレート

により培養することで実施した。ES 細胞分化培地（LIF を含まない ES 培養液）あるいは V-CM 添加培地に

より 15 日間培養し、有毛細胞関連マーカ―の発現を real time RT-PCR および免疫組織染色により精査し、

更に、NGS 解析により V-CM 特異的遺伝子候補の特定を試みた。 

V-CM を用いたオルガノイド培養により、顕著な GFP 陽性細胞の出現を認めた。遺伝子発現解析では、

V-CM により Math1、Myosin6、Brn3c の内耳有毛細胞マーカ―に加え、V-HC 特異的マーカーDnah5 の有

意な発現亢進を認めた。一方、蝸牛有毛細胞特異的マーカーである Lmod3 の発現亢進は認めなかった。

オルガノイド凍結切片の組織学的観察では、V-CM を用いた場合、H&E 染色により多数のシスト形成が認

められ、免疫染色により GFP（Math1）と Myosin6、Brn3c、Dnah5 との共発現が確認され、遺伝子解析との

相関性を認めた。更に、蝸牛細胞（CC）を用いて VC に特異的な発現を RNA-seq により解析したところ、コ

ラーゲンファミリーを含む細胞外マトリックス群の優位な発現亢進を認めた。 

本研究は、V-CM とオルガノイド培養系を組み合わせることにより、特異的に V-HC への分化を制御す

る新規誘導法を開発したものであり、主に細胞外マトリックスが関与していることを明らかにした。この新し

い知見は、内耳再生医学の基礎的視点から前庭有毛細胞の分化・再生メカニズムを解明する上で重要と

考えられる。 

 

 

 

 


	2022年12月05日16時46分48秒
	2022年12月05日16時46分48秒
	学位論文審査手続き
	学位論文審査手続き
	学位論文審査手続き
	2022年12月05日16時46分48秒

