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研究背景 

聴覚をつかさどる感覚器官である内⽿のコルチ器は、内・外有⽑細胞とそれを取り囲む
複数の⽀持細胞 (Inner border cells, inner phalangeal cell, inner pillar cell, outer pillar 
cell, Deiters’ cell, Hensen cell), greater epithelial ridge (GER)を持つ。内・外有⽑細胞は
薬剤や⾳響外傷、感染、加齢など種々の要因で損傷を受けるが、成体哺乳類では⼀旦受
けた損傷は修復しない。このような有⽑細胞の損傷が難聴を引き起こす⼀般的なメカニ
ズムの⼀つとして知られている。従って、損傷を受けた有⽑細胞を再⽣させることがで
きれば難聴の究極的な解決策となりうる。⼀⽅で、⽣後間もない時期では、有⽑細胞を
取り囲む⽀持細胞が極めて低効率ながらも増殖能を持ち、有⽑細胞へと分化しうること
が知られている。 
 
研究目的 

本研究は、増殖・分化能のある⽣後間もない時期のコルチ器⽀持細胞に着⽬し、静⽌状
態にあるこれらの細胞が増殖・有⽑細胞への分化を開始する分⼦機構を明らかにするこ
とを課題とした。有⽑細胞を効率的に誘導するための鍵となる⽣体内の反応を明らかに
することによって、将来的な難聴治療法の確⽴のための基盤となる知⾒を得る意義をも
つ。 
 
研究遂行状況・成果 

課題１．コルチ器細胞を元にしたオルガノイドの培養条件最適化 
細胞増殖の評価：まず、⽣後 2⽇のマウスからコルチ器を取り出したのち個々の細胞
に分離した。コルチ器の細胞からオルガノイドを作成する⼿法は過去の複数の⽂献で提
案されてきたが、培養条件や効率は様々であることから、まず本研究に最適な培養条件
を探索することとした。過去の⽂献を
もとに細胞増殖を促進すると予想され
る薬剤を選択し、培養液中に約 15種
類の組み合わせで添加した。それぞれ
の条件下で 7⽇間の浮遊培養を⾏った
のち、オルガノイドの数、⼤きさを定
量することによって細胞増殖効率を⽐
較した。その結果、薬剤セット 1もし
くはセット 2の存在下で効率的にオル
ガノイドが作成できることを確認した
（図 1）。 
有⽑細胞への分化の評価：いずれの培養条件でも形態の異なる 3種類のオルガノイド
（内部が細胞で充填された Solid type、内部が空洞化した Hollow type、その中間の
Transitional type）が観察された。3種の形態のオルガノイドをそれぞれ個別に取り出
し、14⽇間接着培養を⾏った。オルガノイドはディッシュの底⾯に沿ってさらに増殖

図 1. ⽀持細胞から作成したオルガノイド 
ほとんどのオルガノイドの内部は細胞で充填され
ている(Solid type)が、薬剤セット 2の存在下では
⼀部のオルガノイドで内部に空洞形成がみられる 
(＊Transitional type)。 
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しコロニーを形成した。有⽑細胞への分化を評価したところ、Solid typeのオルガノイ
ドから⽣じたコロニーでのみ、有⽑細胞マーカーを発現する細胞が観察され、効率的な
分化が起こっていることが⽰された。従って、Solid typeのオルガノイドをより効率的
に作成できる培養条件が本研究に最適な⽅法と考えられた。 
結論： Solid typeのオルガノイドの出現効率を薬剤セット 1、2各条件下で定量し⽐較
したところ前者で優位に⾼かったため、本研究の浮遊培養、接着培養実験では、薬剤セ
ット 1を加えた培地を常に⽤いることとした（図 1）。 
 
課題２．コルチ器⽀持細胞型間の増殖能の⽐較 
蛍光蛋⽩レポーター
(EGFP, tdTomato)の
発現強度を指標に、
フローサイトメトリ
ー(FACS)を⽤いて⽀
持細胞を細胞型別に
ソートした。まず、
異なるプロモータ
ー、蛍光蛋⽩レポー
ターを持つトランス
ジェニックマウス同
⼠を掛け合わせ、ソ
ートに最適なマウス
を作成した（図 2
左）。次に、⽣後 2⽇の時点でコルチ器を取り出し組織を⼀細胞レベルに砕いたの
ち、ソートを⾏った（図 2右）。 
各 Gateからソートした細胞をそれぞれ課題 1で設定した条件下で 7⽇間浮遊培養し
た。形成されたオルガノイドの数と細胞増殖の定量化を⾏った結果、⽀持細胞の挙動は
細胞型によって以下のように分類された。 
細胞型分類 A：この分類に含まれる細胞型は増殖能が低く、数個〜数⼗個の細胞からな
る⼩さなオルガノイドを形成した。 
細胞型分類 B：この分類に含まれる細胞型は増殖能が⾼く、巨⼤なオルガノイドを形成
した。しかし、培養時の細胞密度がある⼀定の濃度に達した時点でのみ⾼い増殖能を発
揮することから、細胞間の直接接触または間接的なシグナリングが細胞増殖機構に深く
関わっていることが⽰唆された。 
 
課題３．コルチ器⽀持細胞型間の有⽑細胞への分化能の⽐較 

図 2. ⽀持細胞のソート 
（左）実験に⽤いたトランスジェニックマウスのコルチ器切⽚の⼀つ。
蛍光レポーター遺伝⼦(GFP, tdTomato)が発現している。 
（右）フローサイトメトリーによる⽀持細胞のソート。このトランスジ
ェニックマウスでは、設定した Gate1-4に含まれる細胞型は以下のよう
に推測された。 
Gate1: GER; Gate2: GER, inner border cell, inner phalangeal cell, 
Hensen cell; Gate3: Deiters’ cell, outer pillar cell; Gate4: Inner pillar cell. 
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次に、課題 2でソートした各細胞型から作
成したオルガノイドを 14⽇間接着培養
し、コロニーを作成した。有⽑細胞への分
化を評価したところ、以下の特徴が明らか
になった。 
細胞型分類 A：この細胞型分類由来のオル
ガノイドから作成したコロニーはほとんど
増殖を⽰さず数個〜数⼗個の細胞から構成
されたが、コロニー中の細胞は⾼効率に有
⽑細胞マーカーを発現した。この細胞型は
⽐較的⾼分化の状態にあるものの分化能は
残存しており、有⽷分裂を経ない直接分化
の分化形式をとることが⽰唆された。 
細胞型分類 B：この細胞型分類由来のオルガノイドから作成したコロニーは巨⼤で、活
発な細胞分裂と増殖が起こっていることが⽰された。コロニー中には、有⽑細胞マーカ
ーを発現する細胞がクラスターを形成しながら散在した（図 3）。さらに、有⽑細胞マ
ーカー発現細胞は、元々の⽀持細胞の特徴とは異なる新たな⽀持細胞様細胞に囲まれて
おり、コロニー中で内⽿感覚上⽪様の構造が形成されていることが明らかになった。こ
れらの結果から、この分類に含まれる細胞型は⽐較的未分化な状態にあるか、未分化な
性質を獲得しやすいものと考えられた。 
課題 2 、3の結論：⽐較的⾼分化な性質をもち増殖能は低いが有⽑細胞へと直接分化し
うる⽀持細胞型、活発な増殖ののちに感覚上⽪の形成を伴いながら有⽑細胞へと分化す
る能⼒を持つ⽀持細胞型を同定した。 
 
課題４．有⽑細胞再⽣を誘導する⽣体内反応の探索 
上記の分類 A、Bそれぞれの⽀持細胞型に対して、⽀持
細胞が増殖を開始し分化へと向かう過程での遺伝⼦発現
の変化を捉えることを課題とした。まず、分類 Aに含ま
れる細胞型について検討を⾏った。課題 2の⽅法で⽀持
細胞のソートとオルガノイド作成を⾏い、オルガノイド
から細胞を分離して⼀細胞 RNAシークエンスを⾏っ
た。同時に、⽣後 2⽇のマウスコルチ器から⽀持細胞を
分離しソートしたのち、培養を経ずにシークエンスを⾏
った。得られた遺伝⼦発現データを細胞序列化アル
ゴリズム(CellTrails)を⽤いて解析したところ、オル
ガノイド由来の細胞群（増殖中の細胞）は直接コル
チ器から採取した細胞群（静⽌状態の細胞）とは異

Myosin7aDAPI Trans
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図 3. ソート後の⽀持細胞由来のコロニー 
（左）細胞型分類 B由来のオルガノイドか
ら作成したコロニー。 
（右）（左）の枠内の拡⼤図。有⽑細胞マ
ーカー(Myosin7a)を発現する細胞が観察さ
れた。 
 

図 4. マウスコルチ器細胞の⼀細
胞 RNAシークエンス解析 
オルガノイド由来の細胞群は直
接コルチ器から採取した⽀持細
胞・有⽑細胞とは異なる集団と
して識別された。 
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なる集団として識別された（図 4）。そこで、培養を経ない細胞集団に⽐べて、オルガ
ノイド由来の細胞集団で有意に発現増加がみられた遺伝⼦群を抽出し、解析した。その
結果、分類 Aの⽀持細胞型が増殖・分化を開始する過程においていくつかの⽣体内反
応が密接に関わっている可能性が⽰唆された。現在、これらの⽣体内反応に着⽬してさ
らに研究を⾏うとともに、分類 Bに含まれる⽀持細胞型についても同様の実験操作を
⾏っているところである。 
ところで、コルチ器を構成する各細胞型の相互の遺伝的関連性を調べるために、直接コ
ルチ器から採取しシークエンスした細胞群を同アルゴリズムの時空間軌跡構築機能を⽤
いて⼆次元的に配列した。その結果、有⽑細胞と⽀持細胞の中間に整列し、分化の途上
であることを⽰す遺伝⼦群を⾼発現する細胞集団が存在することを⾒出した。この細胞
集団は有⽑細胞への分化過程にある細胞と考えられ、⽣後 2⽇のコルチ器細胞では増
殖能・分化能が低効率ながらも残存していることと⽭盾しない所⾒であると考えられ
た。現在、この細胞集団にも着⽬し、増殖・分化に関わる⽣体内反応を探索している。 
 
まとめと今後の方針 

本研究では、内⽿コルチ器を構成する⽀持細胞の増殖能と有⽑細胞への分化能を細胞型
別に評価した。さらに、⼀細胞 RNAシークエンスを⽤いて⽀持細胞の増殖・分化の際
に起こる遺伝⼦発現変化をスクリーニングした。今後、シークエンス結果から捉えた反
応に着⽬し、実際のマウスコルチ器組織・細胞を⽤いてその⽣体内での役割について検
証を⾏う。 
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