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研究成果の概要（和文）：マウス内耳全体、コルチ器、ラセン神経節、血管条・外側壁、前庭系等の亜部位に分けて、
組織よりtRNAを抽出し、mirVana miRNA isolation kit等を用いて、内耳miRNAを抽出・精製し、内耳に発現するmiRNA
の遺伝子動態を網羅的に解析した。
　これまでの欧米からの報告と一致して、マウス内耳の発生、分化、成熟の各段階において重要な役割を果たすmiR-96
、miR-182、miR-183の発現を確認した。マイクロアレイ解析から胎生マウス内耳に発現するmiRNA（蝸牛で100種類以上
のmiRNA）を同定した。

研究成果の概要（英文）：TRNA was separately extracted from each part of mouse inner ear, then miRNAs from 
organ of Corti, stria vascularis, lateral wall of cochlea, and vestibule system were analyzed.  MiR-96, mi
R-182, and miR-183 were most abundant miRNAs in the mouse inner ear.
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1. 研究開始当初の背景 
 塩基数 17-22 個の小さな microRNA は、
標的とする多数のmRNAs を直接修飾する
ことにより、ヒトを含めた脊椎動物の多様
な細胞内において多くの遺伝子発現を調整
していることが明らかになった（Stefani G 
& Slack FJ, Nature Review 2008）。現在、
ヒトでは約 500 種類の miRNA が同定され、
すでに miRNA のデータベース構築
（miRanda 等）も開始されている。miRNA
は細胞・組織に特異的な発現を示し、それ
ぞれの細胞・組織・器官の発生、分化、成
熟、そしてその機能維持に重要な役割を果
たすことが判明した。例えば、神経系に特
異的に発現する miRNA については解析が
進んでおり、神経系の発生（miR-196、
miR-10、miR-309/3/286/4/5/6 cluster 等）、
神経細胞の分化（miR-273、miR-500、
miR-124、miR-315 等）、神経細胞死（miR-2
等）、神経細胞の成熟（miR-134、mR-132
等）について miRNA の役割が報告されて
いる。また、いくつかのヒト神経系疾患の
発症に関与する miRNA の解析も行われ、
fragile-X 症候群と miR-1 および miR-206
の関連、Tourette 症候群と miR-189 との
関連が報告された（Kosik KS, Nature 
Review 2006）。神経系疾患以外でも、ヒト
の発癌、血液疾患の発症、膵臓機能に関連
する miRNA がいくつか同定され、siRNA
導入や遺伝子・再生治療により miRNA の
機能を生体外部より修飾することにより、
疾患に対する新しい治療法の開発が進めら
れている（Lu J et al., Nature 2005）。 
 内耳（蝸牛および前庭系）に発現する
miRNA の研究は、欧米において今まさに
開始されたばかりであるが、すでにいくつ
かの報告がなされた。マウス内耳の発生、
分化、成熟の各段階において miR-96、
miR-182、miR-183 が重要な役割を果たす
ことを明らかにした研究（Sacheli R et al., 
Gene Expression Patterns 2009）、マイク
ロアレイ解析（206 種類の miRNA）から
胎生マウス内耳に発現する miRNA（蝸牛
で 105 種類の miRNA、前庭系で 114 種類
の miRNA）を同定し、その内の miR-15a
の標的遺伝子が、有毛細胞の分化および機
能維持に必須の Slc12a2、Cldn12、Bdnf
であることを示した研究（Friedman LM 
et al., PNAS 2009）、さらに miR-96 の遺
伝子変異による難聴モデルマウスの作製
（Lewis MA et al., Nature Genetics）、そ
して実際に遺伝性難聴家系におけるヒト難
聴発症因子としての miR-96 遺伝子変異の

同定（Mencia A et al., Nature Genetics）等、
本年度（2009 年）に内耳 miRNA に関する最
新の研究成果が相次いで報告された。 
２．研究の目的 
 塩基数 17-22 個の小さなmicroRNA（以下、
miRNA と略す）は、標的とする多数の
mRNAs を直接修飾することにより、多様な
細胞内において多くの遺伝子発現を調整して
いることが明らかになった。現在、ヒトでは
約 500 種類の miRNA が同定され、miRNA
のデータベース構築（miRanda 等）も開始さ
れている。miRNA は細胞・組織に特異的な
発現を示し、それぞれの細胞・組織・器官の
発生、分化、成熟、そしてその機能維持に重
要な役割を果たしている。ヒトおよびマウス
内耳（蝸牛および前庭系）に特異的に発現す
る miRNA を同定し、それらの miRNA が標
的とする遺伝子・mRNA の内耳における局在
や機能を解析し、内耳に発現する miRNA の
役割を明らかにすることで、難聴・めまい疾
患の発症機序について新たな知見を得ること
を目的とする。 
 内耳に特異的に発現する多数の miRNA を
同定し、それらの miRNA が標的とする遺伝
子・mRNA の内耳における局在や機能を解析
し、内耳に発現する miRNA の役割を明らか
にすることが、難聴・めまい疾患の発症機序
について新たな知見を得るために、現在最も
重要な最優先の研究課題になりつつある。同
時に、内耳に発現する miRNA の機能を理解
することで、miRNA の標的となる遺伝子・
mRNA の発現を生体外部から内耳へ導入す
る siRNA 等により制御して、難聴・めまい
疾患に対する全く新しい治療法の開発が期待
できる。 
３．研究の方法 
 正常マウス内耳（蝸牛および前庭系）に発
現する miRNA を、miRNA ジーンチップを
用いたマイクロアレイ解析により同定し、そ
れらの miRNA の内耳での局在を確認し、
miRNA データベース（miRanda 等）上で、
内耳 miRNA の標的となる遺伝子・mRNA を
決定する。siRNA 導入による内耳 miRNA の
機能修飾が聴覚・前庭機能へどのように影響
するのか解析して、内耳 miRNA の機能を解
明する。次に、遺伝子変異難聴・めまいマウ
スや聴覚老化マウスの内耳 miRNA の発現動
態を同様の手法で解析して、難聴・めまい疾
患の発症に関連する miRNA を同定し、さら
に、当科で保有する難聴・めまい疾患患者の
ゲノム遺伝子を用いて、それら miRNA の遺
伝子変異と遺伝的バリエーションの有無につ
いて臨床遺伝学的解析を行う。 
１）正常マウスおよび難聴・めまい疾患モデ
ルマウス内耳から miRNA の抽出 
 マウス内耳全体、あるいはコルチ器、ラセ



ン神経節、血管条・外側壁、前庭系等の亜
部位に分けて、組織より tRNA を抽出し、
mirVana miRNA isolation kit 等を用いて、
内耳 miRNA を抽出、精製する。バイオア
ナライザー・スペクトロフォトメーターを
用いて miRNA の質的・量的解析を行った
上で、次のマイクロアレイ解析に進む。 
２）内耳に発現する miRNA の DNA マイ
クロアレイ解析 
 マウス内耳から抽出された mRNA を、先
ずは mirVana miRNA labeling kit を用い
てラベルし、その後、mirVana miRNA 
probe set (Ambion)を収載したマイクロア
レイ・チップとハイブリダイゼーションさ
せることで、内耳に発現する miRNA の遺
伝子動態を網羅的に解析できる。マイクロ
アレイの結果は、GenePix biochip reader
により読み込んだハイブリ生画像データを
Digital Genome System Suite 、
GeneSpring 等により解析することで得ら
れる。バックグラウンドと比較して 2 倍以
上の遺伝子発現量を示すものを”内耳に発
現するmiRNA”として同定する。 
３）内耳 miRNA の遺伝子動態の RT-PCR
解析 
 内耳の発生、分化、成熟、および機能維
持のそれぞれの段階における内耳 miRNA
の発現量を、mirVana qRT-PCT miRNA 
primer sets (Ambion)を用いて RT-PCR 法
で解析することにより、それぞれの
miRNA がどの段階で最も重要な役割を果
たしているのかを解析する。胎生期、生直
後、生後２週、生後１ケ月〜生後１年、さ
らに老齢期のマウス内耳より、１）の方法
によりそれぞれ miRNA を抽出、精製した
後、２）の方法により各段階での miRNA
の発現量を比較検討する。 
４）内耳 miRNA の内耳発局在についての
形態学的解析 
 ３）のステップまでで抽出された内耳
miRNA から、先ず DNA probe よりもさら
に組織親和性の高い locked nucleic acid 
(LNA) probe を 作 製 す る 。 市 販 の
miRCURY LNA probes の使用も可能であ
る。これらの LNA probe をさらに
digoxigenin (DIG)でラベルすることで、形
態学的研究で使用可能な内耳 miRNA の
DIG-labeled mercury LNA probes を準備
する。それぞれの miRNA が最も機能する
内耳組織を whole-mount で用いて、上記
の DIG LNA probes により ISH 法を施行
して、それぞれの miRNA の内耳での局在
を明らかにする。 

４．研究成果 
マウス内耳全体、コルチ器、ラセン神経節、血
管条・外側壁、前庭系等の亜部位に分けて、組
織より tRNA を抽出し、mirVana miRNA isolation 
kit 等を用いて、内耳 miRNA を抽出・精製し、
内耳に発現する miRNA の遺伝子動態を網羅的に
解析した。 
 これまでの欧米からの報告と一致して、マウ
ス内耳の発生、分化、成熟の各段階において重
要な役割を果たす miR-96、miR-182、miR-183
の発現を確認した。又、マイクロアレイ解析か
ら胎生マウス内耳に発現する機能未知の miRNA
（蝸牛で 100 種類以上の miRNA）を多数同定し
た。 
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