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研究成果の概要（和文）：本研究では多能性幹細胞であるMuse細胞を用い、障害された内耳の幹細胞移植による
機能再生の可能性を検討した。蝸牛内に生着したMuse細胞がその特異的微小環境によって内耳細胞系譜へと分化
していく内耳再生機構と、Muse細胞のtrophic factorにより内耳有毛細胞やシナプスが自己修復することによる
内耳再生機構を、機能的・形態学的・免疫組織学的に、モルモット内耳障害モデルとマウス内耳3次元器官培養
を用いて多面的に解析した。
本研究よりモルモット内耳障害モデルでのMuse細胞による聴力改善の可能性および、内耳3次元器官培養では
Muse細胞自身が神経へ分化する可能性を持つこと示された。

研究成果の概要（英文）：We examined the possibility of functional regeneration by transplanting Muse
 cells,a type of the pluripotent stem cell, to the injured inner ear in this study. Inner ear 
regeneration mechanism of Muse cells engrafted in the cochlea differentiate into inner ear cell 
lineage by their specific microenvironment and self repair of inner ear hair cells and synapses by 
trophic factor of Muse cells were analyzed in multiple aspects functionally, morphologically and 
immunohistologically using a guinea pig inner ear injury model and mouse inner ear three-dimensional
 organ culture.From this study, possibility of improvement of hearing by Muse cells in the guinea 
pig inner ear injury model was shown and Muse cells themselves have the possibility of 
differentiating to nerves in inner ear three-dimensional organ culture.

研究分野：内耳機能再生

キーワード： 内耳　再生　幹細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究よりモルモット内耳障害モデルでのMuse細胞による聴力改善の可能性および、内耳3次元器官培養では
Muse細胞自身が神経へ分化する可能性を持つこと示された。聴力障害から改善がみられた理由として、Muse細胞
自身の有毛細胞への分化は確認できなったが、Muse細胞からの聴神経への分化や、Muse細胞からのtrophic 
factorが作用している可能性が考えられ、Muse細胞による移植治療応用の可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
感音難聴の多くは不可逆的であり、現在のところ根本的な治療法は確立されていない。
主に補聴器や人工内耳などで聴力を補償しているが、補聴器は高度難聴では調整が困難と
なることもあり、人工内耳は異物を体内に挿入するため感染などの合併症の可能性があり、
さまざまな問題点がある。現在のところ感音難聴に対する治療としては、有毛細胞の障害
が初期の段階でまだ障害が可逆的であると思われる場合は、臨床的にはステロイド投与に
よる治療が行われることが多いが、障害が不可逆的な段階になった場合は、薬物治療の適
応ではなくなってしまう。基礎研究では、薬剤によるNotch情報伝達系の抑制による支持
細胞から有毛細胞への分化転換の報告 (Izumikawa M, et al. Nat Med. 2005) や、ES細胞、iPS
細胞からの神経細胞誘導、有毛細胞類似の細胞の誘導 (Oshima K, et al. Cell. 2010) などの
報告がなされており、今後の発展が期待されている。しかしながら、ノッチ情報伝達系阻
害薬は、細胞毒性の問題や、ヒトでも動物実験同様の効果が期待できるか不明な点がある。
また、ES細胞や iPS細胞は腫瘍化のリスクが臨床応用への大きな障害となっている。 
間葉系幹細胞 (MSC) は骨髄、脂肪など比較的入手しやすい組織から得ることができ、
さまざまな疾患で移植治療に用いられている。近年、多能性を有するが腫瘍性を持たない、
Multiliniage-differentiating stress enduring (Muse) 細胞と呼ばれる多能性幹細胞がMSCの中
から発見された (Kuroda Y, et al. PNAS. 2010)。動物実験では劇症肝炎、筋変性、脊髄損傷、
皮膚損傷などのさまざまなモデルで移植実験が行われ、損傷部位に生着することとに、組
織に応じた細胞に分化することが確認されている (Kuroda Y, et al. Arch Immunol Ther Exp. 
2011.)。さらに、MSCはすでにヒトに移植されており、腫瘍化のリスクが低いことが示さ
れている。MSCに由来するMuse細胞も同じく腫瘍化のリスクが低いと予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Muse細胞を用いて、有毛細胞障害モデル動物の有毛細胞を再生させること
が目的である。内耳機能の再生は、聴覚障害に対する治療の中で現在最も注目されている
分野の一つであるといっても過言ではない。Muse細胞を用いた内耳再生は安全性も十分高
いと予想され、動物実験で得られた知見をもとに、ヒトへの臨床応用できれば革新的な治
療方法となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
① GFP陽性Muse細胞の採取 
ヒトMuse細胞は、リポフェクションにより GFPを導入したMSCから、抗 SSEA-3抗体で
染色後、FACSを用いて GFP陽性/SSEA-3陽性細胞として単離した。 
 
② in vivoでの聴力障害モデル動物へのMuse細胞の蝸牛内への移植実験 
 
1．障害モデルの作製 
実験材料として 4 週齢のモルモットを使用した。全身麻酔下に 4-8kHz のバンドノイズを
130dBの大きさで 3時間暴露した。 
 
2．Muse細胞の移植 
全身麻酔下に耳胞を開放し蝸牛を確認できる状態にした。蝸牛を開窓し鼓室階に Muse 細
胞を移植した。左耳には 10.000 cells/PBS 5µlを、右耳には同量の PBSを注入した。 
 
3．機能評価 
移植後 12週までの期間で ABRによる聴力評価を行った。 
 
４．形態学的評価 
モルモットを深麻酔科に安楽死させ蝸牛を摘出し、固定、脱灰を行った後に標本を作製し
た。有毛細胞のマーカーとしてMyo7a、Myo6、支持細胞のマーカーとして Sox2、Jagged1
などを使用し免疫組織化学による染色および、共焦点レーザ顕微鏡 (A1：株式会社ニコン) 
を使用し蛍光観察による解析を行った。 
 
③ in vitroでの蝸牛組織とMuse細胞の共培養 

 
1．障害モデルの作製 
実験材料として C57BL/6 マウスを用いた。蝸牛は生後 2－3 日の新生児マウスより、実態
顕微鏡下で採取した。障害モデル作製のため採取した蝸牛組織はゲンタマイシン 35μM
で 48時間処理した。 
 
2．Muse細胞との共培養 
障害されたマウス由来蝸牛組織と、GFP 標識されたヒト Muse 細胞を共培養した。培養
にはコラーゲンゲルを用いた 3次元培養法を用いた。コラーゲンは新田ゼラチン株式会社



の Cellmatrix  Type I-Aを使用した。まず、コラーゲンゲル 20µlで下層を作成。37℃で加
温しゲル化させた。その上に蝸牛組織を置き、さらにその上から Muse細胞を含んだコラ
ーゲンゲル 20µlを重層しゲル化させた。培養液の組成は DMEM/F12、10 % FBS、25 mM 
HEPES、100 U/l penicillin G、N-2 Supplement、B-27 Supplementとした。 
 
3．形態学的評価 
コラーゲンゲル内で共培養したサンプルをゲルのまま固定し、免疫組織化学による染色お
よび、共焦点レーザ顕微鏡を使用した蛍光観察による解析を行った。有毛細胞マーカーと
してMyo7a、ラセン神経マーカーとして Tuj1を使用した。 
 
４．研究成果 
 
1．モルモットを使用した in vivo での聴力障害モデルの作製 
音響暴露翌日には scale outとなり、2週間後には高度難聴程度まで改善するが、それ以降
は改善を認めなかった(図 1)。組織学的に正常蝸牛と比較して外有毛細胞の脱落がみられた
(図 2右)。 

図 1 音響暴露後の聴力の変化       図 2 音響暴露後の外有毛細胞の変化          
 
2．Muse 細胞移植後の聴力の変化 
障害モデルに 10,000個のMuse細胞を移植
した群では、移植後 6週から 12週までの期
間、4-8kHzの間の周波数でコントロール群
と比較して有意に聴力の改善を認めた。ま
た移植後 12 週の時点で外有毛細胞の消失
率を検討したところ、8kHzの担当周波数領
域において、移植群では対照群に比較して
有意に外有毛細胞の消失率が低いことが示
唆された(右図 3)。また、その他の周波数領
域においても、Muse細胞移植群では対照群
と比較して、外有毛細胞消失率が低い傾向
が認められた。 
 
右図 3 Muse 細胞移植後の聴力の変化 
上図：4Hz 周波数領域での聴力閾値の変化 
下図：8Hz 周波数領域での聴力閾値の変化 
青：Muse 細胞移植群 赤：対照群 
*: P<0.05 
 
 
 
3．マウスを使用した in vitro での障害モデルの作製 
摘出した蝸牛をゲンタマイシン(GM) 35μMで 48時
間処理することで、無処理群と比較して約半数の外
有毛細胞が消失していることが確認できた(図 4右)。 
 
 
                          図 4 GM 処理後の外有毛細胞の変化 
4．コラーゲンゲルを用いた 3次元培養 
当初は poly-HEMA コーティングによる浮遊培養で実験を行っていたが、薬剤処理をして
いない蝸牛組織においても有毛細胞はほとんど消失してしまい、Muse細胞も凝集してしま
うという問題が生じた。このため、組織保護および 3次元構造の保持の目的で、コラーゲ
ンゲルに包埋した上で培養を行う方法を考案した。このシステムにより、長期間の組織培



養による組織の劣化が抑えられ(図 5右)、Muse細胞の凝集も見られなくなった(図 6右)。
さらに、組織が固定されることにより培養液の交換や、その後の免疫染色などの操作が容
易となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 4週間培養後の蝸牛組織 (非薬薬剤処理)  図 6 蝸牛組織とMuse細胞の共培養 
左：浮遊培養 右：3次元培養         左：浮遊培養 右：3次元培養 
 
5．共培養によるMuse細胞の変化 
ゲンタマイシン処理した蝸牛組織と

Muse細胞の共培養を行い、Muse細胞の変
化の有無について免疫組織化学での形態学
的検討を行った。共培養後 1週間、2週間、
3週間、4週間で解析したところ、すべての
期間において Muse 細胞での有毛細胞マー
カーMyo7aの発現は陽性とならなかったが、
共培養 1週間、2週間において、一部のMuse
細胞で神経マーカーである Tuj1 の抗原抗
体反応が陽性となっていることが確認でき
た(図 7)。 
 
6．本研究のまとめ 
本研究よりモルモット内耳障害モデルでの Muse 細胞による聴力改善の可能性および、
マウス内耳 3 次元器官培養では Muse 細胞自身が神経へ分化する可能性を持つこと示され
た。聴力障害からの改善がみられた理由として、Muse 細胞自身の有毛細胞への分化は確
認できなったが、Muse細胞からの聴神経への分化や、Muse細胞からの trophic factorが作
用している可能性が考えられた。今後、作用機序のさらなる解析を行うことで、聴力障害
に対してMuse細胞による移植治療が応用できる可能性が示唆された。 
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図 7 1週間共培養後の蝸牛組織とMuse細胞 
緑：Muse細胞、青：核染色、赤：Tuj1 
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