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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の聴覚細胞の自己再生能力は極めて乏しく、それらに分化し得る幹細胞の補
充は代替治療となる可能性がある。そこで本研究では、多能性幹細胞より内耳有毛細胞の効率的なin vitro作成
の開発と分化メカニズムの解明、細胞移植による聴覚再生を検討した。ES細胞から内耳有毛細胞への分化誘導因
子として内耳内在細胞由来の分泌因子を利用した新規誘導法を開発し、分化制御を司る候補因子を特定すること
ができた。更に、単離した内耳器官への細胞定着を認め、細胞移植による内耳治療の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The self-renewal capability of inner ear hair cells in mammals is extremely 
poor, thus stem cells harboring an ability to generate inner ear hair cells is a promising treatment
 option for damaged inner ear hair cells. We have successfully developed a new method for in vitro 
production of inner hair cells from pluripotent stem cells. In the present study, the mechanism of 
differentiation and possibility of cell transplantation using isolated cochlea tissue samples were 
investigated. The results showed that secretory factors related to resident cells in the inner ear 
facilitated differentiation of stem cells into inner ear hair cells, with several candidates 
determined based on RNA-sequence analysis. In addition, analysis of the co-culture with embryonic 
stem cell-derived inner ear hair cells and isolated cochlea tissues revealed cell settlement in the 
cochlea, suggesting the applicability of this in vivo method for cell transplantation therapy. 

研究分野：再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難聴治療の鍵となる内耳有毛細胞に着目し、様々な細胞に分化可能な多能性幹細胞から効率良く誘導する方法を
開発した。本法は、これまでの方法に比べ簡便かつ高効率である。内耳細胞の再生研究および細胞移植治療に用
いる細胞源確保に十分貢献できる成果である。本研究で開発した手法を、臨床応用が開始されたヒトiPS細胞へ
適応することで、今後の耳科領域における研究を更に発展させる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

感音性難聴の多くは内耳有毛細胞の障害に起因する。近年、分子生物学的アプローチにより
有毛細胞の分化と発生に関する報告が散見されるが、聴覚の機能再生を試みた研究報告は極め
て少ない。そこで我々は、『有毛細胞の分化』に着目し、マウス ES 細胞から効率的な in vitro
分化誘導を試みた。補助細胞 ST2 を使用した簡便かつ高効率な分化誘導法（Hair cell Induction 
method using ST2-CM：HIST2 method）を開発し、更に、遺伝子導入による効率的分化誘導にも
成功した。これらの背景のもと、我々は、独自に開発した分化誘導法により得られた ES 由来有
毛細胞様細胞を試験的に難聴マウス内耳へ細胞移植したところ、蝸牛内の正位置に定着するこ
とが確認された。このことより、我々は、細胞移植により聴覚機能を改善させ得る可能性を強
く確信した。しかし、内耳有毛細胞の効率的分化誘導と細胞移植法の開発には、一層精緻かつ
系統的研究が必要と考え、多能性幹細胞の分化状態を可視化可能な細胞株を用いて in vitro
で効率的分化誘導とそのメカニズムを解析し、内耳器官への移植を行うことで聴覚機能再生の
実現化を目指す本研究に着手することとした。 
 
 
２．研究の目的 

本研究計画では、多能性幹細胞（胚性幹細胞）から有毛細胞を創生し、分化誘導した有毛細
胞の特性解析および分化誘導メカニズムの解明と、細胞移植におけるホスト組織・細胞との相
互作用解析を中心に内耳性難聴治療の基盤開発を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) マウス ES 細胞を用いた内耳有毛細胞への分化誘導 

転写因子 Math1 を Tet-On システムにより発現制御可能な ES 細胞（Tet-Math1 ES 細胞）を用
いて、我々が開発した分化誘導法（HIST2 法）（Ouji et.al., Cell Death Dis., 2012）と組み
合せ、有毛細胞への分化誘導を行った。各種条件下、リアルタイム RT-PCR、細胞免疫染色等に
より最適条件を評価した。 

 

(2) 内耳有毛細胞分化誘導の可視化 

転写因子 Math1 の発現と連動して GFP を発現する ES 細胞株（Math1-GFP ES 細胞）を用いて、
有毛細胞への効率的分化誘導法をスクリーニングした。培養液、添加因子、共培養あるいは培
養環境を組み合わせることで最適条件を検討し、最も効率的な分化誘導条件を検討し、リアル
タイム RT-PCR、フローサイトメトリー、細胞免疫染色等により評価した。 
 

(3) 内耳組織・細胞の単離と分化誘導への影響 

マウス内耳より蝸牛あるいは前庭を単離し、細胞培養を行った。継代培養可能な細胞株を樹
立し、培養上清を回収後、Math1-GFP ES 細胞を用いて分化誘導への影響を精査した。各種条件
下、リアルタイム RT-PCR、細胞免疫染色等によりスクリーニングを行うことで、最適条件を探
った。さらに、分化誘導因子を特定するため、蝸牛・前庭細胞より抽出した total RNA を用い
て RNA-seq による解析を行った。 
 

(4) マウス内耳器官と ES 由来有毛細胞との共培養実験 

 マウス内耳より単離した蝸牛および卵形嚢を培養し、ES 細胞から分化誘導させた有毛細胞と

共培養することで、細胞の生着・相互作用を細胞免疫染色等で精査した。 

 
 

４．研究成果 

(1) マウス ES 細胞を用いた内耳有毛細胞への分化誘導 

Tet-Math1 ES 細胞を用いて Math1 の強制発現
を誘導し、且つ、ST2 細胞株の培養上清（HIST2
法）を組み合わせることで、有毛細胞への効率
的分化誘導を試みた。その結果、各種有毛細胞
マーカーは、Math1 発現誘導と HIST2 法を組み
合わせた場合、最も発現が亢進した（図 1：免
疫染色の成績）。また、蝸牛・前庭有毛細胞特異
的マーカーによる解析では、分化誘導法による
偏移を認めた。 

 

(2) 内耳有毛細胞分化誘導の可視化 

Math1-GFP ES 細胞を用いて、これまでに得ら
れている最適条件により、分化誘導効率の確認
を行った。培養液、添加因子、共培養あるいは

図 1 



培養環境を組み合わせることで最適条件を再検討し、最も効率的な分化誘導条件を見出した。
共培養系と組み合わせることにより、飛躍的に誘導効率が亢進し、フローサイトメトリーの成
績からも、個々の細胞レベルでの分化誘導が亢進していることを実証することができた。 
 
(3) 内耳組織・細胞の単離と分化誘導への影響 

マウス蝸牛あるいは前庭細胞を単離し、継代
培養を行った。各細胞由来の培養上清を回収し、
分化誘導における影響を調べた結果、ES 細胞か
ら有毛細胞への分化誘導には、ホスト由来細胞
からの分泌因子が関与していることが明らかと
なった（図 2：V-CM）。また、蝸牛あるいは前庭
細胞由来の培養上清を用いた分化誘導において、
内耳細胞への誘導プロセスが異なっており、支
持細胞や神経細胞等を含めた種々の内耳関連細

胞への分化誘導制御の可能性が示唆された。 
さらに、培養上清用いた有毛細胞への分化誘

導法における分化誘導因子の特定を図った。蝸
牛あるいは前庭由来の細胞を単離し、RNA-seq
による遺伝子発現の違いに着目した解析を行っ
た（図 3）。その結果、蝸牛・前庭由来細胞で優
位に高発現する因子を、それぞれ 20 種程度特定
することができ、これらの因子による分化誘導
制御の可能性が示唆された。 
 

(4) マウス内耳器官と ES 由来有毛細胞との共

培養実験 

マウス内耳より単離した蝸牛器官を用いた培
養実験では、ES 細胞から分化誘導させた蝸牛有
毛細胞を単離蝸牛と共に培養したところ、細胞
の生着や蝸牛組織とのコンタクト（聴神経細胞
などと）を認めた。カナマイシン処理した単離
蝸牛との共培養では、生着細胞数の増加が観察
され、損傷蝸牛における細胞移植では生着率も
増すことが明らかとなった。 
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