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研究成果の概要（和文）：難聴の多くは蝸牛有毛細胞や一次聴神経の変性が原因であるが、これらの細胞は一度
障害されると自発的には再生されない。本研究では、神経分化に重要な役割をもつ遺伝子群の導入により、一次
聴神経の近傍に存在するグリア細胞から、聴神経類似の神経細胞の作製に試験管内で成功した。作製した神経細
胞は電気生理学的に機能し、末梢の音受容感覚細胞（蝸牛有毛細胞）や脳幹に存在する蝸牛神経核細胞への結合
の可能性が示された。また、研究の過程で偶然、一次聴神経の一部の神経細胞にのみ、Gata3と呼ばれる遺伝子
が成体マウスにおいて高く発現していることを発見した。

研究成果の概要（英文）：We converted endogenous cells into replacement primary auditory neurons 
using gene therapy to ameliorate hearing loss. Recent reports have demonstrated that somatic mouse 
cells and glial cells can be directly converted to functional neurons by overexpression of 
transcription factors in vitro and in vivo. Moreover, induced neurons can be directed towards 
distinct neuronal phenotypes when the appropriate transcriptional cues are provided with the 
conversion factors. A target cell population for endogenous regeneration and induction is the spiral
 ganglion glial cells which surround auditory neurons and survive after neuron degeneration. We 
generated functional induced neurons from spiral ganglion glial cells in vitro. Serendipitously, we 
found out murine type II auditory neurons highly expressed Gata3, which is a known transcription 
factor expressed in embryonic primary auditory neurons, even in adulthood. 

研究分野： 耳鼻咽喉科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高度難聴患者に対しては補聴器、重度難聴患者には人工内耳が臨床では用いられているが、いずれも難聴を根本
的に治療する方法ではない。本研究の成果は、聴神経に存在する内在性のグリア細胞から聴神経類似の神経細胞
を作製したことである。すなわち、本研究は一次聴神経が生体内でも再生される可能性があることを示唆し、そ
の場合、補聴器、人工内耳の効果が高まるのみならず、それらの機械の使用を不要とする新規難聴治療法開発の
端緒となる可能性がある。



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

 
 難聴はもっとも重要な身体障害の一つである。本邦では障害者手帳を有する高度感音難聴者
は約３７万人存在する。さらに７０歳以上は半数が難聴者であり、高齢化社会を迎える本邦で
は特に今後ますます切実な社会問題となることが予想される。加えて先天性難聴は１０００人
に１人に認められ難聴は先天性障害のなかでももっとも頻度が高い。難聴者は他者と意思疎通
が十分に取れないことが多く、社会からの疎外感を感じる原因となっている。従って、根本的
な難聴の治療法の開発は難聴者・社会双方にとって喫緊の課題といえる。 
 中等度感音難聴者には残存蝸牛有毛細胞を音信号の増幅で刺激する補聴器が、高度感音難聴
者には聴神経を直接電気刺激する人工内耳が用いられている。しかし、どちらの使用者も騒音
下での聞き取り、音楽の享受については健聴者と比べて依然大きな隔たりがある。しかしなが
ら、聴覚感覚細胞である蝸牛有毛細胞あるいは聴神経は一度障害されると自発的には再生しな
い。したがって、人為的に蝸牛有毛細胞あるいは聴神経を再生できれば、現在存在しない新規
難聴治療開発につながると考えられる。これまで、聴神経の障害は蝸牛有毛細胞の障害に続発
する二次性障害がほとんどであると考えられてきたが、近年、音響外傷や老化による一次性の
聴神経障害が報告されており(Kujawa and Liberman, 2009;  Lin et al., 2011; Engle et al., 
2013; Furman et al., 2013)、本邦に近い将来到来する超高齢社会において一次性聴神経障害に
よる難聴はますます増加すると言って良い。 
申請者は留学時代も一貫して聴神経再生のテーマに取り組み、蝸牛非感覚上皮からの神経細

胞のダイレクトリプログラミングに成功した(Nishimura et al., 2014)。本申請においては、内
耳の内因性の非神経細胞特にグリア細胞の聴神経への分化可塑性を明らかにしてそこで得られ
た知見を聴神経の再生に応用したい。聴神経近傍に存在するグリア細胞は神経障害後も生存し
(Hurley er al., 2007; Lang et al., 2011)、増殖する(Lang et al., 2011)。さらに、シュワン細胞
マーカーの p75 で選別した聴神経近傍のグリア細胞は神経幹細胞の培養と同じ条件で sphere
を形成し、spehre 由来神経細胞が得られている(Lang et al., 2015)。 

 
２． 研究の目的 

 
目的１．聴神経近傍のグリア細胞の単離 
動物はマウスを用いる。聴神経近傍のグリア細胞が既知のグリアのマーカが陽性であることを
免疫組織化学により確認したのちに、聴神経とグリア細胞の集合体であるラセン神経節を解剖
して酵素処理により単細胞化し、FACS によりグリア細胞を回収する。FACS の細胞選別の妥
当性は、細胞選別後に、細胞選別に用いたものとは異なるグリアマーカーを用いて確認する。 
 
目的２．単離したグリア細胞の可塑性解析(in vitro) 
FACS により細胞選別した後の細胞を種々の培養条件で培養し、グリア細胞の神経細胞への可
塑性を検討する。培養条件の検討項目には浮遊培養、接着培養、培地の組成、培養器の二酸化
炭素濃度が含まれる。また、神経分化に重要な転写因子を強制発現させて、グリア細胞とそれ
以外の細胞の competence を比較検討する。聴神経細胞のサブタイプ（双極性神経・グルタミ
ン酸作動性神経）に最もよく分化する分化条件を決定し、その分化条件で培養したグリア細胞
と、発生中の内因性聴神経細胞の遺伝子発現の差異を比較検討する。 
 
目的３．グリア細胞から聴神経への誘導（in vivo） 
目的２で決定した in vitro の結果を in vivo に応用する。聴神経障害のモデル動物を作成し、グ
リア細胞に遺伝子導入あるいは成長因子の投与を試みる。グリア細胞からの神経分化は組織評
価にて行い、聴覚の機能解析は聴性脳幹誘発反応(ABR)あるいは電気刺激による聴性脳幹誘発
反応(eABR)を用いる。 
 
３． 研究の方法 

 
目的１に対する方法：生後の Sox10-Venus マウス（シュワン細胞に Venus を発光するマウス）
あるいは Sox2-GFP マウスのラセン神経節を摘出し、酵素（トリプシン）処理して単細胞化する。
その後 FACS にて GFP 陽性神経細胞（グリア細胞）と GFP 陰性細胞に分別する。GFP 陽性グリア
細胞から RNA を抽出し-80ºC で保存し後からトランクリプトーム解析に用いる。 
単離したグリア細胞に既知のグリア細胞特に、シュワン細胞のマーカーp75(Whitlon et al., 
2010), Sox10(Wakaoka et al.,2013), Sox2 (Lang et al., 2015)が発現していることを、免疫
組織化学・定量的 PCR 法により確認し、FACS による細胞選別の妥当性を示す。 
 
目的２A に対する方法：遺伝子導入によるグリアから神経細胞へのダイレクトリプログラミン
グ Sox10-Venuns 陽性グリア細胞に Ascl1, Neurog2, Nurr1, Myt1l などのロバストな神経誘導
能のある遺伝子,加えて NeuroD1, Neurog1, Eya1, などの聴神経発生に必要な遺伝子をトラン
スフェクトする。トランスフェクトには Lipofectamine® LTX Reagentあるいは電気穿孔法を用
いる。使用するベクターは pIRES2.DsRedExpress2(Clontech)を用い、本ベクターの MCS に発現



させたい遺伝子の CDS を挿入する。目的遺伝子がトランスフェクトされたことは DsRed の発光
で確認可能である。本ベクターは申請者がかつて所属しかつ現在共同研究している Dabdoub 研
究室で申請者自身が作成しいつでも利用可能である。作成した神経細胞が他の神経マーカー
（TuJ1, Map2）加えて聴神経特異的なマーカー遺伝子（Prox1, Gata3, Vglut1）を発現してい
るか否か調べてより聴神経に近い神経細胞(iPAN)を作成する。 
 
目的２Bに対する方法：sphere 作成によるグリアから神経細胞への自発的誘導に対する方法 
ラセン神経節のsphere形成能を持つ細胞の本体はグリア細胞であると本年報告された(Lang et 
al., 2015)。目的 1Aでは転写因子の強制発現による神経誘導を検証するが、本実験においては
sphere 形成からの自発的な聴神経細胞への誘導を試みる。Lang らの報告では分化された神経の
サブタイプの検証は行っていないが、本実験では聴神経と同じ双極性・興奮性グルタミン酸作
動性神経に分化した神経細胞の誘導効率を定量化し、聴神経への分化誘導効率を最大化する条
件を検討する。 
 
目的２C に対する方法：グリア細胞由来聴神経様細胞の網羅的遺伝子解析による聴神経分化誘
導法の洗練 
オリジンとなるラセン神経節グリア細胞、内因性の聴神経細胞、グリア細胞から誘導された神
経細胞の単一細胞から RNA を抽出し、RNA-seq を行う。発生中の内耳感覚上皮の遺伝子プロフ
ァイルを単一細胞で行う報告がなされた(Burns et al., 2015)が、本研究においては、より内
因性の神経に近い細胞を誘導する手がかりを得るために、人為的に作成した神経細胞と内因性
の神経細胞のプロファイルの比較検討を行う。 
 
目的３に対する方法：グリア細胞由来聴神経細胞の生体内(in vivo)での作成と聴覚機能の解析 
まず聴神経障害の動物モデルを作成する。Na-K-ATPase 阻害剤のウアバインの局所投与が聴神
経を選択的に阻害することが報告されている(Schmiedt, 2002; Lang 2005; Yuan, 2013)。申請
者は同報告に準じてモルモットの聴神経障害モデルを作成した経験がある。聴神経の障害後も
ラセン神経節中のシュワン細胞は死滅せず増殖することが報告されている(Lang 2011)。ラセン
神経節のシュワン細胞への高い導入効率が報告されている AAV-8 を遺伝子導入に利用する 
(Kilpatrick 2011)。遺伝子導入の別の方法として人工内耳電極を電気穿孔法の電極として使用
する方法が報告されている（Pinyon 2014）ので、アデノ随伴ウイルスベクターの方法と並行し
て電気穿孔法も試みる。遺伝子導入と合わせて神経成長因子（BDNF, NT-3）を浸透圧ポンプ経
由で蝸牛内に投与する。聴覚機能は遺伝子投与から３ヶ月後まで毎週 ABR, eABR（電気刺激聴
性脳幹誘発反応：電極で直接聴神経を刺激して脳幹反応を測定する聴覚検査）を測定する。組
織評価にて行う。 
 
４． 研究成果 
平成２８年度 
一次聴覚神経細胞であるラセン神経節細胞をシュワン細胞から誘導することが当研究の目的で
ある。ラセン神経節細胞には内有毛細胞に接続する I型ラセン神経節細胞と外有毛細胞に接続
する II型ラセン神経節細胞が存在するが、共通の神経芽細胞からどのようなメカニズムでそれ
ぞれのラセン神経節細胞に分化するかは知られていなかった。各神経細胞分化メカニズムを解
明する端緒として、I型、II型ラセン神経節細胞に特異的に発現する転写因子の探索を試みた。
成獣マウス蝸牛の凍結切片を用いて免疫組織化学的手法により、I型ラセン神経節細胞は Gata3
が、II型ラセン神経節細胞は Prox1 がアップレギュレートされることを見いだした。これらの
結果は学術雑誌 PLOS ONE に Dynamic Expression of Sox2, Gata3, and Prox1 during Primary 
Auditory Neuron Development in the Mammalian Cochlea のタイトルで論文発表した。また、
生体内でのシュワン細胞からラセン神経節細胞へのダイレクトリプログラミングを目指して、
聴神経の変性動物モデルを作成した。成獣マウスに神経毒のウアバインを内耳局所投与し、聴
覚機能検査（聴性脳幹誘発反応）、組織学的検査を行った。ウアバイン投与１週後で聴性脳幹誘
発反応は大幅に上昇し、組織学的にラセン神経節細胞の選択的な変性を確認した。ロバストな
神経誘導転写因子である ASCL1 をアデノ随伴ウイルスベクター(AAV8) 
により成獣マウス内耳に局所投与を行った。ウイルスはラセン神経節細胞を取り囲むシュワン
細胞に感染したが、ASCL1 によるシュワン細胞から神経細胞への形質転換は確認することが出
来なかった。 
 
平成２９年度 
ラセン神経節非神経細胞からラセン神経節へのダイレクトリプログラミングを試みた。in 
vitro 実験として生直後のラセン神経節非神経細胞から神経細胞の誘導に成功した。誘導され
た神経細胞は、蝸牛有毛細胞（末梢）や蝸牛神経核細胞（中枢）に向けて神経突起を伸張した。
誘導された神経細胞から RNA を抽出し RNAseq による解析を行った。結果、誘導された神経細胞
は元のラセン神経節非神経細胞と目的とするラセン神経節細胞の中間的な性質を持つことが判
明した。今後の目標は培養期間を長くする、あるいは誘導に用いる転写因子を増やして、誘導
神経細胞の品質を向上させることである。成体のラセン神経節非神経細胞の培養系の樹立を試



みるも難渋した。理由は成体では蝸牛が骨化するために細胞の採取が困難で、かつ骨組織の除
去が初代培養においては特に困難であったことによる。ラセン神経節非神経細胞の培養法につ
いては、Method paper として Front Neurosci. 誌に平成３０年度アクセプトされた(Meas et al., 
2018). In vivo 実験としてラセン神経節の障害モデル動物（モルモット）を作成した。その過
程で、マウスを用いて見いだしたタイプ IIラセン神経節の新たなマーカ Gata3 がモルモットに
おいてもタイプ II ラセン神経節細胞に発現することを見いだした。In vivo 実験においてラセ
ン神経節細胞の障害と、ラセン神経節非神経細胞への遺伝子導入を同時に施行することで、遺
伝子導入から 3週後、機能的な聴覚回復は得られなかったものの、組織学的に非神経細胞から
神経細胞へリプログラミングされた細胞を確認した。 
 
平成３０年度 
生後１日目のマウスラセン神経節を酵素で単細胞化して、in vitro での培養に成功した。ラセ
ン神経節には神経細胞、非神経細胞が含まれるが、非神経細胞はさらに、グリア細胞と非グリ
ア細胞に分類される。Sox2-GFP マウスを用いて、ラセン神経節を Sox2 陽性グリア細胞と、Sox2
陰性グリア細胞に FACS でソートした。グリア細胞と非グリア細胞の神経細胞へ分化転換する能
力（competence）を転写因子 Ascl1 を強制発現させて、比較した。結果、グリア細胞から神経
細胞への分化誘導効率が有意に高かった。また、神経細胞は、ラセン神経節細胞に発現する、
Prox1 や Vglut1 を発現した。さらに、野生型の成獣マウスラセン神経節細胞を単細胞化し、ラ
セン神経節内のグリア細胞の培養に成功した。継代により骨組織を除去し、培養皿は Matrigel
でコートすることで比較的均一なグリア細胞を死滅させずに培養できた。また、酵素で単細胞
化しないラセン神経節を器官培養し、神経突起の伸張や、グリア細胞の生存を確認した。成果
は、Front Neurosci 誌に論文発表した。昨年度、マウスラセン神経節細胞の障害モデルを、
Na-K-ATPase 阻害剤のウアバイン内耳局所投与により作製したが、同モデルの前庭神経節細胞
を免疫組織化学的に解析した。前庭神経節内の神経細胞には Na-K-ATPase 陽性細胞と
Na-K-ATPase 陰性細胞が存在することが判明し、機能的な相関が示唆された。 また、マウス 
ラセン神経節細胞の障害モデルはローリングの行動異常を呈するために、前庭眼反射を測定し
て前庭機能を評価した。ウアバイン投与側で、コントロール群と比べて VOR gain が低下してい
た。本成果は、2019 年 2 月米国ボルチモアで開催された第 42 回基礎耳鼻咽喉科学会で発表し
た。 
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