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研究成果の概要（和文）：本研究においてはヒトiPS細胞から内耳血管条辺縁細胞を分化誘導する系を構築し
た。辺縁細胞は内耳蝸牛内のイオン環境維持に必須の細胞であるが、これまで辺縁細胞分化誘導系は他研究グル
ープから報告されておらず、本研究により構築した辺縁細胞分化誘導系は世界で初めて辺縁細胞（induced 
marginal cells, iMC）の分化誘導に成功した例である。iMC分化誘導の成功により、今後、難聴の病態解析や薬
剤探索が大きく進むと期待できる。

研究成果の概要（英文）：Marginal cells in stria vascularis of inner ear play indispensable roles in 
maintaining homeostasis in cochlea. We have established the method to induce the differentiation of 
human pluripotent stem cells (hiPSCs) into marginal cell-like cells (iMC). Differentiation of iMCs 
from hiPSCs are induced by three-dimensional (3D)-stepwise method.  This is the first report of the 
successful method to induce the differentiation of hiPSCs into iMCs. iMCs are useful for the 
analysis of the mechanisms of hearing loss and drug screening, and will contribute to develop novel 
therapies for hearing loss.

研究分野： 耳科学・細胞生物学・幹細胞学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては内耳蝸牛内ホメオスタシス維持に重要である血管条辺縁細胞をヒトiPS細胞から分化誘導する
系を構築した。新規内耳細胞様細胞分化誘導系として特許を申請している。induced marginal cells(iMC）は内
在辺縁細胞と同様にタイトジャンクションタンパク質やチャネルタンパク質を発現していることから、ヒト難聴
の病態解析や難聴に対する治療薬・保護薬の探索に応用可能であり、iMCを用いることで今後難聴研究が大きく
進むと期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難聴は QOL の著しい低下をもたらす疾患であり、特に高齢者の発症頻度は非常に高い(75 歳以上
の約半数)が根本的な治療方法は未だ存在しない。また難聴は近年認知症などのリスクファクタ
ーとしても注目され、難聴の発症機構の理解および治療方法の確立は重要かつ緊急の課題であ
る。難聴の原因の一つとして内耳蝸牛血管条の機能不全がある。血管条は内耳蝸牛におけるイオ
ン環境の恒常性維持に必須の組織である（図 1）。外界からの音圧情報は蝸牛内リンパ液中の K+

イオンなどが有毛細胞に取り込まれること
で電気信号へ変換される。つまり蝸牛内の
イオン環境が正常に保たれることは音圧情
報が正しく電気信号に変換されるために必
須である。蝸牛において内リンパ液中の高
K+イオン濃度を保ちイオン環境を維持する
役割を持つ組織が血管条である。血管条の
機能不全は多くの種類の難聴（遺伝性・薬剤
性・加齢性・騒音性・ウイルス感染性）の原
因となることが知られている。 
これまで難聴の発症機構の解析には遺伝子
改変マウスや薬剤投与マウス・ラットなど
の齧歯類がモデル動物として主に用いられ
てきたが、齧歯類モデル動物の表現型が必
ずしもヒトの病態と一致しない例も数多く報告されており、ヒトの細胞・組織を用いて病態の解
析を行うことが近年特に重要視されるようになった。しかしながら、他の内耳組織と同様に血管
条をヒトから解剖学的に非侵襲的に採取することが困難であり、さらに難聴自体は致死的な疾
患ではないためヒト病理組織を入手することが困難である、などの理由から、ヒトの細胞・組織
を用いて難聴の発症機構を解析することは容易ではない。 
こういった問題点を克服するために申請者はヒト多能性幹細胞（iPS 細胞）から血管条細胞を分
化誘導し、その細胞を用いて難聴の発症機構を明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
これまでに報告された多能性幹細胞からの内耳細胞分化誘導系のほとんどは有毛細胞やらせん
神経節細胞の分化誘導を目的としている[Koehler et al., Nat Biotechnol. (2017) 35:583-
589 など]。ヒト血管条は有毛細胞・らせん神経節細胞と並んで、聴覚機能に必須の組織である
が、多能性幹細胞から血管条細胞の分化誘導に成功した例は未だ報告されていない。そこで、本
研究においては、難聴の発症機構の解明および治療薬の探索を見据え、ヒト iPS 細胞から血管条
細胞を分化誘導する系の確立を目的とした。血管条を構成する辺縁細胞・中間細胞・基底細胞（図
１B）のうち、バリア形成・イオン輸送に最も重要であり、さらに細胞の発生・分化の分子機構
についての知見が最も豊富である辺縁細胞に焦点をあて、その分化誘導系の構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
ヒト iPS 細胞から血管条辺縁細胞への分化誘導条件を検討した。添加する栄養因子の種類・濃
度・添加のタイミング、血清代替物の種類、培養環境（静置、振盪）、培養日数などについて条
件を振って培養し、辺縁細胞マーカー（Claudin-1, ZO-1, Occludin, Na+/K+-ATPase, NKCC1, 
KCNQ1, KCNE1, PAX2, ESRRB, LMX1A, LRP2 など）の発現を qPCR や免疫染色で解析することで、
各分化誘導条件を評価した。培養は三次元の浮遊培養で行った。 
また分化誘導した辺縁細胞様細胞のバリア機能を評価する目的で、4kDa-FITC-Dextran 透過実験
を行った。 
 
４．研究成果 
血管条辺縁細胞マーカーを発現する細胞をヒト iPS 細胞から分化誘導するために適した条件を
検討した。その結果、iPS 細胞からまず二次元で内耳前駆細胞（Otic Progenitor Cell, OPC）
を分化誘導し、その後三次元培養系で添加する栄養因子の組み合わせを変えながら、およそ 60
日間培養することで辺縁細胞様細胞（induced marginal cell, iMC）を分化誘導できることが分
かった。この方法で分化誘導した iMC においては、血管条辺縁細胞のバリア機能に重要なタイト



ジャンクションタンパク質である Claudin-1, ZO-1, 
Occludin や、方向性を持ったイオン輸送に重要な
Na+/K+-ATPase、NKCC1、K チャネルタンパク質 alpha 
subunit の KCNQ1、Kチャネル beta subunit の KCNE1
などの発現を認めることができた（上図）。辺縁細胞が
蝸牛のホメオスタシス（イオン濃度勾配維持）に寄与

する上で非常に重要なこれらのタンパク質の発現が認められたことから、本研究で構築した系
で分化誘導した iMC は、内在辺縁細胞に近い性質を有しており、病態の解析や薬剤探索に応用可
能であると考えられる。内在辺縁細胞で発現の認められている転写因子 PAX2, LMX1A, ESRRB に
ついても発現を認めることができた。本分化誘導系の構築につき、特許申請中ならびに論文投稿
準備中である。 
また FITC-Dextran 取り込み実験を行ったところ、4kDa-FITC-Dextran は細胞間を透過できなか
ったが、EDTA 処理することで 4kDa-FITC-Dextran が細胞間を透過できるようになった。このこ
とから iMC は上皮細胞特有の Ca2+依存的なバリア機能を有していることが示唆された。しかしな
がら、本研究で構築した iMC 分化誘導系は三次元培養系であり、イオン輸送機能・ポンプ機能の
解析を行うのは困難である。そのため iMC が内在辺縁細胞と同様のイオン輸送機能・ポンプ機能
を持つかどうかの検討は不十分である。二次元での iMC 分化誘導系を構築し、iMC のイオン輸送
機能・ポンプ機能を解析することが次の課題である。 
幹細胞から辺縁細胞を分化誘導する系は未だ他研究グループから報告されていない。本研究で
構築した辺縁細胞分化誘導系は申請者独自の系であり、本手法で分化誘導した iMC は、難聴の病
態解析や薬剤探索に有用であり、今後の難聴研究に大きく寄与するものと考えている。 
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