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研究成果の概要（和文）： 

本研究計画では、内耳難聴疾患のキーとなる内耳有毛細胞に焦点を当て、多分化能を有する
胚性幹細胞（ES 細胞）より有毛細胞を調製し、それらを用いた細胞移植治療を目的とした。
ES 細胞から内耳有毛細胞への効率的な分化誘導をスクリーニングし、あるストローマ細胞の培
養上清を用いると効率よく分化誘導が可能であることを発見した。これをHIST2法と命名した。
HIST2 法によって得られた有毛細胞様細胞は、トリ胚あるいは難聴マウス内耳への移植により
生着を認め、移植細胞のソースとなり得ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Hearing loss is mainly caused by loss of sensory hair cells (HCs) in the organ of Corti or cochlea. 
Although embryonic stem (ES) cells are a promising source for cell therapy, little is known about the 
efficient generation of HC-like cells from ES cells. In the present study, we developed a single-medium 
culture method for growing embryoid bodies (EBs), in which conditioned medium (CM) from cultures 
of ST2 stromal cells (ST2-CM) was used for 14-day cultures of 4-day EBs. At the end of the 14-day 
cultures, up to 20% of the cells in EB outgrowths expressed HC-related markers, including Math1 (also 
known as Atoh1), myosin6, myosin7a, calretinin, α9AchR and Brn3c (also known as Pou4f3), and also 
showed formation of stereocilia-like structures. Further, we found that these cells were incorporated into 
the developing inner ear after transplantation into chick embryos. The present inner ear HC induction 
method using ST2-CM (HIST2 method) is quite simple and highly efficient to obtain ES-derived 
HC-like cells with a relatively short cultivation time. 
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【１．研究開始当初の背景】 

ES 細胞は高い増殖能と分化多能性を有し、
それゆえ ES 細胞を in vitro でさまざまな細胞
種に分化誘導させ、これを細胞移植に用いよ
うとする研究は数多く進められている。しか
し、in vitro において ES 細胞から聴覚系神経
細胞を作成したという報告は極めて乏しく、
とりわけ内耳有毛細胞の作成については、Li
らの EB-based stepwise method によるマウス
ES 細胞からの内耳有毛細胞様細胞誘導の報
告のみ（PNAS, 100:13495-13500, 2003）であ
った。一般に、未分化 ES 細胞を in vitro で特
定細胞種に分化させる手段として、大きく分
けると①胚様体（EB）形成、②分化関連転写
因子の遺伝子導入、③分化調節因子の培養液
中への添加、④他の細胞や組織との共培養な
どがあり、これら単独あるいは組み合わせが
使用される。これまでに、研究代表者はこれ
らの方法を駆使して、マウス ES 細胞から肝
細胞、インスリン分泌細胞、神経幹細胞、ド
－パミン産生細胞、感覚器官細胞である網膜
関連神経細胞への分化誘導に成功し、さらに
霊長類 ES 細胞から肝細胞への誘導も報告し
た。そこで、特に網膜関連神経細胞への分化
誘導の成績を踏まえ、前述した内耳治療を背
景に、発生学的にも類似した耳関連細胞への
応用を考案した。すなわち、ES 細胞から内耳
有毛細胞への分化誘導法の開発と分化メカ
ニズムの解明、さらに、内耳治療を目的とし
たそれらの細胞移植を目標に、本研究を計画
した。 
 
 
【２．研究の目的】 

ヒトをはじめとする哺乳動物の聴覚系神
経細胞（有毛細胞・双極細胞）の自己再生能
力は極めて乏しく、それ故、それらに分化し
得る幹細胞を用いた移植は代替治療として
期待される。感音性難聴の主たる原因は内耳
有毛細胞の障害・消失によることが知られて
いるが、聴覚の機能再生に関する多くの研究
において、有毛細胞にフォーカスした研究は
乏しい。有毛細胞を ES 細胞から作成しその
移植により難聴モデル動物の聴覚機能再生
を試みる研究は、感音性難聴の病因を直視し
たきわめて streightforwardな治療戦略であり、
ヒト ES 細胞や iPS 細胞の使用も眼前に望ま
れる今日、21 世紀の感音性難聴に対する細胞
移植療法に大きく貢献すると考えられた。そ
こで本研究では、マウス ES 細胞より内耳有
毛細胞の効率的な in vitro 作成法を開発し、ト
リ胚および難聴モデルマウスへの内耳細胞
移植を行うことを目的とした。 
 
 
 

【3. 研究の方法】 
(1) マウス ES 細胞から有毛細胞への分化誘
導 

ES 細胞は、初期分化を促進するために、胚
様体（EB）を形成させた後、種々の培養液を
用いることで、分化誘導を試みた。培養液に
は、神経幹細胞を誘導する培養液をはじめ、
種々の神経系細胞培養添加物（N2、B27 など）、
血清代用 KO-serum などや細胞株の培養上清
を用いた。培養細胞株は、PA6、OP9、ST-2、
WISH、BeWo、TM-4 を使用した。 

培養 7、14、21、28 日目に、神経細胞マー
カー（Nestin、MAP2、GFAP など）および内
耳有毛細胞マーカー（Math1、Brn3c、Myosin7a
など）を RT-PCR および免疫染色にて調べ、
分化誘導効率を算出し、誘導効率の最も高い
条件をスクリーニングした。 
 また、誘導した細胞の機械的刺激応答を調
べるため、FM1-43FX を用いた色素染色によ
る判定や、Phalloidin 染色による stereocilia 様
構造の確認、走査線電子顕微鏡（SEM）によ
る微細構造の観察を行うことで、ES 細胞由来
有毛細胞様細胞のキャラクタリゼーション
を行った。 
 
(2) 遺伝子導入によるマウス ES 細胞から有
毛細胞への効率的分化誘導 
有毛細胞のマーカーである転写因子 Math1

に着目し、ES 細胞へ遺伝子導入することで、
有毛細胞への分化効率に影響するのかを調
べた。ES 細胞への遺伝子導入には、ドキシサ
イクリン添加により遺伝子発現が制御可能
な Tet-On システムを採用した。樹立した
Math1 遺伝子制御可能な ES 細胞（Math1-ES）
を用いて、有毛細胞への分化誘導を行った。
Wild type を対照とし、胚様体（EB）を形成
させた後、種々の培養液を用いることで、分
化誘導を試み、培養 7、14、21、28 日目に、
神経細胞マーカーおよび内耳有毛細胞マー
カーを RT-PCR および免疫染色にて調べ、分
化誘導効率を算出した。 
さらに、FM1-43FX による機械的刺激応答細
胞の解析および SEM による微細構造の観察
し、Math1-ES 細胞より分化誘導した有毛細胞
様細胞のキャラクタリゼーションを行った。 
 
(3) マウス ES 細胞由来有毛細胞様細胞の移
植 

(1)、(2)で得られた成績をもとに、ES 細胞
由来有毛細胞様細胞をトリ胚あるいは難聴
モデルマウス内耳に移植することで、細胞移
植療法の基礎的検討を行った。 

 
トリ胚への細胞移植：in vitro で作成した ES
細胞由来有毛細胞様細胞を単細胞化して移
植細胞液を準備した。トリ胚の発生学的特徴



から、発生開始後 H-H stage 18 に出現する otic 
vesicle 内に移植細胞を注入後、トリ胚を取り
出し、固定、凍結切片を作製した。凍結切片
は、HE 染色による組織構築、GFP 抗体、抗
Myosin7a 抗体・抗 Espin 抗体による ES 細胞
由来有毛細胞の適所生着性、phalloidin 染色に
よる有毛細胞の確認を行った。 
 
難聴マウスモデルへの移植：カナマイシンお
よびエタクリン酸併用投与により難聴モデ
ルマウスを作成した。側頭部を開創し、鼓室
嚢を露出させた後、蝸牛に直径 0.1mm の穴を
開け、細胞懸濁液を送液した。移植後 2 週間、
1 ヶ月、3 ヶ月後に蝸牛を摘出し、固定、脱
灰処理後、凍結切片を作製した。HE 染色に
よる組織構築の確認および、移植細胞を抗
GFP 抗体を用いた免疫染色にて識別し、有毛
細胞マーカー（myosin7a、espin、paralbumin3）
との 2 重染色にて有毛細胞の解析を行った。 
 
(4) 霊長類 ES 細胞から有毛細胞への分化誘
導 

霊長類 ES 細胞は、カニクイザル由来 ES
細胞を用いて、(1)の成績を踏まえたうえで、
有毛細胞への分化誘導実験を行った。初期分
化を促進するために、マウス ES 細胞と同様
に胚様体（EB）を形成させた後、種々の培養
液を用いることで、分化誘導を試みた。培養
液は、(1)の条件と同様の成分で行った。培養
7、14、21、28 日目に、神経細胞マーカーお
よび内耳有毛細胞マーカーを RT-PCR および
免疫染色にて調べ、分化誘導効率を算出し、
誘導効率の最も高い条件をスクリーニング
し、霊長類 ES 細胞より分化誘導した有毛細
胞様細胞のキャラクタリゼーションを行っ
た。 
 
 
【4. 研究成果】 
(1) マウス ES 細胞から有毛細胞への分化誘
導 

ES 細胞から内耳有毛細胞への効率的な分
化誘導をスクリーニングし、それらの細胞の
キャラクタリゼーションを行うため、まずは
マウスES細胞を用いた基礎的検討を行った。
未分化なマウス ES 細胞から hanging drop 法
により胚様体（EB）を形成させ、その後、種々
の細胞株（主にマウス由来ストローマ細胞）
と共培養または隔離培養、あるいは培養上清
を用いることで分化誘導を試みた。その結果、
ある種のストローマ細胞（ST2）の培養上清
を用いた場合、分化培養 3 週間後より内耳有
毛細胞のマーカー（Math1、Myosin7a など）
の遺伝子およびタンパク質発現を認めた
（RT-PCR による遺伝子発現解析および細胞
免疫染色による；図 1）。さらに、この効率的
に分化誘導した有毛細胞様細胞の形態学的

な解析（走査型電子顕微鏡による観察）を行
ったところ、hair bundles（聴毛）と思われる
特徴的な形態を有することが明らかとなっ
た（図 2）。以上の成績から、我々は本法を
Hair cell induction method using ST2 stromal 
cell conditioned medium（HIST2）法と命名し
た。 

図 1 
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(2) 遺伝子導入によるマウス ES 細胞から有
毛細胞への効率的分化誘導 

ES 細胞から内耳有毛細胞へ分化誘導に際
し、有毛細胞の分化に必須の転写因子 Math1
に着目し、Math1 強制発現が分化誘導に及ぼ
す影響を調べた。まず、ES 細胞へドキシサイ
クリン添加によりMath1遺伝子発現が制御可
能な Tet-On システムを導入した ES 細胞株
（Math1-ES）を樹立し、有毛細胞への分化誘
導を行った。その結果、Math1 は ES 細胞か
ら有毛細胞への分化誘導に効果的な因子で
あることが実証され、さらに HIST2 法によっ
て分化誘導された有毛様細胞は、Math1 依存
的に誘導することが明らかとなった（図 3）。 
 
 



図 3 
 
(3) マウス ES 細胞由来有毛細胞様細胞の移
植 

(1)で得られた ES 細胞由来有毛細胞様細胞
を用いてトリ胚への移植実験を行った結果、
内耳（蝸牛管および半規管）への生着、およ
び有毛細胞のマーカーの発現を確認した（図
4）。さらに、難聴モデルマウス蝸牛への移植
を行った結果、細胞生着を認め、それらの細
胞は有毛細胞のマーカーを発現維持してい
ることが明らかとなり、in vivo における移植
治療の基盤的知見を得ることができた。 

図 4 
 
(4) 霊長類 ES 細胞から有毛細胞への分化誘
導 

カニクイザル由来 ES 細胞を用いて、(1)の
成績を踏まえたうえで、有毛細胞への分化誘
導実験を行った結果、培養 28 日目に、神経
細胞マーカーおよび内耳有毛細胞マーカー
の発現が認められた。すなわち、霊長類 ES
細胞から有毛細胞様細胞の作製に、HIST2 法
が効果的であることが明らかとなった。 
 
(5) 結論と今後の展望 

我々は、マウス ES 細胞から HIST2 法を用
いることで、有毛細胞の分化効率が飛躍的に
亢進することを見出した。しかしながらその
分化メカニズムは未だ不明な点が多く、今後
は更なる解析を進め、そのメカニズムの解明
と霊長類 ES 細胞への応用を展開する。さら
に、iPS 細胞を用いた HIST2 法の適用を勘案
し、患者自身の細胞を用いたオーダーメイド
医療の基盤研究にも取りかかっている。 
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