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研究成果の概要（和文）：疾患特異的 iPS細胞を用いた病態解析を内耳疾患の病態解明、治療法

開発に応用するために、効率的な内耳細胞への分化誘導方法の検討を行った。過去の報告に比

して、有毛細胞マーカー発現効率を向上させることができた。また、遺伝性難聴モデルとして

TRIOBP欠損マウスから iPS細胞を樹立し、分化誘導実験を施行した。今後の問題点として、よ

り質の高い感覚毛を有する細胞への分化誘導があげられる。 

 
研究成果の概要（英文）：To utilize disease-specific iPS cells for the development of novel 
therapeutics for inner ear diseases, methods for otic induction of iPS cell have been 
developed, which have high efficiency for induction of hair cell-like cells. We also 
generated iPS cell lines derived from TRIOBP deficiency mice, and examined their potential 
for hair cell differentiation. For further progress, a method for induction of mature 
hair bundles should be established.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）iPS細胞の内耳研究への応用の現況 
Induced pluripotent stem cell（iPS細胞）
の樹立は、成体の体細胞に初期化因子を導入
することにより多能性幹細胞がえられるこ
とを示した画期的な発見である。いいかえれ
ば、生命現象において「時計の針を逆向きに

回す」技術の開発といえる。さらに、「個人
の細胞」でこの技術は応用可能であることか
ら、「自分自身の多能性幹細胞」をえる技術
でもあり、再生医療の分野では、胚性幹細胞
（ES細胞）に変わる、倫理的問題を回避でき
る画期的な自己由来の移植細胞ソースの開
発として、注目されている。われわれは、こ
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れまで幹細胞移植、特に ES 細胞を用いた内
耳細胞治療を研究開発してきた経緯から、す
でに移植細胞ソースとして ES 細胞に置き換
わることができるかどうかの研究を行って
いる（Nishimura, Nakagawa et al., 2009）。
細胞治療を含めた内耳への iPS細胞の応用に
ついて鍵を握る技術のひとつが、iPS 細胞の
内耳細胞への分化誘導技術である。この点に
関しては、スタンフォード大学の Heller の
グループが学会発表レベルであるが、一連の
報告を行っている。内耳分化誘導のマスター
遺伝子は未だ不明であるが、内耳発生の段階
を iPS 細胞や ES 細胞でリピートすることに
より、一定数の内耳前駆細胞がえられること
が分かっている。本研究では、iPS 細胞作製
により「個人の細胞の時計の針を逆に回す」
点に着目し、感音難聴症例で「内耳障害が固
定するまでに、内耳で何が起こったのか」を
調べる技術の基盤を開発することを目的と
する。 
２）感音難聴の診断・治療の現況 
感音難聴は、先天的、後天的ともに、最も頻
度の高い身体障害のひとつである。しかし、
その治療法はきわめて限られているのが現
状であり、新らたな根本的な治療法の開発が
強く望まれている。感音難聴治療法開発が困
難である要因のひとつに、詳細な病態解析が
困難な点をあげることができる。内耳は骨に
囲まれた脆弱な器官であることから、検体採
取による病態解析は事実上不可能である。ヒ
ト側頭骨病理の解析は、多くの有益な情報を
もたらしてくれるが、感音難聴が発症してか
ら時間が経過した死後になされることが多
く、結果としての内耳障害解析にとどまる。
一方、感音難聴研究の中で、難聴遺伝子に関
する解析は最も進んだ研究分野といえる。多
くの難聴遺伝子が発見され、遺伝子変異マウ
スの解析により内耳障害の病態が明らかに
されている。実際の臨床例と遺伝子変異マウ
スでは、機能障害の発現に差異が認められる
ことも少なくないが、遺伝性難聴は「最も内
耳障害のメカニズム解析が進んだ感音難聴」
ということができる。 
 本課題では、最も内耳障害のメカニズム解
析が進んだ感音難聴である遺伝子変異によ
る感音難聴モデルを用い、iPS 細胞から分化
誘導した内耳細胞の細胞解析で、実際の in 
vivoでの病態をどこまで解析できるか、治療
法開発にどのように応用できるかを研究す
る。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、iPS 細胞を用いた新しい内耳

障害解析方法を開発することを目的とする。
内耳は骨に囲まれた脆弱な器官であり、検体
の採取は事実上不可能である。死後の側頭骨

病理から分かる所見は「結果」であり、臨床
的にヒト内耳で進行している病態を知るこ
とはできない。しかし、iPS 細胞技術を応用
して、時間経過をさかのぼれば、内耳障害が
固定するまでに内耳で何が起こったのかを
推察することが可能となる。本研究では、難
聴遺伝子変異マウスをモデルとして用い、難
聴遺伝子変異マウス由来 iPS細胞から種々の
内耳細胞を分化誘導し、実際の内耳で生じた
病的変化を推察する方法を開発する。 
 iPS 細胞由来の内耳細胞による内耳障害病
態解析方法を開発するためには、いくつかの
解決すべき問題がある。iPS 細胞および ES 細
胞から Pax2 陽性の内耳前駆細胞含む細胞群
を誘導することは可能であり、われわれも
Heller グループとの共同研究の一環として、
すでに誘導効率を含め、再現性を確認してい
る。しかし、Pax2陽性の細胞がすべて内耳分
化する細胞ではなく、その一部にとどまる。
また、この内耳前駆細胞群から有毛細胞を分
化誘導することが可能であるが、効率は低い。
さらに、ラセン靱帯、血管条やラセン神経節
の細胞がどれぐらいえられるかは分かって
いない。これら iPS 細胞由来内耳細胞の細胞
機能解析を行うためには、iPS 細胞からでき
るだけ多くの Pax2 陽性細胞がえられる方法
を開発し、そこからえられる各種内耳細胞の
数を増やす必要がある。また、同じ iPS 細胞
でも iPS 細胞作製に用いた細胞ソース、作製
方法の違いにより、えられる iPS細胞の分化
能力に違いが認められることも分かりつつ
ある。したがって、本研究課題では、以下の
項目を明らかにする。効率のよい iPS細胞か
ら内耳前駆細胞分化誘導方法の確立、内耳へ
の分化誘導に最適な iPS細胞のソース、作製
方法の選別、ラセン神経節、血管条、ラセン
靱帯への分化誘導方法の確立についての開
発を行う。 
 また、難聴遺伝子により解析すべき細胞機
能が異なるため、細胞レベルでの機能解析方
法を検討し、その有効性を検証するために、
各難聴遺伝子変異マウスの内耳障害の経時
的変化を明確にし、さらに難聴遺伝子変異マ
ウス由来 iPS細胞を樹立する必要がある。こ
れらに立脚し、難聴遺伝子変異マウス由来細
胞と正常マウス由来細胞の細胞機能の差異
を明らかに出来る細胞機能解析方法の確立
することが本課題の目的となる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）iPS 細胞から効率よく内耳細胞を分化
誘導する技術開発 
 iPS 細胞から内耳の種々の細胞への分化誘
導方法開発にあたり、2 つの段階に分けて検
討した。第一段階は、多能性幹細胞から Pax2
陽性細胞までの分化誘導ステップとした。

 



 

Pax2は、内耳発生初期に発現する分子であり、
これまでの過去の報告でも内耳への分化誘
導の標識として用いられている。多能性幹細
胞として、マウス ES あるいは iPS 細胞およ
びヒト iPS細胞を用い、Pax2 陽性細胞の誘導
効率の至適化決定のための培養実験を施行
した。2010年の Oshima et al.の報告で用い
られている方法を基本とし、適宜改変を加え
た。この培養方法は、2 つの段階から構成さ
れており、第一段階は、Wnt 阻害薬、Smad3
阻害薬、IGF-1 存在下に浮遊培養を行い、そ
の後 bFGF 存在下で接着培養を行い、Pax2 陽
性細胞を誘導し、第 2段階では、鶏卵形嚢間
葉系細胞上で分化誘導を進めるという方法
である。第 1段階では、Pax2 陽性細胞誘導効
率改善と Pax2 陽性細胞純化を目標とした。
また、第 2段階では、有毛細胞誘導効率の向
上を目標とした。第 2段階の関する実験では、
有毛細胞への分化誘導への効果を効率的に
調べるために、胎生 10 日目のマウスの耳胞
を用いた解析も行った。また、2012 年の Chen 
et al.の方向に用いられた方法についても検
討した。 
 
（２）難聴遺伝子変異マウス由来 iPS細胞樹
立 
 有毛細胞の根に相当する部分でアクチン
を束ねる役割を担う TRIOBP 遺伝子欠損マウ
スを用い、皮膚線維芽細胞を採取し、iPS 細
胞作製実験を行った。iPS 細胞誘導は、4 因
子導入により施行した。培養細胞の形態学的
観察、分子生物学的な未分化細胞マーカーの
発現検索、in vitroでの分化誘導実験を行い、
iPS細胞としての性質検証を行った。 
 
（３）難聴遺伝子変異マウス由来 iPS細胞由
来内耳細胞の解析 
 （２）にて作製した TRIOBP 遺伝子欠損マ
ウス由来 iPS細胞の内耳への分化誘導実験を
行い、Pax2 陽性細胞への分化、有毛細胞への
分化を検討し、形態学的な解析により感覚毛
の脆弱性について検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）iPS 細胞から効率よく内耳細胞を分化
誘導する技術開発 
 Oshima et al. 2010、Chen et al. 2012の
分化誘導方法の再現性について解析した。ま
ず、マウス ES細胞を用いて解析したところ、
それぞれの方法の再現性が確認できた。しか
しながら、最終産物となる有毛細胞への分化
誘導効率は低く、形態学的に細胞頂部に感覚
毛様の構造は確認できるものの、有毛細胞感
覚毛に特徴的な形態を有する有毛細胞様細
胞への分化誘導は再現できなかった。すなわ
ち、各種有毛細胞のマーカータンパクの発現

は認めるものの、形態学的に内耳有毛細胞と
断定できる感覚毛構造を有する細胞は得ら
れなかったこととなる。次に、マウス iPS細
胞株を胎仔線維芽細胞由来 3 株、成獣尾部線
維芽細胞由来 1 株を用いて、同様の解析を行
った。ES 細胞に比べて、Pax2 陽性細胞の誘
導効率は低下し、有毛細胞様細胞の分化誘導
効率も低下した。これらの結果から、Pax2誘
導、有毛細胞誘導のそれぞれの段階で、誘導
効率を高める工夫が必要と考えた。 
 有毛細胞誘導効率改善を目的として、確実
に有毛細胞誘導が可能な胎生 10 日目の耳胞
組織器官培養を用い、Oshima et al. 2010の
再現性検討としてフィーダー細胞である鶏
卵形嚢間葉系細胞の影響、新たに Wnt作動薬
添加の効果の 3 点の検討を行った。結果、フ
ィーダー細胞は有毛細胞分化誘導を高める
効果があるが、フィーダー細胞の継代により
効果は減弱し、一定以上継代を行った細胞で
は逆に、誘導効率を低下させることが分かっ
た。ある種の Wnt作動薬は、フィーダー細胞
と同等の効果を有することも分かった。しか
し、これらの相加効果は認められなかった。
この結果に基づき、新規分化誘導方法として、
IGF1、EGF による分化誘導に Wnt 作動薬を加
える方法をマウス ES および iPS 細胞を用い
て検討し、有毛細胞マーカー発現の向上が認
められたが、形態学的に良好な感覚毛構造を
持つ細胞の誘導はできなかった。 
 また、第一段階の Pax2 陽性細胞群を選別
し、凍結保存する方法を開発した。 
 
（２）難聴遺伝子変異マウス由来 iPS細胞樹
立 
 TRIOBP 遺伝子欠損マウス胎仔皮膚線維芽
細胞に 4 因子導入を行い、iPS 細胞様のコロ
ニーを誘導することができた。これらのコロ
ニーを回収し、パッセージを数回行った後に
発現マーカー解析と in vitro での分化誘導
解析を行った。結果、多能性幹細胞のマーカ
ーの発現、3 胚葉系への分化が確認できた。 
 
（３）難聴遺伝子変異マウス由来 iPS細胞由
来内耳細胞の解析 
 TRIOBP遺伝子欠損マウス由来 iPS細胞をこ
れまでに開発した方法の中で最も有毛細胞
マーカー発現効率が良好であった方法で分
化誘導実験を行った。結果、他の iPS細胞と
同様に Pax2 誘導、有毛細胞マーカー誘導を
行うことができた。しかしながら、感覚毛の
脆弱性を示唆する形態学的所見を得ること
はできなかった。今後、培養期間の延長、よ
り詳細な組織学的解析を行う予定である。 
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