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研究成果の概要（和文）： 

本研究では我々の内耳への細胞治療技術を応用し全内耳細胞への分化能を持つ内耳前駆細胞を

作製し内耳移植に最適な細胞を選抜することを試みた。これまでの研究では iPS 細胞から耳胞

細胞や有毛細胞への分化誘導法は既報の方法に独自の改良を加え、FGF3/FGF10 刺激後に内耳由

来のフィーダー細胞と共培養させることにより内耳発達過程の様々な分化度の iPS 由来内耳前

駆細胞を大量に増殖させることが可能となった。Nanog プロモーターで制御されるレポーター

緑色蛍光（GFP）遺伝子を用いることにより、蛍光発色する未分化コロニーを排除した内耳前駆

細胞を接着培養にて増殖させ、通常の凍結保存により維持することに成功している。この株の

一つでは、有毛細胞マーカーMyosin7a を発現し有毛細胞様のアクチン重合構造を頂部に持つ細

胞が確認された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we generated the novel inner ear progenitor cells from induced pluripotent 

stem (iPS) cells which express hair cell marker Myosin7a with proliferation potency. After 

the stimulation with FGF3 and FGF10, iPS cells were co-cultured with mitotically 

inactivated adult inner ear multipotent stem cells which we recently generated. They can 

be proliferate after the cryopreservation. In these methods, we obtained several lines 

of inner ear lineage cells such as hair cell marker Myosin7a positive cells with apical 

cilia composed of actin filament, Connexin26 expressing cells. It was suggested that these 

methods enables to replace multiple types of inner ear cells with any abnormalities 
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１．研究開始当初の背景 

多様な細胞に分化能を有する iPS 細胞を我々

が開発した遺伝性難聴マウス内耳に移植し、

欠損した細胞を再生させ、聴力の根本的治療

に挑む萌芽研究を企画する。我々は世界で初

めてヒト非症候性遺伝性難聴のノックアウ

トマウス（Brn-4）を作成し機能解析を報告

した（Science 285:1408-1411, 1999）。この

研究はヒト非症候性遺伝性難聴である DFN3

の原因がラセン靭帯の線維細胞の変性にあ

ることが証明されただけでなく、内リンパ電

位の形成に線維細胞が不可欠であるという

新しい内耳の生理学的機能を明らかにした。

さらに、Gjb2 遺伝子の優性阻害変異を持つの

動物モデルを開発し（Hum Mol Genet 

12:995-10904, 2003）、コルチ器の形成不全

と支持細胞の分化・機能発現が障害されてい

ることが判明された 

（Neuroscience.2008.08.027）。また既に線

維細胞傷害動物での幹細胞移植での難聴の

回復（Am J Pathol 171:214-226, 2007）や

未熟マウスでのウイルスベクター導入実験

（Hum Gene Ther 19:384-90, 2008）により

細胞移入の基盤研究を整備してきた。 

 

２．研究の目的 

遺伝性難聴は約 1,600 出生に 1人の高頻度に

発症する疾患であり、聴覚と言語発育の著し

い障害を引き起こす極めて高度な QOLの低下

をもたらす。これまでの研究により 30 以上

の原因遺伝子が同定されたが、最終的には

100 以上の難聴遺伝子の関与が推察されてい

る。このように遺伝性難聴の原因遺伝子は多

種多様で、さらに標的細胞も有毛細胞、支持

細胞、線維細胞など極めて多岐に渡っている。

未知な遺伝子による遺伝性難聴では遺伝子

治療や細胞治療などの個体の差別化治療の

応用はすべての症例においては困難である。

そこで、全く新たな発想として、多種多様な

欠損細胞を一元的に修復する治療法として

iPS 細胞に注目し、すべてのタイプの遺伝性

難聴を網羅的に治療施行できる可能性が期

待される革新的な研究である。 

遺伝性難聴の原因遺伝子は多種多様で、治療

への標的細胞も有毛細胞、支持細胞、線維細

胞など極めて多岐に渡っている。これまで外

的因子による内耳性難聴の欠損細胞の治療

戦略は有毛細胞の分化・増殖が中心であった

が、遺伝性難聴の第一次的な原因細胞は有毛

細胞以外にも線維細胞や支持細胞の場合が

あり、多種多様な欠損細胞を分化誘導する新

たな治療戦略が求められていた。そこで、多

様な細胞へ分化し得る iPS 細胞(induced 

Pluriopotent Stem Cell)を移植することに

よって、多彩な病態を示す遺伝性難聴の網羅

的な根本治療を立案するに至った。 

人工多能性幹細胞、iPS 細胞は成体細胞から

作成できる胚性幹（ES）細胞と同等の多分化

能（全能性）を有する細胞と考えられるため、

将来的な再生医療への応用が大きく期待さ

れている。しかし ES 細胞同様に腫瘍化の制

御や分化制御が困難であり、未だ内耳細胞治

療における成功例は報告されていない。我々

は同細胞を内耳再生治療に応用するための

第一のターゲットとして、遺伝性難聴におい

て最も頻度が高いとされているコネキシン

26 の遺伝子欠損マウスを新規に開発した。コ

ネキシン 26 は有毛細胞、支持細胞、蝸牛線

維細胞および血管条など多種の細胞に高く

発現するため、損傷の度合いに応じて多様に

分化する iPS 細胞の移植が最も効率の高い移

植方法であると考えられる。さらに 2007 年

に蝸牛線維細胞のみ可逆的損傷を与えその

損傷部に間葉系幹細胞を導入する方法を開



発した（Kamiya et al Am J Pathol 2007）。

同方法を iPS 細胞の内耳移植へ応用すること

により、単に細胞を補うだけではなく遺伝子

変異を持つ細胞を正常細胞に置換するとい

う全く新しい観点での方法論の発展が期待

できる。この方法論を発展させていくことに

より、将来的には多様な遺伝性難聴患者に対

し、薬物治療、遺伝子治療、組織移植とは異

なり、組織損傷の種類と度合いに対応した低

リスクで高い効果を持つ治療法の開発が期

待できる。 

 

３．研究の方法 

iPS 細胞の調整および分化誘導・移植用細胞

の調整 

マウス iPS細胞は理研バイオリソースセンタ

ーからの供与を受けフィーダー細胞存在下

で培養を行っている。iPS 細胞から耳胞細胞

や有毛細胞への分化誘導法は既に報告され

ており（Oshima et al. Cell 2010）、この方

法に従い iPS 細胞より内耳発達過程の様々な

分化度の細胞を作出し移植に用いることと

する。同方法では iPS 細胞の浮遊培養後に接

着培養を行い分化制御因子としてDkk1, SIS3, 

IGF-1(D/S/I)添加培養、その後の bFGF 添加

後に鶏杯卵形嚢細胞との共培養を行う。同培

養では in vitro で最終分化まで誘導される

ため以下の移植細胞群を作製する。 

①無処置 iPS 細胞 

②D/S/I 添加群 

③D/S/I+bFGF 添加群 

④D/S/I+bFGF 添加+鶏杯卵形嚢共培養群 

これらを用途に応じ EGFP（緑色蛍光）、Hc-Red

（遠赤色蛍光）又はβガラクトシダーゼ発現

レトロウィルスにより標識し移植用細胞と

する。 

遺伝子改変難聴モデルマウスの作製 

我々が保有する以下の難聴モデル動物を内

耳 iPS 細胞移植実験に供することとする。 

①Brn4-KO マウス（Minowa,  Science 1999）：

現在癌研究所にて保管中の受精卵より産出。 

②Cx26-Tg マウス（Kudo,  Hum Mol Genet 

2003）：順天堂大学動物施設にて繁殖、維持。 

③Cx26-KO マウス（新規開発）：Cx26 は全身

に遺伝子欠損させると胎生致死となるが、

我々は P0-Promoter により制御される Cre 

recombinase 遺伝子を用いて内耳特異的に同

遺伝子を欠損させる Cx26-KO マウスを新規開

発した。同マウスは胎生致死にはならず、高

度難聴を有し、聴覚以外の異常は持たず発育

することを確認済みである。 

iPS 由来移植細胞の経半規管外リンパ液還流

による移植 

iPS 由来細胞の移植には我々がこれまで行っ

てきた間葉系幹細胞の移植法を用いること

とする（図 1）。遺伝子改変マウスの後半規管

および外側半規管に小孔を設け、後半規管側

の外リンパ液中へ 2ｘ105cells の細胞液を還

流、小孔の修復のために移植細胞の無接着培

養により作成した細胞塊（Spheroid）を小孔

部に挿入することにより術後のリンパ液の

漏出を抑える。同方法により挿入された移植

細胞塊は術後 2週間においても半規管組織内

において維持、さらには進展していることが

確認されている。移植細胞の動態を解析する

ため GFP 標識細胞移植１週間後に HcRed 標識

細胞を追加移植し経時的な移植細胞侵入の

変化を解析する。 

 

４．研究成果 

本研究ではこれまでの報告および我々の細

胞治療技術を応用し全内耳細胞への分化能

を持つ内耳前駆細胞を作製し内耳移植に最

適な細胞を選抜することを試み、以下の成果

を得た。 

 



成体由来内耳幹細胞(TRIC)の樹立  

成熟マウス蝸牛の過剰トリプシン処理によ

り得られた細胞コロニーを単離し、増殖させ

ることに成功。これらは継代および安定増殖

が可能であり Tripsin Resistant Inner ear 

Cell(TRIC)と名付けた。TRIC の胚葉体培養一

日後、未分化細胞マーカーSSEA1 および有毛

細胞マーカーMyosin7a 陽性細胞が検出され

た。その後の接着培養により Myosin7a 陽性

細胞のみに頂部にアクチン凝集による構造

体を形成した。 

 

iPS 細胞と TRIC の混合培養 

TRIC をフィーダー細胞（未分化細胞の増殖や

分化を促進する細胞）とした人工多能性幹

（iPS）細胞の内耳細胞への分化誘導を試み

た。iPS 細胞をマイトマイシン処理により増

殖活性を失った TRIC 上に播種すると頂部に

繊毛を持つ細胞が多数検出された。胚葉体

（spheroid）培養においても繊毛様構造の形

成が見られた。 

TRICフィーダー細胞により分化誘導した iPS

細胞のアクチンフィラメントおよび Mysin7a

発現分化誘導させた iPS細胞はファロイジン

によるアクチン重合染色によって有毛細胞

様の構造体を示した。このアクチン重合繊毛

構造は Myosin7a 陽性細胞に多く見られた。

本研究では未分化マーカーNanog の発現に一

致してに GFP(緑色蛍光)を発現する iPS 細胞

使用することにより未分化細胞の混入を除

去する培養法を確立した。これにより様々な

分化方向性を示す内耳前駆細胞の安定した

産生が可能となった。 

これまでの研究では iPS細胞から耳胞細胞や

有毛細胞への分化誘導法は上記論文の方法

に独自の改良を加え、FGF3/FGF10 刺激後に内

耳由来のフィーダー細胞と共培養させるこ

とにより内耳発達過程の様々な分化度の iPS

由来内耳前駆細胞を大量に増殖させること

が可能となった。Nanog プロモーターで制御

されるレポーター緑色蛍光（GFP）遺伝子を

用いることにより、蛍光発色する未分化コロ

ニーを排除した内耳前駆細胞を接着培養に

て増殖させ、通常の凍結保存により維持する

ことに成功している。この株の一つでは、有

毛細胞マーカーMyosin7a を発現し有毛細胞

様のアクチン重合構造を頂部に持つ細胞が

確認された。同細胞は、様々な内耳細胞への

分化能を持つ考えられるため、我々の遺伝性

難聴モデルマウスへの細胞治療により、変異

細胞から正常細胞への置換が可能であると

考えられる。 
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