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研究成果の概要（和文）：内耳は側頭骨の奥深くに位置しその採取は高度難聴を引き起こすため、ヒト内耳細胞
を用いた研究は技術的困難からこれまで行われてこなかった。本研究では、hES/iPS細胞からの高効率的内耳耳
胞様細胞誘導系を用いてヒト内耳細胞（感覚上皮前駆細胞、有毛細胞、支持細胞など）をin vitroで大量調整
し、創薬に直結する薬剤スクリーニング系を構築した。その結果、新規有毛細胞分化誘導剤、外らせん溝細胞誘
導液性因子、蝸牛感覚上皮の幹細胞性維持因子、有毛細胞の成熟化因子、Pendred症候群蝸牛外らせん溝細胞の
細胞死を保護する薬剤の推定最小薬理量算出と薬剤の量反応効果の個人差の定量を行った。

研究成果の概要（英文）：Since the inner ear is located deep inside the temporal bone and its biopsy 
causes severe hearing loss, studies using human inner ear cells have not been performed so far. In 
this study, we developed drug screening systems using a highly efficient inner otocyst-like cell 
induction method from hES/iPS cells. From the study, we obtained new hair cell inducers and a 
humoral factor for the induction of outer sulcus cells, defined a molecular mechanism of the 
maintenance of stemness in the cochlear progenitors and a mechanism for the maturation of hair 
cells. Also, we obtained the MABEL of rapamycin on the prevention of apoptosis of the outer sulcus 
cells of Pendred syndrome/ DFNB4. 
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１．研究開始当初の背景 
 
内耳は側頭骨の奥深くに位置しその採取は
重度の難聴を引き起こすため、ヒト内耳細胞
を用いた研究は技術的困難からこれまで行
われてこなかった。そのため試験管内でヒト
内耳細胞を調製して用いる系の樹立とその
応用には、過去にないさまざまなブレイクス
ルーをもたらすポテンシャルが期待される。 
 
研究開始当初、ES/iPS 細胞からの内耳細胞の
誘導は欧米を中心に国内外の複数の研究グ
ループがしのぎを削っていたが(Koehler KR, 
Nature, 2013; Chen W, Nature, 2012; Oshima 
K, Cell, 2010 等)、どの手法も誘導効率が非
常に低く、マウス ES 細胞からの有毛細胞誘
導効率は 0.001%未満、ヒト iPS 細胞からの誘
導は報告がなかった。また、マウス由来およ
びヒト由来の多能性幹細胞から誘導した内
耳細胞を用いた薬剤スクリーニングの報告
は存在しなかった。一方で、当研究チームに
おいては、“疾患特異的 iPS 細胞技術を用い
た神経難病研究（文科省）慶應義塾大学拠点”
の一環で、当大学岡野研究室との共同研究で
内耳領域でのヒト ES/iPS 細胞研究を進めて
きた。この研究では疾患由来内リンパ嚢細胞
の作成と解析を目的とし、患者由来 iPS 細胞
の樹立と、複数のヒト ES/iPS 細胞からの内
耳耳胞様細胞作成に成功していた。本研究で
は、これまでに確立したヒト ES/iPS 細胞か
らの高効率内耳耳胞様細胞（組織幹細胞）分
化系を用いて研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景の下、本研究では、ヒト胚性幹細
胞（ES 細胞）/人工多能性幹細胞（hIPS 細胞）
から効率的に誘導した内耳耳胞様細胞を用
いてヒト内耳細胞（感覚上皮前駆細胞、有毛
細胞、支持細胞など）を in vitro で大量調
整し、創薬に直結する薬剤スクリーニング系
の樹立をめざした。 
 
３．研究の方法 
 
研究初年度（平成 27 年度）までで、ヒト iPS
細胞および ES 細胞から内耳耳胞様細胞誘導
系と各種蝸牛細胞（外有毛細胞様細胞、神経
節細胞様細胞、外らせん溝細胞様細胞、血管
条辺縁細胞様細胞、血管条基底細胞様細胞、
１〜５型蝸牛外側壁線維細胞様細胞）を効率
よく得る系を樹立した（特開 2015-231365）。
当初の計画ではレポーター遺伝子を用いて
有毛細胞特異的分化誘導法を樹立する予定
だったが、詳細な検討により遺伝子導入を行
わずとも十分に汎用可能な系を得た。 
 
この実験系を用いて、分化誘導を調整する複
数の因子と細胞死や細胞内の現象を調整す
る複数の既存の化合物を用いて検討を行っ

た。 
 
４．研究成果 
 
初年度（平成 27 年度）の研究により強力な
有毛細胞分化誘導剤として４種類の小分子
化合物と、極めて強力な神経節細胞分化誘導
剤として１種類の小分子化合物とを同定し
た。蝸牛感覚上皮の幹細胞性維持に必須の因
子を同定した。また外らせん溝細胞分化誘導
効率を著しく上昇させる液性因子を同定し
た。 
 
この結果を元にさらに研究を進め、 (1)細胞
分化に影響を与える因子や薬剤の同定と、
(2)各終分化細胞における機能アッセイおよ
び細胞死カウントを用いた薬剤スクリーニ
ングを行った。その結果以下の成果を得た。 
 
(1)-1 初年度の研究で得た４種類の有毛細胞
分化誘導剤の効果比較をした。 
(1)-2 ヒト蝸牛感覚上皮の幹細胞性維持と有
毛細胞の成熟化の両方にWNT関連シグナルの
一部が必須であることを示した。 
(1)-3 外らせん溝細胞分化誘導に必須の液
性因子につき定量的データを得た。 
(1)-4 誘導された内耳細胞に対して、種々の
細胞ストレス誘導剤を投与し、細胞の生存率
に与える影響およびその際の遺伝子発現パ
ターンの変化を観察した。これをもとに数種
類の既存薬を投与して内耳細胞に与えうる
細胞保護効果を観察し、既存薬数種類に内耳
細胞の保護効果があることを確認した。 
 
以上の結果から、ヒト感音難聴の主要な原因
の一つである内耳感覚上皮細胞の減少に対
し、細胞保護効果のある薬剤を効率的に選択
することに、本実験系は応用可能と思われる。 
 
(2) Pendred 症候群蝸牛外らせん溝細胞の細
胞死を保護する薬剤（シロリムス）について、
その推定最小薬理量算出とともに、３症例に
おける薬剤の量反応効果（図１）の個人差を
定量評価した。本疾患に関しても、新規病態
生理を示唆する所見を見出したのみならず、
同様に2種類の有効な新規治療薬候補を同定
した。本疾患は治療薬の存在しない疾患であ
る。治療薬候補の乏しい難聴疾患に対するス
クリーニング系の確立という点においても、
本研究成果は有用と思われる。抽出した治療
薬候補化合物の薬効メカニズムはその病態
を示唆するものであり、さらなる病態解明、
要因の探索が今後の検討課題である。 
 
以上のよう、(1)-1,2,3 より分化誘導療法に
よる内耳再生医療への応用が、(1)-4,(2)よ
り橋渡し研究において動物モデルを介さず
直接患者データから非臨床POCスタディを展
開することが、今後期待される。 
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