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研究成果の概要（和文）：平衡障害に対する根本的な新規治療方法の開発のために、至適細胞を部位特異的に内
耳前庭及び前庭神経周囲に移植し、細胞移植医療の有用性について検討した。前庭神経障害および前庭有毛細胞
モデルマウスを作成し、神経再生にはヒト神経幹細胞（hNSC）を、有毛細胞再生にはマウスES細胞から誘導した
細胞塊を使用した。その結果、VOR検査では、各種薬剤投与により両側ゲインの低下を認め、前庭機能障害モデ
ルを作成できた。また行動観察による前庭機能評価では、hNSC細胞移植1ヶ月目では前庭機能の改善を認め、iPS
由来細胞を移植することで、前庭機能の改善が一部で認め、細胞移植治療が有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a radically new therapeutic method for balance 
disorders, optimal cells were site-specifically transplanted into the inner ear vestibule and around
 the vestibular nerve, and the usefulness of cell transplantation therapy was investigated. 
Vestibular neuropathy and vestibular hair cell damaged model mice were made and human neural stem 
cells (hNSC) were used for nerve regeneration, and cell aggregates derived from mouse ES cells were 
used for hair cell regeneration. As a result, in the VOR test, we found that the bilateral gains 
were decreased by administration of various drugs. We were able to make a bilateral vestibular 
dysfunction model. In addition, vestibular function evaluation by behavioral observation showed the 
improvement in vestibular function 1 month after transplantation of hNSC cells. It was suggested 
that iPS derived cells transplantation therapy might be useful in future.

研究分野：耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会を迎え、高齢者の健康寿命延伸のために、平衡感覚保持は非常に重要であるものの、前庭再生医療
についての研究は殆ど見られない。本研究の特色はiPS細胞から有毛細胞及び前庭神経節細胞を誘導し、それぞ
れ至適細胞を部位特異的に内耳前庭及び前庭神経に移植することで新規前庭再生治療方法を開発することに着目
した点で、将来的に内耳障害への臨床応用も期待出来るトランスレーショナルリサーチとしても非常に有意義な
研究と思われる。この研究は、今後の高齢者健康寿命の延伸につながり、社会への恩恵は非常に高いと考えられ
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 

めまいやふらつきが持続する平衡障害者は数十万人以上存在するにも拘わらず、平衡障害

に対する根本的治療は確立されていないのが現状である。平衡障害の主な原因として前庭

障害があげられ、高度前庭障害に対する新規治療方法の開発は重要である。前庭障害に潜

む転倒のリスクは数十倍以上と報告されているが、転倒による寝たきり高齢者の増加や、

平衡障害による活動範囲の減少により認知症の進行も危惧される。日本はすでに超高齢化

社会に突入し、今後さらに高齢者割合の増加が予想されることから、健康寿命の延伸の為

にも平衡障害の治療は急務である。前庭神経節細胞は加齢とともに減少するほか、外傷や

虚血などにより、神経伝達物質が過剰産生され、細胞障害が生じアポトーシスに至るとさ

れている。さらに炎症などによりコラーゲンが沈着し、変性することも確認されている。

また、前庭有毛細胞は加齢に伴い感覚毛が消失し、細胞数が次第に減少することが知られ

ており、加齢性平衡障害の一因と考えられている。このように超高齢化社会を迎え、高齢

者の健全な生活の質を維持するために、平衡感覚機能は非常に重要であるものの、前庭再

生医療についての研究は殆ど見られないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

鳥類では有毛細胞は再生するが、哺乳類では一旦障害されると十分には再生しないとされ

ている。また、前庭神経節細胞も障害後の再生は難しいとされている。そのため、前庭性

平衡障害についての新規再生医療の開発が喫緊の課題となっている。本研究では iPS細胞

から有毛細胞及び前庭神経節細胞を誘導し、それぞれ至適細胞を部位特異的に内耳前庭及

び前庭神経周囲に移植することで新規前庭再生治療方法を開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

3.1 前庭障害モデルマウスの作製 

①前庭神経細胞障害：マウスの後半規管を明視野におき、超音波装置を用いて小孔を作成

する。そこから神経細胞毒性薬剤として Na-K ATPase（ウアバイン/ジゴシン）を注入し、

前庭神経細胞障害モデルを作成した。 

②前庭有毛細胞障害：①と同様にマウスの後半規管に小孔を作成し、そこから有毛細胞毒

性薬剤としてアミノグリコシド配糖体（ゲンタシン）を注入し、有毛細胞障害モデルを作

成した。 

 

3.2 移植細胞の作成 

①ヒト神経幹細胞（hNSC）：ヒト iPS 細胞から神経細胞への分化誘導方法（Li et al.,2011）

を参考にして、ヒト神経幹細胞（hNSC）を作成した。In vitro において、この hNSC と

前庭組織との共培養により有毛細胞とのシナプスの形成および電気

生理学的反応について検討し、前庭神経細胞との共通点について確

認した。（Taura et al., 2016） 

②iPS/ES 由来の有毛細胞様細胞：マウス iPS 細胞から有毛細胞へ

の分化誘導方法（Taura et al.,2014）を参考にして、有毛細胞様細



胞を作成した（図 1）。また、マウス ES 細胞から、Hashino らの方法を参考にして内耳オ

ルガノイドを作成した。 

 

3.3 移植方法 

①前庭神経細胞障害への hNSC 移植：Na-K ATPase にて障害後 1週間目に後半規管後方

からアプローチし、頭蓋内へシリカグラス注射針にて hNSC を移植した。なお、コントロ

ールとして、細胞培養液のみを同様の方法で頭蓋内に注入した。 

②前庭有毛細胞障害への hNSC 移植：ゲンタシン障害後 1週間目に後半経外耳道的にあぶ

み骨を明視野におき、あぶみ骨底板（図 2）もしくは底板付近に小孔を開けて iPS および

ES 由来の内耳オルガノイドを内耳前庭に注入した。 

なお、ヒト iPS 細胞をマウスに移植すると異種移植であ

り、免疫拒絶応答が予想されるため、免疫抑制剤（プロ

グラフ）を使用した。  

 

3.4 解析方法 

1 ヵ月目～3 ヶ月後に固定を行い、機能的および組織学的評価を行った。 

・機能評価 

①前庭機能評価として、前庭動眼反射(VOR)検査

を行った。マウスの VOR を測定し（図 3）、ゲイ

ンの左右差を計測し、障害の評価判定を行った。 

 

②移植の効果については、表 1 のような行動観察

による前庭機能評価方法を用いて評価した。回旋行動、Trunk curling 現象および遊泳能

力の 3 項目で、表１のように前庭機能をスコア化して移植前後をコントロールと比較検討

した。 

 

20 秒間の回旋行動および 10 秒

間の Trunk curing 現象、遊泳

能力についてスコア化して評価

した。 

（なお、本研究はガイドライン

に沿って、動物の苦痛も最小限

にして行い、滋賀県立総合病院

研究所および藍野大学動物実験

委員会の承認を得て行った。） 

 

・組織評価 

4％PFA にて灌流固定を行い，頭部を摘出し更に一晩固定した。その後、5％EDTA で脱

灰後、凍結切片を作成した。免疫染色では、hNSC 細胞移植には、Tuj1（マウス）， 抗

GFP（ラット）を、有毛細胞移植には、Myosin7A（マウス）， 抗 GFP（ラット）を一次

抗体として使用し、抗マウス抗体（568nm），抗ラット（488nm）を二次抗体として使用

した。核染色には DAPI を使用した。 

 

スコア 回旋行動 
Trunk curling 

現象 
遊泳能力 

0 点 0 回 なし 正常遊泳 

1 点 1－4 回 軽度 curling あり 軽度回転傾向 

2 点 5―9 回 
重度 curling 

あり 
重度回転傾向 

3 点 10 回以上 ― 遊泳不可 



４．研究成果 

VORを用いた前庭機能検査では、Na-K ATPase（ウアバイン/ジゴシン）およびアミノグ

リコシド配糖体（ゲンタシン）投与により、両側 VOR ゲインの低下を認めた。このこと

より、両薬剤投与により両側前庭機能障害モデルを作成できた。 

行動観察による前庭機能評価では、hNSC細胞移植 1ヶ月目ではコントロール群と比較し

て、移植群では有意に前庭機能の改善を認めた（t検定）。組織学的評価では、GFP陽性の

移植細胞を頭蓋内に確認することができた。 

有毛細胞の移植については、マウス iPS細胞から誘導した有毛細胞様細胞を予定してい

たが、誘導効率が低いため、移植細胞として十分量を確保することが出来なかった。その

ため、新たにマウス ES細胞から内耳オルガノイドを作成し、その一部を有毛細胞障害後の

マウスに移植した。行動観察による前庭機能評価では、オルガノイド移植群の一部で改善

傾向を認めた。 

これらのことから、iPSおよび ES細胞から分化誘導を行った細胞を障害後に移植すること

で、前庭機能の改善が一部で認められたことから、細胞移植治療が有用である可能性が示

唆された。今後は臨床応用に向けて安全性および有効性の厳密な検討が必要であると思わ

れる。 
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