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研究成果の概要（和文）：胚性幹細胞（ES細胞）にHomeobox因子Tlx3を過剰発現すると、聴神経に特有な遺伝子
群の発現を引き起こす。これに一致し、Tlx3を発現するES細胞由来神経細胞は、聴神経の特性を示す。本研究計
画の目的は、オーディトリーニューロパチーに対する再生治療の実現を目指し、Tlx3による聴神経様細胞分化の
分子メカニズムを解明することである。私たちの研究結果から、Tlx3がmRNAプロセシングに作用し、ES細胞を聴
神経様細胞へと分化に導く可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Overexpression of Homeobox protein Tlx3 triggers auditory neural 
subtype-specific genes in embryonic stem (ES) cells. Consistent with this, ES cell-derived neurons 
expressing Tlx3 exhibits the properties of auditory neuron. The aim of our study is to elucidate the
 molecular mechanism of Tlx3-induced differentiation toward the realization of regenerative therapy 
for Auditory Neuropathy. Our study suggest the possibility that Tlx3 could affect mRNA processing, 
thereby leading to the differentiation of ES cells towards auditory nerve-like cells.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちは、Tlx3を強制発現させた幹細胞を聴神経様細胞へと分化誘導させる方法を開発した。しかし、この方法
を治療に展開するには、分化効率が低い。本研究計画の結果から、RNAプロセシングが、幹細胞を聴神経様細胞
への分化へと導いていることが示唆された。RNAプロセシング、特に分化に関わるmRNAスプライシングに注目し
て研究を進めてゆけば、オーディトリーニューロパチーに対する再生治療を実現できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

世界的に見ると難聴は人口の約１割以上に及んでいると言われており、大きな身体障害の一
つである。また、重度になると患者のクオリティ・オブ・ライフの低下につながる。オーディト
リーニューロパチーは、聴神経が変性することにより引き起こされる感音難聴である。聴神経は
自発的な再生能力を有していないため、オーディトリーニューロパチーによる感音難聴は不可
逆であり、難聴は半永久的に続く。このような背景のもと、申請者らは、オーディトリーニュー
ロパチーに起因する感音難聴の再生治療の実用を目指し、幹細胞から聴神経様細胞を産み出す
技術開発を行ってきた。その結果、ホメオボックス型転写因子 Tlx3 を強制発現させた幹細胞を、
聴神経様細胞へと分化誘導させる方法を開発した（Kondo, Shimomura et al. Stem Cells 2011）。
分化した細胞は、聴神経の特性をよく反映している。しかし、この方法による分化効率は、in vitro
で全幹細胞中 53％、in vivo での分化効率は移植細胞中 0.6％と極めて低い。このように、この
方法を臨床研究や治療に展開するには、分化効率の改善が求められる。 

本研究グループでは、より効率の高い分化誘導法の開発を目的とし、Tlx3 による分化誘導法
の分子メカニズムを調べてきた。その結果、以下に述べる３つの過程から成る分化メカニズムを
明らかにした（Shimomura et al. Plos One 2015 及び未発表データ）。過程１：未分化の Tlx3
強制発現 ES 細胞では、Tlx3 とクロマチンアセチル化修飾因子 CBP は結合していない。過程
２：神経への分化誘導に伴って、転写因子 Pbx3 が発現する。この Pbx3 は、Tlx3 と CBP との
結合を促す。過程３：Tlx3 と CBP の結合により、CBP のクロマチンアセチル化修飾活性が抑
制される。以上から、Tlx3 は、広範囲にわたりクロマチン上のアセチル化修飾パターンを変化
させ、新たな転写抑制領域を生みだすことが推測された。以上から、この新規アセチル化修飾パ
ターンが聴神経分化運命決定に関わる遺伝子群の発現を調節し、ES 細胞を聴神経様細胞へと分
化に導くシステムが存在することが示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、『１．研究開始当初の背景』で述べた仮説（ES 細胞を聴神経様細胞へと分
化に導くシステム）に基づき、Tlx3 によるクロマチン修飾を介した聴神経運命分化決定機構を
明らかにすることである。その結果を基に、将来、ES 細胞から高効率な聴神経様細胞の分化誘
導法の開発へとつなげる。 
 
３．研究の方法 
（１）継続的に、Tlx3 を強発現する Tlx3 発現 ES 細胞株を樹立する。 
（２）継代および分化誘導に無血清培地を用い、安定した聴神経様細胞への分化システムを構築
した。 
（３）Tlx3 により発現が変化する遺伝子が、聴神経様細胞への分化誘導に関わるものである。
そこで、Tlx3 の強制発現により有意に発現が変化した遺伝子を、マイクロアレイ（Agilent 
Technologies 社）により網羅的に調べた。 
（４）（３）の結果について、聴神経への分化への関りを調べるため、G0 解析と Pathway 解析
といった遺伝子ネットワーク解析を行った。 
 
４．研究成果 

当初予定していた計画に大幅な変更があった。本研究の目的であるクロマチン修飾を介した
聴神経運命分化決定機構の解明には、至らなかったが、聴神経運命分化決定機構に関わる生体シ
ステムが明らかとなり、これを起点に今後の研究を広げてゆけば、ES 細胞から高効率な聴神経
様細胞の分化誘導法の開発へとつなげることができると考えられる。研究成果を以下の（１）か
ら（３）にまとめた。 
 
（１）Tlx3 強制発現 ES 細胞株の樹立 

Tlx3 強制発現 ES 細胞株を作製し保管していたが、この株での Tlx3 の発現量が継代と共に
減少し、聴神経様細胞への分化効率が著しく落ちることが明らかになった。これを改善するため
に、安定かつ高い分化効率をもつ Tlx3 強制発現 ES 細胞株の樹立を行った。現状用いている発
現ベクターは ES 細胞での発現維持には適さないと考え、ヒトポリペプチド鎖伸長因子遺伝子の
プロモーター（ES 細胞に適しているとの報告があり）により発現を促す発現ベクターを用い、
Tlx3 発現ベクターの構築を行った。これを ES 細胞に導入し、Tlx3 発現 ES 細胞株を 3 系統樹
立した。5 代継代を繰り返したが、コントロールの ES 細胞と比較して平均して 9.5 倍の Tlx3 の
発現が維持できた。さらに、これまで用いてきた血清培地による ES 細胞の継代、および聴神経
様細胞への分化効率・生存率は、血清のロットによるばらつきが大きく、今回目的とする実験決
結果に影響を及ぼすことが考えられた。そこで、新規に開発された、無血清培地による継代と分
化を、新しく作成した Tlx3 発現 ES 細胞株で試した。Tlx3 発現 ES 細胞の生存率さらに分化効
率は、一定した結果を得ることができた。 
 
（２）Tlx3 強制発現 ES 細胞株での発現変動遺伝子の同定 

コントロールであるベクター導入 ES 細胞と Tlx3 強制発現 ES 細胞を比較し、Tlx3 の導入
により発現が変化する遺伝子の同定を行った。G0 解析により、Tlx3 の強制発現により有意に発



現が上昇した遺伝子は 311、逆に下がった遺伝子は 113 であった。これら変動した遺伝子は、聴
神経分化において“鍵”となる遺伝子が含まれている可能性がある。 
 
（３）Tlx3 が関わる生体システム 

Tlx3 により発現が変化する遺伝子が、聴神経様細胞への分化誘導に関わると考えられる。そ
こで、Pathway 解析による遺伝子ネットワーク解析を行い、Tlx3 による聴神経様細胞への分化
誘導に関わる生体システムの推定を行った。その中で、統計解析により有意な生体システム
mRNA プロセシング（図）が明らかになった。 
 

 
 
 
mRNA プロセシングとは、転写された mRNA が、RNA スプライシング、5'末端へのキャップ
付加、3'末端へのポリ(A)鎖の付加などの過程を経て、成熟した mRNA に変換される反応をいう。
この反応の中で、RNA スプライシングは、遺伝子中に含まれる介在配列イントロンを、スプラ
イシングによって mRNA から除く。すなわち、mRNA を切り貼りする。そのため、一遺伝子か
ら複数種の mRNA を生成することが可能となる。これにより、タンパク質を多様化し、時空間
的な生体システムとして分化に重要な役割を果たす。Tlx3 の ES 細胞での高発現は RNA スプ
ライシングに影響し、結果として ES 細胞を聴神経細胞への分化に導いている可能性が示唆され
る。 

今回は明らかにできなかったが、これまで私たちが明らかにしてきた Tlx3 のクロマチン化
学修飾の作用から（文献①）、Tlx3 は mRNA プロセッシングに関わる遺伝子のクロマチン構造
に変化を加え、これらの遺伝子発現に影響した可能性がある。 
 
＜引用文献＞ 
① Atsushi Shimomura, Dharmeshkumar Patel, Sarah M Wilson, Karl R Koehler, Rajesh 
Khanna Eri Hashino，Tlx3 Promotes Glutamatergic Neuronal Subtype Specification Through 
Direct Interactions With the Chromatin Modifier CBP., PLos One, 10(8), 2015, e0135060. 

図 mRNA プロセシング 
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