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研究成果の概要（和文）：我々の研究の目的は、骨髄由来間葉系幹細胞（BMSC）から聴神経を高効率に分化させる技術
を開発することである。 転写因子Tlx3とPax2は、聴神経の発生に必須な因子である。 本研究で我々は、Tlx3とPax2が
エピジェネティック酵素との相互作用を介し、聴覚神経の分化を制御していることを見つけた。 我々の結果から、こ
れら酵素の活性に影響する試薬が、BMSCから聴神経の高効率な分化誘導に役立つかもしれないことが示唆される。

研究成果の概要（英文）：The aim of our study is to develop the technique for high-efficiency 
differentiation of auditory neurons from bone marrow mesenchymal stem cells (BMSC). The transcription 
factor Tlx3 and Pax2 is essential for auditory neural development. Here, we found that Tlx3 and Pax2 
regulate auditory neural differentiation through their interaction with epigenetic enzymes. Our results 
suggest that reagents that can affect the activity of these enzymes might be useful for high-efficiency 
differentiation of auditory neurons from BMSC.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 
聴神経変性により引き起こされる感音難
聴では、一度失われた聴神経は再生されない。
このため治療法が確立しておらず、聴覚障害
は一生続くこととなる。それゆえ、失われた
聴神経を補う再生治療は、このような感音難
聴に対して最も有効な治療法となりうる。グ
ルタミン作動性ニューロンは聴神経の 95％
を占め、このニューロンを介して、有毛細胞
や蝸牛神経核の神経細胞間で音情報の受け
渡しを行っている。そのため、感音難聴の再
生治療で聴神経の代替となる幹細胞由来ニ
ューロンは、グルタミン作動性ニューロンの
特性を有することが必要である。聴神経への
分化過程では、転写因子 Tlx3が興奮性グルタ
ミン酸作動性ニューロンへの分化運命を、転
写因子 Pax2が抑制性 GABA作動性ニューロ
ンへの分化運命を決定することが報告され
ている。この２つの転写因子の機能発現のバ
ランスにより、聴神経の分化運命は決定され
る。これまで私たち研究グループでは、骨髄
由来間葉系幹細胞（Bone Marrow Stem Cells, 
以下 BMSCとする）からグルタミン酸作動性
ニューロン様細胞を産み出す技術開発を行
ってきた。しかし、この方法による分化効率
は、神経への分化効率は移植細胞中 0.6％（in 
vivoの場合）と著しく低い。 
 
２．研究の目的 
上述の方法を応用研究や治療に展開する
には分化効率が低すぎるため、その改善が求
められる。本研究では、Tlx3 と Pax2 による
聴神経分化の制御機構を明らかにし、その成
果を基に、BMSCからグルタミン酸作動性ニ
ューロン様細胞への分化誘導効率を向上さ
せることである。 
 
３．研究の方法 
（１）Tlx3によるグルタミン作動性ニューロ
ンへの分化機構を明らかにするために、Tlx3
と相互作用する因子の同定を生化学的方法
により行った。 
（２）Tlx3の相互作用因子について、グルタ
ミン作動性ニューロンへの分化過程におけ
る特性解析（分子生物学的・細胞生物学的・
生理学的解析）を行った。 
（３）グルタミン作動性ニューロンへの分化
過程における Pax2 の役割とその機能を調べ
た。具体的には、Pax2に相互作用する因子の
同定を生化学的方法により行った。 
（４）Pax2とその相互作用因子について、グ
ルタミン作動性ニューロンへの分化過程に
おける特性解析（分子生物学的・細胞生物学
的・薬理学的解析）を行った。 
（５）Pax2の機能抑制を行った際、BMSCか
らグルタミン作動性ニューロンへの分化効
率への影響を細胞生物学的に解析した。 
（６）BMSCの高効率分化誘導法の開発のた
めに、培地容量を変えた際、BMSCからニュ
ーロンへの分化効率への影響を細胞生物学

的に解析した。 
 
４．研究成果 
当初予定していた、siRNAを用いた Pax2

の発現抑制とオーディトリーニューロパチ
ーの動物モデルへの適応実験については、研
究期間内に終えることができなかった。それ
以外は、おおむね順調に進展することができ、
いくつかの成果を上げることができた。さら
に、BMSCからニューロンを大量に得る分化
誘導法の発見という予期しない成果も得る
ことができた。本書で報告した一部の成果に
ついては、まだ論文発表に至っていないが、
近日中に発表できるよう成果の取りまとめ
を行っている。研究成果を以下の（１）から
（３）にまとめた。 
 
（１）Tlx3によるグルタミン酸作動性ニュー
ロン分化機構の解明 
本研究では、Tlx3がヒストンアセチル化
酵素活性を有する転写共役因子 CREB 
Binding Protein (CBP)と、Tlx3の DNA結合領
域であるホメオドメイン（HD）を介して直接
結合することを免疫沈降法により明らかに
した。Tlx3を胚性幹（ES）細胞に強制発現さ
せてニューロンへと分化誘導を行うと、その
大部分の細胞がグルタミン酸作動性ニュー
ロンへと誘導される。この細胞系を用い、Tlx3
の HDがグルタミン酸作動性ニューロンへの
分化誘導に必須な領域であるのかを調べた。
HDを欠失した Tlx3（Tlx3-ΔHD）を ES細胞
に強制発現し、分化誘導を行った。分化効率
については、リアルタイム PCR、イッムノブ
ロティング、免疫染色法、フローサイトメト
リーによるマーカー遺伝子発現により評価
を行った。その結果、Tlx3 を発現させた ES
細胞よりも、Tlx3-ΔHDを発現した細胞から
誘導されるグルタミン酸作動性ニューロン
数が優位に低いことが明らかとなった。さら
に、Tlx3-ΔHD発現細胞から誘導されたグル
タミン酸作動性ニューロンでは、グルタミン
酸への応答も悪くなっていることが生理学
的解析から示された。以上の結果から、Tlx3
と CBP複合体形成を促進させることが、グル
タミン酸作動性ニューロンへの分化効率へ
の改善に繋がる可能性が示唆された。 
さらに私たちは、Tlx3と CBPの結合が、

Pbx3 の存在下で増強されることを見つけた。
Pbx3はTlx3と協働して働く転写因子である。
Tlx3を強制発現させた ES細胞をニューロン
へと分化誘導すると、その大部分がグルタミ
ン酸作動性ニューロンへと分化する。未分化
状態の Tlx3 強制発現 ES 細胞では、Tlx3 と
CBPは結合していない。しかし、ニューロン
への分化に伴い、Tlx3 と CBP は結合するよ
うになる。Pbx3の発現は、ニューロンへの分
化誘導時に上昇してくる。これらの結果は、
Pbx3が Tlx3と CBP複合体形成を促し、これ
により幹細胞をグルタミン酸作動性ニュー
ロンへの分化へと誘導することを示唆して



いる。すなわち、Pbx3の強制発現が、BMSC
からグルタミン酸作動性ニューロン様細胞
への分化誘導効率を向上させる可能性を示
している。 
今回得られた結果は ES 細胞モデルを用
いて得られたものであるが、BMSCに適応し
てその効果を調べることを今後予定してい
る。 

 
（２）Pax2のグルタミン酸作動性ニューロン
分化への関与 

Pax2 はグルタミン酸作動性ニューロン
への分化を抑え、GABA作動性ニューロンへ
と分化に導く因子である。さらに、Pax2は転
写共役因子であるヒストン脱アセチル化酵
素（HDAC）と相互作用し、複合体を形成す
ることが報告されている。これらの結果は、
Pax2 が HDAC と協働し、GABA 作動性ニュ
ーロンの分化を制御している可能性を示唆
している。そこで、グルタミン酸作動性ニュ
ーロン分化誘導培地に HDAC 阻害剤である
トリコスタチン A（TSA）またはバルプロ酸
（VA）を添加した状態で、BMSCをニューロ
ンへと分化させた。分化効率は、リアルタイ
ム PCR 法により各マーカー遺伝子の発現量
で評価した。その結果、HDAC阻害剤の添加
により、グルタミン酸作動性ニューロン特異
的マーカー遺伝子の発現が増幅された。この
ように、BMSCの分化誘導時に HDACの機能
を阻止すれば、グルタミン酸作動性ニューロ
ンへの分化効率は改善される。 
さらに、Pax2の機能抑制を効率的かつ特
異的に行うために、Pax2 による GABA 作動
性ニューロンへの分化機構を調べた。神経芽
細胞について、Pax2複合体構成因子の同定を
免疫沈降法により行った。その結果、Pax2は
ヒストンメチル化酵素（HMTase）と相互作用
することが明らかとなった。（論文投稿準備
中）この結果から、BMSCからグルタミン酸
作動性ニューロンへの分化過程においても、
Pax2-HMTase複合体による転写制御が、グル
タミン酸作動性ニューロンへの分化を抑制
している可能性が示唆された。今後、siRNA
法を用いた Pax2の発現抑制、または HMTase
阻害剤による Pax2-HMTase 複合体の機能抑
制が、BMSCのグルタミン酸作動性ニューロ
ンへの分化効率を向上させるのかどうかを
検討予定である。 

 
（３）低容量分化誘導法の開発 
低容量の分化誘導培地で、BMSCをニュ
ーロンへ、またはグルタミン酸作動性ニュー
ロンへと分化誘導を行うと、アポトーシスに
よる死滅を防ぎ、規定培地量よりも多くのニ
ューロンを得ることができることを明らか
にした。高価な誘導培地を減らすことができ
て経済的であり、かつ得られるニューロンの
収量も多く生産性が高いことから、この方法
は再生医療において有用な技術となりえる。
（論文掲載準備中） 
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