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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

遺伝性難聴で最も頻度の高い GJB2 変異型難聴の原因となる CX26 ギャップ結合形成細

胞への分化誘導は、再生医療の実現のために期待されているが、その作製法、分化誘導法

は皆無であった。これらの細胞を体外で作製することが可能となれば、創薬や再生医療へ

の応用が可能となるため、難聴モデルおよび GJB2 変異患者由来の iPS 細胞の樹立と内

耳細胞の分化誘導法の確立を目指した。 
順天堂大学医学部耳鼻咽喉科学講座、神谷和作准教授らのグループが中心となり、iPS 細

胞の分化誘導により内耳における CX26 ギャップ結合形成細胞の作製を試みた。正常 iPS
細胞と GJB2 欠損マウス由来の iPS 細胞を用いて上記の細胞を作製、比較解析すること

により、GJB2 変異型難聴の発症メカニズムや治療薬開発のための薬剤スクリーニングに

応用可能であると考えられる。この研究ではまず正常マウス（C57BL/6J）および GJB2
欠損マウスの内耳細胞由来 iPS 細胞をセンダイウイルスベクターにより樹立した。樹立

した iPS 細胞を用いて下記の分化誘導実験を行った。報告されている iPS 細胞から内耳

有毛細胞への三次元分化誘導法（Koehler, Nature, 2013）を改良し検討を行ったところ、

iPS 細胞より CX26 ギャップ結合を有する細胞の作製に成功した。この方法では iPS 細

胞の浮遊培養後に蝸牛フィーダー細胞を用いた接着培養を行い分化制御因子として最適

な添加因子の組み合わせが選抜された。また独自に開発した蝸牛フィーダー細胞を用い

ることにより CX26 ギャップ結合プラーク形成細胞を分離後に増殖させることに成功し

た。電子顕微鏡ではこれらの細胞間にギャップ結合の超微細構造が確認された。スクレー

プローディングダイトランスファー（SLDT）試験ではこれらの細胞間にギャップ結合の

物質輸送が機能していることが示された。P27kip1 の発現も確認されたことから、蝸牛

支持細胞様の細胞へと分化していることが示唆された。 
さらに GJB2 欠損マウスからも iPS 細胞の樹立を行い、上記の内耳細胞への分化を行っ

た。その結果、研究代表者神谷らが報告した「蝸牛ギャップ結合プラーク崩壊」という発

症の初期段階に観察される病態機構（Kamiya, J Clin Invest, 2014）を再現することに成

功した。 
これらの結果は国際幹細胞学会誌、Stem Cell Reports 誌にて発表された(Fukunaga, 
Stem Cell Reports, 2016)。蝸牛支持細胞は蝸牛において CX26 の発現量が最も高く、

GJB2 変異型難聴を標的とした細胞治療や創薬スクリーニングの疾患モデル細胞のため

に必須の細胞である。GJB2 変異難聴患者の iPS 細胞を用いて同細胞を安定的に作製す

ることが出来れば、ギャップ結合修復を行った細胞治療や創薬のための疾患モデル細胞

としての活用が期待できる。 
現在、順天堂大学医学部ゲノム再生医療センターの赤松和土特任教授のグループ、耳鼻咽

喉科学講座池田勝久教授らが中心となり、順天堂大学医学部倫理委員会の承認を得て順

天堂医院の GJB2 変異難聴患者からの採血を行い、iPS 細胞の樹立を進めている。 
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英文 
GJB2 encodes connexin (Cx) 26, a component in cochlear gap junction. We recently demonstrated 
that the drastic disruption of gap junction plaque (GJP) macromolecular complex composed of 
Cx26 and Cx30 are critical pathogenesis starting before hearing onset (Kamiya, Journal of 
Clinical Investigation, 2014;124(4):1598–1607). To develop the effective therapy for GJB2 
associated hearing loss, restoration of gap junction plaque (GJP) macromolecular complex using 
virus vectors or multipotent stem cells such as induced pluripotent stem (iPS) cells are expected 
to rescue the hearing function of GJB2 related hearing loss. Mouse induced pluripotent stem cells 
(iPS) were used for generation of Cx26-expressing cells with proper gap junction plaque between 
the cells. Adeno associate virus (AAV) were used for the GJB2 gene transfer and restoration of 
GJP (Human Molecular Genetics. 2015, 24(13):3651-61.).  
Previously, we have demonstrated that the drastic disruption of gap junction plaque (GJP) 
macromolecular complex composed of CX26 and CX30 are critical pathogenesis starting before 
hearing onset. Therefore, cochlear CX26-gap junction plaque (GJP)-forming cells such as cochlear 
supporting cells are thought to be the most important therapeutic target for the treatment of 
hereditary deafness. The differentiation of pluripotent stem cells such as induced pluripotent stem 
(iPS) cells into cochlear CX26-GJP-forming cells had not been reported. To develop the effective 
therapy for GJB2 associated hearing loss, restoration of GJP macromolecular complex using iPS cells 
are expected to rescue the hearing function of GJB2 related hearing loss. 
In this study, we performed the development of a novel strategy to differentiate induced pluripotent 
stem cells into functional CX26-GJP-forming cells that exhibit spontaneous ATP- and hemichannel-
mediated Ca2+ transients typical of the developing cochlea. Furthermore, these cells from CX26-
deficient mice recapitulated the drastic disruption of GJPs, the primary pathology of GJB2-related 
hearing loss (Fukunaga, Stem Cell Reports, 2016, 7(6), 1023–1036). These in vitro models should 
be useful for establishing inner-ear cell therapies and drug screening that target GJB2-related 
hearing loss. 
 
 
 研究開発分担者による報告の場合 
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