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研究成果の概要（和文）：根本的治療方法のない感音難聴に対して、その主要な責任部位である内耳蝸牛の発生メカニ
ズムを解明し、内耳再生医療の確立を目指す本研究では以下の事を達成することができた。１．再生のための操作対象
となる蝸牛内幹細胞群の同定、２．内耳発生に重要な役割を果たす新規遺伝子候補の同定、３．NotchシグナルやIGF1
の内耳再生医療への応用、４．ヒトiPS細胞の有毛細胞への誘導プロトコールの改良。本研究で得られたこれらの成果
を適切に組み合わせることにより、内耳再生医療のヒトへの応用に近づくことができると考えられる。

研究成果の概要（英文）：After many kinds of experiments to elucidate the mechanisms of mammalian cochlear 
development and to apply these to the regeneration of inner ears, we have gotten following achievements. 
1. Identification of the stem cell population location within the cochlea; 2. Identification of novel 
candidate genes important for the cochlear development; 3. Usefulness of Notch signal inhibition and IGF1 
for the achievement of regenerative medicine of the inner ear; 4. Improvement of induction protocol of 
iPS cells to inner ear hair cells.
We believe that the combination of these achievements will lead us to the successful regeneration of 
mammalian inner ears to treat sensorineural hearing loss, which has been considered intractable.
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１．研究開始当初の背景 
現在わが国で600万人以上が苦しむ難聴は、
外耳、中耳に障害がある伝音難聴と内耳、神
経に障害がある感音難聴とに分類される。感
音難聴には、薬剤性難聴、老人性難聴、突発
性難聴、先天性難聴などが含まれる。感音難
聴のほとんどは、音の受容を司る内耳感覚上
皮が傷害されて起こる。ところが哺乳類の内
耳感覚上皮細胞は極度に分化した細胞で、発
生後半にすでに細胞分裂を停止し、生後は傷
害後に再生しないため、いまだに年間 3万 5
千人が罹患する突発性難聴や、高齢者の半数
が苦しむ老人性難聴などの感音難聴の根本
的治療法はない。 
内耳感覚上皮の再生を実現し、感音難聴の
根本的な治療を確立する一つの方法として、
内耳感覚上皮の発生を再現する方法が考え
られるが、その発生過程が詳細に解析されて
いる網膜などと異なり、内耳感覚上皮の発生
についてこれまでに得られている知識はご
くわずかなものである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、内耳感覚上皮の発生過程を分
子レベルで完全に解明することにより、これ
まで困難とされてきた内耳感覚上皮の再生
を実現することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）内耳発生過程の解明 
本研究では以下のストラテジーを用いて、
内耳発生過程を分子レベルで明らかにする。 
その一つはマウス内耳発生段階の単一細
胞レベルでの網羅的な遺伝子発現プロファ
イル作成である。異なったプロファイルの細
胞種間での遺伝子発現を比較し、各細胞種で
作動する遺伝子を同定する。また、特定の遺
伝子に注目し複数の段階にわたっての発現
レベルの変動を時間軸に沿って解析する。こ
れらによって、内耳発生に重要な役割を果た
す遺伝子の候補を同定する。 
また、内耳の発生期に数多くある細胞のう
ち、どの場所に存在する細胞に幹細胞が含ま
れるかも同定する。 
内耳発生に重要な役割を果たす遺伝子の
候補に関しては、発現部位、時期の解析を行
い、その結果、重要な遺伝子であることが確
実と予想される場合、マウスを用いて該当遺
伝子の機能欠失実験を行い、その機能を同定
する。 

 
（２）内耳感覚上皮再生医療の確立 
内耳発生過程における重要な役割を確認
した遺伝子の操作（過剰発現あるいは阻害）
により新たな内耳感覚上皮再生手法の確立
をおこなう。その対象として、A．ES 細胞あ
るいは iPS 細胞、B．生後哺乳類蝸牛の器官
培養、C．哺乳類成体内耳、の３つがあり、
それぞれに、遺伝子強制発現、RNAi や薬剤を
用いた遺伝子機能阻害などをおこなう。特に、

ヒト iPS 細胞への操作は、直接臨床応用可能
な手法の開発を実現できる。 
 
４．研究成果 
（１）内耳発生過程の解明 
①内耳発生における幹細胞の存在部位につ
いて（図１） 
 幹細胞の定義のひとつである「増殖し続け
ること」を利用した実験を本研究で行った。

胎生 13 日マウスに増殖細胞に取り込まれる
BrdU を投与し、胎生 18 日でマウスの内耳を
回収し、抗 BrdU 抗体と抗 Ki-67 抗体を用い
て免疫染色を行い、BrdU と Ki-67 とが同時に
陽性となる細胞（Label retaining cells, 
LRC）、つまり幹細胞の候補の同定を行った。
LRC は、蝸牛の中では greater epithelial 
ridge（GER）に少量（図 1 矢頭）、また基底
板の鼓室階側に存在する Tympanic border 
cell に比較的多く認められた（図１矢印）。
GER は過去の報告で atoh1 遺伝子を強制発現
させると異所性の有毛細胞が出現する部位
で幹細胞的な性質を有する部位である可能
性がある。また、Tympanic border cell はこ
れまでその性質がはっきりとわかっていな
かった細胞だが、過去の報告では音響外傷時
に鳥や哺乳類で増殖を認めると報告されて
いる。その性質を明らかにするために、中枢
神経系では幹細胞のマーカーとされる
Nestin の免疫染色を行ったところ、Tympanic 
border cellは陽性であった。このことから、
Tympanic border cell も内耳感覚上皮の幹細
胞である可能性が示唆された（Taniguchi et 
al. 2012）。 
 
②単一細胞の網羅的遺伝子解析による網羅
的遺伝子発現プロファイル解析（図２） 
 蝸牛の発生段階のうち、感覚上皮予定領域
が形成されつつあるE13.5において解析を行
った。胎生 13 日齢マウス内耳を採取したう
えで、蝸牛のみを単離した。さらに、上皮と
間質を分離させるためにサーモライシン処
理を行い、上皮部分をトリプシン処理して単
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一細胞を得た。得られた単一細胞を一つずつ
ピックアップして RNA 抽出、その後逆転写反
応を行い cDNA を作成・増幅し、2種類の異な
ったハウスキーピング遺伝子（Rplp0 と
Gapdh）の cDNA が合成されていることを確認
した。増幅が成功していると確認できた細胞
は 144 個の採取細胞のうち、103 個で、72％
の増幅成功率であった（図２）。このうち、
内耳感覚上皮前駆細胞のマーカーである
Sox2 が多く発現している細胞からのサンプ
ルは 35 個、Sox2 が発現していない細胞から
のサンプルは 68 個を採取できた。これらの
うち、Sox2 陽性細胞 32 サンプルと、Sox2 陰
性細胞 8サンプルについて、マイクロアレイ
による網羅的遺伝子発現解析を行った。Sox2
陰性細胞と比べて Sox2 陽性細胞に高発現し
ている遺伝子を検討したところ、Isl1、Tecta、
Eya1、Jag1、Foxg1、Hey2、Gata3 など従来
Sox2 陽性細胞と共発現している可能性が言
われている遺伝子も含まれていた。また、
Sox2陰性細胞由来の8サンプルすべてで発現
が確認できなかったプローブはマイクロア
レイチップ上の45102のプローブのうち8493
に絞ることができた。このうち、Sox2 陽性細
胞からのサンプルで、6 つ以上のサンプルで
高発現であった遺伝子のプローブは 488、そ
のうち転写因子はあるいはDNAと関係するも
のは 84 遺伝子であった。 
 
③内耳発生に重要な役割を果たす遺伝子の
発現・機能解析 
 内耳発生に重要な役割を果たすと予想さ
れるシグナルのうち、Notch シグナルと
Hedgehog シグナルの内耳発生における役
割を解析するため、条件付きノックアウト
マウスのシステムを用いて研究を行った。 
Notch シグナルの役割解明のため、Notch
シグナルの転写共活性化因子である Rbpj
の条件付きノックアウトマウスや、Notch
シグナルの下流分子である Hes/Hey の複合
ノックアウトマウスの解析を行った。Rbpj

条件付きノックアウトマウスの解析からは、

Notch シグナルが感覚上皮そのものの誘導
よりもむしろ感覚上皮の維持に大きな役割
を果たしていることが示された（図３）
（Yamamoto et al. 2011）。また、Notch シ
グナル下流のさまざまな Hes/Hey ファミリ
ーに属する遺伝子は、有毛細胞と支持細胞
との運命決定に関わっていることも示され
た（Tateya et al. 2011）。 
Hedgehog シグナルの解析では、Hedgehog
シグナルのエフェクターである smoothened
の条件付きノックアウトマウスと強制発現
マウスの解析が行われ、Hedgehog シグナルが
内耳蝸牛有毛細胞の適切な分化、複雑な配置
パターンの形成および聴覚に必須であるこ
とが示された（Tateya et al. 2013）。 
 
（２）内耳感覚上皮再生医療の確立 
①ヒトiPS細胞の有毛細胞への誘導プロトコ
ールの確立（図４） 
 これまでマウスでは ES 細胞や iPS 細胞の

有毛細胞への誘導が報告されていた。しかし、
ヒトiPS細胞を効率的に誘導する報告はなか
った。我々は、ヒト iPS 細胞(201B7 株)を無
血清培地で一定期間培養し、さらにこれらの
細胞群を一定期間bFGFで処理した結果、Six1, 
E-cadherin 共陽性の preplacodal 様細胞へ
分化していることが分かった。また、bFGF 処
理後の細胞群で Pax2 陽性、p63 陰性の内耳前
駆細胞様細胞の存在が確認された。Six1, 
E-cadherin 共陽性の preplacodal 様細胞へ
は 97.4%が分化していることが分かった。
Pax2 陽性、p63 陰性の内耳前駆細胞様細胞の
誘導効率は 0.047%であることが確認された。
さらに、約 50 日間培養することにより、有
毛細胞様の細胞の誘導にも成功した。有毛細
胞のマーカーである Myosin7a 陽性細胞は
0.01%の確率で誘導できることを示した
（Ohnishi et al. 2015）。 
 
②Notch シグナルによる有毛細胞再生 
 上記の（１）③の結果に基づき、内耳前庭
器官培養を用いてNotchシグナルの操作によ
り内耳有毛細胞の再生が可能かを解析した。
Notch シグナルを小分子を用いて抑制するこ
とに加えて、有毛細胞の不動毛の構成タンパ
ク質であるEspin遺伝子を導入することによ
り、不動毛を有する機能的な有毛細胞の再生
が可能であることが示された（Taura et al. 
2016）さらに、In vivo でも、Notch シグナ
ル阻害による有毛細胞再生の試みを行った。
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音響外傷を加えたモルモットにNotchシグナ
ルを阻害する小分子（MDL29170）を加えると、
コントロールの実験群よりも有意に多くの
外有毛細胞を認め、Notch シグナルの阻害薬
が、急性感音難聴の有用な治療薬の候補であ
ることが明らかになった（Tona et al., 2014） 
 
③インスリン様成長因子１（IGF1）による生
後マウス蝸牛有毛細胞の再生（図５） 
 内耳の発生において重要な役割を果たす
といわれている成長因子 IGF1 が、内耳障害
によって引きおこされる急性感音難聴（突発
性難聴）の治療に効果があることを示し
（Nakagawa T, et al. 2012）、IGF1 による内
耳有毛細胞の保護は、IGF1 の受容体の下流の
シグナル伝達系のほとんどが駆動され、有毛
細胞のプログラム細胞死の抑制と支持細胞
の増殖を誘導することによることを示した
（Hayashi et al. 2013）（図５）。また、そ

の下流遺伝子の候補として Gap43 と Netrin1
があることも示した（Hayashi et al. 2014）。 
 
④Otosphere の解析 
新 生 児 マ ウ ス の 内 耳 か ら 確 立 し た
Otosphere と呼ばれる細胞群が幹細胞の性質
をもち、有毛細胞を産生することを示した
（Lou et al. 2013）。 
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