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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトES細胞を分化培養させた内耳オルガノイドから、LGR5およびSOX2陽
性内耳幹細胞を単離培養することを試みた。前者は発現効率の問題から単離培養は困難であったが、後者につい
てはレポーター細胞を用いることで単離培養が可能であった。これにより、内耳感覚上皮細胞の特性を解析し、
内耳有毛細胞への分化誘導が可能であることを確認した。特にSOX2陽性細胞を用いたオルガノイド誘導実験で
は、従来よりも高い効率で内耳有毛細胞特異的な遺伝子発現を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to isolate and culture LGR5 and SOX2 positive 
inner ear stem cells from inner ear organoids differentiated from human ES cells. While isolation 
and culture of the former proved challenging due to low expression efficiency, the latter was 
successfully isolated and cultured using reporter cells. This enabled us to analyze the 
characteristics of sensory epithelial cells and confirm their potential to differentiate into inner 
ear hair cells. Notably, organoid induction experiments using SOX2 positive cells demonstrated 
higher efficiency in the expression of genes specific to inner ear hair cells compared to 
traditional methods.

研究分野：内耳再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、内耳再生医療の実現に向けた重要な一歩となる可能性を秘めている。難聴患者数が増加する中、
内耳有毛細胞の再生を目指した本技術は、感音難聴の根本的な治療法開発に貢献すると考えられる。また、内耳
オルガノイドを用いた新たな研究手法は、内耳の発生や病態解明にも寄与し、再生医療分野全体の進展に寄与す
ることが期待される。

※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 
再生医療には、自己修復能がない、または限られた部位で傷害された組織や臓器を修復するため
の技術として、主に二つのアプローチが存在する。これらは、内在性の幹細胞を利用する「分化
誘導療法」と、試験管内で培養した幹細胞を利用する「細胞移植療法」である。眼科や整形外科
の分野では、後者のアプローチがすでに臨床応用されている。たとえば、加齢黄斑変性症に対す
る ES細胞由来の網膜色素変性上皮細胞移植や、急性期脊髄損傷に対する自家骨髄間葉系細胞移
植などがその成功例である。 
 
一方で、内耳の再生医療、特に細胞移植療法に関しては、動物実験による研究成果は蓄積されつ
つあるものの、ヒトに対する有効な治療法はまだ存在しない。内耳の感音難聴は、主に内耳有毛
細胞の変性と脱落によって引き起こされる。これらの細胞は自己修復能を持たないため、難聴は
不可逆的かつ永続的であり、根本的な治療は困難とされてきた。しかし、近年の研究で、内耳の
支持細胞にはWNTシグナルの標的遺伝子である Lgr5が発現しており、これが幹細胞としての
機能を持つことが明らかになった。Lgr5 陽性細胞は有毛細胞への再生能を持つことが示され、
動物実験において有毛細胞の再生が確認されている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト ES 細胞を分化培養させた内耳オルガノイドから LGR5 陽性内耳幹細胞
を単離培養し、これを細胞移植療法に適用することでヒト内耳再生を実現することである。具体
的には、LGR5-GFP レポーター細胞株を作成し、内耳オルガノイド培養を行う。そこで得られ
た GFP陽性細胞を FACSソーティングによって分取し、再度培養・増殖させることで、ヒト由
来の LGR5 陽性内耳幹細胞を得ることを目指す。このアプローチにより、将来的には内耳有毛
細胞の再生を実現し、感音難聴の根本的な治療法を開発することが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
① LGR5 レポーターラインの作成 
ヒト ES 細胞株（WA25）を購入し、CRISPR ゲノム編集技術を用いて LGR5 の下流に GFP 遺伝子を
挿入した LGR5 レポーターラインを作成する。この方法により、LGR5 の発現を可視化し、GFP 陽
性細胞を特定することが可能となる。 
 
② 内耳オルガノイド培養 
作成した LGR5 レポーターラインを用いて、内耳オルガノイドの培養を行う。オルガノイドは三
次元培養したヒト ES 細胞塊に小分子化合物や成長因子を投与して作成する。これにより、生理
的な機能を持つ内耳有毛細胞、支持細胞、神経細胞が含まれるミニ臓器が形成される。 
 
③ LGR5 陽性幹細胞の単離培養 
オルガノイドをシングルセル化し、FACS ソーティングによって GFP 陽性細胞を分取・回収する。
これらの細胞を再度培養し、増殖させることで、細胞移植に利用可能なヒト LGR5 陽性内耳幹細
胞を得る。この過程で、細胞の維持培養に必要な小分子化合物や成長因子を最適化する。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、内耳感覚上皮幹細胞のマーカーとして LGR5 に加え、新たに SOX2 を候補とした。
SOX2 は内耳発生の初期段階における幹細胞特性を持つことが知られており、内耳オルガノイド
への誘導効率を向上させる可能性があると考えた。SOX2 をラベルしたヒト ES 細胞株を用いて、
その内耳オルガノイドへの誘導効率を評価した結果、従来のマーカーよりも高い蛍光陽性率が
得られた。 
 
さらに、FACS ソーティング技術を用いて SOX2 陽性細胞を分取し、これらの細胞を単離培養し、
内耳オルガノイドへの再誘導実験を行った。得られた内耳オルガノイドの機能解析では、感覚上
皮細胞としての特性が詳細に評価された。免疫染色および qPCR 解析により、内耳感覚上皮特異
的な遺伝子発現が確認された。ES 細胞から作成したオルガノイドと同様に、耳胞様の構造をな
す細胞群の中に Myosin VI や PCP4 といった幼若な内耳有毛細胞のマーカーが発現していた。 
 
しかし、Myosin VIIa や POU4F3 といった機能的に成熟した有毛細胞を確認することはできなか
った。この理由としては、オルガノイドから細胞を単離する過程や FACS ソーティングの過程で
機械的な刺激が加わり、細胞の性質に何らかの修飾が加わった可能性が考えられた。単一細胞化



の過程ではピペッティングなど機械的な刺激をできるだけ少なくして細胞への負荷を減らした
ものの、これら成熟有毛細胞のマーカーを同定することはできなかった。 
 
今後の研究では、得られた単離細胞の分化能を確認したうえで、これを動物モデルに移植し、内
耳機能の回復を目指した実験を進める予定である。内耳幹細胞の移植により、難聴の根本的な治
療法を開発することが期待される。 
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