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研究成果の概要（和文）：遺伝性難聴に対する遺伝子治療のためには「どうやって内耳への遺伝子導入するか」
が重要である。これまでの内耳研究では遺伝子の運び屋としてアデノイド随伴ウイルスベクター（AAV）が使用
されてきたが、AAVはセロタイプに応じて標的細胞が異なることが知られていた。今回我々は5種類のAAV
（AAV１、２、８、９、Anc80）を成体マウスへ我々が以前報告したRWM+CF法を用いて内耳へ局注した。結果とし
て、AAV２を用いると内有毛細胞へは96.7％で、外有毛細胞へは83.9％の高い効率で遺伝子導入が可能であり、
また聴力レベルもコントロールと比較して有意差がなかったことより、安全性も確認された。

研究成果の概要（英文）：Gene delivery is a key component for the treatment of genetic hearing loss. 
To date, a myriad of adeno-associated virus (AAV) serotypes and surgical approaches have been 
employed to deliver transgenes to cochlear hair cells. Herein, we investigated cellular tropism of 
single injections of AAV serotype 1 (AAV1), AAV2, AAV8, AAV9. We used
the combined round window membrane and canal fenestration (RWM+CF) injection technique for vector 
delivery. Single AAV2 injections were most robust and transduced
96.7% ± 1.1% of inner hair cells (IHCs) and 83.9% ± 2.0% of outer hair cells (OHCs) throughout the
 cochlea without causing hearing impairment or hair cell loss.RWM+CF-injected AAV2 provides the 
highest auditory hair cell transduction efficiency of the AAV serotypes we studied. These findings 
broaden the application of cochlear gene therapy targeting hair cells.

研究分野：難聴、内耳研究

キーワード： 遺伝性難聴　遺伝子治療　アデノ随伴ウイルスベクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究により遺伝性難聴の原因の2/3以上を占めるとされる有毛細胞へ効率的に遺伝子導入を実現できるセ
ロタイプが特定され、遺伝子治療研究において非常に有意義な結果であったと考えられた。

※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 
 
先天性難聴は新生児の約 1,000 人に 1 人に認められる頻度の高い疾患である。これまで我々は
日本人難聴患者の遺伝子解析を行い、多数の遺伝子が関与していることを報告してきた。2015 年
からは次世代シークエンサーを用いた遺伝子検査が保険診療として施行されるようになり、よ
り迅速で正確な遺伝子診断が可能となってきた。 
 一般的に難聴遺伝子検査のメリットとしては主に原因遺伝子が特定できることにより、聴力
予後や随伴症状、再発率の予測とともに治療法の選択に役立つとされてきた。従来は中等度以上
の難聴に対し、同定された原因遺伝子を元にその進行性の有無を予測し、補聴器や人工内耳など
の治療介入の選択に役立つとされてきたが、将来的には原因遺伝子に応じたオーダーメイドの
遺伝子治療が実現されることが予想される。 
 
近年、多くの疾患で遺伝子治療の実用化に向けての動きが加速している。難聴に関する遺伝子治
療は現時点では諸外国も含めてモデルマウスを用いた前臨床試験段階にある。不足した遺伝子
を補う方法（Gene replacement）や、また変異遺伝子の発現を抑制する方法（Gene silencing）
により一定の治療効果が報告されているが、いずれも AAV を用いた遺伝子導入により実施され
ている。今後 CRISPR システムをはじめとしたゲノム編集を用いた方法（Gene editing）なども
加わり、更に発展する分野と考えられる。将来的な臨床応用、また適応拡大に備えて遺伝子導入
時に適切な AAVセロタイプを選択すべく、その特性を明らかにする必要がある。 
 
アデノ随伴ウイルス（AAV）に由来するベクターは遺伝子治療に用いられる遺伝子導入用ベクタ
ーとして最も注目されている。遺伝性難聴についても難聴モデルマウスに対して AAV による内
耳への遺伝子導入が行われ、ここ数年間で一定の治療効果が報告されてきている。 
 
遺伝性難聴は現在 100 種類程度の原因遺伝子が同定されているが、各遺伝子の発現部位は内耳
において様々な種類の細胞に渡るため、治療ターゲットとなる細胞は遺伝子により異なる。同時
に AAV は様々な血清型（セロタイプ）が存在し感染経路が異なるため、標的となる細胞も異なる
ことが知られているが、内耳における AAV の特性はいまだ明らかでない部分が多かった。 
 
 
２．研究の目的 
 
成体マウス内耳に様々な種類の AAV を導入し、セロタイプ別の内耳への導入効率を明らかにす
るとともに、その安全性についても検討する。またセロタイプに応じて標的細胞も異なることが
予想され、その点についても明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
多種類の AAV セロタイプを成体の野生型マウス内耳へ局所投与する。全身麻酔下に耳後部切開
して中耳へ到達後、正円窓を同定し、先に後半規管を開窓後、正円窓より着色した AAVベクター
を局注する。内耳内（外リンパ腔）を AAV が灌流した結果として一部後半規管より漏出するのを
確認し、投与を完了する。成体マウスに対し、手術により一側のみに AAVベクターを投与し、対
側をコントロールとして聴力および内耳形態の変化を検討する。 
 
投与後 2週間後に聴力を測定後にマウスを安楽死させ、側頭骨を取り出し固定する。蝸牛、前庭
ともに顕微鏡下にダイセクションし、ホールマウント、および凍結切片標本に対して免疫染色を
実施する。共焦点レーザー顕微鏡にて観察し、各細胞における導入効率を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
今回我々は 5種類の AAV（AAV１、２、８、９、Anc80）を成体マウスへ我々が以前報告した RWM+CF
法を用いて内耳へ局注した。次ページに結果を示す。 
 
 
 
 
 



 

 
 
結果として、AAV2 を用いると内有毛細胞へは 96.7％で、外有毛細胞へは 83.9％の高い効率で遺
伝子導入が可能であり、また聴力レベルもコントロールと比較して有意差がなかったことより、
安全性も確認された。 
 
本研究により遺伝性難聴の原因の 2/3 以上を占める有毛細胞への効率的な遺伝子導入を実現で

きるセロタイプが同定され、今後の遺伝子治療研究の重要な基盤データとなると考えられた。 
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