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研究成果の概要（和文）： 

本研究では遺伝性難聴モデルとしてのコネキシン 26等の遺伝子改変動物を用い、骨髄間葉系幹

細胞や等の多能性幹細胞の分化制御や組織誘導の促進などによって効率の高い内耳細胞治療法

の開発を行った。 蝸牛線維細胞におけるケモカイン MCP1、および移植幹細胞における MCP1受

容体、CCR2の発現を上昇させ、骨髄間葉系幹細胞の蝸牛組織への侵入を飛躍的に高めることに

成功した。移植された幹細胞は特に蝸牛基底回転側、Hook portion から大量に蝸牛外側へ侵入

し、蝸牛線維細胞、血管条、蝸牛支持細胞に到達させることに成功した。本手法によりこれま

で不可能であった遺伝性難聴、特にコネキシン 26変異難聴への聴力改善への可能性が現実的な

ものとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In this study, we developed a novel animal model for acute sensorineural hearing loss 

due to fibrocyte dysfunction and performed cell therapy with bone marrow mesenchymal stem 

cells (MSC) as supplementation of cochlear fibrocytes functioning for cochlear ion 

transport. We injected MSC into the lateral semicircular canal and a number of these stem 

cells were then detected in the injured area in the lateral wall. The transplanted animals 

showed a significantly higher hearing recovery ratio than controls. We analyzed the 

machinery of this stem cell induction to the targeted site in cochlea and found that 

monocyte chemotactic protein 1 (MCP1) and chemokine (C-C motif) receptor 2 (CCR2) played 

important roles for this cell induction. To enhance the MSC induction in cochlea, we 

developed a novel transplant strategy by induction of MCP1 expression in host cochlear 

tissue and forced expression of CCR2 in MSC. Furthermore, we developed a novel mouse model 

for Connexin26 mutation as most frequent heredity deafness in human. With these animal 

models, the developed stem cells and the novel strategy to enhance the stem cell induction, 

we examined to establish an efficient stem cell therapy to cochlear target site followed 

by recovery of hearing function in heredity deafness. 
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１．研究開始当初の背景 

牛らせん靭帯およびらせん板縁を構成する

蝸牛線維細胞はナトリウムポンプとギャッ

プジャンクションを用いた蝸牛内イオンの

能動輸送と受動輸送という極めて単純な機

能を担う細胞群である。しかしながら蝸牛線

維細胞の傷害は複数の先天性および後天性

難聴の主要因となることが示され、その重要

性が近年示唆されている。特に当研究室池田

勝久教授らが報告したヒト非症候性難聴

DFN3 の原因因子 Brn4 の遺伝子欠損マウス

（Minowa et al. Science 1999,）での発見

を機に蝸牛線維細胞の変性を主要因とした

聴力低下が実証され、有毛細胞を含むコルチ

器と同様に正常聴力を維持する上で重要性

の高い細胞群であることが明確に示された。

更に複数の加齢性難聴モデル動物において

も蝸牛線維細胞の変性が起因となることが

示唆されている。また遺伝性難聴で最も高頻

度な原因遺伝子であるコネキシン 26（Cx26）

遺伝子も蝸牛線維細胞および隣接する支持

細胞で機能している。これらのことから蝸牛

線維細胞は多種の感音性難聴の新規治療法

確立への最も重要な標的の一つと考えられ

る。この蝸牛線維細胞は単一細胞としての機

能が単純であるにも関わらず内耳機能にお

ける重要性が高いという点から、同細胞を治

療標的とすれば特殊に分化した有毛細胞に

比べて再生治療が成功する可能性が格段に

高いと考えられる。 

 研究代表者らは蝸牛線維細胞の聴力機能

への影響を解析するため、 蝸牛らせん靭帯

およびらせん板縁の線維細胞の二点のみに

限局的な損傷を持つ聴覚障害モデルラット

作製に成功（Hoya et al. Neuroreport 2004）。

更にこの難聴ラットの半規管からの外リン

パ液還流法による骨髄間葉系幹細胞移植を

試み、損傷部を修復し聴力回復を促進させる

ことに初めて成功した（Kamiya et al. Am. J. 

Pathol.2007、読売新聞 2007.6.28）。それま

で生後の処置によって蝸牛内の損傷を修復

し聴力回復に成功した例はなく、蝸牛線維細

胞をターゲットとした骨髄間葉系幹細胞の

移植法は有効な治療手段となり得ることが

初めて証明された。本手法は細胞移植後の拒

絶反応も少なく他家移植としての有用性も

示され、遺伝性難聴患者内耳の変異細胞を正

常細胞を置換する方法としても十分応用可

能であると考えられる。 

骨髄間葉系幹細胞は成体細胞から作成でき

る多分化能を有する細胞であり、患者の骨髄

より樹立することが可能なため既に多種の

臓器において臨床での有用性が確認されて

おり内耳への応用も非常に有効であると考

えられる。研究代表者らが開発した間葉系幹

細胞移植法では、移植前に蝸牛線維細胞のみ

に軽度な可逆的損傷を与えその損傷部に幹

細胞を置換することを可能とした。同方法を

応用することにより単に細胞を補うだけで

はなく遺伝子変異を持つ異常細胞を正常細



胞に置換するという全く新しい観点での方

法論の発展が期待できる。この方法論を発展

させていくことにより、将来的には多様な遺

伝性難聴患者に対し、薬物治療、遺伝子治療、

組織移植とは異なり、組織損傷の種類と度合

いに対応した低リスクで高い効果を持つ治

療法の開発が期待できる。 

 

２．研究の目的 

先天性難聴は１０００出生に１人の頻度で

発生しその半数が遺伝性である。遺伝性難聴

の根本的治療法は長年にわたり研究されて

おり、近年では再生医療の遺伝性難聴への応

用が大きく期待されている。現在のところ薬

剤により誘発した難聴モデルの再生治療実

験は研究代表者が昨年初めて成功させてい

るが、遺伝性難聴に関しては未だ根本的治療

の研究成果は皆無である。本研究では蝸牛線

維細胞の変性が聴力低下の主要因であると

考えられる遺伝子改変難聴モデルマウスに

対し、研究代表者が開発した有効性の高い間

葉系幹細胞移植法を適用するという最も成

功の可能性が高い組み合わせにより、これま

で成功例のない遺伝性難聴に対する聴力回

復の検討を試みる。 

研究の第一段階として前述した間葉系幹細

胞の移植法および移植細胞の検出方法を更

に改良し、遺伝性難聴マウスの蝸牛へ多数の

移植細胞を置換、生着させる最適条件を検討。

既に蝸牛組織内に間葉系幹細胞の誘導を促

進する走化性因子 MCP1 の発現を増加させる

ことにより細胞侵入促進効果が得られたた

め（図３）、これを更に改良し大量の正常細

胞を蝸牛組織内に侵入させ、難聴モデルにお

けるイオン輸送障害を改善させる。 

 第二段階として外リンパ液へ移植した細

胞が組織へ進入し、損傷中心部への移動、隣

接細胞との結合、機能性遺伝子の発現を解析

することにより、聴力回復のために必要な分

子機構を検討する。これにより移植細胞に必

要な遺伝子を導入し、治療効果を増強させる。

これまでの結果では走化性因子 MCP1 の受容

体である CCR2 遺伝子の機能により移植細胞

が蝸牛外側壁へ誘導されることが示唆され

たため、CCR2遺伝子を一過的に強発現させた

移植細胞を作製し移植の検討を行う。これに

より移植細胞の組織誘導・修復反応が飛躍的

に向上すると考えられる。本研究では我々の

グループがこれまで報告した①Brn4 遺伝子

欠損マウス（Brn4-KO、Science 1999）、②コ

ネキシン 26 優性阻害変異マウス（Cx26-Tg、

Hum Mol Genet 2003）に加え、新規に開発し

た③内耳特異的コネキシン 26 欠損マウス

(Cx26-KO)を遺伝性難聴モデルとして用いる

こととする。変異蝸牛線維細胞を正常細胞に

置換することにより聴力が回復することを

明らかにする。本研究では特に間葉系幹細胞

からの分化が容易であると思われる蝸牛線

維細胞を標的とした細胞治療法開発を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

実験動物 

二種類のコネキシン 26変異マウスを実験に

用いることとする。 

1. コネキシン 26優性阻害変異マウス 

2. コネキシン 26欠損マウス（新規開発） 

 

移植幹細胞 

C57BL/6マウス由来骨髄間葉系幹細胞、H1/A

細胞を用いた。レトロウイルスにて EGFP（緑

色蛍光遺伝子）が標識してある。 

 

移植方法 

経半規管外リンパ液還流法（Iguchi et al. 

2004）を用い 1ｘ104 cells/µl の細胞懸濁液



を 20µl 内耳へ投与した。 

 

移植細胞の検出 

上記移植後の蝸牛組織を還流固定し凍結切

片およびホールマウント組織を得る。抗 EGFP

免疫染色を行い、共焦点顕微鏡により移植細

胞の生着部位と頻度を解析する。更に移植細

胞における蝸牛線維細胞の主な機能的タン

パク質であるコネキシン 26、コネキシン 30、

Na+/K+ATPaseの発現と局在を免疫組織化学

にて解析する。初期に移植された EGFP標識

細胞および追加移植された HcRed標識細胞を

比較することにより移植細胞の移動や組織

への侵入経路を分析する。 

また移植細胞が外リンパ液から蝸牛外側壁

組織へ侵入する経路を特定するため、蝸牛外

側壁が外リンパ液と接している前庭階付近

の組織を中心に走査電子顕微鏡で外側壁の

表面観察を行う。 

細胞置換効率を飛躍的に向上させる細胞移

植法の開発 

1.蝸牛線維細胞の軽微損傷による走化性因

子 MCP1発現の誘導 

 我々の以前の報告ではミトコンドリア機能

阻害剤、3ニトロプロピオン酸（3NP）の局所

投与により線維細胞の損傷と同時に走化性

因子 MCP1の mRNA発現が高まり、移植間葉系

幹細胞が損傷部に侵入することが示唆され

た（右図）。本研究では、走化性因子の発現

を高めることを目的とし遺伝子改変マウス

に聴力低下を生じない低濃度の 3NP

（20- ）を内耳正円窓へ局所投

与、その翌日に前述した間葉系幹細胞の移植

実験を行う。この前処置は予備実験で既に効

果が得られており、更なる検討により細胞導

入効率および正常細胞への置換効率が高ま

ると考えられる。 

2.MCP1受容体・CCR2過剰発現細胞の作製及

び同細胞による移植実験 

我々は上記の 3NP局所投与マウスの蝸牛外側

壁より、走化性因子 MCP1の受容体である CCR2

をクローニングし既に同遺伝子過剰発現用

プラスミドを構築した。これを移植細胞に一

過性に発現させ、3NP局所投与後の移植に用

いる（左図）。これにより、前述の細胞遊走

効果が増強され、細胞侵入効率が飛躍的に高

まることが期待できる。 

 

４．研究成果 

本研究では蝸牛線維細胞の修復に関わる遺

伝子のスクリーニングを目的として 3NP投与

後蝸牛外側壁組織の DNAマイクロアレイ解析

が行われ、発現上昇因子として単球走化活性

因子 MCP1(Monocyte Chemotactic Protein-1)

がスクリーニングされた（Kamiya et al. Am 

J Pathol. 2007）。 

我々は MCP1およびその受容体である CCR2に

関し RT-PCR によりそれらの発現動態を解析

した。その結果、蝸牛線維組織損傷における

MCP1 の急激な発現上昇およびそれに引き続

く MCP1受容体である CCR2の発現上昇が確認

された。蝸牛組織での MCP1の mRNA発現は 3NP

投与後 1日で急激に上昇し 3日目に低下する

が高発現状態を保っている。CCR2は 1日目よ

りも 3日目に上昇することが明らかとなった。

骨髄間葉系幹細胞においても CCR2の mRNA発

現が確認され、同細胞が MCP1 によって誘導

され得ることが示された。 

さらに遺伝性難聴モデルとしてのコネキシ

ン 26 等の遺伝子改変動物を用い、骨髄間葉

系幹細胞や等の多能性幹細胞の分化制御や

組織誘導の促進などによって効率の高い内

耳細胞治療法の開発を行った。 蝸牛線維細

胞におけるケモカイン MCP1、および移植幹細

胞における MCP1 受容体、CCR2 の発現を上昇

させ、骨髄間葉系幹細胞の蝸牛組織への侵入



を飛躍的に高めることに成功した。移植され

た幹細胞は特に蝸牛基底回転側、 Hook 

portion から大量に蝸牛外側へ侵入し、蝸牛

線維細胞、血管条、蝸牛支持細胞に到達させ

ることに成功した。本手法によりこれまで不

可能であった遺伝性難聴、特にコネキシン 26

変異難聴への聴力改善への可能性が現実的

なものとなった。 
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