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研究成果の概要（和文）：先天性高度難聴児は幼少児期に末梢平衡機能にも障害を伴う頻度が極めて高いことが
知られている。本研究では難聴モデルマウス前庭、特に世界で最も高頻度に発生するGJB2変異難聴の遺伝子改変
モデルマウスの形態・機能評価と前庭を標的とした遺伝子治療の効率的な投与法の検討を行った。標的とする
CX26変異難聴モデルの前庭組織の形態学的解析を行い、これらの難聴モデルに対し、正円窓経由・半規管経由の
注入法で、GFPを発現するアデノ随伴ウイルスベクターを投与した。その結果、新たに行った半規管経由のウィ
ルス液還流法により正円窓経由と同等またはそれ以上の前庭細胞への遺伝子導入効率が確認された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the morphological and functional development of the vestibular 
organ in Cx26 transgenic mice between 0 days after birth (P0) and P140, which was compared with that
 of littermate control mice (non-Tg). The gross structure of the inner ear in non-transgenic and 
transgenic mice revealed no hydrops, no defects, no degeneration in either the cochlea or the 
vestibule throughout the postnatal period. Light microscopic observations in the sensory epithelium 
revealed normally developed and matured utricle macula, saccular macula, and ampulla in the 
transgenic mice, which were very similar to those of the nontransgenic mouse. The present study 
clearly demonstrated that postnatal development and maturation in the vestibular organ were 
morphologically and functionally completed in Cx26 transgenic mice. Furthermore, we examined the 
gene transfer with adeno associated virus (AAV) via semicircular canal and successfully delivered 
AAV into the vestibular cells.

研究分野： 耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 

先天性難聴(GJB2 遺伝子)と前庭機能 

先天性高度難聴の発症率は 1,000 人に 1 人の

割合であり、その約半数は遺伝子の関与があ

るといわれている。遺伝性難聴の中でも最も

頻度が高い原因遺伝子は、gap 結合蛋白であ

るコネキシン 26 をコードしている GJB2 遺

伝子である。 

先天性高度難聴児は幼少児期に末梢平衡機

能にも障害を伴う頻度が極めて高いことが

知 ら れ て い る （ Shinjo et al. Acta 

Otolaryngol. 2007;Jul;127(7):736-47）。また、

遺伝性・加齢性・薬剤性・ウイルス性などに

よる平衡機能障害においては、前庭有毛細胞

の損失がみられることが報告されている

(Tsuji et al. Ann Otol Rhinol Laryngol 

Suppl 2000; 181: 26-31)。 

コネキシン 26 は、蝸牛外側壁線維細胞とコ

ルチ器支持細胞に発現するが、前庭器官(半規

管・耳石器)にも免疫組織学的に存在している

ことが報告されている。 

当研究室では、ヒトで証明された優性阻害効

果を認める R75W 変異を有する Gjb2 マウス

モデルおよび Gjb2 コンディショナルノック

アウトマウスを作成・維持し、これまで研究

に用いてきた(Kudo et al. Hum Mole Genet. 

2003;(12):995-1004) (Inoshita et.al, 

Neuroscience. 2008)。 

これらのマウスを用いて前庭器官の形態学

解析および前庭機能について評価すること

により、難聴と平衡障害との関連が解明され

る可能性がある。 

 

平衡機能障害と治療 

現在、末梢平衡機能障害の治療としては一般

に内服治療や理学療法が行われている一方、

重症メニエール病等の難治性のめまいに対

しては内リンパ嚢開放術や迷路破壊術など

手術による治療が行われることがあるが、こ

れらの手術治療においては聴力低下を合併

する場合やふらつきが残る場合があり治療

効果も一定した結論を得ていない。 

近年、難聴・前庭機障害の治療を目的とした

遺伝子治療についてモデル動物を用いた

様々な手法での検討が行われている。アポト

ーシス抑制遺伝子である Bcl-2 遺伝子を過剰

発現させることにより薬剤による前庭有毛

細 胞 の 損 失 が 減 少 す る と い っ た 報 告

(Pfannenstiel et al. Audiol Neurootol 2009; 

14: 254-266)や、有毛細胞発生の調節因子で

ある Atoh-1 遺伝子を前庭有毛細胞に導入す

ることにより、損失された前庭有毛細胞の再

生がみられたという報告 (Staecker et al. 

Otol Neurotol 2007; 28: 223-231)がある。

我々は現在まで難聴の治療を目的とした、出

生直後での内耳への遺伝子導入法を開発 

(Iizuka et al. Hum Gene Ther 2008; 19: 

384-390)、同法にて GJB2 遺伝子を発現する

ウイルスベクターを作成し、蝸牛内にコネキ

シン 26 を発現させることに成功している。

更にこの方法を発展させ、前庭および半規管

の有毛細胞、支持細胞に効率的かつ非侵襲的

に遺伝子導入行う方法を近年開発した

（Okada et al. Otology & Neurotology, 

2012.33(4):655-9）。この経験を基に、前庭に

対する遺伝子治療を企画するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究ではヒトの非症候性遺伝性難聴の原

因遺伝子で最も頻度の高いGJB2遺伝子変異

において、難聴と平衡機能の関連およびその

治療法を探ることを目的とし、Gjb2 マウスモ

デルおよび Gjb2 コンディショナルノックア

ウトマウスを用いて次の研究項目を計画し

た。 

 

(1)前庭器官の形態学的解析 

コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変

異を有する Gjb2 マウス、Gjb2 コンディショ

ナルノックアウトマウスの 3 群において、幼



若・成熟・老齢での前庭器官の形態学的な差

異を比較する。 生後 0 日・7 日・14 日・49

日・140 日における各群のマウスの前庭器官

を取り出し、光学顕微鏡・電子顕微鏡・共焦

点レーザー顕微鏡により形態を観察する。 

 

(2)前庭器官の機能的解析 

コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変

異を有する Gjb2 マウス、Gjb2 コンディショ

ナルノックアウトマウスの 3 群において、幼

若・成熟・老齢での前庭機能を評価する。生

後 0 日・7 日・14 日・49 日・140 日の各群

の マウ スを 、 swimming test 、 circring 

behavior、head tilt およびロータロッドを用

いた検査により評価する。 

また、前庭器官の器官培養を行い、Ｃａ2+イ

メージングシステムにおいて前庭組織の機

能解析を行う予定である。 

 

(3)上記の変性および機能障害部位周辺を標

的とした新規治療法として、近年我々が開発

した、 

前庭へのウィルスベクターによる遺伝子導

入法（Okada, Otology & Neurotology, 2012）

を最適化し、新規の前庭を標的とした遺伝子

治療法を確立する。 

コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変

異を有する Gjb2 マウス、Gjb2 コンディショ

ナルノックアウトマウスの 3 群において、ウ

イルスベクターを用いた遺伝子導入を試み

る。幼若・成熟・老齢のマウスへ、蝸牛管経

由・正円窓経由・半規管経由の注入法で、GFP

を発現するアデノウイルスベクターおよび

アデノ随伴ウイルスベクターを注入する。そ

の後聴覚機能検査(ABR)によって侵襲を評価

したのち、前庭器官を取り出し標本を作成し

免疫染色（Phalloidin 染色および GFP 染色）

を施行し、蛍光光学顕微鏡および共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて導入範囲および導入効

果を評価する。 

 

３．研究の方法 

平成 26 年度 

(1) コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス （ C57BL/6 ）、

Cx26-R75W 変異を有するトランスジェニック

マウス（Cx26-R75W+）、コンディショナルノ

ックアウトマウス(Cx26cKO)の 3群において、

幼若・成熟・老齢の前庭組織を摘出し、光学

顕微鏡・走査電子顕微鏡・透過電子顕微鏡・

共焦点レーザー顕微鏡により有毛細胞不動

毛の形態・支持細胞の形態学的解析を行う。

さらにタンパク質局在の変化を解析するた

めパラフィン切片・凍結切片・ホールマウン

ト組織の免疫蛍光染色を行い、gap 結合の構

成蛋白であるコネキシン26の局在について、

発育過程での変化を解析する。 

現在までにパラフィン切片・HE 染色を用いた

標本を光学顕微鏡で観察した限りでは各群

間に明らかな形態的差異は認められなかっ

た。 

27 年度はコネキシン 26 の局在を含めさらに

検討を進めてゆく。 

 

(2)コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変

異を有する Gjb2 マウス、Gjb2 コンディショ

ナルノックアウトマウスの 3群において、幼

若・成熟・老齢における前庭機能を、swimming 

test、circring behavior、head tilt およ

びロータロッドを用いた検査により評価・比

較する。 

 

平成 27 年度以降 

(1) GFP 発現するよう作成したウイルスベク

ターを複数の投与方法により注入し、免疫染

色を用いて遺伝子導入の範囲と効率を評価

する。 

コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変異を

有する Gjb2 マウス、Gjb2 コンディショナル

ノックアウトマウスの 3群において、幼若・

成熟・老齢のマウスへ、蝸牛壁経由・正円窓



経由・半規管経由の注入法で、GFP を発現す

るアデノウイルスベクターおよびアデノ随

伴ウイルスベクターを注入する。その後聴覚

機能検査(ABR)、前庭機能検査によって侵襲

を評価したのち、前庭器官を取り出し凍結切

片を作成し、免疫染色（Phalloidin 染色およ

び GFP 染色）を施行し、蛍光光学顕微鏡およ

び共焦点レーザー顕微鏡を用いて導入範囲

および導入効果を評価する。 

 

(2)前庭有毛細胞および支持細胞を中心に前

庭器官培養を行い、Ｃａ2+イメージングシス

テムにおいて前庭組織の機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

先天性高度難聴の発症率は 1,000 人に 1人の

割合であり、その約半数は遺伝子の関与があ

るといわれている。遺伝性難聴の中でも最も

頻度が高い原因遺伝子は、ギャップ結合蛋白

であるコネキシン 26 をコードしている GJB2

遺伝子である。先天性高度難聴児は幼少児期

に末梢平衡機能にも障害を伴う頻度が極め

て高いことが知られている。我々は現在まで

難聴の治療を目的とした、出生直後での内耳

への遺伝子導入法を開発、同法にて GJB2 遺

伝子を発現するウイルスベクターを作成し、

蝸牛内に正常なコネキシン 26 を発現させる

ことに成功している。更にこの方法を発展さ

せ、前庭および半規管の有毛細胞、支持細胞

に効率的かつ非侵襲的に遺伝子導入行う方

法を近年開発した（Okada et al. Otology & 

Neurotology, 2012.33(4):655-9）。この方法

を基に、難聴モデルマウス前庭、特に世界で

最も高頻度に発生する GJB2 変異難聴の遺伝

子改変モデルマウスの形態・機能評価と前庭

を標的とした遺伝子治療の効率的な投与法

の検討を行った。 

これまでヒトで証明された優性阻害効果を

認める R75W 変異を有する Gjb2 マウスモデル

および Gjb2 コンディショナルノックアウト

マウスを作成・維持し、これまで特に前庭に

関与する病態を解析してきた。これらの結果

を耳科学の専門誌にて報告した（Okada, J 

Otol Rhinol, J Otol Rhinol, 2015, S1, 

37-40）。これらの難聴モデルに対し、正円窓

経由・半規管経由の注入法で、GFP を発現す

るアデノ随伴ウイルスベクターを投与した。

その結果、これまで報告してきた正円窓経由

のウィルス投与と同様に、新たに行った半規

管経由のウィルス液還流法により正円窓経

由と同等またはそれ以上の前庭細胞へのウ

ィルス感染効率が確認された。 

これらの成果により、難聴に伴う平衡機能の

異常に対する新たな治療法としてアデノ随

伴ウィルスを用いた遺伝子治療の可能性が

示された。 
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