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研究成果の概要（和文）：高度感音難聴に対する治療はきわめて困難である。我々の検討では、

遺伝性難聴モデルマウスでは出生直後は蝸牛コルチ器の変性は軽度であり、成長に伴い変性

が進んでいくので変性が軽度のうちの治療が効果的である。我々は出生直後のマウス蝸牛へ

の遺伝子導入を低侵襲に内リンパ腔への遺伝子発現を認め、報告した。我々のこの投与法で

遺伝子欠損マウスにその遺伝子を組み込んだウイルスベクターを導入し検討した。出生直後

の遺伝性難聴モデルマウスに欠失遺伝子を導入し、遺伝子の発現に成功し聴力改善に成功し

た。 

 

研究成果の概要（英文）：Hereditary deafness affects about 1 in 2,000 children and mutations 

in the gap junction beta 2 protein (GJB2) gene, cording the gap junction, are the major 

cause in various ethnic groups, which require normal gene transfer in the early 

developmental stage to prevent deafness. Mice present an ideal model for inner ear gene 

therapy. In order to establish the fundamental therapy of congenital deafness, we 

generated targeted disruption of mouse Gjb2 gene using Cre recombinase controlled by P0. 

Using this animal model, we examined the potential of gene therapy in the inner ear, using 

the homozygous mutant mice and the heterozygous mutant mice. Adeno-associated virus 

vectors (AAV) carrying Gjb2 gene were injected into the scala tympani through the round 

window of the cochlea of the homozygous mutant adult mice. The expression of Cx26 was 

observed in the fibrocytes of the spiral ligament and spiral limbus, but was not seen in the 

supporting cells and failed to improve the hearing ability. However, we succeed in gene 

introduction to the supporting cells of neonatal mice without hearing loss using AAV. The 

present study will present the preliminary data regarding introduction of the virus vector 

into the Gjb2 knockout mouse at the neonatal stage.  
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１．研究開始当初の背景 

わが国でも数十万人いると推測され

ている高度感音難聴に対する治療は

耳鼻咽喉科領域では最も重要なテー

マであるが実際の治療はきわめて困

難である。人の内耳を直接生検するこ

とや侵襲的な生理学的検査は困難で

あり、有用な動物モデルを用いての検

討は発症機序の解明や根本的治療の

確立に極めて重要である。現在、動物

モデルは主にマウスが用いられてい

るが、小動物であるため内耳への薬物

投与は困難とされてきた。我々はマウ

ス内耳に侵襲を最低限に抑えて投与

できる方法の開発に取り組んできた。 

また、我々が検討した結果、遺伝性

難聴モデルマウスでは出生直後は蝸

牛コルチ器の変性は軽度であり、成長

に伴い変性が進んでいく (Inoshita A,  

Iizuka T et al.  2008)。したがって、

形態変化が軽度のうちの治療が効果

的であると考えている。  

私は生後２４時間以内のマウス蝸

牛への遺伝子導入を低侵襲で可能に

しており (Iizuka T et al.  2008)、同様

の方法で薬剤・細胞等の投与も可能で

ある。この手技を用いてウイルスベク

ターによる遺伝子導入や薬物投与、

ES 細胞、 iPS 細胞などの細胞投与を

遺伝性難聴モデルマウスに投与し、そ

の治療効果について検討を行う。また、

この投与法で老人性難聴マウスモデ

ルへの応用も可能である。これらの結

果は治療困難とされる高度感音難聴

の治療への第一歩となると考えられ

る。  

 

２．研究の目的 

我々は過去の報告にはない生後２

４時間以内のマウス蝸牛への遺伝子

導入をアデノ随伴ベクターを用いて

低侵襲に注入できる外リンパ腔への

投与で内リンパ腔への遺伝子発現を

認め、これを報告した。我々のこの投

与法では十分にしかも聴力を下げる

ことなく低侵襲で内リンパ腔へ導入

効率を高く投与できる。これは様々な

内耳疾患モデルマウスに応用でき、将

来のヒトの内耳への薬物投与・遺伝子

導入に貢献するものである。  

 

３．研究の方法 

ヒトの難聴モデルマウスにウイル

スベクター、 iPS 細胞、ES 細胞、成

長因子などの導入を行い、聴力の獲得

を目標とする。そのためまず、野生型

マウスにこれらを導入し、導入による

侵襲、導入部位、導入効率についてそ

れぞれ検討する。また、マウスが成熟

していく過程で可及的早期の導入が

望まれることもあり導入時期も比較

し、最も早期で高効率の導入時期を確

立する。次に我々の所有するヒトの先

天性難聴で最も多いとされる GJB2

遺伝子のノックアウトマウスに正常

マウス Gjb2 遺伝子をウイルスベクタ

ーを用いて導入する。正常マウス

Gjb2 遺伝子は業者に依頼、作成済み

であり、これをプラスミドに組み込み、

ウイルスベクターを作成する。これを

ノックアウトマウスに導入し、コード

しているコネキシン 26 が発現してい

ることを確認し、その形態変化、聴力

変化を検討する。聴力獲得ができれば

理想である。この手技を用いて iPS

細胞、ES 細胞、成長因子の導入も可

能であり、様々な難聴モデルマウスに

応用する。  

 

４．研究成果 

マウス Gjb2 遺伝子を組み込んだ

AAV を作成し、Gjb2 ノックアウトマ

ウスの蝸牛に導入した。凍結切片を作

成し免疫染色にて検討したところら

せん板縁とらせん靱帯に Cx26 の発現

を認めた。比較としてベクターを導入

していない Gjb2 ノックアウトマウス

を用いたものは発現を認めなかった。

成体の遺伝性難聴モデルマウスに欠

失遺伝子を導入し、遺伝子の発現に成

功した。  

その後、出生直後のマウスに導入し

た。以前に報告したように出生 24 時

間以内のマウスの耳後部切開を置き、



蝸牛を露出、プーラーでひいて先端の

直径を 10μm としたガラス管を蝸牛

壁または正円窓に刺して直接ウイル

スベクターを注入した。2 か月後にＡ

ＢＲにて聴力評価して蝸牛を摘出。形

態変化も評価した。ＡＢＲにて有意な

聴力改善を認めた。また、免疫染色に

て蝸牛支持細胞に Cx26 の発現を認め、

HE 染色では基底回転、第 2 回転での

コルチトンネルの作成を認めた。コル

チ器の高さもコントロールに比べ優

位に高かった。  
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