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研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝性難聴に対するiPS細胞やゲノム編集技術を用いた蝸牛ギャップ結合
の修復と内耳細胞治療を行い、これまで皆無であった遺伝性難聴の根本的治療法の開発を行った。日本人に典型
的なGJB2変異を持つ遺伝性難聴患者からのiPS細胞の樹立と分化誘導を行い疾患モデル細胞が得られた。さらに
GJB2-V37I変異を持つゲノム編集マウスの開発、同疾患のための改変型アデノ随伴ウィルスベクターの開発を行
い、GJB2変異型難聴の根本的治療法開発への応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Mutation of the Gap Junction Beta 2 gene (GJB2) is the most frequent cause 
of hereditary deafness worldwide and accounts for up to 50% of non-syndromic sensorineural hearing 
loss. In this study, we examined various adeno associated virus (AAV) serotypes to develop the 
effective gene therapy for GJB2 related hearing loss. For the disease modeling, we developed a novel
 strategy to differentiate induced pluripotent stem (iPS) cells into functional CX26-GJP-forming 
cells that exhibit physiological properties typical of the developing cochlea. To establish the 
disease model cells from the patients, we generated human iPS cells from the patients with Japanese 
and East Asian typical GJB2 mutations. As animal models for these typical GJB2 mutations, CRSPR/Cas9
 based genome editing were used to establish the mouse model such as GJB2-V37I mutant mouse. These 
model cells, vectors and animal models will enable us to develop the drugs and gene therapy vectors 
for GJB2 related hearing loss.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 遺伝性難聴　iPS細胞　ギャップ結合　GJB2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題はこれまでの当グループの研究成果をさらに発展させ、新たな疾患モデル細胞、疾患モデル動物、遺伝子
治療ベクター等を開発することにより、根本的治療の存在しなかった遺伝性難聴への遺伝子治療と細胞治療が応
用可能であることを示す結果が得られた。ギャップ結合の障害は加齢性難聴の進行に関与することが我々の論文
で示されたが、加齢性難聴は認知症のリスクファクターとして最も重要な疾患であることが近年明らかとなり、
本課題の成果が認知症分野へも貢献する社会的意義の高い治療法開発であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
遺伝性難聴は約 1,600 出生に 1人と高頻度に発症し聴覚と言語発育の著しい障害を引き起こす
極めて高度な QOL の低下をもたらす。特にコネキシン(Cx)26 をコードする GJB2 遺伝子の変異
は日本人における遺伝性難聴の 20~30%を占めており世界中でも最も高頻度に出現する難聴原因
遺伝子であることが示されてきた。既に 60以上の遺伝性難聴原因遺伝子が同定されており、
最終的には 100 以上の難聴遺伝子の関与が推察されている。我々はヒト非症候性遺伝性難聴因
子 Pou3f4(Brn4)の遺伝子欠損マウスの作成に初めて成功しこの機能解析を報告した（Minowa, 
Ikeda, Science 1999）。この研究はヒト非症候性遺伝性難聴である DFN3 の一因が蝸牛線維細
胞の変性にあることが証明されただけでなく、内リンパ電位の形成に線維細胞が不可欠である
という新しい病態機構を解明した。さらに申請者らは患者病態を再現した新規 Cx26 欠損マウ
スを開発し、Cx26 優性阻害変異マウスの分子的共通点を探索した。その結果「ギャップ結合複
合体崩壊」という全く新しい生化学病態を発見した。（Kamiya & Ikeda, J Cin Invest, 
2014）これにより新規薬剤開発や再生医療法開発のための全く新しい病態指標が示された。 
さらに申請者らは Cx26 欠損マウスへのアデノ随伴ウィルスを用いた GJB2 遺伝子治療により同
マウスの聴力を有意に改善させることに成功した（Iizuka, Kamiya & Minowa, Ikeda, Hum 
Mol Genet, 2015）。そして、申請者らは iPS 細胞から Cx26 ギャップ結合複合体を形成する内
耳感覚上皮を製造することに成功した（特許出願済/Fukunaga&Kamiya, Stem Cell Reports 
2016）。これらの成果により、世界で最も典型的である GJB2 変異型遺伝性難聴を標的とした根
本的治療法開発への道が大きく広がった。 
 
２．研究の目的 
本研究では Cx26 と Brn4 の遺伝子変異マウスモデルへ、iPS 細胞由来内耳へのゲノム編集によ
るギャップ結合の修復と内耳細胞治療を行い、以下の研究項目によりこれまで皆無であった遺
伝性難聴の根本的治療法の開発を目指す。1）遺伝性難聴モデルマウスの調整・管理、2）内耳
組織・血液細胞の再プログラム化による変異型 iPS 細胞の作製、3）内耳線維細胞・支持細胞へ
の分化誘導、4）ゲノム編集技術とウィルスベクターによる変異型 iPS 細胞の遺伝子修復、5）
iPS 細胞の細胞品質管理と評価、6）変異マウスモデル内耳への細胞移植、7）iPS 細胞治療によ
る内耳機能・形態の評価を行う。本研究では Cx26 変異による遺伝性難聴患者と等価のコンディ
ショナル・ノックアウトマウスモデルを用いて、Cx26 変異型 iPS 細胞を樹立した。次に、iPS
細胞を Cx26 変異の標的である内耳支持細胞と線維細胞に分化誘導する。さらに近年新規に開発
されたゲノム編集技術を駆使して正常型ギャップ結合複合体を持つ内耳細胞を作成する。これ
らを Gjb2 変異マウスの内耳に移植して変性した内耳の機能と形態を正常化せしめる根本的治療
法を開発することを目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究ではこれまで開発してきた以下の研究ツール・手法を複合的に組み合わせ、遺伝性難聴の
最適治療戦略を検討する。  
iPS 細胞の樹立と内耳細胞への分化誘導 
iPS/ES 細胞から内耳有毛細胞/神経細胞への分化誘導法は複数報告されている（Oshima et al. 
Cell, 2010; Chen et al. Nature, 2012）が、Cx26 を発現するギャップ結合構成細胞の分化誘
導法はこれまで報告されていない。iPS 細胞の分化誘導法は、ES細胞から内耳有毛細胞への分化
誘導方法(Kohler et al., 2013)に内耳由来フィーダー細胞等を用いた独自の改変を加えて行う
こととする。上記分化誘導後に定量 PCR での Cx26 発現量による条件の選抜、その後の分離培養
において内耳同様のギャップ結合プラークを構築することに成功しており、最適条件を確立さ
せる。 
  
ゲノム編集技術による iPS 由来内耳細胞の遺伝子修復 
分化誘導した iPS 由来内耳細胞に Cas9 を発現するプラスミドと gRNA を発現するプラスミド、
ターゲットプラスミドを遺伝子導入する。Cx26 変異難聴モデルでギャップ結合プラークである
タンパク質の複合体が劇的に分断される発症機構（Kamiya, J Clin invest, 2014）を指標とし
て適切に遺伝子修復されたクローンを選抜する。本研究では CRISPR / Cas9 system (Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated proteins) を利用し
て変異型 GJB2 遺伝子のゲノム編集により GJB2 変異マウスのギャップ結合複合体を正常に修復
する。Gjb2 および Pou3f4 変異難聴モデル動物のゲノム上の Gjb2 および Pou3f4 領域に正常遺伝
子をノックインする手法（GeneCopoeia 社 CRISPR-Cas9 ノックインキット）を用いる。適切な
効果（ギャップ結合複合体の形成とその正常機能）が得られた細胞クローンを単離培養する。 
 



iPS 由来内耳細胞への遺伝子導入を目指したウイルスベクターの開発 
上記ゲノム編集の補足効果を目的として、申請者らの遺伝子治療実験（Iizuka, Hum Mol Genet, 
2015）で成功しているアデノ随伴ウイルス(AAV)による遺伝子治療ベクターを作製し、上記 iPS
由来内耳細胞に濃縮精製したウイルスを感染させる。これにより変異マウス由来細胞のギャッ
プ結合複合体を正常に修復する。 
 
４．研究成果 
遺伝性難聴患者の聴力解析、遺伝子解析による典型的 GJB2 変異型難聴患者の選抜と iPS 細胞の
樹立 
遺伝性難聴患者の聴力解析、遺伝子解析により、日本人に典型的な GJB2 変異型難聴患者を選抜
した。それらの血液サンプルから T 細胞を初期化し、日本人で第１-3 位のアレル頻度を持つ変
異、GJB2、235delC、V37I、G45E+Y136X 変異を持つ遺伝性難聴患者の iPS 細胞を樹立した。これ
らの細胞の未分化マーカー遺伝子の発現、核型解析によって、疾患モデル細胞のために十分な多
能性等の品質を持つことが確認し新たな生物資材として論文発表を行った（Fukunaga et al., 
Stem Cell Research. 2020, 43, 101674）。 
同論文は V37I 変異の患者からの iPS 細胞の樹立と多能性解析であるが、同様に GJB2、235delC
変異、G45E+Y136X 変異においても解析を進め、論文投稿中である。 
疾患モデルマウスの開発では、マウス GJB2 難聴モデルとしてヒト病原性有害多型と同一変異を
持つ以上の 3系統を樹立し、表現型解析を実施し、治療対象のモデルとして用いるための基盤構
築を行った。GJB2-V37I 変異をターゲットとし、標準系統である C57BL/6N 背景のマウス受精卵
にエレクトロポレーション法でゲノム編集を行い、ファウンダー世代(F0)のマウスを取得した。
得られたマウスの次世代を取得してヘテロ点変異マウスを樹立し、解析に用いる計画である。 
 
マウス ES細胞からの GJB2 変異型難聴モデル細胞の開発 
新たな疾患モデル細胞をして、マウス ES 細胞の分化誘導によるギャップ結合形成細胞シートの
作製を行った。ES 細胞から効率の良い内耳疾患モデル細胞を開発するため 3 次元培養の最適条
件を同定した。本研究では BMP4 に由来した CX26 の発現（mRNA および small vesicle）を制御す
る因子が同定された。同成果は、GJB2 変異型遺伝性難聴に対する根本的な治療法の開発におい
て、薬剤スクリーニングや再生治療、病態解明に必要な細胞を大量かつ効率的に作製するうえで
有用なツールになることが期待される。同内容は既に論文を作成し投稿中である (Fukunaga et 
al., Submitted)。 
 
ヒト iPS 細胞からコネキシン 26 ギャップ結合構築細胞への分化誘導と GJB2 変異型難聴疾患モ
デル細胞の開発 
本研究では、①ヒト iPS 細胞から CX26 ギャップ結合を構築する細胞（iCX26GJC）への分化誘導
法の開発、および②GJB2 変異難聴患者由来の iPS 細胞から疾患モデル細胞を作製し病態を再現
することを目的とした。ヒト iPS 細胞の 3 次元培養により、GJB2 および GJB６を高発現する培
養条件が見い出された。本邦の GJB2 変異難聴において最も患者数の多い 235delC の変異を持つ
患者から樹立した iPS 細胞を用いて、CX26 ギャップ結合構築細胞を作製し、機能性を調べた。
その結果、患者由来モデル細胞は健常な細胞由来のモデル細胞に比べ優位な機能低下を示し、
GJB2 変異難聴の病態である“ギャップ結合を介した細胞間コミュニケーションの低下”を再現
した。これらの成果は、GJB2 変異型遺伝性難聴に対する変異毎の病態解明、根本的な治療法の
開発、薬剤スクリーニング等への応用が期待される。（Fukunaga et al., 投稿準備中） 
 
ギャップ結合障害による新たな難聴メカニズムの解明 ～加齢性難聴におけるギャップ結合の
解析～ 
高齢化社会において増え続ける重要な疾患の１つである加齢性難聴は、これまで様々な病態解
析が行われてきており、外有毛細胞の脱落や血管条の萎縮などが原因として指摘されている。し
かし、初期の聴力低下時にはこれらの病態は見られず、加齢性難聴の発症に関わる病態変化は未
だ不明である。我々は、加齢性難聴の初期の病態変化として、遺伝性難聴で最も頻度の高い GJB2
変異型難聴の発症要因の一つとして当グループで発見された蝸牛ギャップ結合プラークの破綻
（Kamiya et al. J Clin Invest. 2014）が関与しているという仮説を立て、加齢性難聴におけ
る初期の病態解明を行った。 
経時的な聴力モニタリングの結果、20kHz と 40kHz において、32週齢前後から急激な聴力の悪化
を認めた。この結果から 32 週齢前後における初期の聴力低下に関わる病態変化を解析した。内
耳の支持細胞における GJP の形態は、若齢マウスが直線状の平板構造を呈するのに対し、老齢マ
ウスでは蝸牛 GJP の劇的な崩壊を認め、蝸牛 GJP の長さは老齢マウスにおいて優位に短縮して
いた。崩壊している蝸牛 GJP の周囲には、脂質ラフトがびまん性に沈着していた。また この時



期において、外有毛細胞の脱落に関しては両者において有意差を認めなかった。qPCR の結果、
GJB2 および GJB6 の発現量に有意差を認めず、ウエスタンブロット法の結果、CX26 および CX30
は、老齢モデルにおいて有意に減少を認めた。さらに、LLPS(Liquid-liquid phase separation)
法の結果、CX30 は明らかな変化を示さない一方で、CX26 は加齢に伴い疎水性へ転換することが
明らかになった。 
難聴が進行する初期段階において蝸牛 GJP の崩壊を認めたが、この時点で外有毛細胞の脱落は
認めなかった。このことから、加齢による外有毛細胞の脱落よりも初期の病態変化として、蝸牛
GJP の崩壊が認められることが示唆された。また加齢に伴い CX26 および CX30 が減少しているこ
とが示されたが、その遺伝子発現量に有意差を認めなかった。このことから、CX26 および CX30
の減少は、発現量の低下でなく、加齢による蝸牛ギャップ結合プラークの崩壊が原因であると示
唆された。さらに、今回示された加齢に伴う CX26 の疎水化により、蝸牛 GJP が脂質と癒合しや
すくなることで蝸牛 GJP の崩壊が引き起こると予想している。蝸牛 GJP の崩壊が難聴を引き起
こすメカニズムに関しては、支持細胞間の GJP が崩壊することで蝸牛の振幅機構が低下するこ
とが一因と考えている。この成果は Nature 系列誌 Experimental & Molecular Medicine に掲載
された。 
Degradation and modification of cochlear gap junction proteins in the early development 
of age-related hearing loss. 
Shori Tajima, Keiko Danzaki, Katsuhisa Ikeda, Kazusaku Kamiya 
Experimental and Molecular Medicine, 2020 ;52(1):166-175.    
2020 年 2月 28 日 順天堂大学プレスリリース 
老人性難聴の進行に関わるメカニズムを解明 
～内耳で働く “ギャップ結合”が老化により劣化していく～ 
(2020 年 3月 9日 日本経済新聞 他) 
 
アデノ随伴ウィルス（AAV）による蝸牛ギャップ結合の修復 
これまで AAV を用いたギャップ結合修復と聴力回復が試みられてきたが、本課題では GJB2 変異
型難聴に特化した高効率ベクターの開発を行い、標的である蝸牛ギャップ結合形成細胞への感
染実験を行った。 
AAV の感染指向性を制御するカプシド DNA の配列を各血清型の感染率から推測し、最適な改変型
ウィルスベクターの開発を目的とした。GJB2 変異型難聴標的細胞への最適ベクターとして AAV
血清型(AAV1,2,3,6,7,8,9)と改変型 AAV ベクター(AAV-DJ,DJ/8,ANC80-L65)に GFP、CX26 遺伝子
を搭載した各種ベクターを作製し、CX26KO マウスの蝸牛感覚上皮器官培養等を用いた選抜を行
った。蝸牛ギャップ結合形成細胞への感染効率が他細胞に比して高い血清型、改変ベクターをカ
プシド DNA 配列から絞り込み、その特定 DNA 領域の組み換え合成により新規改変型 AAV ベクタ
ーを開発した。開発した改変型 AAV の 1 つは有毛細胞への感染効率は低いにもかかわらずコル
チ器の蝸牛支持細胞のようなギャップ結合形成細胞に高い感染効率を持つことが示された。 
 
 
本研究ではゲノム編集技術等を活用した遺伝子変異マウスモデルへ iPS 細胞由来内耳へのギャ
ップ結合の修復と内耳細胞治療、遺伝子治療を行い、これまで皆無であった遺伝性難聴の根本的
治療法の開発を目指した研究を行った。GJB2 変異型難聴の原因となる蝸牛ギャップ結合形成細
胞への分化誘導法に改良を加え、簡便で大量生産ができる新たな方法の開発を行った。同時に日
本人に典型的な GJB2 変異を持つ遺伝性難聴患者からの iPS 細胞の樹立と分化誘導を行い、疾患
モデル細胞を得た。これらを用いた分化誘導実験を行い Connexin26 と Connexin30 を高発現す
るギャップ結合形成細胞が得られた。同細胞は高いギャップ結合機能を有し、疾患モデル細胞と
して活用できる。これらを本課題で開発した改変型 AAV ベクターやゲノム編集技術を組み合わ
せ、内耳への細胞治療法開発を進めることにより GJB2 変異型難聴への根本的治療法の開発が期
待できる。 
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