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研究成果の概要（和文）：先天性高度難聴児は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。難聴原因因子のコネキシン26(CX26)は、聴覚器だけでなく前庭器官(半規管・耳石器)にも局在する。本課題
では、前庭器官と蝸牛を共に標的としたGjb2遺伝子治療ベクターの投与法の開発および遺伝子治療後の前庭器官
の機能的解析により、前庭へのアデノ随伴ウィルス（AAV）による遺伝子導入法を最適化した。内耳器官培養に
て選抜したAAVを用いてGFP遺伝子を半規管経由で局所投与し、マウス半規管に小孔を設け、微小チューブを挿入
しウィルス液の持続的な注入を行ったところ、前庭および半規管膨大部への感染が確認された。

研究成果の概要（英文）：The Gjb2 gene, which encodes connexin 26 (CX26), a gap junction protein, is 
the most frequent causative gene in hereditary hearing loss. CX26 is expressed in the outer cochlear
 wall fiber cells and Corticoid supporting cells, but is also expressed in the vestibular organs. In
 this project, we will develop a method of administering Gjb2 gene therapy vectors targeting both 
vestibular organs and the cochlea, and analyze the function of vestibular organs after gene therapy 
to optimize gene transfer methods using adeno-associated viruses (AAV) into the vestibule. To 
administrate the AAV to the vestibular epithelial cells, we made a small hole in the semicircular 
canal, injected virus solution via microtube.After a certain period of time, AAV infections of the 
vestibular and semicircular canal areas were confirmed.

研究分野： 遺伝性難聴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
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 知られてお
り著しく患者のQOLが低下するためその治療法の確立が強く求められている。前庭器官と蝸牛を共に標的とした
Gjb2遺伝子治療ベクターの投与法の開発は低侵襲な治療法であり、その治療法の確立は学術的および社会的意義
は高いといえる。 

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

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おり著しく患者の QOL

が低下するためその治療法の確立が強く求められている。なかでも、アデノス随伴ウィルスを

用いた Gjb2 遺伝子治療は、低侵襲な治療なため、新たな治療法として期待が高まっている。 
 
２．研究の目的 
 

先天性難聴の根本的原因として遺伝子変異がその半数以上に寄与する。また先天性の難

聴者は平衡機能の障害を持ち合わせることも知られている。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、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、申請者らがこれまで前庭機能を解析した Gjb2 優性阻害

変異マウス（Okada, J Oto l Rhinol, 2015）等の遺伝子改変難聴モデルを用いて次の研究項

目 1.前庭器官と蝸牛を共に標的とした Gjb2 遺伝子 治療ベクターの投与法の開発、2.遺伝子治

療後の前庭器官の機能的解析これらの解析を行うことにより、研究代表者が開発した前庭へ

のアデノ随伴ウィルスによる遺伝子導入法（Okada, Otol & Neurotol, 2012）を最適化し、前庭を標

的とした遺伝子治療法を確立す 
３．研究の方法 
 

生後コントロールマウス（C57BL/6）、R75W 変異を有する Gjb2 マウス、Gjb2 欠損マウス

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た。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した。その後聴覚機能検査(ABR)によっ

て侵襲を評価したのち、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し

た。遺伝子治療後の前庭器官の形態学的解析。各モデルマウスの遺伝子導入後の前庭器官の

形態学的な差異を比較した。遺伝子導入後、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した。各モデルマウスにおいて、

遺伝子導入後の前庭機能を評価した。遺伝子導入後に各群のマウスを平衡機能検査により

評価した。Gjb2 を発現するよう作成したアデノ随伴ウィ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した。幼若・成熟・老齢のマ

ウスへ、正円窓経由・半規 管経由の注入法で、Gjb2 を発現するアデノ随伴ウイルスベクタ

ーを注入した。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（Cx26 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した。

Gjb2 遺伝子導入効果の指標として、ギャップ結合 プラークの形成変化を解析した。細胞境

界における最大プラークの長さを測定し、遺伝子導入によるプラーク長の変化を解析した。

このギャップ結合プラークの回復を治療効果指標とした表現型解析を行い、最も効率の良

い投与方法を選抜した。前年度に選抜された遺伝子導入法により、幼若・成熟・老齢におけ

る前庭機能を評価・比較した。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った。これらの機能評価によ

り、機能回復のために最も効率的な前庭器官への遺伝子導入法を開発した。 

 
４．研究成果 
 

初年度は、半規管からのアデノ随伴ウィルス（AAV）の投与法の検討を行った。マウス

Gjb2 遺伝子を搭載 した AAV を後半規管に設けた小孔に、微細チューブを挿入する方法を

検討した。従来の正円窓投与は 0.5µL 程度の投与量であったが半規管投与では 約 5µL の

ウィルス液を投与し閉創することが可能であり、またこのときの手術による聴力低下は見

られなかった。さらに研究代表者らが開発した前庭へのアデノ随伴ウィルスによる遺伝子

導入法（Okada, Otol & Neurotol, 2012）を最適化し、前庭を標的とした遺伝子治療法を確

立を試みた。上述した同様の方法で半規管からのアデノ随伴ウィルス（AAV） の投与法の

検討を試み、マウス Gjb2 遺伝子を搭載した AAV を後半規管に設けた小孔に、微細チュー

ブを挿入する方法を検討した。従来の正円窓投与は 0.5µL 程度の微量の投与量であったが

半規管投与では約 5~10µL のウィルス液を投与でき、効果的な遺伝子治療を実施できる可

能性が示唆された．さらに、この際、手術による聴力低下は見られなかった。さらに AAV

のカプシド領域の改変により新たなベクターの開発を行った。現在、平衡器官への遺伝子導

入効率の高いベクターを選抜している。さらなる AAV 導入量の増加のために、内耳上皮細

胞への感染効率の良いカプシド改変型 AAV を用いて GFP 遺伝子を半規管経由で局所投与

し、前庭上皮細胞への遺伝子導入を行った。後半規管 と外側半規管に 80-100µm 程度の小

孔を設け、微小チューブを挿入して 10～14µl の AAV 液を後半規管から前庭方向に挿入し

てシリンジポンプにて持続的な注入を行った。一定期間後にこれらの個体の内耳を摘出し、

前庭および半規管膨大部への感染が確認された。以上から従来の方法と比較して、聴力低下

を起こさずに、AAV 導入量を各段に増加させる術式を提案することが可能になった。 
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