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研究成果の概要（和文）：胎生期内耳(耳胞)へDach1を標的とするshort hairpin RNA(shRNA)プラスミドを導入
し、内耳特異的Dach1遺伝子発現抑制モデルマウスの作成に成功した。本マウスの胎生期15日目(E15)の頭部を摘
出し、in situ hybridazationを用いてDach1発現を確認したところ、Dach1の消失を認め、さらに、Dach1遺伝子
に関連すると予想され、蝸牛血管条形成に強く影響を与えると考えられるPax6, Igf1遺伝子の発現減少を認め
た。また、本マウスの成熟期蝸牛では、野生型マウスと比較して蝸牛血管条が菲薄化している所見を認めた。

研究成果の概要（英文）：We performed transuterine Dach1 targeted shRNA(shRNA-Dach1) gene transfer 
into the otocyst of wild-type mice to generate the inner ear specific Dach1 knockdown mice. Reporter
 gene (eGFP) expressed in the treated ear at embryonic day 15 (E15) and E18. No expression of Dach1 
mRNA observed in the treated inner ear at E15 and E18. Pax6 and Igf1 mRNA expression reduced in the 
treated side at E15.
At postnatal day 30 (P30), stria vascularis was thinned in the shRNA-Dach1 knockdown mice compared 
to wild-type mice.   

研究分野：内耳基礎研究
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１．研究開始当初の背景 
聴覚と平衡覚を司る感覚器である内耳は、
全て胎生期において上皮性の袋状構造体で
ある耳胞より形成される。この形成過程にお
いて、耳胞内腔上皮の各領域が最終的に内耳
のどの構造に分化するかは、領域特異的に発
現する転写調節因子および転写補助因子に
よって決定される。この事実はよく知られて
いるが、未だ不明な点が多い。そこで本研究
においては、Dachshund FamilyTranscription 
Factor 1(Dach1)遺伝子に着目し、マウス胎
生期における内耳形成のメカニズムの一端
を明らかにすることを目指す。 
Dach1 遺伝子は、ショウジョウバエの
dachsfund gene(dac)の哺乳類ホモログとし
て同定された(Mardon, Dev 1994)。ショウジ
ョウバエにおいては、dac 遺伝子の欠損によ
りショウジョウバエの眼、四肢が低形成とな
ることが報告されている(Davis, Mol Cell 
Biol 2001)。また、ショウジョウバエの脳イ
ンスリン産生細胞(IPCs)を用いた in vitro
の研究から、dacは転写調節因子Eyeless(Ey)
と複合体を形成し、インスリン様成長因子
dilp5 遺伝子のプロモーター領域に結合し、
協調的にインスリン分泌を制御することで、
各組織の分化を促進すると考えられている
(Okamoto, PNAS 2011)。一方、正常マウス胎
生期内耳において Dach1 は、胎生 12 日(E12)
の耳胞背側およびE15の蝸牛管外側 (蝸牛血
管条に分化する領域)に発現することが報告
されている(Ayres, Genomics 2001)。また、
E15.5 正常マウス胎生期内耳における Ey、
dilp5 遺伝子のマウスホモログである Pax6、
Igf1 遺伝子の発現について in situ 
hybridization 法を用いて検討を行い、Dach1
の発現部位と同じ蝸牛管外側に Pax6、Igf1
遺伝子も発現することを既に確認している。
これらマウスにおいて所見とショウジョウ
バエにおいて既に明らかとなっている知見
を考え合わせると、マウスにおいてもショウ
ジョウバエ IPCs と同様に Pax6、Igf1 遺伝子
を介して、マウス蝸牛血管条発生に関与して
いることが強く示唆される。このことを明ら
かにするためにはDach1ノックアウトマウス
を用いた研究が有用であると考えるが、
Dach1 ノックアウトマウスは致死であるため
(Davis, Mol Cell Biol 2001)、その詳細に
ついては未だ不明である。 
上述の如く目的の遺伝子の欠失が致死的で
ある場合、臓器特異的な発現抑制モデル（コ
ンディショナルノックアウト:cKO）マウスを
作製し実験を行うことが多いが、一般的に用
いられる作製方法では、その作製に時間、費
用を要することが知られている。そこで、本
研究においては、我々が従来より報告してき
た方法を用いて、耳胞への遺伝子導入による
内耳特異的な遺伝子発現抑制モデルを作製
する。今回用いる内耳特異的遺伝子発現抑制
モデルマウスは、耳胞への遺伝子導入の技術
的困難さを除けば、従来の cKO マウス作製に

比べ、その作製は簡便であり、時間、費用面
において大きなメリットがある。申請者はこ
れまでに、in vivo でのマウス耳胞内腔への
物質の投与技術、そして、耳胞内腔を覆う細
胞とその周囲の細胞に対して遺伝子導入を
行う技術を確立しており、この技術を用いた
研究成果を報告してきた(Miwa and Minoda, 
NeuroReport 2011 cover page、Miwa and 
Minoda, Mol Ther 2013、Miwa and Minoda, 
Gene therapy 2015 review paper)。その中
で申請者らは、遺伝子サイレンシングに用い
られる short hairpin RNA (shRNA)プラスミ
ドを E11.5 の耳胞へ導入することで、標的遺
伝子の内耳内での発現が著明に抑制される
ことを報告している (Miwa and Minoda, Mol 
Ther 2013)。今回の研究は、本技術を用いて、
Dach1 遺伝子を標的とする
shRNA(shRNA-Dach1)を用いた内耳特異的発
現抑制モデルマウス（以下、内耳特異的 Dach1
ノックダウン(KD)マウスと記載する）を作成
し実験を行う。今回検討対象とする Dach1 遺
伝子は正常マウスでは E12 に発現開始する
(Ayres JA, Genomics 2001)ため、shRNA-Dach1
の遺伝子を E11.5 に導入することにより、内
耳におけるDach1の確実な発現抑制が可能で
あると考える。 
 
２．研究の目的 
本研究は、内耳形成に重要な役割をもつこ
とが示唆されているDach1遺伝子に着目して
研究を行う。Dach1 欠失マウスは致死的であ
ることから(Davis, Mol Cell Biol 2001)、
申請者らがこれまでに確立してきた胎生期
内耳(耳胞)への遺伝子導入による内耳特異
的遺伝子発現抑制モデルマウスを作成して
検討を行う。具体的には、正常マウス耳胞に、
Dach1 を標的とする short hairpin 
RNA(shRNA)プラスミドを導入し、内耳特異的
な Dach1 発現抑制モデルマウスを作成し、内
耳形態の変化と関連遺伝子の動態を解析す
る。このことを通して、正常マウス胎生期内
耳形成のメカニズムの一端を明らかにする
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
1)正常マウスの E11.5 耳胞に対して、
Reporter 遺伝子として eGFP を付与した
shRNA-Dach1 プラスミドベクターを導入し、
E15、E18、生後 30 日(P30)で形態学的評価を
行った。 
2)E15、E18 の時点で、処置したマウス胎児を
摘出し、固定後凍結切片を作成した。DIG プ
ローブを用いた In situ hybridazation を用
いて胎生期内耳形態の変化と関連遺伝子
Pax6,Igf1 の動態を解析した。 
3)生後マウス頭部離断後、蝸牛を摘出し、脱
灰・固定した後、凍結切片を作成した。蝸牛
血管条を観察するため、免疫組織染色法によ
り形態学的評価を行った。 
 



４．研究成果 
1)eGFPを付与したshRNA-Dach1を野生型マウ
スの胎生期内耳に注入し、エレクトロポレー
ション法にて遺伝子導入を行ったところ、
E15においてeGFPのシグナルを内耳蝸牛内に
確認した(図 1)。 
2)本マウスの E15 において、in situ 
hybridazation を用いて Dach1 発現を確認し
たところ、Dach1 の消失を認め(図 2)、内耳
特異的 Dach1 KD マウスであることを確認し
た。 
3)E15 の時点で Dach1 遺伝子に関連すると予
想される遺伝子の動態を in situ 
hybridaization で確認したところ、聴覚の維
持に重要な役割を持つ蝸牛血管条形成に強
く影響する Igf1 mRNA のシグナル強度の減少
を認めた(図 3)。Pax6 については未公表とす
る。 
4)また、本マウスの成熟期蝸牛(生後 30 日、
P30)では、野生型マウスと比較して蝸牛血管
条が菲薄化する所見を認めた(図 4)。 
 
図 1：E15 の蝸牛凍結切片。蝸牛上皮に
eGFP(緑)の発現を認める。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：E15 における shRNA-Dach1 導入マウス
蝸牛上皮では Dach1 mRNA シグナルの消失を
認める(上矢頭)。正常マウス蝸牛上皮(下矢
頭)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：E15 における shRNA-Dach1 導入マウス
蝸牛上皮では Igf1 mRNA シグナルの減少を認
める(上矢頭)。正常マウス蝸牛上皮(下矢頭)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4：P30 における shRNA-Dach1 導入マウス
の蝸牛血管条では、菲薄化を認める(上)。正
常マウス蝸牛血管条(下)。 
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