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研究成果の概要：C57BL/6J マウス内耳外有毛細胞（OHC）における prestin 発現様式は、発達段階
早期に OHC 細胞膜に発現してから maturation とともに機能を獲得するという、これまでラットなどで
知られていたものとは全く異なる、新しい様式であることがわかった。また、正常聴力獲得のために必
要な prestin 電荷密度は 9,400 e-/�m2 以上であることが示唆された。 
Gjb2 優性ネガティブ変異遺伝子改変マウスにおいても同様の発現様式であることが確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

哺乳類における極めて鋭敏な音受容機構
は、内耳における外有毛細胞（OHC）運動能
がもたらす“蝸牛増幅機構”によっている。
OHC 運動能は、その細胞側壁に存在する
prestin の変形によることが解明されつつあ
る。内耳再生医療のメインターゲットは最も
受傷性の高い OHC 運動能の回復である。 
再生された OHC が“蝸牛増幅機構”に

及ぼす質的効果については全く検討され

ていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
直接 prestin 遺伝子 Pres の形質導入した

コルチ器細胞、特に prestin 高発現 OHC を用
いて再生医療への応用のための機能的検討
を行うことを目的としている。 
そのために､遺伝子改変モデル動物として

最も用いられている動物種であるマウスに

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2006～2008 

課題番号：１８３９０４５４ 

研究課題名（和文）In vivo patch 法による prestin 導入再生内耳の直接的機能解析 

 

研究課題名（英文）Direct functional analysis of prestin transfected inner ear using in

vivo patch method 

研究代表者 

欠畑 誠治(KAKEHATA SEIJI) 

弘前大学・大学院医学研究科・准教授 

研究者番号：90261619 



 

 

おける prestin 発現様式を解析し正常聴力
に必要な prestin発現量を推定する必要があ
る。さらに Dynamic Image Analysis System 
(DIAS) を用いて細胞形態の経時的変化を
詳細に解析する。 
 
 
３．研究の方法 
 
マウス OHC の prestin 発現量・運動能の計測 
 生後 5日目(P5)から生後 18日目(P18)まで
の C57BL/6J マウス、P9から P18 までの Gjb2
優性ネガティブ変異遺伝子改変マウス（R75W 
+）及び non-transgenic マウスより、OHC を
単離しパッチクランプ法にて膜容量, 
nonlinear capacitance (NLC), linear 
capacitance および prestin 電荷密度を測定
する。 
 DIAS を用いて P16 での運動能を計測する。 
 
発達に伴う prestin mRNA の発現量の解析 
生後 5日目(P5)から生後 18日目(P18)までの
C57BL/6J マウスの頂回転より蝸牛を取り出
し、1mg/ml の trypsin で 10̃15 分間（室温）
酵素処理した後、急性単離する。 
発達に伴う prestin mRNA の発現量を評価す
るためにP5からP18のコルチ器を用いてtwo 
step の RT-quantitative PCR（QPCR）を行う。 
PCR 条件は 94℃（30秒）、60℃（30秒）、72℃
（ 1 分 ） で 、 primer は prestin ：
TGGGGTCAAAACAAAGCGGGCAAACCAAAAACCATCAGG
C および GAPDH：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG、
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA を使用する。増幅
の特異性は melting curve の解析と電気泳動
によって確認し、データは GAPDH との相対発
現量で評価する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）C57BL/6J マウス OHC の prestin 発現量
の計測 
  P5 から P18 までの OHC を用いて、パッチク
ランプ法にて膜容量の変化とprestin電荷密
度を測定した。Prestin は P6 より発現しその
電荷密度はP18でプラトーに達し、10,956 e-/
m2であることが昨年度の研究でわかって

いた。OHC の運動能を反映する DPOAEを測定
したところ、P11 以降で反応が見られ P14 で
mature level に達すること、聴性脳幹反応
（ABR）においても P14 で mature level に達
することから、正常聴力獲得のために必要な
prestin 電荷密度は P14 における 9,400 e-/
m2 以上であることが示唆された。この値

が、機能再生のための目標値となる。 
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図１ 
NLCは p7以降急速に増大する。 

 

 
図２ 

Prestin電荷密度は p18でプラトーに達す
る。Clinは p10以降不変である。 



 

 

 
（２）C57BL/6J マウス OHC の発達に伴う
prestin mRNA の発現量の解析 
 P5、P8、P10、P15 の４点での結果では P10
に RNAの発現のピークがあることが示唆され
た（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）Gjb2 優性ネガティブ変異遺伝子改変マ
ウス（R75W +）及び non-transgenic マウス
OHC の prestin 発現量の計測 
 P9 から P18 までの OHC を用いて、パッチク
ランプ法にて膜容量, nonlinear 
capacitance (NLC), linear capacitance を
測定した。Prestin は P9 ですでに発現してお
り、その電荷密度はP18でプラトーに達した。
R75W +及び non-transgenic マウスでprestin
発現様式に有意な差は認められず、C57BL/6J
マウス OHC での発現様式と同一であった。ま
た、R75W+及び non-transgenic マウス共に免
疫染色にて OHC膜上にprestin が同程度に染
色された。さらに DIAS を用いて P16 での運
動能を計測した。細胞長変化は電位依存性で
あり、最大変化率は 3.85%であった。このこ
とから、われわれの仮説が確認されたと同時
に、prestin の発現様式はGjb2 優性ネガティ
ブ変異遺伝子改変によって影響を受けない
ことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図４ 
R75W +及び non-transgenicマウスにおける 

膜容量, NLC, LC の変化 
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図３ 

Prestin ｍRNAの経時的発現量の変化 

（P5、P8、P10、P15） 
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