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研究成果の概要（和文）：現段階では内耳有毛細胞への遺伝子導入は非常に困難で、ターゲットを絞っての遺伝子導入
は殆ど不可能である。そこで本研究では微分干渉観察にてaliveな状態で有毛細胞を明視下に同定し、微小ガラス管に
てGFPを内耳組織に注入し、遺伝子導入を行った。高効率での導入は困難であったため、イオノフォレーシスにより微
小電流を流したところ、導入効率の増加を認めた。さらにCell attach法を用い、イオノフォレーシスによりGFPを導入
したところ、一部の有毛細胞への遺伝子導入は可能であったが、効率は低かった。またコンフォーカルマイクロエンド
スコープにて内耳組織を観察し、一部有毛細胞が観察出来た。

研究成果の概要（英文）：At present, it is difficult to transfer genes into hair cells in inner ear. Also 
it is hard to transfer genes into only hair cells. In this study, we identified hair cell and tried to 
induce GFP into hair cells. Using glass micro-pipette, we injected GFP gene into inner ear tissues and 
passed an electric current. By adding electric current, the transduction efficiency increased. 
Furthermore, we attached glass pipette to cell surface and make micropore chemically and passed weak 
electric current. In this method, we could successfully induce GFP genes into hair cells. However, the 
efficiency was not good.
Also using confocal micro endoscope, we could observe hair cells.

研究分野：耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
近年のヒトゲノム解析研究の発展によって多
くの原因遺伝子が明らかにされ、もはや難聴
は原因不明の疾患ではなくなりつつある。難
聴の遺伝学的検査は、2008年７月に先進医療
「先天性難聴の遺伝子診断」として厚生労働
省に承認され、現在臨床的に難聴の遺伝子診
断が可能になった。先天性難聴の少なくとも
50％は遺伝子の関与によるものとされ、遺伝
子診断が必要不可欠である。また現在、老人
性難聴や騒音性難聴に関連する遺伝子の研究
が盛んに進められており、将来的には様々な
難聴に関与する遺伝子が明らかになり、治療
や予防が可能になる時代が必ず来ると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
遺伝子治療としては、現在世界中様々な臓器
で臨床試験が行われているものの、内耳領域
では未だに遺伝子治療効果についての報告
は殆どないのが現状である。動物実験で
Atoh1 の遺伝子導入により、異所性に有毛細
胞の発現を認めたとの報告(Izumikawa, 
2005)もあるものの、その異所性有毛細胞が
シナプス形成し、機能しているかまでは不明
である。今後、難聴の原因遺伝子が同定され、
遺伝性難聴も治療可能となりうるはずであ
る。近年ギャップ結合を担う遺伝子欠損に対
する報告は見られる様になってきたが、残念
ながら有毛細胞における単一遺伝子欠損に
対し、その欠損遺伝子を導入する事で症状が
rescue できるか、現段階では不明なのである。
そのために、本研究では内耳有毛細胞に遺伝
子を導入し、その効果について検討すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず内耳蝸牛および前庭組織培養を行い、ex 
vivo での遺伝子導入を行う。方法としては
1) Injection 法と 2) Cell attach 法（電気
生理学的手法の一つである穿孔パッチ法）を
用いて、GFP を reporter gene としてカチオ
ン化ポリマー（PEI）を用いてプラスミドの
導入を行った。  

 1) Injection 法  2）Cell attach 法 
 
また、カチオン化ポリマーPEI と結合させ陽
イオン化した DNA プラスミドを ガラスピペ
ットを用いて 10nA の電流を流して遺伝子を
導入した（イオノフォレーシス）。 
 またコンフォーカルマイクロエンドスコ
ープを用いて、ターゲットとなる遺伝子導入

細胞の同定を行った。 
 
４．研究成果 
H23 年度 
まず初めにconfocal-mico-endoscopeを用い
てマウスの生後 2日齢および adult の側頭骨
および前庭を 4%PFA にて固定し、phalloidin
で染色したものと、固定せずに FM1-43 を取
り込ませたものを用いて観察した。固定して
phalloidin 染色したサンプルにおいて有毛
細胞の同定が可能であった。しかし、working 
distance が短いために内視鏡と組織をほぼ
接着させる必要があり、内耳組織での解像度
は高くなかった。 
 
コンフォーカルマイクロエンドスコープを
用いた前庭組織（一部で感覚毛様構造を認め
た） 
 
 
 
 
      
 
 
   
      
 
  

 
またカチオン化ポリマー（PEI）を用いての
GFP 導入は、293 細胞には可能であったが、
内耳前庭組織への導入は困難であった。 
 
H24-5 年度 
1）PEI を用いての GFP プラスミドの内耳前庭
組織への導入が困難であったため、内耳有毛
細胞に電気生理学的イオンフォレーシスを
用いて、矩形波電流を流し、細胞内にプラス
ミドを流入させると導入効率の増加を認め
る事が出来た。様々な濃度および方法にて至
適導入効率を確認した結果、N/P 比が 10の場
合において導入効率の増加を認める事が出
来た。 
 
1）PEI+イオノフォレーシス（前庭）：導入効
率が増加 

 
 
 



 
 
2）Cell attach 法 
微分干渉観察下において有毛細胞を明視下
におき、ガラスピペットを細胞表面に接着さ
せ、ナイスタチンにて微小穿孔を開けて遺伝
子を導入した。その際にもより遺伝子が導入
されやすい様に、微小電流を流したところ、
一部の有毛細胞においてGFP導入が可能であ
った。 
 
2）Cell attach 法：一部だが有毛細胞に導入
出来た 
 

 
 
H26 年度 
 iPS 細胞を用いて遺伝子導入を行い、有毛
細胞への分化誘導を試みた。GFP の導入は
injection 法にて可能であったが、効率は低
かった。そのために FuGENE にて遺伝子導入
を行ったところ、内耳有毛細胞の前駆細胞に
は効率よく遺伝子導入が可能であった。しか
しながら、そこから内耳有毛細胞への分化誘
導が困難であったため、有毛細胞での遺伝子
発現の確認は出来なかった。 
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