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研究成果の概要（和文）：胎生期内耳は、内耳発生研究、先天性難聴に対する治療研究を行う上で非常に重要な研究対
象である。我々は過去に、Ｅ11.5マウス胎児耳胞に対して、in vivoでの遺伝子、タンパク質導入が可能なことをこれ
まで報告している。これより後期の胎生期内耳においては、子宮壁が肥厚し混濁してくるため、E11.5で行った経子宮
壁的なアプローチは実施不可能であった。これに加えて、胎児自体の皮膚、皮下組織が透明でなくなるため、内耳の局
在場所を推測が困難であった。本研究では、まず組織切片を用いた体表と内耳の関係を明らかにし、この結果をもとに
、E15.5における胎生期内耳へのアプローチが可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　The developing inner ears of mouse are an attractive experimental target in 
developing treatment modalities for congenital inner ear diseases and to study inner ear development. We 
have reported on successful gene transfer into the otocysts of E11.5 embryo in the uterine (Miwa & 
Minoda, Neuroreport 2011, Molecular therapy, 2013). Mouse embryonic inner ears at the later stages are 
also an interesting experimental target. However, there have been no established strategies to access the 
embryonic inner ears at latter stages in vivo because both the uterus wall became thick and turbid, and 
the embryos per se. become turbid at these stages. In this study, we sought to access the feasibility to 
access the embryonic inner ears.
　Consequently, we were able to successfully inject the inner ear of E15.5 embryos through the 
transparent yolk sac by removing the uterine wall.

研究分野：内耳
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１．研究開始当初の背景 
申請者は以前より「遺伝性難聴の根本的治療
法の開発」を最終目標とした研究を行ってき
た。遺伝性難聴の根本的治療は、それを行う
時期により 1）異常な表現型の出現前と 2）
異常な表現型の出現後の 2つに分けて考える
必要がある。申請者はこれまで 1）の治療を
目指し、内耳原基である耳胞を対象として研
究を行ってきた。その研究成果として、マウ
ス耳胞へのタンパク質の導入について
（Miwa and Minoda, Neuroreport 2011 
Cover pageに採用)、コネキシン 30欠失マウ
ス耳胞内に正常コネキシン 30 遺伝子を導入
することにより難聴の発症が防止できるこ
と（Miwa and Minoda, Mol Ther 2013 IF 
7.041）などを報告してきた。 
分子生物学的実験を行うための実験動物と
してマウスは非常に重要であるが、マウス胎
仔耳胞へアプローチするためには開腹後子
宮を体外に出し、子宮壁を介し耳胞の同定を
行い、耳胞内へ注入する必要があり容易では
ない。申請者はこれまでに、マウス耳胞内の
細胞に遺伝子・タンパク質導入を行い、それ
らが導入されたマウスを正常経膣分娩もし
くは帝王切開で出産させる技術を独自に確
立している(Minoda, ARO Meeting 2002, 
USA)(Miwa and Minoda, NeuroReport 
2011 cover page)（Miwa and Minoda, Mol 
Ther 2013）。この技術の困難さにより現在ま
でこの技術を有しているのは、世界でオレゴ
ン聴覚研究センターのグループと申請者の
グループのみである。オレゴン聴覚研究セン
ターのグループも 2008年に Atho1を正常マ
ウス耳胞に遺伝子導入した結果を Nature に
発表している。申請者もオレゴン聴覚研究セ
ンターのグループも、これまでの胎生期内耳
の in vivo 実験においては耳胞のみを研究対
象としてきた。その大きな理由の一つは、胎
生 11.5 日(E11.5)マウス胎仔においては頭部
側面の血管を指標にすることにより輪郭の
見えない耳胞へもアプローチが可能である
が、これ以降のステージの胎仔では、確立し
た指標が存在せず経子宮的内耳へのアプロ
ーチは極めて困難であるためである。このよ
うに耳胞形成以降の内耳へ経子宮的アプロ
ーチできないことは、遺伝性難聴治療に関す
る研究の大きな律速要因となってきた。 
２．研究の目的 
本研究においては、マウス胎仔における内耳
の局在と頭部表面の解剖を詳細に形態学的
に評価することにより、胎生 12 日以降の子
宮内胎仔内耳へのアプローチ方法を確立す
ることを目的としている。また、これまで申
請者が行ってきた胎生 11.5 日マウス内耳へ
のアプローチについても器具の改良により
簡便な方法の確立を試みる。 
３．研究の方法 
1）耳胞へのアプローチ法の改良 
従来申請者は、E11.5 のマウス子宮を全身
麻酔下に体外に引き出し、下方からファイバ

ー光源で照らし、自作した器具で胎仔の頭部
を軽く圧迫しながら、血管を指標に耳胞の位
置を推測し、マイクロマニピュレーターを操
作してガラス電極を介して耳胞内へ注入し
ていた。この手技においてカギとなるのは、
胎仔頭部の固定と子宮壁を軽く圧迫して胎
仔頭部と子宮壁との距離をなくすことであ
る。これまでは自作の器具を用いこれを行っ
ていたが、柔らかい胎仔を押しつぶさないよ
うに、しかも、血管が確認できる程度に圧迫
し、反対の手でマニピュレーターを操作する
手技は、習得が最も難しい。そこで今回は手
技をより容易にするために次の工夫を行う
こととした。E11.5 胎仔が存在している子宮
のサイズと胎仔のサイズを計測し、3D プリ
ンターを用いて子宮を胎仔の側面から挟み
込むような形状の透明なケースを作成する。 
2）胎生期内耳へのステレオタクティックア
プローチ 
正常マウス頭部の切片を作成し、各発生段
階毎の体表から内耳までの距離の計測、内耳
の位置の同定に有用と思われる血管、体表の
隆起などと内耳の位置関係を計測し指標と
する。これら指標をもとに子宮内の胎仔にス
テレオタクティックにアプローチする。頭部
全体の径を参考に組織の収縮率を考慮し、頭
部切片上の内耳の位置から生体での内耳の
位置を決定する。 
実験 1）と同じ要領で、3D プリンター（今
回申請）を用いて作成した透明なケースに子
宮ごと胎仔両側面からはさみこみ、胎仔が子
宮内で動かないようにする。下方からファイ
バー光源で照らしながら胎仔頭部を観察し、
ステレオタクティック装置とインジェクシ
ョン装置（今回申請）を使い、ガラス電極を
用いて内耳内にファストグリーンの注入を
行う。これにて内耳へのアプローチが可能な
ことが確認できた後に、申請者が行った過去
の実験と同様の方法を用いてマーカー遺伝
子として GFP 遺伝子を内耳へ注入後、エレク
トロポレーション法を用いて導入し、GFP の
発現の有無について凍結切片を作成して評
価する（Miwa and Minoda, Mol Ther 2013）。 
3）内耳 EGFP 発現マウスを用いた蛍光実体顕
微鏡下での内耳の同定とアプローチ 
GtROSA26-GFP マウスと Pax2cre マウス
（Pax2creが存在する部分のみがGFPで光る）
を交配し実験に用いる。このマウスは
endogenous paired box gene 2 (Pax2) の上
流に EGFP が組み込んであり、Homozygous マ
ウスは Pax2 の発現が消失するため致死的で
あるが、Heterogygous は Pax2 の発現する領
域に EGFP の発現を有し、表現型は正常であ
ることが知られている。Pax2 遺伝子は正常マ
ウスにおいて内耳全体に発現するため、この
マウスは内耳全体から蛍光を発する。この特
徴を内耳の同定に利用する。 
全身麻酔を行った各発生段階の妊娠マウ
スの腹部を切開し、子宮を体外に引出した後、
熊本大学の共用実験施設にある蛍光実体顕



微鏡装置を用い、胎生期内耳の同定とアプロ
ーチを試みる。 
4）小動物用の超音波高解像度イメージング
システムを用いたマウス胎生期内耳の同定
とアプローチ 
全身麻酔を行った各発生段階の妊娠マウ
スの腹部を切開し、子宮を体外に引出した後、
熊本大学の共用実験施設にある小動物用の
超音波高解像度イメージングシステムを用
い、胎生期内耳の同定とアプローチを試みる。 
４．研究成果 
実験 1）３Ｄプリンターを用いて、インジェ
クションを行うためのケースを多数試作し、
実験を行ったが、子宮内の胎児の固定が容易
ではなく、ケースにより挟み込むことにより、
インジェクション成功率を上昇させるのが
困難であると考えた。 
実験２）E11 から E15 までの凍結切片を作製
し、体表から半規管、前庭、蝸牛までの角度、
距離について検討を行った。その結果、角度、
距離についても個体によるばらつきがある
が、それぞれの値について個体別の中央値を
選択することにより、ある程度の確立でそれ
ぞれの部位で定型的にインジェクションを
行うことは可能であると思われた。これに加
えて、胎生後期に従い肥厚、混濁する子宮壁
の一部を切開し yolk sac 表面を露出するこ
とにより、子宮内の胎児体表が透見できるこ
とがわかった。 
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切片による検討の結果、総じて蝸牛までの距
離より前庭系組織空間までの距離の方が短
かった。また、前庭系組織空間は E15.5 にお
いて最も大きかった。以上の結果をもとに、
Ｅ15.5 の内耳に物質投与を行った。全身麻酔
後妊娠マウスの胎児を体外に引出し、胎児を
入れた子宮壁の一部を破り、yolk sac を露出
させた。yolk sac を介して、胎児耳介の後上
部よりガラス管を刺入し、9 アルギニンを付
加した GFP(9R-CPP)を内耳内腔に投与した。
24 時間後に凍結切片を作製し、GFP の発現を



確認すると、内耳内に広く GFP の発現を認め
た。 
 
実験３）GtROSA26-GFP マウスと Pax2cre マ
ウス（Pax2cre が存在する部分のみが GFP で
光る）の交配を行ったが、内耳における GFP
の発現が不良であり、蛍光実態顕微鏡での内
耳の同定は困難であった。 
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