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研究成果の概要（和文）：EGFP が付加された Cx30 プラスミドを購入し、正常マウス耳胞(E11.5)

へ Cx30 遺伝子を注入し、エレクトロポレーション法により遺伝子導入した。E18.5、P30 の時点で蝸牛

を摘出し、凍結切片を作成し、蝸牛へ Cx30 遺伝子が導入されていることを確認した。また、エレクトロ

ポレーション法による遺伝子導入後の蝸牛の聴覚機能・形態を ABR、サーフェスプレパレーションにて

確認し、遺伝子導入による異常が生じないことを確認した。  
研究成果の概要（英文）：A plamid consisting EGFP-conjugated Cx30 was transferred into 

the inner ear cells of the normal mice with electroporation. It was revealed that no 
morphological and functional changes occurred in the mice post Cx30 gene trasnsfer into 
the otocyst of the normal mice. 
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１．研究開始当初の背景 
先天性難聴の 50％以上は遺伝子異常が原

因であり、これまで多くの原因遺伝子が同定

されている。しかし、未だ原因に即した遺伝

性難聴の治療法は存在せず、対症的に補聴器

装用または人工内耳埋め込み手術が行われ

ているのが現状である。これらは有効な治療

法ではあるがその効果には限界があり、その

障害は患者の社会参加、自立の妨げとなって

おり、より原因に焦点を合わせた治療法の開

発が切望されており、遺伝子治療は、そのた

めの有望な 1 つの手段になりうると考えられ

る。 
 遺伝性難聴を遺伝子治療にて治すために

は、異常な形質の出現前に何らかの遺伝子操

作を行う必要がある。すなわち、生殖細胞も
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しくは異常形質の出現前の胎児又は新生児

に 1)正常遺伝子を導入することにより機能

障害(loss of function)を補う、2)変異遺伝子

より作られる異常蛋白による dominant 
negative 効果を抑える、のいずれかの方法を

採る必要がある。国の指針によりヒトの生殖

細胞の遺伝子操作は禁止されているため、将

来の臨床応用も考慮して体細胞への遺伝子

導入、すなわち胎生期内耳への遺伝子導入を

行い、1)による治療法の開発を目指すことと

した。 
哺乳類、特にマウスは分子生物学的実験モ

デルとして極めて重要であるにも関わらず、

内耳原基である耳胞は、子宮壁を通して直視

することは不可能であり、またサイズも小さ

いことから、in vivo での胎児耳胞への遺伝子

導入実験についての研究は殆どなく、これま

でに論文として発表されているのは

Bedrosian1)、Gubbles2)の 2 編のみである。

一方、当教室准教授である蓑田も、これまで

にマウス耳胞へのベクター投与方法を既に

確立しており、Annual Midwinter Research 
Meeting of the Association for Research in 
Otolaryngology(2002, Florida,USA)3)など

の学会において報告している。これまで蓑田

はウイルスベクター(アデノ随伴ウイルスベ

クター)を用いてマウス耳胞への遺伝子導入

を行ってきたが、アデノ随伴ウイルスベクタ

ーの作成が容易でないことが研究上の大き

な問題であった。しかし、最近 Gubbles らは

エレクトロポレーション法を用いた正常マ

ウス胎仔耳胞への遺伝子導入により、正常な

有毛細胞とは別に機能を持った蝸牛有毛細

胞が新生されることを in vivo の実験系を用

いて報告している。そこで今回我々も、遺伝

子導入の手段をウイルスベクターからエレ

クトロポレーション法に換え実験を行うこ

ととした。 

本研究に用いるのは、Connexin30(Cx30)
のノックアウトマウスである。Cx30 は、細

胞接着構造である Gap junction の構成蛋白

質の一つであり、これをコードする遺伝子の

異常はヒト遺伝性難聴の原因であり 4)、その

病態は蝸牛内電位の形成不良であることが

報告されている 5)。Cx30 ノックアウトマウス

は Dr.Willecke らにより作成されており、

我々は Cx30 ノックアウトマウスの凍結胚の

供与を受けていた。 
２．研究の目的 
「胎生期内耳 (耳胞 )へ正常な遺伝子

を導入することにより、遺伝子欠失によ

る難聴の発現は抑制可能である」という

仮説を立て、このことをヒトの遺伝子難

聴モデルであるコネキシン 30(Cx30)ノ
ックアウトマウスを用いて検証するこ

とを研究の目的とした。 
３．研究の方法 

（１）マウス cDNAライブラリーより、

クローニングキットを用いてCx30をクロ

ーニングし、Flagで標識したCx30プラス

ミドベクターを作製する。  
（２）熊本大学生命資源研究・支援セ

ンターにおいて、Dr.Willeckeより供与さ

れたCx30ノックアウトマウスの凍結胚よ

り、胚の融解、胚移植を行い、産子を作

出する。  
（３）作出したCx30ノックアウトマウ

スが難聴マウスであることを聴性脳幹反

応 (Auditory Brain Response:ABR)を用

いて確認する。  
（４）Cx30プラスミドを正常マウス耳

胞 (Embryonic day 11.5：E11.5)へ投与

後、エレクトロポレーション法による遺

伝子導入を行い、その導入パターンを確

認する。  
（５）Cx30プラスミドをE11.5のCx30



 

 

ノックアウトマウスの耳胞へ導入後、産

子の内耳機能・形態を評価する。  
 
正常マウス耳胞への遺伝子導入  
（１）Cx30プラスミドを正常マウス

耳胞 (E11.5)へ投与後、Gubbleaらの方法

に従い、エレクトロポレーション法によ

る遺伝子導入を行う。  
（２）蝸牛を実体顕微鏡下に摘出、脱

灰を行った後、凍結切片を作成し、Fla
gに対する抗体を用いた免疫染色を行い

、Cx30の導入を経時的に確認する。  
 
Cx30ノックアウトマウス耳胞への遺

伝子導入  
（１） Cx30プラスミドをE11.5のCx 

30ノックアウトマウス耳胞へ導入する。

コントロールとしては、Flagプラスミド

をCx30のノックアウトマウスへ導入す

る。  
（２）生後１か月後に、聴力閾値と有

毛細胞の数、蝸牛表面形態について、未

処置のCx30ノックアウトマウスと比較

、統計学的解析を行い、遺伝子導入の効

果を明らかにする。  
・聴覚機能評価：ザイラジン・ケタミ

ンで麻酔後、ABRを用いて聴力閾値の測

定を行う。  
・免疫組織化学：実体顕微鏡下に蝸牛

を摘出し、サーフェスプレパレーション

にて有毛細胞のカウントを行う。  
・走査型電子顕微鏡 (Scanning Elect

ron Microscope：SEM)：蝸牛の表面形

態について評価する。SEMは熊本大学工

学部に現有しているものを用いる。  
 

マウス耳胞への遺伝子導入・出産の方法  

（１）E11.5 の胎児を持つ妊娠マウスをザ

イラジン・ケタミンで麻酔後開腹を行い、

子宮を体外へ引き出し、透明の手術ステ

ージの上に母体とともに置く。 

（２）ステージの下方より、ファイバー光源

で照らしながら、1母体あたり3-4児の耳胞

へ、シリコンチューブに接続したガラス管

を用いて約100nlの遺伝子を注入し、エレ

クトロポレーション法による遺伝子導入

を行う。この際、ベクターを注入した胎児

の位置を記録しておき、帝王切開時の遺伝

子導入した胎児の特定のための資料とす

る。遺伝子導入後腹部を縫合閉鎖する。 

（３）出産の前日、すなわちE19に、妊娠マ

ウスを帝王切開し、子宮内から遺伝子導入

した胎児のみを摘出し、他の出産後の母体

にその後１か月哺乳・飼育させる。 

 

４．研究成果 

EGFP が付加された Cx30 プラスミドを Gene 
Copipea社より購入し、正常マウス耳胞(E11.5)へCx30
遺伝子を注入し、エレクトロポレーション法により遺

伝子導入した。E18.5(図 1)、P30(図 2)の時点で蝸牛を

摘出し、凍結切片を作成し、蝸牛へ Cx30 遺伝子が導

入されていることを確認した。また、エレクトロポレ

ーション法による遺伝子導入後の蝸牛の聴覚機能・形

態を ABR、サーフェスプレパレーションにて確認し、

遺伝子導入による異常が生じないことを確認した。 
 
 
 



 

 

図 1：E18.5 蝸牛 凍結切片、 
緑：Cx30 プラスミド発現部位(bar:100µm) 

 
 
図 2：P30 蝸牛 凍結切片、 
緑：Cx30 プラスミド発現部位(bar:100µm) 

 
また、Cx30 ノックアウトマウス凍結胚より、 

産子を作出し、Cx30 ノックアウトマウスが難 
聴であることを ABR を用いて確認した。 
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