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5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、日中医学協会助成金による旨を明記して下さい。
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ー日中医学協会助成事業

遺伝f銀色聴DFNA9病因遺伝子 COCHのアイソフォーム

要旨

研究者氏名

中国所属機関

日本布関車量関

指導責任者

共同研究者名

李髄鼠

廼E第二人関商完

時降快学医学部耳鼻咽餅

教授八木聡明

池圏哲郎、概賭

我々同遁伝性鰭閥青因遺伝子， COCH遺伝子の蛋白レベルでの研究を行っている。 C(問遺伝子窟助(白chlin)のp40蛋

白のN知簡酬に対して件減したp佐官lti-cochlin抗体を用いて、ラットの内耳と内劇こおける、白chlinのアイソフォームを

検討したその結果C∞hlin様即むは内耳以外では対菌、イ悩、 1朝蘇胸腺に認められた。この結果 Cochlinはごく微量では

あるが内耳以外側』織にも発現していることが解った。又丙鵬首でのCochlinは内耳とは異なる数種師長子量のアイソフォームで

あり腕時期漣択的スプライシングにより調整されているものと掛ける。内耳以外の臓部こ発見するCOCH遺伝子のアイソフ

ォーム崎斬は将来αm遺伝子のプロモータ}を用b、た難諒の遺伝子治療法を開発する際に非常に重要な意味を持っている。

Key Words 非症樹鑓倒強間忠α刷遺伝子、ウエスタンヲロッティング、アイソフォーム肉正スプライシンゲ

緒言

手陣E樹由量伝性購翻士、先天倒臓の大多数を占めると言われている。難聴・めまいと言った内耳障害に起因する症状以外に

目立った異常所見が見らわない侵略樹由この種の難穂の原因畳伝子を同定するのは非常に困難であった。しかし、近年の分

子生物学の発展によりこの分野はここ4年間に急過ご進歩し、現在、 40個以上の手院側主遺倒錨穂の遺伝子:臨ま明ら糾こな

っており、このうち9個の原因遺伝子が同定されている(http://w冊.okayama-u. ac. jp/user/med /oto /oto /即iho腿 .htω。一

方、これらの顛臨病因遺伝子の蛋白レベルでの研究はほとんどなされていない。 2次元電気封働による顛臓原因蛋白の同定の報

告同我々の報告が最初である.

即日遺伝子は1998年に発見された新しU喧伝子で、その隣国土行氷解明されていない。しかしC(聞のミューテーショ

ンは常染色a体鏑蛍描穂の一つであるD附胞を発症させ、さらにメニエーノレ病の発症に関わる可能性があると予測されている(1.

2)。

我々仕すでに2次元電気詠動法を用いた内耳蛋白のプロテイオ」ム解析をおこない、Cochlinに関して以下のことを明らかにし

た (3.4)。

1.内耳の構成蛋白の70%を占めること

2. Cochlin は3つの異なったN掲揚を持ち、分子量がそれぞれ63kDa， 4依Da， 40kDaの3種類のアイソフオ}ム凶3、凶4、凶0

に分類される個1)

3.それらのアイソフォームはさらに等竜長が異なる合計で16個の蛋白から檎或されている個1)

4.ヒトDFNA9患者にみられる突然変異吉岡出土全てp63にのみ含まれており p44、p40には含まれていなかった図2

5. さらに、この突然草濃部{盟主COCH遺伝子のLCCL領域のみにられている図2)
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図2 COCH遺伝子とCochlin蛋白アイソフォームの模試図

Schematic representation 01 

図l

ウシ内耳蛋自の2次元電気泳戴結果

Cochlinのアイソフォームを表示

p 63 1-8 

p 44 1-5 

p 40 1-3 

the COCH gene mutation and Cochlin 

l一一一-1 M utation sites of DFNA9 
Slgnal I 

巴竺竺竺J

ICOCH I 亡二ヨ4・
区画副

とdlllL 
回 LL4L: 133 --152 -

圃園田.

vWF.A2 

.. ・a・
ー----

現在、 COCH遺伝子はほぼ内耳特異的に発現していると考えられている。今臣殿々は、 COCH蛋自のアイソフォームが内耳以

州議現しているが否かを確認する目的で実験を行った3即日蛋白特異8倣体を作戒しラット同恥ウエスタンプロッティング

を行った。
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対象と方法

p40蛋自のN対自の1o22刊に対する抗ペプチドポリクローナル抗体 (p40-anti-cochlin抗体)はあらかじめ作戒した。ラット

の内耳、大脳、 A世話、眼珠ひ犠阿蘇聞良風脱線、目易から得られた組織をホモジナイズし丸 10%polyacrylarnide

slab gelを用いてSDS-PAGEを行った。 27叫、 l時晶明鋤した後ニトロセルロース膜へ転写し丸 gelの1レーンあたりに内

耳繊樹立1.7μg、内属制裁は1440μgを泳動し丸転写終了後、ニトロセノレロース膜をプロッキング緩衝液 (5% skim milk、

0.2 %Tw e e n 20、PBS)で、プロッキングした (overnight、4劇。次に室温で2∞o倍希釈の1次抗体 (p40-anti 
-cochlin抗嗣と2時晶張応させ、次にl∞o倍希釈の2次抗体 (anti-Rabbit IgG anti加dy)と1時間反応させた。 2次
抗体の検出はD油染色法とECL染色法を用いむ

結果

1、白chlin様反応は内耳だ:ltでなく大脳、 ;J悩、目、脚民間紘胸腺に発見され丸

2、Cochlin様反応l胡刊蘇腎肱肺、腸には発見されなかった。

3、内耳と比較して100倍量の内臓蛋白を訪働したが、内臓のC∞hlin様反応は非常lこ弱く、 DAB染色法では検出できなか

った。 ECL染色法で検出した休臓の白chlin様反応は内耳の約100分の1の強さで検出さ才Lサンプパ畳が1/100であ

ることを考えると内耳以外d鯨号で:の発見l詩句1/10000であると考えられた。

4、休織では内耳の蛋白と異なる数種のアイソフォームが検出された。

対菌と柑菌: 200 k也、 90k也、

1朝蔵: 40 k也、 37kda、34k也、

胸腺: 40 k也、 38k也、 37k也、 34kda 

5、牌臓と胸腺に共通して見られた40k也、 37kda、34k也のアイソフォームは全く閉じサイズであった。

考察

αmはヒト、マウス、ウシ、ラットでの発見腕鶴、されており、 79%から90%の商J湘向性があることが明ら糾こなった
(3. 4)。

今臣殿々 は内耳と内臓各臓宮跡C∞hlinアイソフォームをP40-anti -coch1in抗体を用いたwesternblottingで検討した

。そ¢結果COCH遺伝子のアイソフォームは目、月刊誌開良肺、腸には存在しないことが判明した。また大脳、川菌、脚鼠胸

1併発見畠ま手間lこ微量 (1/10000)であり COCH遺伝子は内耳にほl鵡異的に発現していた。極微量に発現している対菌

、A悩、』割高t胸腺のアイソフォームは内耳のアイソフォームとはまったく異なる分子量であった。これら国臓器IJのsplicing

、もしく同事訳倒産飾、異なるプロモーターcap作用により生じている可能性がある。

非症樹由宣伝股間忠 DFNA9はCOCH遺伝子の突然変異により発症する。難語ル》トには明らかな異常所見は無刊号、今回の

我々 の研究によって対菌、川菌、胸躍t胸腺に同霊微量ながらC田hlinis発現していた。これら例闘部こおけるCochlinは不明

であるが、今後DFNA9の発症メカニズム、治療法を考える上で重要な所見である。現高裁々はCOCH遺伝子のプロモーターを

用いた内耳特異崎伝子治療法を開発中である (5)。全身槻部品、けるCochlin発現の様拡 COCH遺伝子発現の制卸機儀

内閣品、ける繍Eと突然変興こよる発症のメカニズム検討に非常に重要な課題である。今後、我々はCOCH遺伝子発現について、

DNA、問Aレベルで検討を加えていく方針である。
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