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研究成果の概要（和文）：メニエール病における内リンパ水腫形成の機序に抗利尿ホルモン（VP）とそれに制御
されるアクアポリン2（AQP2）が深く関与することが明らかになってきた。本研究では、マウスを用いて蝸牛で
のVP制御によるAQP2発現局在の変化と内リンパ水腫形成機序の解明を試みた。免疫染色及びin-situ 
hybrydazation法で蝸牛全体にAQP2の弱発現が見られた。抗利尿ホルモン投与で血管条基底細胞側にAQP２の発現
が増強しリチウム投与ではその発現減弱の傾向が見られた。さらなる検討が必要だがAQP2は蝸牛全体に発現分布
し、抗利尿ホルモンなどの要因で発現局在が変化し内リンパ水腫形成に関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have suggested a close relationship between vasopressin
（VP), aquaporin-2 (AQP2) and endolymphatic hydrops in Meniere's disease. In this study, we tried to
　investigated the localization of AQP2 regulated by vasopressin and elucidate the mechanism of 
endolymphatic hydrops formation in mice. Immunostaining and in-situ hybrydazation revealed weak 
expression of AQP2 in the whole cochlea. Administering of VP increased the expression of AQP2 on the
 basal cell side of the stria vascularis, while that of lithium decreased the expression of AQP2. 
Further studies are needed, but it is possible that AQP2 expression is distributed throughout the 
cochlea and that factors such as VP may change its localization and relate with the formation of 
endolymphatic hydrops.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
メニエール病はめまい発作と難聴を繰返し、徐々に難聴が進行する原因不明の疾患で、生活環境やストレスが発
症誘因の一つとされ現時点では根本的治療薬はない。メニエール病の病理組織学的な特徴は内リンパ水腫であ
る。本研究によりストレスホルモンである抗利尿ホルモンの増減が要因で蝸牛内での発現局在が変化し内リンパ
水腫形成に関与している可能性が考えられた。内耳の抗利尿ホルモンとAQP2システム解明に一歩近づいたと考え
られる。今後さらなる検討が進みメニエール病の内リンパ水腫形成の一側面を明らかになれば、そのシステム阻
害薬など新たな治療薬の開発への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
メニエール病はめまい発作と難聴を繰返し、徐々に難聴が進行する原因不明の疾患で、生活環境
やストレスが発症誘因の一つとされ現時点では根本的治療薬はない。 
メニエール病の病理組織学的な特徴は内リンパ水腫である。近年、内リンパ水腫形成の機序に抗
利尿ホルモン（VP）とそれによって制御されるアクアポリン 2（AQP2）が深く関与することが
明らかになってきた。腎臓では、尿の濃縮において VP 依存性に AQP2 の細胞内分布が変化し
そのメカニズムが報告され尿崩症との関連も確認されている。しかし内耳における VP による
AQP2 の制御に関してはまだ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの研究で、メニエール病患者で VP が上昇し内耳での AQP2 の発現が亢進しているこ
とはわかっているが内耳での VP と AQP2 の制御機構と内リンパ水腫形成のメカニズムはわか
っていない。そこで今回の研究では、腎臓でみられるような VP による AQP2 の細胞内移動と
内リンパ水腫形成のメカニズムの解明が必要と考えた。 
今回我々はマウスを用いて、抗利尿ホルモンを負荷し、AQP2 の細胞内移動とタンパク量の経時
的な変化を分子生物学的に検討し内リンパ水腫形成の機序を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス内耳における AQP２の発現 
①免疫染色 
マウスを深麻酔下に腎臓および側頭骨（内耳）を採取した。ホルマリンでの浸漬固定後に EDTA

にて脱灰し、凍結切片を作成した。それぞれの凍結切片に対して、一次抗体を抗マウス AQP2 抗
体、二次抗体を蛍光抗体とし、ポジティブコントロールとしてすでに AQP2 の発現が確認されて
いる腎臓でまず AQP2 の発現を確認した。つぎに、側頭骨切片で内耳での AQP2 の発現を確認し
た。 
②in-situ hibrydization 法 
 蛍光免疫染色以外の手段として、in-situ hibrydization 法を用いて mRNA レベルでの AQP2

の発現を①同様に確認した。 
 
(2)VP 単回投与による内耳血管条の AQP2 発現の変化 
マウスへ抗利尿ホルモンを腹腔内投与し、AQP2 発現を増強することで血管条への AQP2 発現が

増強するか確認を行った。抗利尿ホルモンはデスモプレシン酢酸塩水和物注射液を用い、投与量
は 50μg/kg とした。抗利尿ホルモン投与後 20分、投与後 1時間時点でサクリファイスし、内耳
血管条を観察した。 
 

(3) 抗利尿ホルモン慢性投与での内耳血管条および腎臓での AQP2 発現の変化 
 (2)と同様にデスモプレシン酢酸塩水和物注射液を用い、投与量は 50μg/kg とし、連続 5日間
1日一回腹腔内投与を行い、5日目の投与後にサクリファイスし、内耳血管条を観察した。また、
腎臓も摘出し、同様に染色を行い、AQP2 の発現の変化を確認した。 
 
(4) リチウム慢性投与での内耳血管条および腎臓での AQP2 発現の変化 
AQP2 発現を抑制するリチウムを投与し、内耳血管条および腎臓での AQP2 発現の変化を確認し

た。リチウム製剤として塩化リチウムを使用し、0.2mol/L の濃度に調整した塩化リチウム液を
作成した。マウス体重の 2%量を腹腔内に連続 5 日間 1 日１回腹腔内投与を行い、5 日目の薬剤
投与後にサクリファイスし、内耳血管条・腎臓を観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ①免疫蛍光染色 
ポジティブコントロールの腎臓では、集合管内腔への AQP2 集積を確認できた。蝸牛では、蝸

牛全体に染色され自家蛍光の可能性も考えれた。染色時間を短縮すると先行研究で確認されて
いる血管条の基底細胞ではなく辺縁細胞側でより強い発現を認めた。（図１a,b） 
②in-situ hibrydization 法を用いて mRNA レベルでの AQP2 の発現 

免疫染色同様血管条のみならず、ラセン神経節やライスナー膜、基底膜といった蝸牛全体で
AQP2 mRNA への集積を認めた（図 1c）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
AQP2 の発現 
a. 蝸牛全体的に発現 
b. 血管条辺縁細胞側が強く発現 
c.in-situ hibrydization でも蝸牛全体に発現 
 
(2) 抗利尿ホルモン投与による内耳血管条の AQP2 発現の変化 
抗利尿ホルモンの単回投与での AQP2 発現変化はみられなかったため、慢性投与での AQP2 発

現の変化を確認した。 
 

(3) 抗利尿ホルモン慢性投与での内耳血管条および腎臓での AQP2 発現の変化 
 抗利尿ホルモンの慢性投与を行ったマウスでは血管条辺縁細胞の発現は変わらないが基底細
胞 に 線 状 （ 黄 色 矢 ） に AQP2 発 現 増 強 の 傾 向 が あ っ た （ 図 2a,b ）。                              

図 2. 抗利尿ホルモン投与での AQP2 発現変化 黄色矢印：血管条基底細胞 
   a コントロール、b 抗利尿ホルモン慢性投与 
 
(4) リチウム投与での内耳血管条および腎臓での AQP2 発現の変化 
コントロールと比較すると、血管条辺縁細胞側の AQP2 の発現に

変化はないが、基底細胞側の AQ P2 の発現が、塩化リチウム投与
した個体では減弱傾向であった（図 3a,b）。 
 

(5)まとめ 

免疫染色及び in-situ hybrydazation 法で蝸牛全体に AQP2 の

弱発現が見られた。抗利尿ホルモン投与で血管条基底細胞側に

AQP２の発現が増強しリチウム投与ではその発現減弱の傾向

が見られた。当初想定していた細胞内での AQP2 の局在変化ま

では確認できなかったが、AQP2 は蝸牛全体に発現分布し、抗

利尿ホルモンなどの要因で蝸牛内での発現局在が変化し内リ

ンパ水腫形成に関与している可能性が考えられた。 
図3.塩化リチウム投与でのAQP2発現変化  
a コントロール、b 塩化リチウム投与群 
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