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研究成果の概要（和文）： 

 成熟モルモット蝸牛から単離した内耳有毛細胞のカリウム電流の温度依存性について研究

を行った。内耳有毛細胞では、脱分極の電圧パルスに対して大きな外向きのカリウム電流、過

分極の電圧パルスに対しては小さな内向きカリウム電流が流れ、いわゆる内向き整流性を示し

た。電流の大きさは外向き電流、内向き電流ともに温度依存性を認めず、温度変化による増減

の変化はなかったが、活性化と不活性化の速度は室温と比較し 36℃で速くなり、K チャネルの

カイネティクスの変化が示唆された。活性化の half-maximum-time（ms、電流が最大となるま

での時間の半分値）は+10、+20、+30、40 mV で温度による差異を認めた。Q10は、1.83 であっ

た。不活性過程の時定数（ms）は 36℃では室温と比較して大きく減少しており、-20ｍV から+60 

mV のすべての膜電位において差異を認めた。Q10は、3.19 であり、不活性化の方が活性化より

温度依存性が大きいことがわかった。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

 The temperature dependence of potassium currents in isolated inner hair cells (IHCs) 

from mature guinea-pig cochlea was investigated. IHCs showed outwardly rectifying 

currents in response to depolarizing voltage pulses, with only a slight inward current 

when hyperpolarized. The amplitude of both outward and inward currents demonstrated no 

temperature dependency, however, activation and inactivation rates were faster at 36 ºC 

than at room temperature. Half-time for activation was shorter at 36 ºC than at room 

temperature at membrane potentials of -10, +10, +20, +30, and +40 mV. Q10 for the activation 

rate was 1.83. The inactivation time constant in outward TEA-sensitive potassium currents 

was much smaller at 36 ºC than at room temperature between the membrane potentials of 

-20 and +60 mV. Q10 for the inactivation time constant was 3.19. 
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１．研究開始当初の背景 

 内耳蝸牛の有毛細胞は、音による機械

的振動刺激を電気信号に変換し、聴神経

へと伝播する重要な受容器細胞である。

最も多い難聴である加齢性難聴や、近年

明らかにされつつある遺伝性難聴の多

くが内耳性難聴であり、有毛細胞の機能

異常の可能性が考えられる。しかし、そ

の解明は充分進んでおらず、有効な治療

法も確立されていない。高齢化社会が進

むにつれ、QOL向上のためにも内耳機能、

特に蝸牛有毛細胞の生理学的特性につ

いての研究は急務とされる。近年、聾患

者に対しては人工内耳が開発され大い

なる福音をもたらした。蝸牛内有毛細胞

の機能を人工機器によって代行する画

期的な治療であり、日本国内でも 1000

例以上の手術が施行されている。ところ

が、言語理解はある程度可能となるも、

環境音や音楽等の細かい音を聴き分け

ることは不可能であることが多く、さら

なる QOL向上のために今後改良していく

点が多く残されている。また、一般に広

く普及している補聴器についても、微細

な音の変化については反映することが

できず、現在の聴覚生理の知識では、機

器の開発を行う上でも未だに不充分な

点が多い。 

 有毛細胞は、ホ乳類では内有毛細胞と

外有毛細胞が区別されているが、実際の

音刺激を中枢へ伝播するのは内有毛細

胞であり、受容器としての本質的な細胞

である。内有毛細胞に存在する膜イオン

電流は mechano-electrical 

transduction 電流、カリウム電流、カル

シウム電流が主で、その中でもカリウム

電流は細胞静止膜電位の保持、興奮刺激

後の再分極（細胞のリセット）に関与し

ており、細胞生存のために最も重要な膜

イオン電流である。内有毛細胞のカリウ

ム電流は三種類が知られており、速い外

向きの Ik,f、遅い外向きの Ik,s、静止

膜電位付近で既に活性化されている

Ik,nである。この中で興奮刺激後の再分

極に主として関わるのは Ik,f であり、

この速い Ik,f電流が細胞の素早いリセ

ットに重要と考えられている。また Ik,f

は不活性化特性を有し、速い反応に効率

的に働いている。 

 これまで living cell に対して行われ

てきた電気生理学的研究の多くが、室温

（20-25℃）にて行われており、内有毛

細胞に対しても室温での報告がほとん

どである。ホ乳類の生理的体温である



36℃前後での研究はほとんど行われて

こなかった。そのため、特にパッチクラ

ンプ法で得られた細胞レベルでの膜イ

オン電流での結果を、ホ乳類で行われて

きた in vivo の結果と直接比較できない

という背景があり、両者の結果に乖離が

あった場合、その原因が測定温度の差異

によるものか、他の原因が存在するのか

決めることができないという現状があ

った。 

 
２．研究の目的 

 細胞レベルでの膜イオン電流での結

果を、ホ乳類で行われてきた in vivo の

結果と直接比較し、臨床的に蝸牛機能に

ついて検討するために、本研究ではまず

実験温度を変化させるための温度コン

トローラを既存のパッチクランプセッ

トに組み込んで、温度を自由に変えられ

る実験セットを完成させる。次に蝸牛コ

ルチ器の内有毛細胞のカリウム電流を

ホ乳類体温（36℃）において記録し、室

温での記録と比較検討する。 

 

３．研究の方法 

（1） 内有毛細胞の単離とカリウム電流記録 

成熟した白色モルモット（200-350g）を頚

椎脱臼させ、中耳骨包を取り出した。コルチ

器は、無 Ca 溶液中で細針を用いて分離し、

記録用チャンバーに移してトリプシン

（1mg/ml、T-4665、Sigma）にて 12分間処理

した。さらに機械的にパイペッティングを行

い、細胞を単離した。酵素は、実験開始前に

少なくとも 10分間の標準外液を灌流させる

ことにより洗い流した。内有毛細胞の形状は

フラスコ様で、核は中央に位置し、ミトコン

ドリアの点在を認めた。以前報告されている

ように、IHC を確認するために最も重要な指

標は細い頸部が存在することと、クチクラ板

と細胞の軸の間の角度が斜めになっている

ことである。 

細胞外標準液は、以下のとおりである

（mM）：142 NaCl; 4 KCl; 2 MgCl2; 1 CaCl2; 

2 NaH2PO4; 8 Na2HPO4; NaOHで pH 7.4 に滴定。

パッチ電極溶液（細胞内溶液）は以下の通り

である（mM）：144 KCl; 2 MgCl2; 1 NaH2PO4; 8 

Na2HPO4; 0.5 EGTA; KOHで pH 7.4 に滴定。 

 膜イオン電流記録は、EPC-8（HEKA、

Lambrecht, Germany）を使用し、conventional 

whole-cell voltage-clamp 法にて測定した。

データ解析は、ソフトウェア PULSE/PULSEFIT

（HEKA、Lambrecht, Germany）により行った。

パッチ電極は、1.5mmのホウケイ酸ガラス管

(GC-1.5, Narishige, Tokyo, Japan)を使用

し、2 段引きした。パッチ電極抵抗は 5-8MΩ

で、電気容量を抑えるためにスキーワックス

(Tour-DIA, DIAWax, Otaru, Japan)を被覆さ

せた。細胞の電気容量は 10.1 ± 4.1pF（n =28）

で、シリーズ抵抗は 14.0 ± 4.9 MΩ（n =28）

であった。細胞外液は 2方向のペリスタポン

プにて持続的に灌流させ、蒸発による溶液の

イオン濃度の変化を防いだ。 

 不活性化特性を有する

tetraethylammonium（TEA）感受性のカリウ

ム電流は、25mMの TEA（T-2265、Sigma、標

準外液の 25mMの NaCl を置き換えた）投与中

の電流記録と標準外液での記録の差を求め

ることで再建した。TEA溶液は先端径 2-4μm

の puff 電極に充填し、陽圧（PMI-200, Dagon, 

Minneapolis, MN, USA）を加えることで与え

た。 

（2）温度調節 

 溶液温度は、デュアル・チャネル温度コン

トローラ（DTC-200, Dagon, Minneapolis, MN, 

USA）で顕微鏡ステージを暖めることにより

調整した。温度は、細胞近くにおいた微小サ

ーミスタにて測定した。初めは室温の細胞群



と 36℃の細胞群に分けてカリウム電流の測

定を行ったが、後半では個々の細胞で 36℃か

ら室温まで経時的に温度を変化させること

により電流を比較した。細胞が加熱による溶

液の対流のため容易に動くため、チャンバー

底になるべく固定された細胞を選んだ。室温

から 36℃に温度を上げる際に細胞の動きが

大きく、パッチ電極のずれにより記録不能と

なることが多かったため、多くの実験は 36℃

から徐々に室温まで温度を下げる方向で温

度を変化させた。 

 温度依存性は Q10（temperature 

coefficient）で示し、下記の Hoff式により

計算した。 

Q10 = (k2 / k1)
(10 / (T2−T1)), 

k1 とk2 は低温度(T1) と高温度(T2)での各因

子の値。  

 
４．研究成果 

（1）生理的体温でのカリウム電流 

 内有毛細胞において、-60mVの保持電位か

らパルス状の電位を 10mV 毎に過分極から脱

分極まで与え、応答するカリウム電流を記録

した。室温と生理的体温（36℃）での電流記

録の 1例を図 1 に示した。脱分極の電圧パル

スに対して外向きのカリウム電流（Iｋ,f）

が惹起、過分極化刺激では小さい内向きの電

流（Iｋ,n）が惹起され、いわゆる外向き整

流性を示した。図 1Bでは、内向き電流をス

ケールを増大させ示した。外向き電流の電流

値は、温度変化による増減の変化を認めず、

+110 mV の膜電位での外向き電流は、室温で

9.2±3.8nA（n = 20）、36℃で 8.5±2.6nA（n 

= 11）であった（図 2A）。内向き電流のピー

ク値の大きさも、温度による変化はなく（図

1B）、-130mV の膜電位での内向き電流は、室

温で 0.63±0.37nA（n = 22）、36℃で 0.68±

0.34nA（n = 11）であった（図 2B）。室温で

は、電流は直ちに増大するもそれに引き続い

て緩徐に増大する上昇相を認めた。しかし、

36℃では直ちに最大の電流レベルに到達し、

非常に速い活性化（図 1A）を示した。 

 

（2）活性化のカイネティクスの温度依存性 

 +60 mVの膜電位で惹起される外向き電流の

活性化過程を、ピークに達した最大電流値に

てノ－マライズし、35.8℃と 25.8℃における

トレースを図 3 に重ね合わせて示した。

25.8℃の活性化の速度は生理的体温

（35.8℃）で記録した速度よりも緩徐であっ

た。活性化のカイネティクスは膜電位に依存

しており、脱分極する程速くなることが知ら

れている。カリウム電流の活性化時間の

half-time（t1/2）を室温と 36℃で測定し、各

膜電位（-20 から+60 mVまで）に対してプロ

ットした（図 4）。活性化過程の時定数（τ）

は t1/2と直接的に関係することが知られてお

り、t1/2による比較は妥当と考えられる。す

なわち、- t1/2 = ln[ 1-（0.5）1/x］τ の関係

である（x = 4、Hodgkin-Huxley のカリウム



チャネルモデル（n4j）より）。活性化速度は、

36℃では室温と比較してより急速であり t1/2 

は低値であった。統計学的に（ANOVA）、-10、

+10、+20、+30、+40 mV の膜電位において 36℃

と室温で差を認めた。36℃の t1/2は室温の t1/2

と比較して 1.94倍であり（-20 から+60 mV

までの平均値）、これは Q10が 1.83であるこ

とを示している（室温は 25℃として計算）。 

（3）不活性化のカイネティクスの温度依存

性 

 内有毛細胞の TEA 感受性カリウム電流は、

速い不活性化特性を有する。不活性化過程は

単指数曲線によってフィッティング可能で、

その時定数は膜電位に依存している。すなわ

ち、脱分極するほど不活性化の速度は速くな

り時定数は小さくなる。TEA 感受性カリウム

電流不活性化の時定数を室温と 36℃で測定

し、各膜電位（-20 から+60 mV まで）に対し

てプロットした（図 5）。不活性化速度は 36℃

では室温と比較して非常に速く、時定数はき

わめて低値となった。全ての膜電位において

大きな差異を生じ、統計学的にも有意な差を

認めた。36℃の不活性化時定数は室温の 3.58

倍であり、これにより Q10は 3.19 と計算され

た（室温は 25℃として計算）。 

 不活性化の程度は、電位パルスがオフとな

る steady の電流値（Iss）とピーク値（Ip）

の比（Iss/Ip）で表すことができる。図 6に

各電位における Iss/Ip を 36℃と室温でプロ

ットし比較した。不活性化の程度では 36℃と

室温で差異を認めなかった。 
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