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研究成果の概要（和文）：クローディン 14 の遺伝子異常は、難聴や尿管結石を引き起こすと報

告されている。本研究では、クローディン 14 knockout mice（KO マウス）を作成した。従来の

報告とは異なり、内リンパ腔電位（EP）は KO マウスでは低下していた。さらには、内リンパ液

の pH および K+、Na+、Ca2+の濃度測定し、内リンパ腔周辺細胞のタイト結合の役割について検討

を加えている。現在、実験途中であり、研究成果の発表は次年度になると考えている。  

 
研究成果の概要（英文）：It had been reported that mutatios in the gene encoding claudin-14 
cause deafness and nephrolithiasis. In this experiment, we made the claudin-14 knockout 
mice to examine the functional role of tight junctions in the endolyphatic surface cells. 
The obtained experimental results were as follows; 1) endocochlear potential (EP) in the 
endolymph in knockout mice was lower than that in wild type mice. In the preset, we are 
trying to measure the H+, K+, Na+,Ca2+ concentrations in endolymph. All above experimental 
results will be published in the next year.  
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１．研究開始当初の背景 

 EPは虚血（低酸素）や大量のループ利尿剤

投与により低下することが一般に広く認め

られているのにもかかわらず、EPの発生機序

ならびにその変化について過去50年の研究

において、未だその解明には至っていない。

したがって、末梢性感音難聴の一つである急

性虚血性難聴の治療に対しても有効な手段

も発見されていないのが現状である。 

 申請者は過去10年以上にわたり、EPの維持

には、内リンパ腔周辺細胞の細胞内Ca2+濃度

([Ca]i)が適度の濃度に保たれることが重要
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であることを報告し続けているが、国際的に

広く認められていないのが現状である。2003

年(Jpn J Physiol, 2003)にCa2+のEP調節に

対する最初の論文が受理された後、細胞内Ca
2+のキレート剤やニフェジピンの内リンパ腔

投与により、EPの上昇や、無呼吸負荷による

EPの低下が著明に抑制されることを報告し

た（Jpn J Physiol, 2005; J Physiol Sci, 

2007）。 

 申請者は、2 年間（2007〜2008）の科学研
究 費 補 助 金 で 研 究 を 伸 展 さ せ、 1 ）
single-cell model の根拠となる上皮性 Na+

チャネル（ENaC）の阻害剤の有効性を確認し
（J PhysiolSci, 2007）、2）免疫組織化学法
によって辺縁細胞にENaCやL型Ca2+チャネル、
TRPC チャネルの存在を認め（J PhysiolSci, 
2009）、3）酸塩基平衡障害による EP の低下
は Ca2+チャネル阻害剤で抑制されることを見
出して来ている（J Physiol Sci, 2007）。ま
た、上皮細胞間結合に重要な役割を果たすタ
イト結合の機能についても検討を加えた（J 
Cell Sci,2004; J PhysiolSci, 2007 、 J 
PhysiolSci, 2009）。今後、これらの研究を
より発展させて、急性虚血性および薬剤性難
聴の治療に役立たせていきたい。 
 

２．研究の目的 

急性末梢性感音難聴の原因の一つに血流障

害によるものが挙げられるが、これは主とし

て＋80mVの蝸牛の内リンパ腔内電位(EP)が消

失するためであろうと考えられている。 

上記の申請者等の実験結果から、無呼吸負

荷による EP の低下は内リンパ腔周辺細胞内

（特に血管条辺縁細胞やラセン隆起の線維芽

細胞）の Ca2+濃度上昇による辺縁細胞内の+電

位の低下とタイト結合の電気的抵抗の低下で

はないかと考えている。 

 事実、内リンパ腔周辺細胞の細胞間結合に

共通のクローディン 14 の先天的異常は難聴

を来すことが報告されており（Wilcox et al., 

Cell, 104, 2001、Kitajiri et al., Hear Res, 

187, 2004）、この動物モデルを作製して得ら

れた電気生理学的実験結果は末梢性感音難聴

の解明に新たな知見を提供するものと考える

（Wilcox 等はクローディン 14 はコルチ器の

細胞にのみ発現していると報告しているが

Kitajiri等は内リンパ腔周辺細胞に共通に発

現していると報告している）。 

以上より、本研究では、１．+の EP の発生に

内リンパ腔周辺細胞のタイト結合がどのよう

に関与しているかどうかを電気生理学的手法

用いて調べる。２．クローディン 14 KO マウ

スを用いて EP の調節や内リンパ液の pH およ

び Ca2+濃度測定し、wild type に比較して変

化がないかどうかを調べる。以上の研究成果

をもとにして、末梢性感音難聴の治療に役立

たせることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図１．内耳蝸牛における EP と[Ca]e測定と 

      内外リンパ腔灌流の実験モデル 

 
 内リンパ腔に電位測定用ガラス電極とイオ
ン電極を刺入し、内リンパ腔電位とイオン
（Ca2+など）を同時に測定する。pH, Na+, K+

は 2連型電極を用いるのでマウスでも容易に
測定出来る。しかし、Ca2+電極は 2本同時に刺
入するかもしくは、一本ずつ刺入する。後者
の場合には、Ca2+電極を刺入後、再度電位測定
用電極を刺入し、電位降下が起きていないか
どうかを調べる。 
 モルモットでは、内外のリンパ腔を潅流出
来るがマウスでは困難である。したがって、
使用する動物種で実験方法を選択する。 
 
４．研究成果 
 クローディン 14 KO マウスの蝸牛管表面の
骨組織は、血管の走行が wild type に比べて
疎である（特に血管条付近）。したがって、ク
ローディン 14 KO マウスでは血管条での血流
が低下しており、内リンパ液の産生も低下し
ていると考えられた。 
1) 経上皮的電気抵抗(CoTR)の測定 
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   図２．EP と CoTR に対する nifedipine の影響 

       (Hasegawa et al., 2013) 

申請時には、この実験はマウスで行う予定で
あったが、動物が小さく実験はモルモットに
変更して行った。図 2 に示したごとく、
nifedipine は CoTR を下げて、時定数（τ）
を低下させたが、無呼吸負荷時には CoTR を上
昇させた。なお、上皮細胞の回路解析の結果、
CoTR は主として。辺縁辺縁細胞の側基底膜の
抵抗を測定していると考えられた。したがっ
て、EP の発生源は辺縁細胞の側基底膜の上皮
性 Na+チャネルであり、−電位は BK チャネルの
活性化によるもと考えられた（Hasegawa et al, 
2013）。図 3.に示すように、辺縁細胞の側基
底膜電位が、EP の調節をしていると考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図３．辺縁細胞での電気的回路 

 

2）Knockout mice の実験 
Wild type マウスと KOマウスのデータを被核
検討している。実験は 8週齢と 20 週齢のマウ
スを使用して行った。 
1）EP の測定 
図 4.に示すように wild type の EP は 100-110 
mV で、KO マウスでは 80-90 mV であり、やや
EP は低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４．EP の測定（白岩等、未発表データ） 

上図：8週齢のマウスの（左図：wild、右図： 

   KO マウス） 

下図：20 週齢のマウス（左右は上図と同じ） 
 さらに、20 週齢のマウスでは、wild type
は 80-90 mV、KO マウスは 60mV 前後であった。
以上より、クローディンKOマウスはwild type
に比べて EP は低いことが明らかとなった。 
2）内リンパ液のイオン濃度測定 
 EP の値により、内リンパ液の pH は少し変
動するようである。現在迄のデータでは wild 
typeの内リンパ液pHは〜7.9とアルカリ性で
あった。KO マウスの内リンパ液 pH も〜7.8 と
アルカリ性であった。しかし、マウスの内リ
ンパ腔はモルモットに比して小さく、少しで
も表面から CO2 が拡散するとアルカリ性にな
るので、pH 測定に関しては、いかに血管条を
障害せずに、電極を刺入するか問題になるで
あろう。結論付けるにはまだ時期尚早と考え
る。 
 以上より、クローディン 14 KO マウスでは
EP がやや低下しており、また内リンパ液のイ
オン組成も異なっている可能性が指摘された。
今後、これらのデータを数多く集めて ABR も
測定し、論文に発表する予定である。しかし、
既に EP は変化せず、hair cell の異常による
難聴であると結論付けられた論文が一流の雑
誌に発表されており、我々の論文が修正論文
としての価値だけにならないように、新たな
研究結果、特に内リンパ液の Ca2+濃度の測定
を行い、pH との関係を検討してから論文にす
る予定である。来年度の発表になる予定であ
る。 
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