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研究成果の概要（和文）：質量顕微鏡法は異なる脂肪酸組成を持つPCの分布を明らかにできる唯一の手法である。マウ
スの内耳の解析をおこなった。蝸牛と同時に前庭も摘出し前庭の質量顕微鏡を用いた解析を試みた。質量顕微鏡を用い
た解析では、凍結切片が適しており、解析可能な切片を作成できるか検討し、耳石器や膨大部稜などを確認した。PC（
16:0/18:1)は耳石器にたる神経線維や、膨大部稜の感覚上皮に至る神経線維、PC(16:0/20:4)は耳石器の感覚上皮や膨
大部稜の感覚上皮に局在傾向を示した。コルチ器に局在していた、PC(16:0/16:1)は、前庭の感覚上皮には局在傾向が
見られずコルチ器と異なる傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：We recently developed a mass microscope consisting of a mass spectrometry imager w
ith high spatial resolution equipped with an atmospheric pressure matrix-assisted laser desorption/ionizat
ion and quadrupole ion trap time-of-flight analyzer. Phosphatidylcholine (PC), a phospholipid, is a basic 
structural component of cell membranes. The distributions of PC species in the inner ear have not been ful
ly understood. In this study, we extended the use of our mass microscope to the mouse inner ear with speci
al attention to the vestibular organ. We clearly localized some PC species in the vestibular organ and coc
hlea. PC (16:0/20:4) was observed mainly in the vestibular sensory cells and PC (16:0/18:1) was highly loc
alized in the nerve fiber under sensory cells. PC (16:0/16:1) was found primarily in the organ of Corti. T
hese distributional differences may be associated with the cellular architecture of these inner ear region
s.
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１．研究開始当初の背景 
1861年に Prosper Meniereが突然の高
度難聴、めまい症例の剖検例で内耳半規管
に血性浸出物があることを初めて報告し、
めまいが内耳障害によることを明らかにし
た。1938年に、山川らがメニエール病の剖
検例の報告をし、初めて内リンパ水腫の存
在を指摘した。以後、メニエール病の病態
は内リンパ水腫であることが認知されてい
る。 
しかし、なぜ内リンパ水腫がおこるのか
という発症メカニズムについては遺伝要因、
解剖学的要因、ウイルス感染、血管障害な
ど多くの要因が言われてはいるがいまだ明
らかになってはいない。 
我々は、質量分析イメージングを正常な
モルモット蝸牛の解析に応用し、リン脂質
の一種であるホスファチジルコリン（PC）
の脂肪酸組成の違いによる蝸牛管における
局在を明らかにし、この手法が内耳研究に
有用であることを示した（Takizawa et al.: 
Specific localization of five 
phosphatidylcholine species in the 
cochlea by using mass microscopy. 
Audiol Neurootol.16:315-22.2011.）。  
この手法を用いて、内リンパ水腫の解析
を目指すものである。 
 
２．研究の目的 
メニエール病を対象とした研究のほとん
どはイオンチャネルやタンパク質をターゲ
ットとしたものである。脂質に関するもの
は少ない。脂質解析では、生化学的手法を
用いることが多いが、この際、詳細な位置
情報が失われてしまうという欠点がある。
質量分析イメージングでは、その欠点を克
服でき、質量分析を、組織切片上で直接行
うことでその分布を明らかにすることがで
きる手法である。生体分子の分布を知るた
めには放射性プローブや緑色蛍光蛋白など
の抗体を必要とするが、この手法では抗体
を必要とせず、同時に多くの生体分子を網
羅的に解析できるという特徴がある。内リ
ンパ嚢を経時的に観察し、特異的なバイオ
マーカーを探索する。 
内リンパ水腫に影響するバイオマーカー
を探索し、メニエール病の発症メカニズム
の解析を試みる。 
 
３．研究の方法 
質量分析イメージングでの脂質を含めた
生体分子の解析には未固定・未脱灰の組織
切片が適している。①最適な内耳の組織切
片作成と、②生体分子のイオン化を促進す
るマトリックスの組織切片上への塗布条件
を最適化する。これにより質量分析イメー
ジングで検出される生体分子の拡大を図る。
最適化したマトリックス塗布条件を用いて、
内リンパ水腫モデルを質量分析イメージン
グで解析する。 

対象として３週齢オスの DBA２J マウスを用
いた。麻酔薬で鎮痛し断頭、摘出した内耳
を２％カルボキシルメチルセルロース Na
に包埋し、液体窒素を用いて凍結する。ク
ライオスタットで厚さ１５マイクロの切片
を作成し導電性のあるスライドグラスに貼
り付ける。2,5 ジヒドロキシ安息香酸を含
んだイオン化補助剤を、切片に均一に噴霧
する。これを島津社製の質量顕微鏡で解析
した。 
質量顕微鏡を用いた解析では、凍結切片
が適しており、まず解析可能な切片を作成
できるか検討し、耳石器などの確認を行っ
た。 
 
４．研究成果  
HE 染色にて、卵形嚢や球形嚢が確認された。 
さらに、卵形嚢と半規管膨大部が合流し、耳
石器と膨大部稜がともに確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 引き続いて、蝸牛を含めた前庭の質量顕微
鏡を用いた解析を試みた。 
質量 798.5の生体分子は PC（16:0/18:1)
で、耳石器にいたる神経線維や、膨大部稜
の感覚上皮にいたる神経線維に局在した。
また、質量 820.5 の生体分子である
PC(16:0/20:4)は耳石器の感覚上皮や膨大
部稜の感覚上皮に局在傾向を示した。 
コルチ器に局在していた、質量 754.5 の

PC(16:0/16:1)は、前庭の感覚上皮には局在傾
向が見られずコルチ器と異なる傾向が認め
られた。 
 コルチ器の有毛細胞は運動能を持ち、音波
によるわずかな振動を大きく感知するよう
な特性があり、前庭の有毛細胞とは異なるた
め違う PCで構成されていることが示唆され
た。 
  
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
メニエール病の病態を解明するためによ
く使用される内リンパ水腫作成の手技を教
えて頂き、一年の研究期間延長を行ったが、
残念ながら実際に作成には至ることができ
なかった。今回の研究期間ではモデル動物の
作成と解析をすることができず、今後の課題
となった。 
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