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研究成果の概要（和文）： 
 虚血などの低酸素時には内リンパ直流電位 (EP)の著明な低下が観察されるが、これに
は血管条辺縁細胞内 Ca2+濃度の上昇が関与している。EP および蝸牛管抵抗の同時測定を
行い無呼吸負荷を行うと、EP の低下と蝸牛管抵抗の上昇が観察される。しかし、L 型 Ca2+

チャネル活性化剤を内リンパ腔に投与したところ、EP は低下するが蝸牛管抵抗は低下し、
無呼吸負荷を行うとで蝸牛管抵抗の上昇が観察された。よって、無呼吸負荷時には細胞内
Ca2+濃度上昇とは異なる機序で蝸牛管抵抗が上昇することが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We measured the changes in EP and cochlear partition resistance (CoPR) induced by 
asphyxia. The CoPR was decreased after the perfusion with control artificial 
endolymph, and was increased after the asphyxia. The perfusion with artificial 
endolymph containing BAY K8644 decreased both the CoPR and the EP, and the CoPR 
was increased by the asphyxia. These results suggest that increase in the CoPR 
induced by the asphyxia might not be mediated by the elevation of cytosolic Ca2+ in the 
cochlear cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 1978 年に Bosher と Warren により蝸牛内
リンパ液の Ca2+濃度（[Ca]e）は、細胞外液
と比べて低く約 10-5 M であると報告された。
し か し 申 請 者 は 、 Ca2+ 交 換 剤 を PVC
（polyvinylchloride) で固めて安定性を改善
した PVC-resin Ca2+電極を用いてモルモッ
トにおける[Ca]e を測定し、[Ca]e が従来報告
されていた値よりも非常に低く約 10-7 M で

あると報告した(Takamaki et al., 2003)。同
時 に 蝸 牛 内 直 流 電 位 （ endochochlear 
potential;EP）EP を測定し、EP の変化にと
もない[Ca]e が大きく変化する事を発見した。
また、内リンパ液中に高濃度 CaCl2溶液や細
胞膜透過性でない EGTA 溶液を潅流して
[Ca]e を変化させても EP は変化しないこと
から、[Ca]eと細胞外液との Ca2+濃度差が EP
を決定しているのではない事を明らかにし
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た。 
 さらに我々のグループでは細胞膜透過性
のEGTA/AMやnifedipineを内リンパ潅流す
ると、人工呼吸器の停止による無呼吸負荷時
の EP の低下が、コントロール条件と比較し
有 意 に 抑 制 さ れ る こ と を 発 見 し た 
(Mineharu A. et al., 2005, Nimura Y. et al., 
2007) 。以上のことから無呼吸負荷時には、
血管条など内リンパ腔周囲の細胞内 Ca2+濃
度（[Ca]c）が細胞外からの Ca2+の流入によ
って上昇し、さらに [Ca]e の上昇をきたすの
ではないかと推察した。 EGTA/AM や
nifedipine は [Ca]c の上昇を抑制することで
無呼吸負荷時の EP の低下を抑制するのでは
ないかと仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
 蝸牛中央階には+80 mV 程度の蝸牛内直流
電位が（EP）存在し、この電位の正の部分は
蝸牛血管条で発生し、負の部分はコルチ器で
発生すると考えられている。これまで、申請
者らは血管条で発生される EP の正の部分に
着目し、無呼吸負荷や高濃度利尿剤投与によ
る EP の低下は、これらの刺激により血管条
側基底膜の Ca2+透過性チャネルが開孔し、辺
縁細胞内のCa2+濃度が上昇することでEP発
生機構が障害されることにより生じること
を明らかにしてきた（Inui T. et al., 2007, 
Mori Y. et al., 2009）。電圧（EP）はオーム
の法則（V = I x R）により形成されるため、
EP はチャネルを介したイオンの拡散により
発生した電流と、細胞膜や細胞間隙により形
成される抵抗の積により形成されるものと
考えられる。これまで、血管条における EP
の発生機構に関する研究では、現在は中間細
胞におけるK+の拡散によりEPが生じるとす
る説が有力であるが、ここで論じられている
EPは K+の拡散により発生するのは電流のみ
であり電気回路における抵抗は全く考慮さ
れておらず、これまで内リンパ腔の抵抗を測
定した研究もきわめて少ない。 
 そこで、本申請では電池と抵抗により構
成される簡略化した回路モデルを作成し、
回路の各要素がどのように EP の形成に関
わっているのかを検討するために、微小電
極法を用いて EP を測定するとともに、カレ
ント・インジェクション法を用いて内リンパ
腔に一定の電流を注入することで EP の変化
を測定し、蝸牛管抵抗を測定した。これによ
り、EP の維持に対しイオンの拡散電位と細
胞膜および細胞間隙の抵抗がどのように関
わっているのか、また血管条辺縁細胞内 Ca2+

濃度の上昇がこれらにどの様に関わるのか、
さらに虚血時において内耳の viability を維
持するにはどの様な方法が適切であるのか
を検討することが可能となった。 
 

３．研究の方法 
 実験動物として白色モルモットを用いる。
気管切開による人工呼吸下に蝸牛を露出し、
経血管条的にガラス微小電極およびガラス
微小ピペットを刺入することで内リンパ腔
に各種薬剤を投与しながら、EP とカレン
ト・インジェクション法による蝸牛管抵抗
を同時測定した。EP 測定用電極には 0.5 M
の KCl 溶液を充填し、カレント・インジェ
クション用電極は先端を研磨したガラス電
極に 140 mM KCl 溶液を充填したガラス
微小電極を用いた。EP 測定用電極は電極
ホルダーを介してエレクトロメーター
（WPI, FD223）に接続した。EP 測定用電
極を内リンパ腔に刺入し EP を測定した状
態でカレント･インジェクション用電極を
内リンパ腔に刺入し、カレント･インジェク
ション用電極にアイソレーター（WPI, 
A320RC）にて発生させた 1 µA の矩形波パ
ルスを通電し、このときの EP 変化を測定
して蝸牛管抵抗（CoPR）を測定し、MacLab 
8s（ADInstrument）にて記録した（図 1）。
また、カレント･インジェクション用電極は
電極抵抗を低下させるために先端を研磨し
てあるため、薬剤を内リンパ腔に投与する
内リンパ注入用ピペットとしても用いた。
内リンパ腔に投与した薬剤として、電依存
性 K+チャネル阻害剤である
tetraethylammonium (TEA)や TRP チャ
ネル阻害剤である Gd3+および La3+、L 型
Ca2+チャネル阻害剤であるnifedipineおよ
び L 型 Ca2+チャネル活性化剤である
(S)-BAY K8644 を使用した。また、人工呼
吸器停止により無呼吸とすることにより虚
血状態を誘発した。 

図 1：方法 
 
４．研究成果 
 正常内リンパ液に近い組成の人工内リン
パ液を５分間潅流し、潅流前、潅流後、無呼
吸負荷 5 分後の EP および蝸牛管抵抗を測定
し、これを対照実験とした。この結果、内リ
ンパ潅流により EP は殆ど変化しないものの
蝸牛管抵抗は有意に低下した。さらに無呼吸
負荷を行うと、EP の低下に伴い蝸牛管抵抗は
潅流前よりも上昇することが判明した（図 2
および図 6）。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：対照実験 
 

 そこで、無呼吸負荷により蝸牛管抵抗が上
昇する機序の検討を行った。まず、無呼吸負
荷により蝸牛管抵抗が上昇するメカニズム
として、内リンパ腔に面した細胞膜のイオン
チャネルの活性が低下した結果蝸牛管抵抗
が上昇した可能性を考え、同部位に存在する
ことが報告されている電依存性K+チャネルお
よび TRP チャネルの阻害剤を投与し、無呼吸
負荷による蝸牛管抵抗の変化を観察した。電
依存性 K+チャネル阻害剤である TEA（図 3 お
よび図 6）や TRP チャネル阻害剤である La 3+

（図 4 および図 6）および Gd3+（図 5 および
図 6）を内リンパ腔に投与すると、蝸牛管抵
抗は対照条件と比べて上昇を認めた。したが
って、対照実験における人工内リンパ液注入
時の蝸牛管抵抗低下は、内リンパ腔の圧力上
昇に伴う伸展受容チャネルの開孔によるも
のと推察された。しかし、これらの薬剤の投
与時にも無呼吸負荷による EP 低下に伴う蝸
牛管抵抗の上昇が観察されたため、内リンパ
腔に面した細胞膜のイオンチャネルは、無呼
吸負荷に伴う蝸牛管抵抗の上昇に殆ど関与
していないことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：TEA の効果 
 
 これまで我々は、無呼吸負荷時には蝸牛血
管条の辺縁細胞の側基底膜に存在する L型
Ca2+チャネルが開孔することで、辺縁細胞の
[Ca]cが上昇し、EP が低下することを見出し

ている（Inui T. et al., 2007, Mori Y. et al., 
2009）。そこで、L型 Ca2+チャネル阻害剤であ
るnifedipineおよびL型Ca2+チャネル活性化
剤である(S)-BAY K8644 を内リンパ腔に投与
し、EP および蝸牛管抵抗の変化を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4：La3+の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5：Gd3+の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6：蝸牛管抵抗(CoPR)の比較 
 
 Nifedipine の投与では、これまでの報告と
同様に投与後の EP上昇と無呼吸による EP低
下の遅延が観察されたが、蝸牛管抵抗の変化
は対照実験に準じたものであり、無呼吸負荷
による蝸牛管抵抗の上昇が観察された（図 7
および図 9）。一方、(S)-BAY K8644 を内リン
パ腔に投与すると、辺縁細胞の[Ca]c上昇によ



 

 

り EP は低下するにもかかわらず蝸牛管抵抗
は低下した。この状態で無呼吸負荷を行うと、
EP がさらに低下するとともに蝸牛管抵抗の
明らかな上昇が観察された（図8および図9）。
このことは、無呼吸負荷に伴う CoPR の上昇
には、辺縁細胞内 Ca2+濃度の上昇が関与して
いないことを示している。 
 以上より、無呼吸負荷時には EP の低下と
蝸牛管抵抗の上昇が観察されるが、このうち
細胞内 Ca2+濃度の上昇は EP の低下には関与
するものの、蝸牛管抵抗の上昇には関与しな
いことが明らかとなった。すなわち、無呼吸
負荷時には[Ca]c 上昇に伴うイオンチャネル
の閉鎖とは異なる機序によりイオンチャネ
ルの閉鎖や細胞間結合の変化が生じ、蝸牛管
抵抗が上昇するものと推察される。したがっ
て、血流障害に伴う感音性難聴の治療には、
細胞内 Ca2+濃度上昇を防ぐのみならず、酸素
負荷等を行う必要があるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7：Nifedipine の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8：(S)-BAY K8644 の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9：対照条件、Nifedipine および(S)-BAY 
K8644投与時のEPと蝸牛管抵抗(CoPR)の変化 
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