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研究成果の概要（和文）：内リンパ系を調節している内リンパ嚢におけるイオン輸送を詳細に調べることで、内
リンパ過多によって生じるメニエール病などの新たな治療法開発を目指して研究を進めている。以前は不可能で
あった、内リンパ嚢からの微量なmRNA抽出・定量に成功し、さらに３つの部位別に解析することに成功した。減
塩食モデル動物の内リンパ嚢中間部では、ナトリウム-カリウムポンプ、上皮性ナトリウムチャネル、サイアザ
イド感受性Na-Cl共輸送体すべての発現が有意に多かった。減塩食では、内リンパ嚢、特に中間部においてNa輸
送が活性化され、内リンパ吸収が活性化されることで内リンパ水腫が改善する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The endolymphatic sac in the inner ear is thought to absorb endolymph. 
Endolymphatic sac dysfunction causes an excess of endolymph, a pathological condition in Meniere's 
disease. A low-salt diet is an effective treatment for Meniere's disease. 
We succeeded in extracting and quantifying a small amount of mRNA from the endolymphatic sac 
epithelium and succeeded in analyzing each portion of the endolymphatic sac. The expression of Na+/K
+-ATPase, epithelial Na channel, and thiazide-sensitive Na-Cl cotransporter were significantly 
higher in the intermediate portion of the endolymphatic sac in the low-salt diet model animals than 
high-salt diet model animals. It is suggested that the low-salt diet may improve endolymphatic 
hydrops by activating endolymphatic absorption through activating Na transport in the endolymphatic 
sac, especially in the intermediate portion of the endolymphatic sac.

研究分野： 耳科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
減塩食・高塩食モデル動物を用いた本研究から、減塩食は内リンパ嚢における内リンパの吸収を促進し、内リン
パ水腫を改善する可能性があることが示唆された。内リンパ水腫を病態とするメニエール病の治療の一つとして
減塩食が勧められることを、動物モデルでも確認し、これまで臨床研究で想像されていた、内リンパ水腫の調節
機構の一つを解明することができた。今後、さらに研究を進めることで、内リンパ水腫を病態とするメニエール
病などの疾患の経験的治療の根拠を補強し、新たな治療法開発に結び付く可能性がある。

※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 

難病のひとつであるメニエール病の病態は、内耳の内リンパが過剰である内リンパ水腫である

が、健常では内リンパ水腫が生じないように内リンパ系が調節されている。内リンパが過剰にな

ると、難聴やめまいが生じるため、聴覚と平衡感覚の維持には内リンパの調節がきわめて重要で

ある。内リンパは内耳の血管条で産生され、内リンパ嚢で吸収されている。難治性メニエール病

の治療として、内リンパ嚢開放術（ドレナージ術）が広く行われている。 

本研究のターゲットである内リンパ嚢は、近位部、中間部、遠位部と別れており、形態の異なる

数種類の細胞が各部位を構成している。これまでは、断面的にしか解析できなかったが、立体的

に分子レベルでの解析を可能にするイメージングシステムを開発し、内リンパ嚢全体を分子レ

ベルで部位別にイメージングすることが可能になった。また、臨床研究として、減塩治療をメニ

エール病患者に行うと血中アルドステロン濃度が上昇するとともに、めまい発作は減少し、聴力

は改善する傾向を認めた。そのため、減塩食により血中アルドステロン濃度が上昇し、アルドス

テロンによって活性化されるイオン輸送体が内リンパ嚢において活性化され、イオン輸送が活

性化されることで内リンパ吸収が促進され、内リンパ水腫が改善する可能性が考えられる。これ

までに、電気生理学的研究により、内リンパ嚢においてナトリウム輸送が内リンパの吸収に重要

な働きをしていること、上皮性ナトリウムチャネル、非選択性陽イオンチャネル、ナトリウム-

カリウムポンプが働いていることを確認している。 

また、これまでに、分子生物学的アプローチとして、laser capture microdissection 法を用いて

ラット内リンパ嚢上皮細胞からｍRNA を抽出し、イオン輸送体が内リンパ嚢に発現しているか

どうかなど、発現を調べる定性的な研究は可能であったが、定量的な解析には成功していなかっ

た。もし、内リンパ嚢上皮に特異的なｍRNA の定量が可能になれば、モデルラットや、薬剤負

荷前後の発現量を比較することで、制御系や機能を推定することが可能になると想定される。ま

た、機能解析方法として、内リンパを吸収する内リンパ嚢上皮、および内リンパを産生する血管

条でのイオンイメージングが可能になると各種薬剤への反応が研究できるようになると想定さ

れる。 

 

２．研究の目的 

新たに、固定標本からの mRNA の効率良い抽出方法を開発し、laser capture microdissection

法にて純粋な内リンパ嚢上皮細胞由来のｍRNA を採取し、存在が推定されるイオン輸送体の内

リンパ嚢での発現の有無を明らかにし、さらに、モデル動物の内リンパ嚢上皮細胞のイオン輸送

体の発現量変化をリアルタイム PCR にて定量解析することで、内リンパ嚢におけるイオン輸送

制御系を明らかにすることを目的とする。内リンパの制御系を明らかにすることで、内リンパを

コントロールし、内リンパ水腫を呈する疾患の病態解明、治療法開発を目指す。また、イオンイ

メージングを用いて、内リンパ嚢での内リンパ吸収とあわせて、血管条での内リンパ分泌機構と

その調節機構も同様に解明することを目指す。 

 

３．研究の方法 

内リンパ嚢におけるイオン輸送体の研究では、これまでの培養細胞や primary culture での分離

細胞を用いた mRNA 解析では、刻々と発現量が変化すると想定されるイオン輸送体の研究には

限界があると想定されたため、パラホルムアルデヒドにて瞬時に還流固定した内リンパ嚢標本

を用いた実験系を開発した。また、内リンパ嚢の 3 つの部位別に mRNA を採取するため、laser 

capture microdissection 法を用いた。比較のため、固定後、もしくは未固定で内リンパ嚢を顕



微鏡下に摘出し、mRNA を採取した。より効率良く、かつ、断片化の少ない mRNA 抽出方法を

開発するため、条件を様々に調整して実験を行った。マウス、ラットを用いて、最適な条件を検

討した。最適な条件としては、ラットを深麻酔下にパラホルムアルデヒドで還流固定し、側頭骨

を採取し、EDTA で脱灰後にクライオスタットで薄切し、laser capture microdissection 法によ

り内リンパ嚢上皮を部位別に採取して mRNA を抽出する方法であり、定量解析にはこの方法を

用いた。そして、reverse transcription-quantitative PCR にて mRNA 量を定量して解析した。

また、イメージングに際し、まず、内リンパ嚢内腔への薬物投与系を開発し、内リンパ嚢上皮細

胞および血管条のイメージングを試みた。 

 

４．研究成果 

これまでは不可能であった内リンパ嚢上皮細胞からの mRNA の定量が可能になった。さらに、収

率が不安定であったため各ステップを詳細に見直し検討し、断片化が少なく、かつ、安定した収

率を得られるようになった。 

ラット内リンパ嚢から、近位部、中間部、遠位部の部位別に mRNA を抽出し、アルドステロンに

より制御されているイオン輸送体であり、ナトリウム輸送に関係する、ナトリウム-カリウムポ

ンプ、上皮性ナトリウムチャネル、サイアザイド感受性 Na-Cl 共輸送体の発現量を定量比較し

た。いずれのイオン輸送体も内リンパ嚢中間部に多く発現していた。この結果は、これまでの免

疫染色や、電気生理学的実験の結果と一致していた。 

次に、ヒトでの臨床研究より、減塩食により血中アルドステロン濃度が生理的に上昇し、アルド

ステロンにより内リンパ嚢におけるナトリウム輸送にかかわるイオン輸送体が活性化され、内

リンパ吸収が活性化され内リンパ水腫が改善すると推定されていることから、アルドステロン

濃度が上昇すると想定される減塩食モデルラット、およびアルドステロンが抑制されると想定

される高塩食モデルラットを用い、それぞれのモデルラットの、内リンパ嚢におけるイオン輸送

体の発現量の違いを調べた。内リンパ嚢上皮全体（近位部、中間部、遠位部）では、減塩食モデ

ルラットでは、ナトリウム-カリウムポンプ、上皮性ナトリウムチャネル、サイアザイド感受性

Na-Cl 共輸送体すべての発現が多く、上皮性ナトリウムチャネルの発現は有意に多かった。さら

に内リンパ嚢の部位別に調べると、減塩食ラットの中間部では、ナトリウム-カリウムポンプ、

上皮性ナトリウムチャネル、サイアザイド感受性 Na-Cl 共輸送体すべての発現が有意に多かっ

た。減塩食では、内リンパ嚢、特に中間部においてナトリウム輸送が活性化され、内リンパ吸収

が活性化されている可能性が示唆された。 

イメージングについては、内リンパへの蛍光色素注入方法を開発し、内リンパ嚢上皮の染色、お

よび、血管条の染色が可能になった。パラホルムアルデヒドで固定し、内リンパ嚢上皮細胞、お

よび血管条が染色されていることを確認した。 

以上より、内耳の一部である内リンパ嚢、特に中間部には、アルドステロンにより制御されるイ

オン輸送体が多く発現し、減塩食などにより血中アルドステロン濃度が上昇するとナトリウム-

カリウムポンプ、上皮性ナトリウムチャネル、サイアザイド感受性 Na-Cl 共輸送体の発現が増加

し、内リンパ嚢におけるナトリウム輸送が活性化されることで内リンパ吸収が促進され、内リン

パ水腫が改善する可能性が示唆された。 
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