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研究成果の概要（和文）：我々は内耳の有毛細胞に ASIC1b（Acid sensing ion channel 1b）が
発現していることを見いだした。in situ ハイブリダイゼーション法による解析では ASIC1b
は、外有毛細胞に強く発現し、内有毛細胞にも発現が認められた。さらに、免疫組織化学法を
行ったところ、ASIC1b イオンチャネルは有毛細胞において感覚毛がクチクラプレートに接す
る部分にのみ限局して分布していることが分かった。そこで ASIC1b のノックアウトマウスを
作成し聴覚検査を行ったところ、まだ予備実験の段階ではあるが部分的な難聴を示した（東京
医科歯科大学喜多村教授との共同研究）。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined whether amiloride-sensitive proton-gated cation 
channels ASICs (acid-sensing ion channels) are expressed in the stereocilia of mouse 
cochlear hair cells. In situ hybridization studies revealed that ASIC1b was expressed in the 
inner and outer hair cells. Fluorescent immunohistochemistry and immunogold electron 
microscopic studies demonstrated that ASIC1b was located at the insertions of stereocilia 
into the hair cells. Our findings provide a novel molecular key to the understanding of 
cochkear physiology and pathophysiology. 
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１．研究開始当初の背景 
 感覚器は微小な器官であるがゆえ生化学
的な研究が難しく、感覚器に特異的に発現す
る遺伝子の多くは重要な機能を担っている

にも関わらずその研究が立ち遅れてきた。
我々は形態学的な手法と分子生物学的な手
法を駆使し、これらの難点に取り組んできた。 
 



２．研究の目的 【図１】ASIC1b mRNA のコルチ器における発
現（in situ ハイブリダイゼーション法によ
る監視や顕微鏡写真 

本研究では内耳の有毛細胞の感覚毛に特異
的に局在する聴覚を受容に関連する遺伝子
の同定を目指し、さらに、これらのチャネル
の有毛細胞における分布の微細構造を明ら
かにすると同時にイオンチャネルの機能解
析を電気生理学的な手法で解析する。そして、
この遺伝子のノックアウトマウスを作成し、
実際に聴覚検査をし、難聴モデルマウスの作
成を目指す。 
 
３．研究の方法 

我々は以前にラットより内耳の cDNA ラ
イブラリーを作成した。本研究で線虫やショ
ウジョウバエで機械刺激受容に関与すると
考えられる degenerin 遺伝子ファミリーや
TRP 遺伝子ファミリーとの相同性を用いて
内耳の cDNA ライブラリーをスクリーニン
グを行ったり、RT-PCR 法を用いて候補遺伝
子の断片を得た。 

【図２】蝸牛の内有毛細胞と外有毛細胞にお
ける ASIC1b mRNA の発現 
 図１、図２の様に in situ ハイブリダイゼ
ーション法による解析で、ASIC1b は内耳の蝸
牛のコルチ器において、内有毛細胞と外有毛
細胞に局在していることが分かった。さらに
詳細なタンパク質の細胞内での局在を明ら
かにするために、ASIC1 に特異的な抗体を作
製し免疫組織化学法を用いて、蝸牛の有毛細
胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

これらの遺伝子断片の情報を用いて、
cRNA プローブを用いた in situ ハイブリダ
イゼーション法により、コルチ器や平衡斑の
有毛細胞に特異的に発現している遺伝子を
形態学的にスクリーニングした。このスクリ
ーニングにより、有毛細胞に強く発現してい
るクローンの一つとしてASIC1bを選出した。 

合成ペプチドを抗原としウサギを用いて
ASIC1 抗体を作成する。この抗体を用いて免
疫組織化学法を行い、聴覚受容に関与するイ
オンチャネルが実際に存在していると考え
られている感覚毛にその蛋白が局在してい
るかどうかを検討した。 

ASIC1bに関しては cRNAをアフリカツメ
ガエル卵母細胞に発現させ、低浸透圧などの
刺激でチャネルが開くかどうかを検討した。
さらに、ASIC1b のノックアウトマウスを作
成し、聴覚機能検査を行った。 
 
４．研究成果 
 内耳において Deg/ENaC 遺伝子ファミリー
や TRP 遺伝子ファミリーを、分子生物学的、
組織学的に検索し酸感受性イオンチャネル
の一つである ASIC1b が蝸牛内耳の有毛細胞
に発現していることを見いだした。 

【図３】内耳蝸牛の内有毛細胞感覚毛におけ
る ASIC1 の免疫陽性構造 
上段：ASIC1 の免疫陽性構造が赤色で染色さ
れている。 
中段：ファロイジンによるアクチンの染色、
アクチンを多量に含む感覚毛が緑色に染色
されている。 
下段：上段と中段を重ねて表示した蛍光顕微



鏡写真 
 図３から、ASIC1b の蛋白の局在は、内耳蝸
牛の有毛細胞の感覚毛の付け根の部分に局
在していることが明らかとなった。この部分
は感覚毛が音の刺激によって振動する際に、
物理的な力のかかる部分なので興味深い。 

【図４】アフリカツメガエル卵母細胞発現系
を用いた ASIC1b の機能発現 
A:ASIC1b を発現させていない細胞は低浸透
圧では応答を示さない。 
B:ASIC1b を発現していない細胞は低浸透圧
と酸の刺激を組み合わせても応答を示さな
い。 
C,D:ASIC1b を発現させた細胞では酸に対す
る ASIC1b の応答を低浸透圧刺激が増強させ
る。またこの応答はアミロライドで抑制され
る。 
E:C と D の応答をグラフに示す。 
 次に ASIC1b の機能を解析するためにアフ
リカツメガエル卵母細胞に ASIC1b の cRNA を
注入し、ボルテージクランプ法を用いて、物
理的な刺激の一種である低浸透圧刺激に対

する ASIC1b の応答を調べた。図４の様に
ASIC1b の酸に対する応答は低浸透圧刺激に
よって増強された。 
 次に ASIC1b に対するノックアウトマウス
を作成し東京医科歯科大学喜多村教授との
共同研究でそのノックアウトマウスの聴覚
検査を行ったところまだ予備実験の段階で
はあるが部分的な難聴を示すことが分かっ
た。今後さらに詳しい聴覚機能の解析を進め、
ASIC1b がどの様な難聴のモデル動物になる
のか、ASIC1b のノックアウトによってどの
様なメカニズムで聴覚障害をきたすのか等
の検討を進めていく方針である。 
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