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研究成果の概要（和文）：酸感受性イオンチャネル ASIC1b ノックアウトマウスを作製し，聴力

検査を行ったところ，聴性脳幹反応検査で軽度から中等度の異常を示した．また，外有毛細胞

の機械刺激電流も有意に減少していた． 
 
 
研究成果の概要（英文）： ASIC1b knockout (-/-) mice exhibited significantly elevated ABR 
(auditory brainstem response) thresholds in the presence of typical inner ear histology. 

Mechano-electrical transducer currents were slightly reduced in the outer hair cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 内耳蝸牛有毛細胞の感覚毛には機械的に

開閉されるイオンチャネル（MET チャネル）

が存在し，このチャネルが機械刺激（感覚毛

の屈曲）を電気信号に変換する役割を担って

いるが，その分子実体は不明である．我々は，

哺乳類 MET チャネルのアミロライドに対す

る親和性が線虫機械刺激受容チャネルの哺

乳類ホモログである酸感受性イオンチャネ

ル ASIC（acid-sensing ion channel）のも

のと極めて類似していることに着目し，ASIC

遺伝子ファミリーのサブタイプの一つであ

る ASIC1b が蝸牛有毛細胞の感覚毛に発現し

ていることを見出した．そこで，ASIC1b ノッ

クアウトマウスを作製し，ABR（聴性脳幹反

応）を調べたところ，低周波数領域において

難聴が生じていた（8 KHz において 40 dB の

難聴が見られた）．さらに，DPOAE（歪成分耳

音響放射検査）にて外有毛細胞の機能を検査

したところ，両側性に重度の機能不全を起こ
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していることが判明した．また，5’-RACE 法

を用いて ASIC1a・ASIC1b とは異なった N 末

端配列をコードしていると思われる遺伝子

断片（新規 ASIC1 スプライスバリアント）を

内耳から単離した．この遺伝子全長のクロー

ニングを行い，ASIC1b との関連性も含めて，

これら遺伝子の聴覚受容における役割につ

いて研究を開始した． 
 
 
２．研究の目的 
 生物種を問わず内耳有毛細胞に発現する

MET チャネルの分子実体は長い間不明であっ

た．2003 年になって zebrafish の聴覚受容器

官から nompC が単離され，MET チャネルの有

力な候補遺伝子であることが報告された．哺

乳類における METチャネル遺伝子に関しては，

2004年にTRP遺伝子ファミリーのメンバーで

ある TRPA1 が有力な候補として Nature 誌に

報告されたが，ノックアウトマウスの聴力に

も異常が見られなかった．我々が作製した

ASIC1b ノックアウトマスには聴力障害が認

められることから，ASIC1b は聴覚受容に直接

関与し，かつ感覚毛に発現する唯一の同定済

みチャネル分子である．本課題において内耳

ASIC1b に関する研究の更なる発展を目指し

た． 

 
 
３．研究の方法 
 ASIC1b ノックアウトマウスの聴力に関す

るデータ（ABR・DPOAE）を得る．ノックアウ

トマウス有毛細胞を用いて，感覚毛の屈曲時

に発生する電流（MET 電流）をパッチクラン

プ法により記録する．分子生物学的手法を駆

使して，新たな MET チャネル候補分子の単離

を行う． 

 
 
４．研究成果 

 聴覚受容体候補遺伝子としてアミロライ

ド感受性チャネルの一つである酸感受性イ

オンチャネルASIC1bを同定した．ASIC1bは，

内・外，両有毛細胞の感覚毛基部に発現して

いた．ノックアウトマウスを作製し，その聴

力を調べたところ， 4，8，12 週齢において，

8，16，32 kHz のトーンピップ音に対し，お

よそ 10〜20 dB の閾値上昇が認められ，

ASIC1b ノックアウトマウスには軽度から中

等度の難聴が生じていることがわかった．さ

らに DPOAE（歪成分耳音響放射）検査を用い

て外有毛細胞の機械刺激受容能を評価した

ところ，僅かではあるが野生型に比べ有意に

低下していた．これらの事実は，ASIC1b が有

毛細胞において機械刺激受容に関与してい

ることを強く示唆するものである．以上の結

果は，「聴覚受容体チャネルは感覚毛の先端

付近に位置する」という生理学的仮説と相反

するものであり，関連学会や研究者の対応も

冷ややかで，学術雑誌への投稿もままならな

いが，彼らは，線虫機械刺激受容チャネルの

哺乳類ホモログである ASIC1b が感覚毛基部

に位置することは解剖学的事実であり，仮説

ではないことをはっきりと認識しなければ

ならない． 

 パッチクランプ法を用いて有毛細胞の機

械刺激電流 (MET 電流) を測定したところ，

ノックアウトマウス有毛細胞の MET電流は野

生型のものに比べ有意に減少していた．さら

に，MET 電流の惹起に ASIC1b がどの程度，直

接関与しているのかを評価するため，野生型

マウス有毛細胞の MET 電流を ASIC1b の特異

的阻害剤であるフサン存在下で記録したと

ころ，約 20%の電流値減少が見られた．この

ことは，MET 電流の発生に少なくとも ASIC1b

が寄与しているという我々の仮説を強く支

持するものであり，同時に他の遺伝子も機械

刺激受容に関与していることを暗示してい

る．また，ノックアウトマウス，ヘテロマウ

ス，野生型マウス有毛細胞の酸性溶液に対す

る応答を調べたところ，ヘテロおよび野生型

マウスの内・外，両有毛細胞において,酸（pH 

5.0）刺激により一過性のナトリウム電流が

惹起され，この反応は ASIC の阻害剤アミロ

ライドによって完全に抑制された．一方，ノ

ックアウトマウスの有毛細胞においては，水

素イオンに対する有意な応答は認められな

かった．これらの結果は，ASIC1b チャネルを

取り巻く内リンパ環境の酸性度（正常は pH 

7.5）が，有毛細胞の正常な機能発現にとっ

て重要であることを示すものである．また，

電位依存性電流（basolateral current）に

ついても解析したが，各遺伝子型間で違いは



 

 

認められなかった．このことからも，ノック

アウトマウスにおける難聴の原因として第

一義的に ASIC1b の欠損が挙げられ，遺伝子

改変に伴う副次的なものではないと言える． 

 上記一連の結果は，ASIC1b が聴覚受容体遺

伝子であることを証明するものであり，世界

初の哺乳類聴覚受容体分子の報告となるべ

きものであるが，既存の概念と異なる点が多

く，なかなか受け入れられないことが痛恨の

極みである（発現系を用いて，ASIC1b を直接，

機械刺激により活性化することができれば，

完全な証明になるが，世界的に見ても誰も成

功していない）． 

 上記実験と並行して，他の機械刺激受容チ

ャネルを単離するため，新たに作製したマウ

ス蝸牛 cDNA ライブラリーのランダムシーク

エンスを開始した．約 120 個の遺伝子配列を

調べたところ，約 1/4 がデータベースに登録

されていない遺伝子であった．しばらくこの

作業を続け，cDNA ライブラリーの特性を評価

した後，ホモロジースクリーニングも組み合

わせて，本格的な遺伝子探索作業を開始する

予定である． 
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