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研究成果の概要： 
 内耳血管条機能の根幹を支える糖輸送機構を明らかにする目的で，それに関わる糖輸送分子の

組織特異的な遺伝子発現およびタンパク質発現を明らかにした。その結果，糖輸送体分子の一つ

であるGLUT-1型が血管条構成細胞の中で基底細胞と血管構成細胞に発現していることや，新たに

複数のGLUT型の輸送体の遺伝子発現を確認した。血管条では複数の促進拡散型糖輸送体が連携し

てその高いエネルギー代謝活性をを支えているものと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 内耳血管条は内リンパ直流電位の生成およ

び内リンパ産生に関わる重要な組織で，その

機能異常は直ちに難聴をひきおこす。本研究

代表者はこれまでに，血管条機能を明らかに

する目的で，その構成細胞どうしの連携に着

目した一連の細胞生理学的研究を行ってきた。

その結果，「血管条のエネルギー代謝システ

ムはそのユニークな組織構築と密接に関係し

ている」という結論に達した。 

 エネルギー代謝の根幹を担う細胞膜糖輸送

体として，一般には，促進拡散型のグルコー

ス単輸送体（GLUT）と細胞内外のNa+の電気化

学的勾配により駆動されるNa+/グルコース共

輸送体（SGLT）が知られている。研究代表者

らは，血管条の単離辺縁細胞の生理学的実験

から，この細胞の主なグルコース取り込み機

構はGLUT型であることを既に報告している。 
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２．研究の目的 

 内耳血管条におけるエネルギー供給システ

ムの重要性にも関わらず，血管条に発現して

いるhexoseおよびpolyol輸送体の網羅的な研

究はこれまでに皆無であった。本研究課題の

目的を以下に示す。 

(1)血管条における糖輸送体(GLUT1)の遺伝子

発現解析。 

(2)免疫組織化学法による血管条における

GLUT1の局在解析。 

(3)抗GLUT1抗体による基底細胞および血管系

の立体構造の解析。 

(4)単離血管条構成細胞を用いたGLUT1の局在

解析。 

(5)辺縁細胞のGLUTの分布と血管系・基底細胞

との構造的連携の検討。 

 

３．研究の方法 

(1)血管条の全層標本からmRNAを抽出し，GLUT

ファミリーを構成するアイソフォームの発現

プロファイルをRT-PCR法により解析する。 

(2)血管条の全層標本の間接蛍光抗体法によ

る免疫染色を行う。抗体は抗GLUT1抗体と中間

細胞特異的な抗Kir4.1抗体を用いる。共焦点

レーザー顕微鏡により高次構造の観察をおこ

なう。 

(3)血管条の全層標本を抗GLUT1抗体で免疫染

色し共焦点レーザー顕微鏡により3次元構築

をおこなうことによって，基底細胞の3次元分

布を調べる。 

(4)摘出した血管条をトリプシン処理した後，

低融点アガロース内での機械的操作により，

必要な血管条構成細胞の単離細胞を得る。陰

性コントロールとして抗ぺプチド抗体に対す

る抗原ペプチドによる吸収試験を行う。細胞

の同定は形態学的特徴に従う。 

(5)辺縁細胞において新しいGLUTのアイソフ

ォームが判明した場合，血管条における微小

循環系（毛細血管網）と新たなGLUTの発現と

の構造的な連関を調べるために，これまでに

開発した蛍光ゼラチン法と免疫染色との併用

による3次元組織構築をおこない検討する。 

 

４．研究成果 

(1)ラット・スナネズミ・モルモットを用いて

GLUT1の局在を検討した。RT-PCR法により血管

条においてGLUT1のmRNAの発現が確認された．

血管条の全層標本の間接蛍光抗体法による免

疫染色を行った。抗体は抗GLUT1抗体と中間細

胞特異的な抗Kir4.1抗体を用いた。ラットに

ついては基底細胞にGLUT1の強い陽性シグナ

ルが観察され，中間細胞に発現している

Kir4.1のシグナルとはその局在が重複してい

なかった（図1）。辺縁細胞は両抗体に対して

陰性であった。モルモットの中間細胞におけ

るGLUT1の発現については結論を得られなか

った。 

 
図1．血管条におけるGLUT1陽性部位。ラット

(a)，モルモット(b)。抗GLUT1抗体陽性部位

(緑)。抗Kir4.1陽性部位(赤)。 

 

(2)単離血管条細胞を用いたGLUT1の局在解析

をおこなった。摘出した血管条をトリプシン

処理した後，低融点アガロース内での機械的

操作により，必要な血管条単離細胞を得た。

これまでGLUT1発現の報告があったモルモッ

トについて調べたところ，GLUT1に陽性な細胞

は基底細胞と血管構成細胞であり，辺縁細胞



 

 

については陰性であることがわかった（図2）。 

 

図 2．単離血管条細胞における GLUT1 陽性部

位（モルモット）。辺縁細胞(a)，基底細胞

(b)，血管構成細胞(c)。抗 GLUT1 抗体陽性部

位(緑)。 

 

(3)共焦点レーザー顕微鏡により，抗 GLUT1

抗体陽性部位の立体構造の解析を行った．基

底細胞・血管内皮細胞が抗 GLUT1 抗体に対し

て陽性であった。3次元解析により，基底細

胞から周期的に辺縁細胞に向かって突起が

伸びていることが初めて確認された。 

 

図 3．血管条全層標本における GLUT1 陽性部

位の３次元構造。抗 GLUT1抗体陽性部位(緑)。

抗 Kir4.1 陽性部位(赤)。基底細胞からの突

起が辺縁細胞方向に向かって伸びているの

がわかる。 
 

 これまでの報告から，基底細胞どうしはタ

イトジャンクションにより結合しており，基

底細胞層自体が外リンパからの物質の透過

を制限していると考えられている。今回の結

果から，血管条内へのグルコースの流入経路

として基底細胞層に発現している GLUT1がそ

の主要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。 

 

図 4．血管条におけるグルコース輸送経路の

模式図。基底細胞層および血管を経由して，

グルコースが辺縁細胞に向かって輸送され

ている様子を示す。 

 

(5)これまでに GLUT family を構成する分子

として 13 のアイソフォーム，SGLT family を

構成する分子として 4つのアイソフォームが

報告されている。それぞれの塩基配列に従い

特異的なプライマーをデザインし，血管条標

本における mRNA サンプルから RT-PCR を行っ

たところ，GLUT family については GLUT1 以

外に 6 つのアイソタイプの発現が確認され，

SGLT についてはその発現が確認されなかっ

た。発現が確認された GLUT タイプの 6つの

アイソタイプのうち 2つは GLUT1 と同程度の

発現量を示し，他の 4つはその発現量が比較

的少なかった。まず発現が確認された GLUT4

について抗ペプチド抗体を用いて免疫染色



 

 

をおこなったところ，その陽性シグナルは基

底細胞層に限局していた。ただし，GLUT1 が

基底細胞と血管に局在していたのに対して，

GLUT4 は血管に対しては陰性であった。また，

GLUT1 は基底細胞の細胞膜に局在していたの

に対して，GLUT4 は細胞質にその陽性シグナ

ルが局在しているように観察された。 

 

(6)本研究により，内耳血管条においてこれ

まで報告のなかった糖輸送体として新たに

複数の GLUT アイソフォームの発現を確認し

た。一つの組織の中で GLUT1 を含めて複数の

GLUT アイソフォームが機能していることに

なり，それぞれのアイソタイプの局在を明ら

かにしていく必要がある。また，本研究でそ

の発現が確認されたいくつかの糖輸送体は

インシュリンをはじめとしてなんらかの調

節物質依存性を有していることから，内耳組

織全体における糖輸送に関わる生理的調節

の仕組みを明らかにする試みが今後必要と

なる。 
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 研究成果および学会発表の情報について，

自身のホームページのデータベースに追加し，

公表している。 

http://ed-www.ed.okayama-u.ac.jp/~rika/c

ell_physiology/index.html 
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