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研究成果の概要： 
モルモット蝸牛試料を界面活性剤で脱膜処理後に細胞質可溶性成分を除外して電界放射型走査

電子顕微鏡により観察し、従来に無い広い範囲での不動毛細胞骨格の超微細構造の観察を可能

にした。音受容に関係する有毛細胞不動毛のアクチンおよび関連蛋白分子の三次元的配列を明

らかにした。加えて細胞外カルシウム濃度によるそれらの構造の変化を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

内耳有毛細胞は聴覚・平衡覚の振動受

容器であり、細胞頂面に備わる不動毛束

の変異により非選択的陽イオンチャンネ

ルの開閉頻度が変化して電気的に興奮す

ることが知られている。不動毛間を架橋

する紐状の細胞外基質（tip link）がこ

の機械電気変換チャンネルの開閉の頻度

に関与することが示唆されている。研究

代表者の香取は1990年代より研究協力者

の Furness 博士（英国 Keele 大学）のグ

ループとともに有毛細胞の細胞外基質の

形態に関する研究を続けており、不動毛

間の架橋構造がケラタン硫酸に被覆され

ていることをはじめとする新知見を発表

してきた（1996 Cell Tissue Res, 1996 J 

Electorn Microsc, 1998 Hear Res, 2005 

Hear Res）。しかしながら、tip link の構

造と不動毛の細胞骨格であるアクチン蛋



白との繋留関係は未だ明らかにされてお

らず、これらの構造関係を解明すること

は内耳における聴覚受容のしくみの一端

を明らかにするとともに、2000 年代にな

って同定されたアクチンの遺伝子異常と

関与する難聴 DFNA20/26 の病態解明の一

助となることが期待され、本研究を企画

することになった。 

 
 
２．研究の目的 

蝸牛における音受容機構ならびにアク

チン分子の異常にともなう遺伝性難聴の

解明の一助とするため、蝸牛有毛細胞の

不動毛間架橋構造である tip link と不動

毛の細胞骨格であるアクチン細糸の結合

を高解像の電界放射型走査電子顕微鏡を

用いて明らかにする。数ナノメートルの

細さである tip link を広い範囲で同一試

料から数十本以上の単位で測定すること

は従来不可能であり、安定した観察法を

確立する。その上で、有毛細胞による音

受容すなわち機械電気変換機能は細胞外

カルシウム濃度に依存することが知られ

ていることから、カルシウム濃度の変化

による tip link の形状変化について検討

する。 

また種々のアクチン関連蛋白に対する

抗体を用いた免疫組織化学を行い、アク

チン分子と細胞外架橋構造を仲立ちする

蛋白を同定する。 

 

３．研究の方法 

モルモットおよびマウス蝸牛の有毛細胞を

含むコルチ器感覚上皮をマイクロダイセク

ション技術により採取した。採取した組織

に対して無処理ないし 0.01％から 2.5％の

界面活性剤 Triton-X による細胞膜脱膜処

理を行い、アクチンを含む細胞骨格と

tip-linkの構造がより良く保存される条件

を検討し、さらに両者の連結部位の形態学

的特徴に関して、数ナノメートルの単位の

起伏が数ミリの大きさの試料において連続

して観察可能な電界放射型走査電子顕微鏡

を用いて詳細に観察した。Tip-link ならび

に周囲構造の形態計測に際しては、半永久

的に形態保存が可能なエポキシ樹脂に試料

を包埋して不動毛の配列に沿った超薄切片

を作成し、透過型電子顕微鏡を用いて測定

を行った。 

細胞外カルシウム濃度（生体内の外リンパ

液の組成と一致した人工外リンパ緩衝液で

は約２ｍＭ）を１ｍＭ、５０μＭ、１μＭ

と変化させた試料を用いて各々のカルシウ

ム濃度と tip-link の長さおよび観察時に

保存されている割合について検討を加えた。 

 Ezrin, paxillin, focal adhesion kinase, 

prestin といったアクチン関連蛋白に関す

る免疫組織化学を行い、有毛細胞不動毛に 

おけるこれらの蛋白の有無、局在について

検討を行った。 

 

４．研究成果 

0.25％triton-Xを含むパラホルムアルデヒ

ド固定液を用いて有毛細胞を処理すること

で、従来の観察法ではなし得なかった組織

上の広い範囲で、細胞膜を除去した不動毛

のアクチン細糸と tip-link を同時観察す

ることを可能とした。（図１） 

アクチン細糸上には約５０ナノメートル径

の板上構造が tip-link 付着部に一致して

認められた。この構造は過去の研究代表者

らの報告でも散発的に観察されていたが、

同一組織の広い範囲で規則的に観察された

のは本報告が初めてであり、試料処理中の

人口産物ではなく、tip-link の繋留に関与

していることが示唆された。 



電界放射型走査電子顕微鏡の観察で認めら

れた上述の所見は、樹脂包埋した資料を透

過型電子顕微鏡で確認した像でも認められ、

形態測定を行うことが可能であった。（図

２） 

 

エポキシ樹脂包埋された tip-link の長さ

は有毛細胞の蝸牛内での位置にかかわらず

１５０ナノメートル前後であった。この長

さは過去に研究協力者の Furness らが爬虫

類（カメ）の蝸牛で計測した長さとほぼ同

等であり、tip-link の形状は系統発生学的

にかなり以前から分化が進んでいたことが

認識された。 

（図１）0.25％triton-X を含む固定液で処

理したモルモット外有毛細胞不動毛束の走

査電子顕微鏡像。細胞膜が除去されて不動

毛の長軸に沿ったアクチン細束が観察され

る。不動毛間架橋構造（矢印：短い不動毛

の先端から隣の長い不動毛の側面を架橋す

る tip-link、Ｌ：同じ高さの列の隣有る不

動毛を架橋する lateral-link）の構造が同

時に広い範囲で保存され観察可能となった。 

tip-link の長さは、人工外リンパ緩衝液内

での組織処理（カルシウム濃度約２ｍＭ）

に比べ、１ｍＭ、５０μＭ、１μＭと細胞

外液を低カルシウム濃度にするほど延長し

ていた。（図３） 

また、走査電子顕微鏡観察時における

tip-link の保存される割合も、人工外リン

パ液では５２％保存されていたが、１μＭ

で５％へと、低カルシウム濃度にするほど

急激に低下していた。 

 

 

（図２）脱膜処理、樹脂包埋したモルモッ

ト外有毛細胞不動毛の透過電子顕微鏡像。

このように細胞外のカルシウム濃度を勾配

的に変化させ、他の研究グループがすでに

報告している有毛細胞の機械電気変換が認

められない低カルシウム濃度と同等以下に

条件に設定すると、tip-link とアクチン細

糸との連結が大きく減少することが明らか

になった。これらの構造が音受容に重要な

役割を担っていることが示唆され、以上の

成果を後述の論文（2008 Neuroscience）に

発表した。 

一方、アクチン関連蛋白に関する免疫組織

化学の実験では未だ一定の根拠のある結果

が得られておらず、継続中である。 

 



不動毛の細胞骨格と tip-link 接合部（矢

印）が明瞭に描出されている。接合部では

分岐した tip-link が電子密度の高い板上

の構造に挿入されている。短い不動毛の先

端の構造はアクチン関連蛋白である

capping protein であることが他の報告で

示唆されているが、長い不動毛の側面でア

クチン細糸の外側に板状存在する構造につ

いては今回の報告で初めて明らかにされた。 

 

 

（図３）モルモット蝸牛外有毛細胞におけ

る tip-link 長の計測結果ではでは、低カル

シウム濃度にするにつれて（グラフ右側）

観察し得た tip-link 長は延長する傾向に

あった。 
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