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研究成果の概要（和文）：本研究の端緒は、聴覚系は恒常性の維持のために様々なメカニズムが発達している
が、生理学的な重要性にもかかわらずCa2+の恒常性維持のメカニズムが十分解明されていないことから、申請者
のグループが発見したカルシウム感知受容体の機能の解析を目指した。ダブルノックアウトマウスを用いた表現
型解析による機能解析は残念ながら成功しなかったが、本チャネルの薬理学的な制御を目指して薬剤の移行性の
検討を行い、薬剤の移行性を明らかにすることができた。これらの結果はさらなる検討の基礎となることが期待
される。

研究成果の概要（英文）：We attempted to clarify its function in the calcium homeostasis in the 
cochlea by developing knockout mice, those lack calcium sensing receptor to identify its function in
 the inner ear. However, the elimination of calcium sensing receptor brought lethality in the 
offspring, therefore we tried to develop double knockout mice to ameliorate its effects in the 
off-target organs. Unfortunately, the attempt has not succeeded. Therefore, we focused on the 
pharmacological suppression of the calcium sensing receptor. In the previous project, we injected 
antagonists to the perilymphatic space in the inner ear directly, which hamper a various analysis 
due to its surgical invasiveness. To overcome this, we focused on the drug transfer in the targeted 
tissues, and identified the level of the drug transfer level by using tandem mass spectrometry. 
These outcomes are anticipated to be a reference for the further analysis in the field in the near 
future.

研究分野：聴覚
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研究成果の学術的意義や社会的意義
聴力は社会への参加に必要なコミュニケーションになくてはならない、必要不可欠な機能である。本研究の成果
は、将来的にカルシウムの恒常性異常による聴覚異常に対する介入店となる可能性がある。カルシウムの恒常性
異常による聴覚異常の一つに加齢性難聴が挙げられ、今後高齢化社会を迎えるにあたり、本研究の成果がそれら
に対する対応策を講ずるための一助となりえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
本研究の端緒は、聴覚系は恒常性の維持のために様々なメカニズムが発達している。とりわけ
蝸牛は内リンパ液、外リンパ液の２つの特徴的な体液組成をもつ液体の恒常性が高い時間分解
能・ダイナミックレンジを持つ聴覚受容に必要不可欠であることが知られている。カルシウム
濃度も例外ではなく、内リンパ液においてカルシウム濃度を極めて低く抑えることは聴力に必
要不可欠な恒常性である。 
このような生理学的な重要性にもかかわらず Ca2+の恒常性維持のメカニズムが十分解明さ
れていない。Ca2+濃度を一定の範囲に制御するためには Ca2+のフィードバックメカニズムが
不可欠であり、体液の Ca2+濃度の恒常性維持にも利用される Ca2+センサーを用いたフィード
バックメカニズムを検討したところ、内耳でカルシウム検知受容体(Calcium sensing receptor) 
CaSR の発現を示す知見を得た。内耳での CaSR の発現細胞などは十分に解明されておらず、
その機能も多くは不明である。そのため、本研究は CaSRの内耳における機能を明らかにする
ことを目的に検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 
体液の Ca2+濃度の恒常性維持にも利用される Ca2+センサーを用いたフィードバックメカニ
ズムの候補を検討したところ、内耳での CaSR の機能発現を示す知見を得た。先行研究では、
蝸牛に 130ｋDaの分子量を持つ CaSRがWestern blotting で確認された。免疫組織化学法で
はらせん靭帯の 1型繊維芽細胞、supralimbal regionや limbal regionでの発現が示唆された。 
本研究では、これら蝸牛に発現する CaSRの生体内における機能をより詳細に確認することを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
  
カルシウム感知受容体(calcium sensing receptor, CaSR)の内耳における機能解析を目的と
した研究であり、そのため、引き続き、遺伝子の機能解析にとって強力な手法であるノックア
ウトマウスの作成を試みた。CaSR のノックアウトは内耳外に発現する CaSR の機能喪失により
カルシウムの代謝異常が生じ、生命維持が極めて困難で胎生致死となる。そのため、カルシウ
ムの代謝異常をやわらげ胎生致死を回避する方法として、副甲状腺ホルモンを同時に機能喪失
させる方法を選択した。 
具体的には、常法に従い、pGEM-Teasy ベクター(Promega 社)を使用しコンストラクトを作成、
CasrおよびPth遺伝子の翻訳域に 終止コドンを誘導して、二重遺伝子欠損マウスを作製した。
C57BL/6NCr メスマウス 20 匹から計 200 個の受精卵を回収し、顕微注入に供する。その中から
正常発生する約 160 個の胚を、偽妊娠マウス 6匹に移植することで、約 30匹の F0 マウスが得
られた。 これを２セット行なうことで、2-10 匹の変異マウスを得る計画であったが、本法に
は技術的な困難があった。 
このような経過から、同時に以前我々のグループが発表した薬理学的な方法による機能低下
についても検討を行った。以前の報告では、ラット内耳に CaSR の拮抗薬を注入することで聴力
への影響が観察された（Minakata T, Inagaki A et al. Front Mol Neurosci. 2019）。これは
内リンパ液で低く抑えられるカルシウムイオンの濃度調節が聴力において強い影響を持つこと
を示すデータである。機能喪失マウスによる機能解析が困難であると考えられたことから、機
能解析を目指した第 2の案として薬剤による機能制御を行い、機能解析をする計画を立案、実
行した。同時に本案は臨床応用する際に薬剤の投与経路の検討としても、有意義であろうと考
えられた。 
全身投与ではノックアウトマウス同様、カルシウム恒常性の破綻による生命維持に困難が予
想されたことから、標的臓器への局所投与法として、鼓室内投与を選択することとした。 
CaSR 拮抗薬である NPS2143 や Calhex231 は組織毒性が懸念されたことから、先行研究として
投与実績が豊富で、かつ CaSR の拮抗薬と同様にベンゼン環を有するステロイド剤（プレドニゾ
ロン）投与し組織移行性を検討する臨床試験法に基づく臨床研究を立案し、実施した。具体的
には、プレドニゾロンを鼓室内へと投与し、タンデムマススペック法を用いて各組織へのプレ
ドニゾロンの移行濃度の測定を行った。これらの予備実験では組織移行性について良好な結果
を示唆する結果が得られ、結果の詳細な解析、統計処理などを行った。 
 
 
４．研究成果 
 
機能解析には副甲状腺ホルモンも同時にノックアウトするダブルノックアウトマウスを、



Crisper 技術を用いて作成を試みている。しかし、Crisper 技術を用いた遺伝子操作では、シン
グルノックアウトでは安定した結果が得られているもののダブルノックアウトマウスの作成に
は困難があり、現在もまだ、解析に利用可能なマウスは得られなかった。バックアップのため
の組織内薬剤投与法では予備実験にて良好な成績が得られ、今後の薬理学的なチャネル制御の
基盤となる知見が得られた。 
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