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研究成果の概要（和文）： 
 nativeCTP 蛋白を検出する検査法を開発することが目的である。適度な還元処理をおこなう
新たな方法を選択し、強い還元剤ジチオスレイトールを用いてまずサンプルを前処理し、余剰
還元力を打ち消す能力があるヨードアセトアミドを加えてからエライザを行う方法を検討した。
その結果、ヒト外リンパとヒト血清の間に十分な反応性の違いが見られた。これは Native CTP
検出法の将来を開く画期的な結果である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The CTP detection test can be used to make a definite, objective diagnosis of traumatic 
PLF, and therefore offers valuable information on patient selection for surgical treatment. 
We intend to make a novel test to detect CTP protein by ELISA as POCT（Point of Care 
Testing）. We pretreated CTP with reducing agent DTT and  Iodoacetamide (IAA). 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト内耳疾患の病態はいまだ不明の点が多
く、肝や腎など生体バイオプシーが出来る臓
器の疾患と比較してその解明が遅れている。
なぜなら、生体内耳のバイオプシーは禁忌で
あり、内耳で実際にどのような病変が生じて
いるかを病理学的に調べるためには、死後の
病理組織標本に頼るしか方法がないからで

ある。 
 今まで、内耳疾患の病態把握には、生理学
的検査、画像検査に限られていたが、これに
は限界があることは従来から指摘されてい
た。我々は、新たな診断技術を開発する目的
で研究を進め、難聴・めまいを生化学的に診
断する世界初のバイオマーカーとして外リ
ンパ特異的蛋白 CTP(cochlin tomo-protein)
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を発見した。2008 年度に国内特許を取得し、
さらに海外特許も申請中である。内耳特異的
遺伝子として同定された COCH 遺伝子が作
る蛋白のうち、外リンパに発現しているアイ
ソフォームが CTP である(Robertson 1998, 
Ikezono 2004)。CTP は外リンパには含まれ
ているが、血清、唾液、髄液、中耳粘液等に
は含まれていない。CTP が中耳から検出され
れば、内耳の外リンパが中耳に漏出している、
すなわち外リンパ瘻と確定診断できる。 
 本研究課題の具体的な目的は、CTP の迅速
検出システムの開発を行うことにある。 
 外リンパ瘻は、本邦では特発性（いわゆる
鼻かみ型）が有名であるが、先天性（内耳奇
形、中耳奇形に伴うもの）や、後天性真珠腫、
腫瘍、梅毒、医原性(アブミ骨手術、中耳手術)、
外傷性（直達外力:頭部外傷、側頭骨骨折、中
耳(耳小骨)外傷、介達外力）など原因で発症
する。その臨床症状は多種多様で、様々なタ
イプの難聴、めまい・平衡障害の原因となっ
ていると考えられており、突発性難聴、変動
性難聴、メニエール病などと誤診されている
ことが従来から指摘されている(Friedland 
1999)。 
 現在我々は、ウェスタンブロット法による
CTP 検出検査を全国的に行っている。しかし、
この検査の結果が出るまでには２～３週間
を要することが問題であった。外リンパ瘻に
よる内耳障害は早期診断・治療によってより
良く治ることが知られており、今回我々は迅
速診断検査法を開発することを主な目標と
する。エライザ法であれば、検査はより簡便
で、数時間で結果が出る。 
 
２．研究の目的 
 POCT（Point of Care Testing）で native
蛋白を検出することが目的である。今まで、
抗体と CTP 蛋白が「非還元状態で」反応す
るかどうかを検討してきたが、今回は適度な
還元処理をおこなう新たな方法を選択した。 
 さらに、2. ELISA 系の最適化 3. ポジテ
ィブコントロールとしてのブタ外リンパの
採取、4.同時並行で CTP の内耳発現特異性に
関する分子生物学的研究を行った。 
 
３．研究の方法 
還元剤として抗原抗体反応阻害しないマイ
ルドな還元剤２－MEA を用いた場合、DTT+
ヨードアセトアミド (IAA) を用いた場合の
２種類を検討し、エライザ法による検討を行
った。その結果、強い還元剤ジチオスレイト
ール（DTT）を用いてまずサンプルを前処理
し、余剰還元力を打ち消す能力があるヨード
アセトアミド(IAA)を加えてからエライザを
行う方法を検討した。 
 上記の結果を基に、抗 CTP ペプチド・ポ
リクローナル抗体１２種類を、エライザプレ

ートの固相、捕捉抗体としてそれぞれ使用し、
CTP との反応性をエライザ法で測定する。外
リンパと、コントロールの溶血血液を比較し
て、反応性がもっとも高い組み合わせを検証
する。 
 
４．研究成果 
 その結果、Urea, NP40, DTTを用いた前処理
を加えたヒト外リンパとヒト血清の間に十分
な反応性の違いが見られた。native CTPを検
出する方法が本来の理想であるが、この研究
では適度な還元を加えたCTPに対して、さらに
余剰還元力を打ち消す能力があるヨードアセ
トアミド(IAA)を加えてからエライザを行う
方法を検討している。その成果としてヒト外
リンパと血清の間に反応性の差を検出できた
。ウエスタンと比較するとエライザは検査者
によるバイアスが入りずらく、誰が検査を施
行しても「客観的なシグナル強度で判定」出
来るメリットがある。これはNative CTP検出
法の将来を開く画期的な結果である。 
 将来的に陽性コントロールとして使用す
るため、ブタ頭蓋を屠畜場から購入し、手術
用顕微鏡を用いて削開し、内耳から外リンパ
を採取している。 
 同時並行で CTP の内耳発現特異性に関す
る分子生物学的研究 
 ラットなどの齧歯類などでも外リンパを
採取し、外リンパ内のアイソフォーム発現に
関して発生学的な検討をおこないそのユニ
ークな発現パターンを解析した。 
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