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研究成果の概要（和文）： 

 突発性難聴をはじめとする内耳性難聴の病態の一つとして、内耳における虚血性病変が唱え

られている。無呼吸負荷による一過性内耳虚血により蝸牛内直流電位 (EP) は一時的に低下す

るが、内リンパ腔に Cキナーゼ阻害剤を投与すると、無呼吸負荷による EP低下が著明に抑制さ

れる。また、内リンパ腔に Cキナーゼ活性化剤を投与すると EPが著明に低下した。したがって、

虚血により血管条細胞においてCキナーゼが活性化することがEP低下の一因であると考えられ

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Ischemia is one of the possible pathological conditions causing sudden deafness. 
The endolymphatic application with PKC inhibitors significantly suppressed the decrease 
in the EP induced by transient asphyxia. Furthermore, endolymphatic application with PKC 
activator caused large decrease in the EP. These results indicate that decrease in the 
EP induced by asphyxia is the result of PKC activation in the stria vascularis. 
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１．研究開始当初の背景 
 突発性難聴をはじめとする内耳性難聴は
日常診療においてしばしば経験する疾患で

あるが、その原因、病態についてはいまだ不
明な点が多い。現在 EBMとして治療の有効性
が確立されているのはステロイドホルモン
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の全身投与のみであるが、エビデンスはない
ものの明らかな有効例を経験する他の治療
法が存在するのも事実である。これらの治療
の根拠となる病態の一つとして、内耳におけ
る虚血性病変が唱えられており、内耳虚血が
生じた結果、蝸牛血管条への血流供給が低下
することで蝸牛内直流電位（EP）が低下した
結果、聴力損失が生じる可能性が示唆される。 
 内耳蝸牛中央階には+80 mV 程度の EP が存
在し、この電位は有毛細胞での受容器電位の
発生に重要な役割を果たしているが、その発
生・維持機構にはいまだ不明な点が多く残さ
れている。EPの発生機構として、世界的には
two-cell model と呼ばれる説が主流であり、
これは蝸牛血管条の中間細胞におけるカリ
ウムチャネルを介した K+の拡散電位が EP を
発生するとするものである。我々の研究室で
は、膜透過性の Ca2+キレート剤である EGTA/AM
や L型 Ca2+チャネル阻害剤である nifedipine
を内リンパ腔に投与すると、無呼吸負荷時の
EP の低下が著明に抑制されることを見いだ
している（Mineharu A. et al., 2005, Nimura 
Y. et al., 2007）。そこで我々は、そして
申請者らは、無呼吸負荷による EPの低下が、
無呼吸負荷により血管条側基底膜に存在す
る L型 Ca2+チャネルが開孔し、辺縁細胞内の
Ca2+濃度が上昇することで EP発生機構に影響
を及ぼして起こることを明らかにしてきた
（Inui T. et al., 2007, Mori Y. et al., 
2009）。これらの結果は、内リンパ腔に投与
した膜透過性の薬剤が無呼吸による EP 低下
を抑制することから内リンパ腔に面してい
ない中間細胞での EP 発生に対して疑問を投
げかけるものである。また、辺縁細胞側基底
膜には L型 Ca2+チャネルが多数存在しており、
これを阻害することで無呼吸負荷による EP
低下を抑制できることから、少なくとも辺縁
細胞は EP の調節に関与していることが示唆
される。以上の成果を総括すると、無呼吸負
荷による酸素欠乏時には辺縁細胞側基底膜
の L型 Ca2+チャネルが開孔して辺縁細胞内に
Ca2+が流入し、これが辺縁細胞の正常機能を
阻害することにより EP が低下するものと考
えられる。そこで本申請では、無呼吸負荷に
伴う辺縁細胞 L型 Ca2+チャネルの開孔機序に
ついての検討を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 かねてより、EPの正の部分は蝸牛血管条に
おいて発生し、負の部分はコルチ器において
発生すると考えられてきた。申請者らは、EP
の正の部分に着目して検討を行い、無呼吸負
荷による低酸素状態では、血管条側基底膜の
L 型 Ca2+チャネルか 開孔し、辺縁細胞内の
Ca2+濃度か 上昇することて EP発生機構か
  害されることにより生し ることを明
らかにしてきた(Inui T. et al., 2007, Mori 

Y. et al., 2009)。本申請では、この低酸素
状態において L型 Ca2+チャネルが開孔する機
構に着目して検討を行った。例えば、低酸素
状態を感知することが知られている頸動脈
小体では、低酸素状態において蛋白燐酸化酵
素（プロティンキナーゼ）が活性化し、L 型
Ca2+チャネルを含む電位依存性 Ca2+チャネル
が開孔することが知られている。さらに、過
去の報告では、蝸牛血管条細胞には Aキナー
ゼ（PKA）および Cキナーゼ（PKC）が存在す
ることが知られている。このことから、無呼
吸負荷による EP 低下においては、低酸素に
よりこれらのプロティンキナーゼが活性化
することで L型 Ca2+チャネルが活性化して辺
縁細胞内の Ca2+濃度が上昇することで EP が
低下するとの仮説をたて、無呼吸負荷による
EP 低下におけるプロティンキナーゼの関与
を検討した。なお、PKC には多くのアイソフ
ォームが存在するが、活性化に Ca2+およびジ
アシルグリセロール（ DAG）が必要な
conventional PKC（PKCα、PKCβ、PKCγ）、
活性化に DAGが必要であるが Ca2+は必要ない
novel PKC（PKCδ、PKCε、PKCμ、PKCθ）、
活性化に Ca2+および DAG が不要な atypical 
PKC（PKCι、PKCζ）の 3 つのサブファミリ
ーに分類される。 
 本研究では蝸牛内リンパ腔に種々のプロ
ティンキナーゼ阻害剤および活性化剤を投
与し、無呼吸負荷時の EP 低下に対する効果
と、薬剤単独による EP に対する効果を検討
した。この検討を行うことで、無呼吸負荷に
よる EP 低下におけるプロティンキナーゼを
介した L型 Ca2+チャネルの活性化機構を明ら
かにし、その結果から虚血性内耳 害に対す
る治療法の検討を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 実験動物としてプライエル反射陽性の白
色モルモットを用いた。 管 開による 
 呼吸下に蝸牛を  し、経血管条的にカ
 ラス 小電 およ  カ ラス 小  
  ットを蝸牛中央階に 入することて 、
内リン  腔に 種薬剤を投与しなか ら
EPを同時に測定した。EP測定用電 には 0.5 
M の KCl   を  し、電 ホル  ーを介
してエレクトロメー ー (WPI, FD223)に接
続し、EP変化を MacLab 8s(ADInstrument)に
て記録した(図 1)。 また、内リン   入用
    ットから内リン  腔に投与した
薬剤として、非選択的プロティンキナーゼ阻
害剤である staurosporin、PKA選択的阻害剤
である PKAi、 PKC 選択的阻害剤である
GF109203X、Gö6976、rottlerin、PKC 活性化
剤である thymeleatoxin、ingenol を使用し
た。 
 実験動物に対する内耳虚血の誘発は、  
呼吸器停止により無呼吸とすることにより



 

 

虚血状態を誘発し、  呼吸器の再稼働によ
り再潅流させた。 

 

（図1：方法） 

 
４．研究成果 
 平成 22 年度は、週齢 3 週のモルモットを
用い虚血モデルモルモットの作成と実験手
技の確立を試みた。さらに平成 23 年度は、
前年度に確立した虚血再灌流モルモットを
①コントロール群、②非特異的プロティンキ
ナーゼ阻害剤投与群、③A キナーゼ阻害剤投
与群、④C キナーゼ阻害剤投与群の 4 群に分
け、EPについて評価を行った。 
 ベンチレー ー停止による無呼吸負荷を
行うと、コントロール群では+80 mV程度であ
った EPは、90秒以内に 0 mV以下に低下する
が、内リンパ腔に非特異的プロティンキナー
ゼ阻害剤である staurosporin を投与すると
EP低下が著明に抑制される（図２）ため、虚
血状態では何れかのプロティンキナーゼが
活性化して EP 低下を引き起こすものと考え
られた。そこで、虚血状態で活性化するプロ
ティンキナーゼを同定するために、PKA およ
び PKCに関して検討を加えた。 

Staurosporin: 

broad spectrum protein 

kinase inhibitor

 

（図 2） 

 

 PKA 阻害剤投与群では、PKA 選択的阻害剤
である PKAi を内リンパ腔に投与したが、無
呼吸負荷による EP 低下は抑制されず、呼吸
再開時の EPの回復が著明に抑制された（図 3）。

このことから、低酸素負荷による PKAの活性
化を介して L型 Ca2+チャネルが活性化するの
ではないものと考えられた。一方、  呼吸
再開時の EP の回復が PKA を阻害することで
明らかに抑制されることから、 PKA は
Ca2+-ATPase（PMCAおよび SARCA）の活性化等
を介して、辺縁細胞内 Ca2+濃度低下に関与し
ている可能性が示唆された。 

PKAi: PKA inhibitor

 

（図 3） 
 次に、アイソフォーム非選択的 PKC阻害剤
である GF109203Xを内リンパ腔に投与すると、
無呼吸負荷による EP 低下が著明に抑制され
た（図 4）。このことから、虚血状態での EP
低下に PKCを介した蛋白燐酸化過程が関与し
ている可能性が示唆された。 

GF109203X: PKC inhibitor

 

（図 4） 
 

 そこで、PKC の活性化と L 型 Ca2+チャネル
の開孔による細胞内 Ca2+上昇が、相互にどの
ような関連を示すかを検討するため、活性化
される PKCのアイソフォームの同定を試みた。
PKCαおよびβ I の選択的阻害剤である
Gö6976を内リンパ腔に投与しても、無呼吸負
荷により EP 低下はほとんど抑制されず、一
方 PKCα、β、γ、δ、εおよびζの阻害剤
である rottlerinを内リンパ腔に投与すると、
無呼吸負荷による EP 低下が著明に抑制され
た（図 5）。 

 

 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 5） 
 
 さらに、無呼吸負荷を行わない定常状態で
PKC 活性化剤を投与する実験を行ったところ、
PKCα、βおよびγの活性化剤である
thymeleatoxin を内リンパ腔に投与しても定
常状態の EPはあまり変化しなかったが、PKC
α、β、γおよびδの活性化剤である ingenol
を内リンパ腔に投与すると、明らかな EP の
低下が観察された（図 6）。 

 

(図 6) 
 

 これらの結果から、無呼吸負荷時には細胞
内 Ca2+濃度上昇の結果として PKCが活性化さ
れるのではなく、低酸素により何らかの経路
を介してフォスフォリパーゼ C（PLC）が活性
化して DAGが産生され、この結果 Ca2+非依存
性である novel PKCサブファミリーに属する
δPKCが活性化するものと考えられた。なお、
低酸素負荷に伴う PLCの活性化機構に関して
は、hypoxia inducible factor（HIF）を介
するものが報告されているが、これについて
は今後さらに検討を要するものである。 
 以上より、虚血状態では血管条を構成する
辺縁細胞において novel PKCが活性化するこ
とで L型 Ca2+チャネルが燐酸化を受けて開孔

し、細胞内 Ca2+濃度が上昇することで EP産生
機構が 害され、その結果として EP が低下
するもことが示唆された（図 7）。したがっ
て、drug delivery system等を用いて内耳に
A キナーゼ活性化剤や C キナーゼ阻害剤を投
与することが 来れば、虚血による内耳 害
を防止 来る可能性があり、本研究にかかわ
る成果をもとに新規治療法を開発できるも
のと考える。 

 
（図 7） 
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