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研究成果の概要（和文）：急性音響性聴覚障害モデル動物において、蝸牛内直流電位（EP）が低下することが知られて
いる。無呼吸負荷や高濃度フロセミドの全身投与によってもEPは低下し、同時に蝸牛内リンパ腔のCa2+濃度（[Ca]e）
が上昇する。
高Ca2+濃度人工内リンパ液の注入により[Ca]eを上昇させてもEPは変化せず、これにイオノマイシンの内リンパ腔投与
を追加するとEPの低下が観察された。よって、EP低下に伴う2次的な事象として[Ca]e上昇が起こり、内リンパ腔を取り
巻く細胞の細胞内Ca2+濃度が、EPの維持・産生に重要な役割を果たしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is known that EP decreases by transient asphyxia, systemic application of high 
dose furosemide, and acoustic trauma, with simultaneous increase in Ca2+ concentration in endolymph 
([Ca]e).
EP was not changed by the endolymphatic perfusion with high Ca2+ artificial endlymph, but decreased by 
simultaneous injection with ionomycin. These results indicate that the increase in [Ca]e arouse secondary 
from the decrease in EP, and the cytosolic Ca2+ in the cochlear cells surround endolymph plays an 
important role in the generation and mediation of EP.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 急性音響性聴覚障害は、強大音曝露により
生じる内耳障害である。その病態生理につい
てはいまだ不明な点が多いものの、機械的障
害、虚血、神経毒障害、代謝障害、内耳組成
液のイオン不均衡やフリーラジカルの関与
などが報告されている。 
 蝸牛内耳は、物理的な振動として外耳、中
耳と伝わった音刺激を、電気信号に変換して
蝸牛神経に伝達する役割を担っている。蝸牛
中央階は内リンパ腔と呼ばれ、内腔を満たし
ている内リンパ液は低 Na+、高 K+であり、+80 
mV 程度の蝸牛内直流電位（Endocochlear 
potential: EP）を有している。この EP が駆
動力となり、コルチ器の有毛細胞で受容器電
位を発生し、神経伝達物質が放出されること
により、蝸牛神経の活動電位として音刺激が
伝達される。EP の発生機構として、一般に蝸
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+の拡散電位により EP が発生
するとされている。 
 研究代表者が所属する研究グループは、こ
れまで無呼吸負荷や高濃度のフロセミドの
全身投与により EP が低下し、同時に蝸牛内
リンパ腔の Ca2+濃度（[Ca]e）が上昇すること
を報告している（Inui T, et al. J Physiol 
Sci; 2007、 Mori Y, et al. J Physiol Sci; 
2009）。一方で、音響性聴覚障害モデル動物
において、EPが低下することが報告されてい
る（Nagasaki R, et al. J Pharmacol Sci; 
2010）。 
 急性音響性聴覚障害を含めた聴覚障害の
治療において、EP を維持するという一面が重
要であることは疑いないが、前述の知見から、
[Ca]eと EP との関係が明らかになれば、これ
に介入することが治療に繋がる可能性があ
る。具体的には、EP が低下した結果[Ca]e が
上昇するのか、あるいは[Ca]eが上昇した結果
EP が低下するのかを明らかにすることが、EP
を維持するための治療方の確立に寄与する
ことになると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、音響性聴覚障害モデルモルモ
ットを作製し、これを用いて音響障害の病態
解明と新規治療方を開発することを目的と
した。前述の如く、申請者の所属する研究グ
ループは EP 低下と[Ca]eとの関係についての
報告を行ってきている。この知見をもとに、
本研究では音響性聴覚障害における EP 低下
と内リンパ腔における Ca2+イオン代謝の関係
を解明し、その結果から新規治療法の検討を
行うことを目的とした。 
 作製したモデル動物を用い、EP が[Ca]e を
規程しているのか、あるいは[Ca]e の変化が
EP の変化をもたらすのかを明らかにする。ま
た、申請者が所属するグループの過去の研究
により、辺縁細胞など内リンパ腔を取り囲む
細胞の細胞内と内リンパ腔の間で、L 型カル
シウムチャネルや Ca2+-ATPase などを介して

Ca2+の輸送が行われていることが明らかにな
っている（Inui T, et al. J Physiol Sci; 
2007）。このことから、蝸牛血管条の薬剤投
与が可能であれば、同部での Ca2+代謝に介入
することで EP の維持調整ができる可能性が
考えられる。これを受けて、EP ならびに内リ
ンパ腔の Ca2+濃度の変化と、内リンパ腔を取
り囲む細胞の細胞内 Ca2+濃度（[Ca]c）との関
係を明らかにすることで、治療介入の方法論
の確立をも図った。 
 
３．研究の方法 
 実験動物として週齢 3週、プライエル反射
陽性のハートレー系白色モルモットを用い
た。コンピューターで制御するトーンジェネ
レーターソフト（トーンジェネレーター 
2.14、NCH Software）を用いて、デジタル信
号を USB デジタル・アナログ変換器により変
換し、これを防音ボックス（Randoll, ISO 12 
sound isolation cabinet）内で音響として
出力した。 
 動物に対する音響負荷は過去の報告
（Nagasaki R, et al. J Pharmacol Sci; 2010）
と同様、モルモットを前述の音響負荷装置内
のケージに入れ、8 kHz を中心とした Octave 
Band Noise 120dB SPL で 1 時間の音響負荷を
行った。音響負荷中、音響負荷装置内のケー
ジ脇に置いたマイクロフォンを用い、継続的
に音響レベルをモニターした（図 1）。 
 

 
 
 EP の測定など電気生理学的な評価は、上記
音響負荷の 1週間後に、モルモットに全身麻
酔を施した上で行った。気管切開による人口
呼吸管理下に腹側からの手術操作によって
蝸牛を露出し、蝸牛第２回転の骨を削開した
後に経血管条的にガラス微小ピペットを蝸
牛中央階に刺入することで、内リンパ腔に各
種薬剤を投与しながらEPを同時に測定した。
EP測定用電極には0.5 MのKCL溶液を充填し、
電極ホルダーを介してエレクトロメーター
（WPI, FD223）に接続し、EP の変化を MacLab 
8s（ADInstrument）にて記録した（図 2）。ま
た、内リンパ注入用ピペットから内リンパ腔
に注入した薬剤として、様々な Ca2+濃度の人
工内リンパ液とイオノマイシンを使用した。
さらに、一部の実験ではさらに Ca2+濃度測定
用電極を内リンパ腔に経血管条的に刺入し、



[Ca]eを経時的に測定しながら実験を行った。 

 

（図 2：蝸牛での操作図） 
 
４．研究成果 
 新規に構築した音響負荷装置内において、
騒音計での測定により、安定して 120 dB SPL
の音圧を維持できた。この装置を用いて音響
性聴覚障害モデル動物を確立したが、他家の
マウスを用いた報告（Nagasaki R, et al. J 
Pharmacol Sci; 2010）と同様、音響負荷後 7
日目の測定で音響負荷による EP 低下が確認
された。 
 次いで、様々な Ca2+濃度の人工内リンパ液
を内リンパ腔に注入することで、[Ca]eを変化
させる実験を行った。まず、内リンパ腔に5 mM
の CaCl2 を含んだ人工内リンパ液を注入しな
がら、[Ca]eの測定を行った。すると、薬剤注
入により[Ca]e は大きく上昇した（図 3）。こ
の結果から、この手法により内リンパ腔の
Ca2+濃度を制御できることが確認された。 
 

 
（図 3） 

 
 さらに、様々な Ca2+濃度の CaCl2 を含んだ
人工内リンパ液を注入し、同時に EP を測定
することで[Ca]eとEPの関係を検討した。Ca2+

濃度が10-2 Mから10-7 Mの人工内リンパ液を
内リンパ腔に投与することで[Ca]e を変化さ
せたが、EP はほとんど変化を認めなかった。
したがって、無呼吸負荷における[Ca]eの上昇
は、EP が低下した結果として生ずるものであ
り、[Ca]eそのものが EP を決定するものでは
無いことが明らかである。 

 過去の報告で申請者らは、血管条辺縁細胞
に存在する L 型 Ca2+チャネルに対して、L 型
Ca2+チャネル阻害剤であるnifedipineの内リ
ンパ腔への注入あるいは全身投与を行い、無
呼吸負荷時の EP 低下を抑制できることを報
告している（Inui T, et al. J Physiol Sci; 
2007）。このことは、膜透過性の薬剤は内リ
ンパ腔周囲の細胞に拡散し、EP を発生する血
管条内にも浸透すること、また血管条中間細
胞付近に存在する微小血管から薬剤が周囲
の細胞に到達することで、血管条細胞におけ
る Ca2+濃度を変化させうることを意味する。
さらにnifedipineが結合するL型Ca2+チャネ
ルの局在を免疫染色法により検討したとこ
ろ、血管条では辺縁細胞に強陽性反応が観察
された。したがって、辺縁細胞は細胞内 Ca2+

濃度の維持を通じて、直接あるいは間接的に
EP の発生・調節機構に関与することが示唆さ
れる。 
 これを受けて、内リンパ腔を取り囲む細胞
の細胞内 Ca2+濃度（[Ca]c）を直接変化させる
ため、Ca2+イオノフォアであるイオノマイシ
ンを含んだ様々な Ca2+濃度の人工内リンパ液
を内リンパ腔に投与し、EPの変化を観察した。
内リンパ腔にイオノマイシンを含んだ Ca2+濃
度が 10-3 M の人工内リンパ液を注入すると、
EP は圧力による上昇を見せたのち急激に低
下し、注入後 10 分程度で 0 mV になった。次
に、イオノマイシンを含んだCa2+濃度が10-5 M
の人工内リンパ液の注入では、EP は緩やかに
低下し、注入後 10 分では約 30 mV の EP 低下
を認めた（図 4）。 
 

（図 4） 
 
 さらに、注入した人工内リンパ液の Ca2+濃



度と EP の関係を検討したところ、負の相関
が示された（図 5）。内リンパ腔にイオノマイ
シンとともに Ca2+を注入した場合、内リンパ
腔を取り巻く細胞の細胞内 Ca2+濃度は通常で
は 10-7 M 以下であると考えられるため、内リ
ンパ腔から細胞内へ Ca2+が拡散することによ
る拡散電位を発生し、これによる EP の変化
は Nernst 式に基づき線形になるものと考え
られる。しかしながら、Ca2+濃度が 10-5 M に
おいては線形近似曲線よりも低い EP を示し
ていることから、単純な拡散電位以外の作用
により EP が低下したものと考えられ、血管
条細胞、特に辺縁細胞の細胞内 Ca2+濃度上昇
が EP 低下に関わる可能性が示唆された。 
 

（図 5） 
 
 以上の結果から、[Ca]eの上昇は EP 低下に
よる 2 次的な事象であり、細胞内の Ca2+濃度
を維持することが、EP の維持、産生に重要な
役割であるものと考えられた。近年では経鼓
室的な drug delivery system が多く検討さ
れており、これを応用した内リンパ腔を取り
巻く細胞に対する治療方の開発が期待され
る。本研究により、内リンパ腔を取り囲む細
胞のおける Ca2+濃度上昇を阻害することによ
り、急性音響負荷による内耳障害を防止でき
る可能性が示唆された。 
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