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研究成果の概要（和文）：難聴は大きな社会的問題である。将来、この疾患を克服するため、本課題では音の受容器官
である内耳蝸牛に焦点を当て、その中を満たす細胞外液「内リンパ液」の特殊な電位・イオン濃度の成立機序や機能的
意義、水環境との関係を研究した。内リンパ液は血管条と呼ばれる上皮組織により保たれる。電気生理的測定・生化学
実験・数理モデル解析により、血管条に発現するイオン輸送分子の働きを示し、内リンパ液環境の維持における役割を
同定した。また、この組織に発現する輸送タンパク質を網羅的に同定した。本研究の成果は、難聴の病態生理の理解や
治療法の開発に貢献すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Deafness provides a strong impact for human society. To overcome this disease in 
future, in this study we focused the cochlea of the inner ear. This organ is filled with an unusual 
extracellular fluid that exhibits a highly positive potential and a high [K+]. We examined the mechanism 
underlying formation of these unique properties and their possible relevance to water movement. The 
endolymph is maintained by an epithelial tissue, stria vascularis. By using in vivo electrophysiological 
approaches, biochemical techniques and computational modeling, we showed functionality of several ion 
transport molecules in the stria and their roles in the maintenance of the endolymphatic properties. 
Moreover, we performed comprehensive analysis of membrane proteins of the stria and identified numerous 
ion transport molecules whose expression had not been reported in the tissue. These results may 
contribute to elucidation of pathological processes of deafness and development of the medical therapies.

研究分野： 聴覚、薬理学、生理学
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１．研究開始当初の背景 
我が国の難聴患者は一千万人を数える。その多
くは、音の末梢受容器官である内耳蝸牛の障害
に依る。本課題では、将来、難聴を克服するた
め、多角的手法を駆使し、理解が進んでいない
内耳蝸牛の特殊体液「内リンパ液」の基礎研究
を行った。 

 蝸牛（図 1）は、2 種類のリンパ液で満たされる。
外リンパ液は、通常の細胞外液と同じイオン組
成を示す。一方、内リンパ液は、150 mM の高
K+濃度と、+80 mV の高電位を常に示す特異な
外液である。この特殊環境は、聴覚の感覚細胞
である有毛細胞の感度を大きく高めているため、
聴覚に不可欠である。内リンパ液の高電位・高
K+の成立については、この体液に接する上皮組
織「血管条」が必須であり、さらに血管条の種々
の K+輸送分子の共役により駆動される外リンパ
液から内リンパ液への K+の一方向性輸送の重
要性が指摘されてきた（図 1）。研究代表者らは、
実験的手法と数理モデルにより、K+輸送に依存
した内リンパ液高電位の成立機序の主軸を明ら
かにしてきた。 
 しかし、内リンパ液環境に深く関わるとされる
個々の K+輸送分子の実際の働きは、十分に明
らかにされていなかった。また、代表者らの数理
モデルや過去の知見では、血管条の K+輸送へ
他のイオン輸送が共役することも示唆されてい
た。さらに、蝸牛の pH 恒常性が破綻すると難聴
になるため、K+輸送との関連が指摘されていた。
このようなイオン輸送の実態は不明であった。一
般に、イオン運搬は浸透圧勾配を生み、水移動
を伴う。内リンパ液には、生体高分子ヒアルロン
酸が含まれる。これはイオンと結合して構造変化
を惹起し、保水量を変化させる。よって、血管条
のイオン輸送は、複雑な経路を介して内リンパ
液の容量の調節に関わる可能性があるが、その
観点からはあまり見られていなかった。これらの
未解決事項は、内耳疾患を理解する上でも極め
て重要である。 
 
２．研究の目的 
以上をふまえ、本研究では、内リンパ液や血管
条の K+ +動態を支えるシステムと分子基盤の解
析を進め、それらと内リンパ液の電位・イオン環
境との相関を総合的に理解し、水運搬との関係
を考察することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
①電気生理実験 
動物を用いた電気生理実験に関しては、事前に
動物実験計画書を作成の上、新潟大学の動物
実験委員会に提出し、内容の承認を得た。「動
物の保護及び管理の法律」「実験動物の飼育及
び保管等に関する基準」を遵守して実験を遂行
した。動物には十分な麻酔を投与し、痛覚や角
膜への刺激で反応がないことを確認してから、
内耳を開放した。電気生理実験中は、麻酔を 1
時間ごとに加え、心拍数をモニターしながら深
度を保った。 
 電位と K+濃度を同時に測定できる K+微小電
極を作製の上、蝸牛に挿入し（Nin et al., PNAS 
2008）、種々の条件下で血管条や内リンパ液の
環境の変化を観察した。 
 実験データの理論的解析については、代表者
らが以前に開発した数理モデル（Nin et al., 
PNAS 2012）を活用した。 

②イオンコンダクタンス顕微鏡（SICM） 
SICM は、電気化学的な方法により、非接触で
生細胞の表面を高解像度で観察する手法であ
る。4.研究成果の②に方法を記載した。 

③質量分析法 
ラットの蝸牛から血管条のみを細い針を用いて
分離し、超遠心機により膜分画を抽出した。尿
素 な ど の 試 薬 で 処 理 し た の ち 、 標 本 を
LC-MS/MS 法で解析した。 

④ヒアルロン酸測定 
炭素を基とした微小電極を作製し、試験管内で
ヒアルロン酸濃度の電気化学的測定を試みた。 
 
４．研究成果	 
①血管条の新規イオン輸送系の同定 
内リンパ液環境を維持する血管条は、内・外二
層の上皮層からなる。図 2 に示す通り、各層の
頂上膜・基底膜には、種々の K+輸送分子が局
在し、外リンパ液から内リンパ液への K+一方向
性輸送を担っている。本研究では、未解明であ
った外層基底膜の輸送系を解析した。この膜に
は、組織学的に Na+,K+-ATPase や Na+,K+,2Cl-

共輸送体（NKCC）の発現が報告されているが、

 
図 1 内耳蝸牛 

 
図 2 血管条に分布するイオン輸送分子 
Kir4.1 と IKs は共に K+チャネル。 
NKCC:Na+,K+,2Cl-共輸送体 



これらが実際に生体内でどのように機能している
かは謎であった。そこで、モルモット蝸牛を対象
に、K+濃度と電位を同時測定可能な K+微小電
極を用いて電気生理実験を施行した。 
 最初に、外層の基底膜が面する外リンパ液に
Na+,K+-ATPase の阻害薬であるウアバインを灌
流すると、外層内部の K+濃度が著明に低下した
（図 3）（Adachi et al., J Physiol 2013/業績 8）。そ
れに呼応して内リンパ液電位も減少した。以上よ
り、Na+,K+-ATPase は生体内で K+を輸送し、外
層の K+濃度を保つことで内リンパ液環境に重要
な役割を果たすことが判明した。同様に NKCC
が機能していれば、それを阻害した際にウアバ
インの灌流時と似た結果が得られるはずである。
しかし、NKCC の阻害薬であるブメタニドを灌流
しても、外層のイオン環境、そして内リンパ液電
位は変わらなかった。従って、外層側底膜の K+

一方向性輸送としては、Na+,K+-ATPase が主に
関与しており、NKCC は殆ど貢献していないこと
が示された（Yoshida et al., Pflügers Arch 2015/
業績 5）。 

 外層の基底膜の膜電位は、外リンパ液に比し
て常に+7 mV の正電位を示している。これは、
平衡状態で-90 ~ -50 mV を示す一般の細胞と
は大きく異なる点であり、聴覚に必須な内リンパ

液の高電位や K+輸送の成立に重要であると指
摘されていた。しかし、正電位を保つメカニズム
は全く不明であった。代表者らは、内リンパ液や
血管条の電気・化学的環境を再現する独自の
数理モデル（Nin et al., PNAS 2012）を駆使し、
上記①の結果も活用して、Na+透過性がそのメ
カニズムの中核であることをシミュレーションした。
それを実証するため、外リンパ液に低 Na+濃度
の人工体液を灌流し、外層の膜電位の変化を
K+微小電極で観察した。すると、数理モデルで
得られた通り、外層基底膜と内リンパ液の電位
が著明に低下した。外リンパ液の K+や Cl-の濃
度を変えても、低 Na+の場合ほど大きな変化は

得られなかった。したがって、Na+透過性が外層
基底膜の特殊電位環境に深く関わり、内リンパ
液電位にも重要であることが判明した。 
 以上の実験で明らかになった K+輸送を司るイ
オン輸送系を図 4 に示す。これは、長年、不明
であった内リンパ液環境の維持機構の理解を大
きく進めるもので、極めて意義深い成果である。
また、前述の通りイオン輸送は水輸送と共役す
ると考えるため、内耳の水動態のメカニズムにも
新たな知見を与える結果と位置付けられる。 
 
②イオンコンダクタンス顕微鏡（SICM）の開発 
内リンパ液環境や K+輸送に重要な Na+透過性
をさらに単離細胞で電気生理学的に検討し、そ
の分子実態を検討することは極めて重要である
が、この膜を構成する細胞は複雑な形態を示す
ため、判別が難しい。それを可能とするため、生
きた細胞の細胞膜の形状をサブマイクロレベル
の分解能で可視化する「イオンコンダクタンス顕
微鏡（SICM）」の開発に尽力した。 
 SICM は、図 6 のように、電流を流しながら電極
を細胞に近づけると (A→B)）、抵抗が増して電
流が減少する（D）現象を利用することで、従来
の光学顕微鏡では実現できなかった繊細な画
像の取得を可能とする。すでに本研究の開始時
には、その基礎部分が構築されていた。本研究
では、Z スキャナーの大幅な改良により、凹凸の
大きい標本の観察が向上した。さらに調整を進
め、イオン微小電極などの別の実験系を搭載す
れば、外層の細胞の同定を大きく展開させる。 
  

 
図 3 外層側底膜の K+輸送分子の解析 
Na+,K+-ATPase の阻害薬ウアバイン（A）と NKCC の阻
害薬ブメタニド（B）を外リンパ液腔へ投与した際の外
層内の K+濃度の動態（a と b の●）を電極で測定した。
標的は外層の輸送分子である。ウアバインでは大きく
K+濃度が低下するが、ブメタニドではほぼ不変。K+一
方向性輸送に依存する内リンパ液の電位（EP）も同時
に電極で測定した（c）。この電位は、ウアバイン、ブメ
タニドの投与で低下することに注意。C はそれぞれの
場合の外層 K+濃度の比較。 
PL;外リンパ液, IS;上皮組織内の細胞外空間（図 8 参
照）, M; 内層, EP; 内リンパ液。 

 
図 4 本研究で判明した血管条の輸送系 



 
③血管条イオン輸送分子の網羅的解析 
血管条において、K+以外の輸送に関わるイオン
チャネルやトランスポーターの分子基盤の解明
は不十分であった。そこで、血管条のみを単離
し、質量分析法により、この組織の膜分画に発
現する輸送分子を網羅的に解析した（Uetsuka 
et al., Eur J Neurosci 2015/業績 4）。検出した
3,236 個のタンパク質の中で、膜に分布するもの
は 1,807 個であった。Ingenuity Knowledge Base
と呼ばれるタンパク質データベースと文献検索
を介して、そのうちの 511 個が細胞を取り囲む
「形質膜」に埋め込まれたものであると判断され
た。この形質膜タンパク質は、25 個のチャネルと
79 個のトランスポーターを含んでいたが、それぞ
れ 16 個と 62 個は今まで蝸牛の上皮組織に発現
の報告がない分子であった。H+、Cl-、Ca2+を運
搬する多彩な輸送分子が新たに見出された。特
に H+や Ca2+は、いくつかの K+輸送分子の機能
を調節する役割があり、血管条の K+一方向性輸
送に重要であると考えられた。同定した分子の
中で、複数種の pH 制御性 Na+,HCO3

-共輸送体
を見出した。その中の 1 種類は、組織学的に外
層基底膜での分布が確認され、K+輸送系に深く
関わる可能性が示唆された。この血管条のタン
パク質ライブラリーは、かつてない情報基盤であ
り、内リンパ液環境および K+輸送、そしてこれに
共役すると考えられる水運搬の制御機構の解明
を分子レベルにおいて大きく展開させると期待さ
れる。 
 さらに、血管条のタンパク質ライブラリーを活用
して、新しい難聴遺伝子候補を解析した。遺伝
性難聴には、大凡の染色体上の位置である遺
伝子座は判明しているが原因遺伝子までは同
定されていないものが数多くある。今回のタンパ
ク質のデータを、この遺伝子座に照合させること
により難聴遺伝子候補を割り出した。その結果、
16 個の遺伝子座から 19 個の新しい難聴遺伝子

候補を見出した（表）。このデータは原因遺伝子
の同定を効率化する大変有用な情報と考えられ
る。 
遺伝子名 染色体 ヒト難聴遺伝子座 
ABCG2 4 DFNA24 
ATP1A2 1 DFNA7, DFNA49 
ATP1A4 1 DFNA7, DFNA49 
ATP11C X DFNX5 
CLCN3 4 DFNA24 
CLCNKA 1 DFNB96 
KCNQ1 11 DFNA32 
PKD2 4 DFNA24 
RHCG 15 DFNA30 
SLC3A2 11 DFNA59 
SLC4A2 7 DFNB13 
SLC4A7 3 USH2B 
SLC4A10 2 DFNA16, DFNB27 
SLC7A8 14 DFNA53 
SLC9A6 X DFNX5 
SLC22A17 14 DFNA53 
SLC27A1 19 DFNA21 
SLC29A1 6 DFNA21 
SLC39A7 6 DFNA21, DFNA31 
 
④ヒアルロン酸の測定系の構築 
内リンパ液にはヒアルロン酸が含有されている。
この生体高分子はイオン環境によって高次構造
を変化させ、その結果、保水量も増減する。した
がって、水の動態にも深く関わると想定された。
内リンパ液のヒアルロン酸量は正確には不明で
あり、生体内で測定することが望ましい。その基
礎技術の開発に着手した。炭素を原料として作
製した微小電極により、試験管内で、電気化学
的にヒアルロン酸濃度が測定できる目処が立っ
た。今後、改良と最適化を進めていけば、生体
内での測定が可能になると期待される。 
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