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研究成果の概要（和文）：メニエール病の病理組織学的特徴は内リンパ水腫である。この内リンパ水腫形成には
抗利尿ホルモンと水チャンネルが深く関与している。本研究では、内リンパ産生部位である蝸牛血管条に抗利尿
ホルモンで制御されているアクアポリン2が存在することを再確認し、抗利尿ホルモンの2型レセプター作動薬を
蝸牛に作用させることにより内リンパ水腫が形成される過程を生体モルモットで観察することに成功した。ま
た、メニエール病治療薬であるイソソルビドを実験的に作成した内リンパ水腫モルモットに作用させることで、
内リンパ水腫が軽減する過程を生体モルモットで観察することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Meniere’s disease（MD）is histologically characterized by endolymphatic 
hydrops in the inner ear.  The mechanisms underlying overaccumulation of endolymph still remain an 
enigma.  There is considerable evidence that water homeostasis in the inner ear is regulated partly 
via the vasopressin-aquaporin2 (VP-AQP2) system, suggesting that endolymphatic hydrops, a 
morphological characteristic of Meniere’s disease, may reflect the mal-regulation of the VP-AQP2 
system in inner ear fluid.
In this study, we revealed the existence of AQP2 in the stria vascularis. Moreover, administration 
of vasopressin type2 receptor agonist induced formation of endolymphatic hydrops. We observed this 
phenomenon using OCT in vivo. Further, we observed the decompression effect of isosorbide on 
endolymphatic hydrops by OCT in vivo. These results seem to be useful to understand the underlining 
mechanisms of formation of endolymphatic hydrops.
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１．研究開始当初の背景 
メニエール病の病理組織学的な特徴は内リ
ンパ水腫である。近年、内リンパ水腫形成の
機序に抗利尿ホルモン（VP）とそれによって
制御されるアクアポリン２（AQP2）が深く
関与することが明らかになってきた。しかし
ながら、腎臓で認められるような抗利尿ホル
モンによるアクアポリン 2の制御に関する直
積的な報告は未だない。また、内リンパ水腫
を確認するには組織学的手法によるが、通常
の方法では組織作成時にアーチファクトが
問題となり、厳密な内リンパ水腫の計測は行
えない。 
これらに関する研究を行うに当たって、まず、
これまで我々が行ってきたメニエール病と
抗利尿ホルモンおよびアクアポリンに関す
る研究の結果を以下に示す。 
•メニエール病患者を中心とする内リンパ水
腫関連疾患でストレスホルモンである抗利
尿ホルモンが異常高値を示すことを報告。
（ ORL J Otorhinolaryngol Relat Spec. 
2009;71(1):11-3. . Acta Otolaryngol Suppl. 
1995;519:219-22. ） 
•ヒト内リンパ嚢にアクアポリンと抗利尿ホ
ルモン V2 受容体が存在することを報告。
（ Auris Nasus Larynx. 2009 
Apr;36(2):135-9. Laryngoscope. 2007 
Apr;117(4):695-8.） 
•実験動物（ラット、マウス）の内耳にアク
アポリンと抗利尿ホルモン V2 受容体が存在
することを報告。（Acta Otolaryngol. 2012 
Aug;132(8):807-13. Hear Res. 2010 
Feb;260(1-2):11-9.   Acta Otolaryngol. 
2009 Aug;129(8):812-8. Acta Otolaryngol. 
2008 Aug;128(8):832-40.  Hear Res. 2003 
Jul;181(1-2):15-9.） 
•ラットに抗利尿ホルモンを投与すると内耳
において AQP2 mRNAの発現が増加するこ
と を 報 告 。（ Neuroreport. 2002 Jul 
2;13(9):1127-9.） 
•実験動物（モルモット、ラット）に抗利尿
ホルモンを慢性投与すると血管条が浮腫を
起こし、内リンパ水腫が形成されることを報
告。（Hear Res. 2000 Feb;140(1-2):1-6. Acta 
Otolaryngol. 2009 Jul;129(7):709-15.） 
•内リンパ嚢閉鎖手術を行って作成した内リ
ンパ水腫動物（モルモット）に抗利尿ホルモ
ン受容体拮抗薬を投与することにより内リ
ンパ水腫が軽減されることを報告。（Hear 
Res. 2006 Aug;218(1-2):89-97. ORL J 
Otorhinolaryngol Relat Spec. 
2005;67(5):282-8. Hear Res. 2003 
Aug;182(1-2):9-18.） 
これまで行ってきた研究から、メニエール病
の成因に VP-AQP2系の水代謝が深く関与し
ていることがわかる。これをまとめると以下
のごとくとなる。 

抗利尿ホルモン（VP）上昇⇒内耳での AQP2
の発現亢進⇒内リンパ産生過剰⇒内リンパ
水腫(メニエール病) 
今回の研究では、抗利尿ホルモンと水チャネ
ルが内リンパ水腫形成への関与をより詳細
に検証するために、VPによる AQP2の細胞
内輸送経路と発現量の変化を分子生物学的
手法を用いて検討する。さらに、抗利尿ホル
モン投与による内リンパ水腫形成の程度を
より正確に評価する目的で従来のHE標本で
はなく optical coherence tomography(OCT)
を用いて内耳膜迷路の変化を観察および計
測する。OCT に関しては図 1 に示すごとく
先行研究にて蝸牛内構造物の描出に成功し
ている。 

図 1 正常モルモット蝸牛の OCT画像 
 
２．研究の目的 
メニエール病の病理組織学的な特徴は内リ
ンパ水腫である。この内リンパ水腫形成に抗
利尿ホルモン(VP)と水チャネル（アクアポリ
ン）の関与に関して臨床および基礎研究成果
を報告してきた。しかしながら、腎臓で認め
られるような抗利尿ホルモンによるアクア
ポリン 2の制御に関する直積的な報告は未だ
ない。また、内リンパ水腫を確認するには組
織学的手法によるが、通常の方法では組織作
成時にアーチファクトが問題となり、厳密な
内リンパ水腫の計測は行えない。本研究では、
これらを踏まえた上で、モルモットを使用し、
内リンパ水腫形成にかかわる抗利尿ホルモ
ンとアクアポリンの関連を分子生物学的手
法を用いて明らかにすることと、アーチファ
クトの無い厳密な内リンパ水腫の評価に関
しての研究を行う。 
 
３．研究の方法 
これまで、ラット、マウスで行ってきた蝸牛
血管条における AQP2 蛋白の発現に関する研
究をモルモットを用いて行う。 
実験 1 モルモットを深麻酔下にホルマリ
ンで経心灌流後側頭骨を採取、ホルマリンで
の浸漬固定後に EDTA にて脱灰し、凍結切片
を作成。一次抗体を抗モルモットAQP2抗体、
二次抗体を蛍光抗体とし内耳血管条の AQP2
の発現を観察する。 
 
実験 2 マウスを深麻酔下にホルマリンで



経心灌流後側頭骨を採取、ホルマリンでの浸
漬固定後に EDTA にて脱灰し、凍結切片を作
成。一次抗体を抗マウス AQP2 抗体と V2R 抗
体、二次抗体を蛍光抗体とし内耳血管条の
AQP2 と V2R の発現を観察する。 
 
OCT による内リンパ水腫の観察を行う。 
実験 3 モルモットを深麻酔下に後頭開頭、
内リンパ嚢を露出後、内リンパ嚢を電気凝固
し、内リンパ嚢閉塞術を行う。その後、4週
間飼育し、深麻酔下にホルマリンで経心灌流
後側頭骨を採取、ホルマリンでの浸漬固定後
に EDTA にて脱灰し OCT にて観察し内リンパ
腔の増加率を計測する。 
 
実験 4 モルモットを深麻酔下に後頭開頭、
内リンパ嚢を露出後、内リンパ嚢を電気凝固
し、内リンパ嚢閉塞術を行う。その後、4週
間飼育し、深麻酔下に生体モルモットで OCT
にて蝸牛内部構造を観察する。 
 
実験 5 モルモットを深麻酔下に後頭開頭、
内リンパ嚢を露出後、内リンパ嚢を電気凝固
し、内リンパ嚢閉塞術を行う。その後、4週
間飼育し、深麻酔下に生体モルモットでメニ
エール病の治療薬であるイソソルビドを鼓
室内に投与し、内リンパ水腫軽減効果を OCT
にて観察する。 
 
４．研究成果 
実験 1 モルモットの自家蛍光により、内耳
血管条の AQP2 の発現を観察することはでき
なかった。 
 
実験 2 マウス内耳血管条に AQP2 と V2R の
発現を認めた。 
 
実験 3 OCT により蝸牛の骨壁だけでなく、
その内部構造、ライスネル膜、らせん靱帯、
コルチ器、基底板が観察され、HE 標本で見ら
れるのと同様の形態が認められた。HE 標本に
比べアーチファクトが認められないことに
より、より正確な内リンパ水腫の測定が可能
である。さらに、OCT では標本を動かすこと
により、任意の断面像を得ることができるの
でより詳細な水腫の観察が可能である。 
 
実験 4 4 週齢のモルモットでは、蝸牛骨壁
を削らなくても頂回転、さらに解像度は落ち
るが第3回転でもライスネル膜、らせん靱帯、
コルチ器、基底板が観察されることがわかっ
た（図 2）。しかし、骨壁による光の散乱のた
め、摘出標本を脱灰して観察した蝸牛内部構
造と比べると明瞭度が劣っていた。さらに蝸
牛骨壁を薄く削ることにより、8 週齢モルモ
ットにおいても、少なくとも頂回転ではライ
スネル膜、らせん靱帯、コルチ器、基底板が

観察された。 

図 2 生体正常蝸牛の OCT像（4週齢） 
頂回転、第 3回転において、迷路骨胞、前
庭鼓室階隔壁、蝸牛軸、ライスネル膜、コ
ルチ器、ラセン板縁、蝸牛外側壁（ラセン
靭帯・血管条を含む）が描出されている。
蝸牛骨壁は削っていない。矢印：ライスネ
ル膜 
 
実験 5 イソソルビドを鼓室内に投与する
と、著明な内リンパ水腫軽減効果が観察さ
れた（図 3）。 

図 3 イソソルビド鼓室内投与による内リ
ンパ水腫軽減効果 
左：内リンパ嚢閉塞術後 4週目 右：イソ
ソルビド鼓室内投与後 
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