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論文内容の要旨

【目的】

内耳蝋牛は内リンパ液と外リンパ液という 2 種類の液体で満たされている。そのうち内リンパ液は音の一次受容器

である有毛細胞が触れている液であるo この液は細胞外液でありながら約150mM の K+ イオンを含んでおり， その

静止電位は約+80mV と高電位になっているo これは蛸牛内電位 (endocochlear potential : EP) と呼ばれ，蛸牛に

極めて特異なものである o 内リンパ液の K+イオンは，音刺激により有毛細胞に流入しそれを興奮店せる o その結果，

有毛細胞から神経伝達物質であるグルタミン酸が放出され，音刺激は中枢に伝達される。高電位 EP は K+ イオン流

入の driving f orce を増大し，聴覚の音に対する高い感受性を形成している。従って内リンパ液が高電位であること

は内耳聴覚機能にとって不可欠であるo 以前より，この高電位EPの成立には K+イオンを中心としたイオン動態が深

く関わっているとされてきた。しかしながら EP の成立機構はいまだ謎のままである。我々は高電位 EP の成立の分

子機構を解明するために，内リンパ生成の場とされている鍋牛血管条の K+チャネルについて検討し，高電位 EP の

成立に極めて重要な役割を果たしていると考えられる K+チャネルを分子レベルで、初めて同定した。

【方法ならびに成績】

最初にどの種類の K+チャネルが EP 産生に大きく関連しているかを検討するために，種々の K+チャネル阻害薬を

モルモットの血管条に潅流し，その EP に対する効果を検討した。内向き整流 K+ (Kir) チャネルの阻害薬である

Ba 2 +を投与したところ，急速で著明な EP の低下を観察したのに対し，電位依存性K+ (Kv) チャネルの阻害薬で‘あ

る 4 -aminopyridine, tetraethylammonium を投与しても殆ど EP の変化を認めなかった。よって， EP 成立には

Kv チャネルではなく， Kir チャネルが重要で、あると考えられた。次に，ラット内耳血管条において， どの Kir チャ

ネルサブ、ユニ y 卜が発現しているかを， EP 産生の場と考えられている血管条の mRNA を用いて RT-PCR 法にて

検討したところ，今までクローニングされた全て(11種)の Kir チャネルサブユニットの中で， K AB 一 2 (Kir4.l) 

のみが血管条に発現していることを見い出したo in situ ハイブリダイゼーション法により， KAB -2の鯛牛における

分布を検討したところ， KAB -2の mRNA が確かに血管条に強く発現していることを確認したロ更に， KAB 一 2 の組

織，細胞内分布を詳細に検討するために， Kir4.1に特異的な抗体を用いて免疫組織化学(光顕，電顕)を行った。血

管条は辺縁細胞，中間細胞，基底細胞の 3 種類の細胞からなるが， その中で Kir4.1 は辺縁細胞の basolateral 
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membrane のみに特異的に発現し，辺縁細胞の apical membrane，中間細胞，基底細胞には全く発現していないこ

とが明らかとなった。次に平衡器における KAB-2の発現を検討した。平衡器は蛸牛と同じ組成の内リンパ液を持ち

ながらその電位は OmV である。平衡器における内リンパ液を維持しているのは暗細胞という上皮細胞で，今まで蛸

牛血管条の辺縁細胞と全く同じチャネルやポンプ， トランスポーターが発現していると報告されていた。しかしなが

ら，暗細胞には KAB -2は全く発現していなかった。 KAB-2の血管条における developmental な発現のパターンを

生後早期のう y トを用いて免疫組織化学にて検討し， EP，内リンパ液の K+濃度の上昇パターンと比較すると， EP 

の上昇パターンと極めてよく一致することが明らかとなった。さらに， EP が低いために遺伝性難聴を来すWV/WV

マウスの血管条には Kir4.1が殆ど発現していないことを見い出した。

【総括】

以上の結果より， KAB -2 は高電位 EP の成立に欠くことの出来ない分子であることが強く示唆された。恐らく

KAB -2は，辺縁細胞の basolareral membrane に発現し，やはり EP 成立に重要な役割を演じている Na， Kｭ

ATPase の活性維持に不可欠なものであろうと考えている O 高電位 EP の発見から約半世紀がたつが，本研究は EP

形成に関するチャネルとして初めての分子レベルでの同定であり， EP 成立のメカニズムの完全なる解明にとって新

しい糸口となると考えられる o 今後，更に K AB-2 dominant negative 体を強制発現させた， トランスジェニックマ

ウスを作成し，それを解析することで， EP 成立の分子機構を解明していこうと考えている。

論文審査の結果の要旨

聴覚は動物にとって最も大切な感覚の一つである o 音情報を受容する器官として高度に分化したのが内耳である。

多くの研究にも関わらず内耳は現在でも最も謎が多い器官のひとつである o 特に， +80mV と高値を示す内耳蛸牛内

電位 EP Cendocochlear potential) は，その発見から約半世紀が経つが，その成立メカニズムはまだ解明されていな

し '0

本研究では， EP 成立に不可欠であるカリウムチャネル， KAB 一 2を初めて分子レベルで同定している。最初に，

カリウムチャネルの阻害薬を， EP 成立の場である血管条に潅流し，その EP に対する効果を検討することで，電位

依存性カリウムチャネルではなく，内向き整流カリウムチャネルが重要で、あることを見い出した。更に， RT-PCR 

法，光顕，電顕を駆使した免疫組織化学法にて， KAB -2 は血管条に発現する唯一の内向き整流カリウムチャネルで，

血管条辺縁細胞の basolateral mem brane に局在していることを明らかにした。また，内リンパ液の電位が OmV で

ある平衡器の暗細胞には KAB 一 2が全く発現していないこと， developmental な K AB -2の発現のパターンは生後の

EP の上昇パターンとよく相関すること， EP が約 OmV と低い遺伝性難聴WV/WVマウスの血管条には K AB -2が全

く発現していないことより， KAB -2 は EP 成立に必須の分子である可能性が極めて高いと結論している。

本研究は，内耳という骨に固まれた研究し難い組織における，特異な環境の成立機構を，いくつもの手法を用いる

ことで多面的に検討した優れた研究である。本研究は EP 成立の機構の完全な解明への新しい糸口となると同時に，

感音難聴など原因が明らかでない疾患の病態解明や治療法の開発に結び付く可能性を含んでいる o よって学位に値す

るものと考えられる。
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