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慶懸 医学 ・80(3):T269^一T277,2003

学 位 論 文

蝸牛外有毛細胞膜の形状が電位依存性運動に与える影響

慶応義塾大学耳鼻咽喉科学教室

　　 〔指導:小 川郁教授)

　 　 もり　　もと　　のリ　　　ニ

　　 守　本　倫　子

〔平成15年2月20日 受付)
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　哺乳類の蜴牛感覚細胞には,求 心性神経に支配される

内有毛細胞と遠心性神経終末を受けている外有毛細胞の

2種 類が存在する.そ れぞれの細胞は振動体である基底

板の上に位置 し,コ ルチ器を形成 している.内 ・外有毛

細胞はそれぞれの上極に感覚毛を有するが.外 有毛細胞

の感覚毛は蝸牛蓋膜に接 している,音 響信号が中耳か ら

蜘牛に伝わると弾性体である基底板が振動 し,基 底板上

の有毛細胞と蓋膜の間にずれが生 じ,感 覚毛 も受動的に

屈曲する,有 毛細胞の感覚毛先端には機械電気変換チャ

ンネルが存在するため,感 覚毛の励曲によりこのチャン

ネルが開閉し,そ の結果,有 毛細胞の膜電位が変化する.

内有毛細胞はこの電位の変化を直接中枢聴覚路に伝える

働きがある.一 方,外 有毛細胞はAsｱ:が脱分極すると収縮

し,過 分極すると伸展するという特徴的な電位依葎性運

動能(electromotility)を 有しn,機 械的なフィー ドバッ

ク機構を介して基底板の共鳴を鋭 くする働 きがある.蝸

牛は音の高さによる周波数特異性をfし ており,音 の周

波数分析を行っている.従 来Bekesyが 明 らかにした進

行波による基底板振動が周波数分析を行っていると考え

られていたが,有 毛細胞や蝸牛神経の鋭い周波数特異性

から現在では外有毛細胞の能動的運動により基底板振動

の ピーク付近の振幅をさらに大きく鋭いものにすること

により,聴 覚閾値を低下させ周波数弁別能を高めている

と考えられている.っ まり,外 有毛細胞は聴覚における

鋭敏な音感受性と高度な周波数選択性を調節することに

関わっている.

　 外 有 毛 細 胞 は30^一80ｵmlxの 円 住 形 を した 細 胞 で あ

る.細 胞 側 壁 は 特 徴 的 な3岡 構 造 を 呈 して お り,こ の

構 造 が 細 胞 の 伸 縮 に 関 係 して い る と考 え られ て い る,3

層 構 造 は 外 側 か ら形 質 膜(plasma-membrane),皮 質

格 子(cortical　 lattice),表 面 下 漕(subsurface　 cister・

na)と 呼 ば れ て い る(第1図).最 外 側 の 形 質 膜 は 脂 質

二 壷 膜 で あ り,電 顕 写 真 で は波 打 った襲 状 構造 を 呈 して

い るm.ま た 最 内 側 の 表 面 下 漕 は,複 数 の 膜 が 層 状 構 造

を 呈 して い るaai.形 質 膜 と表 面 下 漕 の 間 に 存 在 す る皮

質 格 子 は太 い ア クチ ン線 維 と そ の間 を交 差 して つ な ぐ細

い ス ペ ク トリ ン線 維 か ら成 り,ば ね の よ うに 働 く こ とで

細 胞 骨 格 の 役 割 を担 っ て い る4』61,さ ら に 皮 質 格 子 と形

質 膜 の 間 は往(pillar)と よ ば れ る構 造 物 に よ り橋 渡 し

され,一 定 の力 で結 合 して い る..te:.

　 外 有 毛 細 胞 の 蹴 位 依 存 性 運 動 は100kHz以 上 の 速 い

運 動 が 可能 で あ り,カ ル シ ウ ムやATPな ど の 化 学 的 エ

ネ ル ギ ー に は 依 蘇 して い な い と され て い る91.電 位 依 存

性 運 動 の発 生 機 序 の 詳 細 は ま だ 明 らか で は な いが,穀 も

有 力 な 仮説 と してare　 動 能 理 論(area　 motor　 model)

が あ る.こ れ は 細 胞 側 壁 の 形 質 膜 に あ る収 縮 タ ンパ ク

(motor分 子)が,形 質 細 胞 膜 を横 切 る膜 電 位 で 駆 動 さ

れ,形 質 膜 表 面 積 の 大 き さ を変 化 させ る,と す る もの で

あ る1。咽.最 近 こ の 収 縮 タ ンパ クが,分 子 生 物 学 的 に プ

レス テ ィ ン と呼 ば れ る タ ンパ クで あ り,外 有 毛 細 胞 側 壁

に局 在 して い る こ とが 証 明 され だ3騙15,.外 有 毛 細 胞 側 壁

の形 質 膜 が,機 械 的 に変 形 を受 け,膜 の 緊 張 が 増 加 す る

　 本 論 文 は,Morimoto　 N,　 Raphael　 RM,　 Nygren　 A,　 Brownell　 WE:Excess　 plasma　 membrane　 and　 effects　 of　 ionic

amphipaths　 on　 the　 mechanics　 of　 outer　 hair　 ce1且lateral　 walL　 Am　 J　 Physiol　 282:clO76-1086,2002の 一 部,

Morimoto　 N,　 Nygren　 A,　 Brownell　 WE=Quantitative　 auessment　 of　 drug・induced　 change　 in　 OHC　 la重eral　 wall　 me・

chanics.　 Recen[Developments　 in　 Auditory　 Mechanics.(Fd)Wada　 H,　 Takasaka　 T,　 Ikeda　 K,　 Ohyama　 K,and　 Koike

T,World　 Scientific　 publishing　 Co.　 Singapore,　 p261-267,2000の 一 部 を 含 む.
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第1図 　外有毛纈胞測壁 の構造,外 有毛細胞 側壁 は外側 か

　 　 　ら,形 質膜,皮 貿格 子,表 而下漕 の3断 櫛造か らな

　 　 る,

遊 させ た.そ の 後,容 器 内 を ピペ ッ トで ゆ っ く り撹 絆 す

る こ とに よ って 外 有毛 細 胞 を機 械 的 に 単 離 した.シ ャー

レ上 に外 有 毛 細 胞 を 含 ん だ溶 液 を少 皿 お き,定 着 さ せ る

た め 数 分 間 静 椴 しr.実 験 に は 単 離 後3時 間 以 内 で,

核 が 細 胞 の 底 部 に あ り,長 さ60～80ｵmの 円 柱 形 状 を

し た 状 態 の 良 い 細 胞 の み を 使 用 し た.実 体 顕 微 鏡

(Zeiss　Axiovert　 135　TV)下 に シ ャ ー レ を 設u4tし,

iooXの 油 浸 対 物 レ ンズ に て 得 られ た イ メ ー ジを ビデ オ

カ メ ラに て記 録 した.外 有毛 細 胞 の側 壁 を 内 径3μmま

た は5Nmの 極 細 の ガ ラ ス管 ピペ ッ トを用 い て 陰itま た

は陽 圧 を か けて 変 形 さぜ た.

と膜4f'Rが 減少しIBI,電位依存性運動能は減弱する'7、憎.

しかし,外 有毛細胞ｫ,外 力による機械的変形に対 して

膜の浸透性を機敏に変化させ,細 胞内圧を一定に保つ機

構をfiす るxo'2D.この機構によって形質膜外の環境変化

に対応 し,電 位依f%性運動能,っ まり音感受性を維持 し

ていると推定されている.し かしながら,電 位依存性巡

動能を維持 している膜張力や浸透性など外有毛細胞側壁

形質膜の機械的特性の定量的分桁は,ほ とんど行われて

いないxn.収 縮 タンパクによる領域運動能理論 と膜の機

械的特性の整合性について検討することは,外 有毛細1胞

の電位依葎性運動を解明することにっながるものと考え

られる.

　本研究では,外r毛 細胞側壁形質膜にnI力変形を加え

たときの膜表面積 ・体笹を測定することによって,外 有

毛細胞形質膜における余剰膜の存在を検討 した.細 胞形

質膜がもつ余剰膜の存在は,肺 上皮細胞においても証明

されており,こ れが機械的な力を生み出す際に重要な役

割を果たすことも報告 されているm.さ らに,形 質膜に

作用 し膜の形態と機械的特性を変化させることで知 られ

ているサリチル酸やクロルブロマジンlfiRhYO1を嗣い,膜

の張力,浸 透性に対する影響を検討 した.以 上の結果か

ら外有毛細胞側壁の膜特性が電位依存性運動に及ぼす効

果について考察を加えた.

実験と方法

1.外 有毛 細 胞 単 離

　 モ ル モ ッ トを断 頭 して 側頭 骨 を取 り出 し,耳 胞 を 開 放

した の ち,探 針 を用 いて コル チ器 を注 意 深 く蝸 牛 よ り遊

離,人 工 細 胞 外 液(135mM　 NaCI,4mM　 KCI,1mM

MgClx　 2　mM　 CaCh,10mM　 HEPES,10mM　 glucose,

PH　7.4,浸 透 圧285～290mOsm/kg)入 りの 容 器 に浮

2.実 験1.陰 圧 負 荷 実 験(micropipette　 aspiration)

　 吸 引 罵 の 微 細 ピペ ッ トは ガ ラ ス 管 作 製 機 器(Meca・

nex社 製)に て ガ ラ ス管 の 内 径 が3Nmと な るよ う に調

整 した.微 細 ピペ ッ トと細胞 外 液 入 りの シ リ ンダ ー(水

ti三)を チ3　 ブで 連 結 し,全 体 を 細 胞 外 液 で満 た し た

(第2図).細 胞 が シ ャ ー レの 底 部 に定 着 した後,ピ ペ ッ

ト先端 を細 胞 側 壁 の ほ ぼ 中央 の 位 置 に接 す る よ うに 調 節

した。 こ の時 の水 柱 の水 位 を シャ ー レの高 さに一 致 させ

(ゼ ロ点),水 柱 を ゆ っ く りとXcm下 げ る と 一XcmH,O

の陰 圧 が 細 胞 壁 に 加 え られ るよ う に した.こ の状 態 で 少

しず っ 段 階 的 に強 い陰 圧 をか けて い く と細 胞 壁 は ピペ ッ

トの 中 に 引 き込 まれ,さ らに あ る臨 界 の 圧 力 に達 す る と

形 質 膜 の み が 内 側 の2層 か ら剥 離 す る の が 観 察 さ れ た.

そ して剥 離 後 も形 質 膜 は 徐 々 に ピペ ッ トの 内 側 に向 か っ

て 伸 展,膨 隆 した.伸 展 す る形 質 膜 と 内 側2層 の間 は

細 胞 内液 に よ って満 た され,風 船 の よ うに 膨 隆 した(第

3図).そ して 最 終 的 に は 伸 び て い る形 質 膜 の 後 方 が 自

0

外有毛細胞

水位

t

+XcmH20

0点

一XcmH=O

1

第2図 細胞への陰 圧 。陽圧 負荷法.微 細 ビベ ッ トと水柱

　 　 をチ 品一ブで連 絡 し,細 胞外液 を満 たす.ピ ベ ッ ト

　 　 先端 を細胞側 壁に接触 させ,水 住 を下げ ると陰 圧が

　 　 かか り,水 柱 を上 げると陽圧がかか る.
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第3図 　小胞 形成過程.臨 界の圧力がか か ると,形 賃膜 は

　 　 その下 の表面.ド樋+皮 質格子 よ り剥離 し,形 質膜 の

　 　 みが ビベ ッ ト内 に伸展 す る.そ して最 終的 には脱離

　 　 　して小胞 を形 成 す る.(lvtorimoto　 N　et　al:Am　 j

　 　 Physiol　Cell　Physiol　Fig,7の 一 部 を許 可を得 て転

　 　 澱)

然に閉鎖 し,形 質膜のみから成る小胞として遊離 したODI.

一っの小胞が遊離すると同時に次の新 しい形質膜が伸び

始め,再 度新しい小胞が形成される.こ うして小胞が形

成,遊 離する過程をビデオテーブに記録 して,外 有毛細

胞の長さ,半 径,表 面積,お よび体積 と形成 きれた小胞

の体積.表 面積を計測した.さ らに膜の形態や機械的特

性を変える薬剤(10mMサ リチル酸,0.1　 mMク ロル

プロマジン)を 投与 して対照との比較を行うた.サ リチ

ル酸10mM,ク ロルブロマジン0.1　mMの 量を投与す

ることにより,薬 剤その ものが形質膜の形態を変化させ,

電位依存性運動にも影響を与えることが報告されてい

る即L32党 め,本 実験でも同濃度で使Alし た.な お小胞

を3{固,ま たは6個 形成 した後に細胞内穎粒のブラウ

ン運動や,細 胞光沢の減少が観察された場合は,そ の細

胞は実験不適と判断 し解析から除外した.

3.実 験2.陽 圧 負 荷 実験(micropipelte　 fluid　jet)

　 本 実 験 に は内 径 が5ｵmの 微 細 ピペ ッ トを 用 い た.微

細 ピペ ッ トお よ び水 柱 は低 浸 透 圧(250mOsm/kg)に

調 整 した 人 工細 胞 外 液(135mM　 NaCI,4mM　 KCI,1

mM　 MgCI:,2mM　 CaCI,,10mM　 HEPES,　 PH　 7.9,

浸 透 圧250mOsm/kg)で 満 た した.細 胞 が シ ャー レの

底 部 に定 着 後,ピ ペ ッ トの 先 端 を細 胞 壁 か ら!ONm離

れ た位 置 に 固定 し,水 控 の水 位 を+20cmH:Oに 上 げ て

細 胞 壁 に局所 的 な ジ ェ ッ ト水 流 を 加 え た.最 初 の数 秒 間

は ジiッ ト水流 によ り細 胞 は局 所 的 に 陥 凹 す るが.そ の

後 細 胞 が 全 体 的 に腫 脹 し球 体 に近 づ い て い った.低 浸 透

圧 溶 液 を用 い る こ とで,細 胞 形 態 の変 化 が急 速 か っ 明 瞭

とな った.経 過 中 の 細 胞 の 変 化 を 記 録 し.5秒 ご とに 細

胞 の 長 さ,>1`一径,体 積 お よ び 表 面 稿 を計 測 した.さ らに

10mMサiチ ル 酸 や0.1　 mMク ロ ル プ ロ マ ジ ンを 投 与

して 対 照 と比 較 した.

4.細 胞 形 状 の 計 測

　 細 胞 形 状 の 計 測 は ビデ オ画 像 を パ ソ コ ンに と り込 み イ

メ ー ジ解 折 ソ フ ト(MATLAB　 program,　 Mathworks)

を 用 い て 行 っ た.陰 圧 実 験 で は,ま ず 画 面 上 の 細 胞 金 体

の 輪 郭 と吸 引 除 去 した 小 胞 の 輪郭 を 手 動 で5回 な ぞ り,

細 胞 は細 胞 の 長 軸 を 中心 と した小 さな 円 柱 の積 算 と仮 定

し(第4a図),小 胞 は中 央 部 のFl柱 と両 端 の 球 体 の 一

部 で で きた 複 合 体 と仮 定 して(第4b図)そ れ ぞ れ の 輪

郭 長 の 平 均 値 を求 め た.さ ら に小 胞 を3個,6個,9個

形 成 した と こ ろ で,細 胞 の 輪郭 を 再 び5回 ず つ な ぞ り

小 胞 形 成 後 の 細 胞 輪 郭 長 の平 均 値 を求 め た。 これ ら の輪

郭 長 を も とに 細 胞 の長 さ,半 径,表 面 積,体 積 お よ び小

胞 の 表 面 積,体 積 を算 出 した,陽 圧 実 験 で は陽 圧 開 始 後

5,10,15,zo,25秒 後 の 細 胞 を 同 様 に して 計 測 した.

この 算 出 法 を通 用 した場 合 の 誤 差 は,長 さや 半 径 で は2

%以 内,汲 而 積 や 体 積 で は5%以 内 で あ った.

　 統 計 解 析 に は 一 元 配 置 分 散 分 析 とunpaired　 t・検 定 を

用 い た.P<0.05の 場 合,有 意 な差 が あ る と判 定 した.

　 実 験 に 使 用 した 動 物 の 取 扱 い はBaylor　 College　 of

Medicine　 Animal　 Protocol　 Review　 Committeeに よ っ

て定 め られ た規 則 に 従 った.

(a)

第4図 　外有 毛細胞 お よび小 胞の体 積,k面 穣の 魔出法.

　 　 (a)外 有 毛細胞:細 胞 体を小 さな円 注の積 み重 ね と

　 　 見 な して体 積 と表面 積 を耳出 した.(b)小 胞:小 胞

　 　 をRlfEと その両端 の球 体の一 部にわ けてeraと 表面

　 　 積 をsx出 した,図 中で 小胞 は微小 ピペ ッ ト内 に引 き

　 　 込 まれて いる.(Morimota　 N　et　al:Am　 J　Physiol

　 　 Cell　Physiol　Fig.且 の一部を許可 を得て転載)
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結　　果

1,bei面 積の変化

　陰圧負荷実験において,小 胞が3個,6個,9個 と形

成された時点の外有毛細胞の表面積と形成 された小胞の

表面積の総和を比較 した(第5a図).そ れぞれの時点

ですべての群において,表 面積の総和は実験前の外有毛

細胞の表面積に比べて増加する傾向にあり,9個 の小胞

が形成された時には表面穣の総和は実験前の細胞面秘と

比較 して6～10%増 加 した.薬 剤による小胞の表面積へ

の影響を検討 したが,そ れぞれの群間において有意差は

なかった.

　 wa圧負荷実験では,数 秒以内に水が細胞内に入りこん

で膨隆 し,す ぐさま細胞長軸は短 くなる一方,細 胞短抽

は長 くなり球体に近い形態と!joた,こ の現象は,過 去

の報告 と類似のものであった砥鋤.し かし,表 面檀には

全 く変化が認められず一定のままであった.(第5b図).

2.体 積の変化

　陰圧負荷実験において,小 胞が3個,6個,9個 と形

成された時点の外有毛細胞の体積と形成された小胞の体

積の総和を比較した(第6a図).そ れぞれの時点です

べての群において,体 積の総和は実験前の外有毛細胞の

体積に比べて減少 していた.し か し9飼 の小胞が形成

された時,対,euR1で は実験前に比べて13%体 積が減少

したのに対 して、0.lmMク ロルプ 回マジンを投与 した

群では5%の 減少 しか忽められなか った(p<0.05,一

元配置分散分析).さ らに細胞の体積減少踊と遊離 した

小胞の体積を比較した(第6b図).小 胞が形成 された

各時点で,細 胞体横減少倣は小胞の体積と等 しいはずで

ある(細 胞が失った体稿/形 成 した全小胞の体稜=D,

しか し結果をみると,対 照群における体檀減少量は全小

胞体積総計のほぼ3.5倍 あった.こ のため小胞形成時に

細胞質の漏出があると推測された.つ まり小胞形成時に

漏出して失 った細胞質蝋は全小胞体積総計の2.5倍 であっ

た.同 様に,10mMサ リチル酸投与群では全小胞体積

総計の約1倍,o.imMク ロルプロマジン投与群では約

0.5倍 漏出が謝められ,対 照群における細胞質の漏出が

有意に多かった(unpaired　 t・検定).小 胞一個の体積は,

表面積と同様に薬剤による影響は見られなかった.

　賜圧負荷災験にて低浸透圧溶液を負荷すると,数 秒後

にほぼ一定の速度で体積が増加 した(第i表).藥 剤投

与群の体積増加率は対照群のそれよりも有意に小 さかっ

た(p<0.05,一 元配置分散分析).体 積増加率 は膜の
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第5図 　圧 負荷時の表面憤変化.(a)陰 圧負荷時(実 験1):

　 　 小胞 形成過 程 での細胞 ÷全小胞 の総浅面 欲を示 す.

　 　 すべ ての群に おいて全表面憤 は陰圧 負荷 前よ り増 加

　 　 した.各 群間の存意差は認めなか った.(SAL;サ リ

　 　 チ ル酸 投与 群、CPZ:ク ロルブ ロマ ジ ン投与 群.

　 　 SAL十CPZ:サ リチル酸+ク ロルブロマ ジン投与群)

　 　 (b)陽 圧負荷時(実 験2):隅 圧 負荷時 間の 経過 と

　 　 共 に計測 した細胞 の表面 機を示 す.す べ ての群 にお

　 　 い て.表 面 薇 は変 化 しな か った.(Morimolo　 N

　 　 et　a!:Am　 J　Physiol　Cell　Physiol　Fig.3の 一 部を

　 　 許可 を得て転 載)
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第1表 　陽圧負荷時の体積増加率

使用薬剤 体穣変化/秒
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ク ロ ル ブ ロマ ジ ン

サ リチ ル酸+ク0ル ブ ロ マ ジ ン

o.oao

o.ozr.

0,028。

0.0且4●

　 0　 　 　　　　 3　 　　 　　　 8　 　　　　　 g

　 　 　 　 　 　 　 形 成 され た 小胞 数

一●一　対 照(n=23》

一ロ　　　サ リラL'レ醸 〔n336)

一ロ.ク ロルプ ロマ ジン(n=27)

・.◇・・ サ リチル 酸 十クロルプ ロマ ジン(n=28)

　低浸透圧溶 液を賜圧 負荷 す ると.数 秒後 に ほぼ一走 の速

度で体積 が増加 した.ク ロル ブロマ ジンとサ リチル酸 は体

積増加速度 を抑 制 した.(。p<0.05)

水 浸 透 性 と相 関 す る こ とが 示 され て い る た めTQ21.111,こ

の 結 果 は10mMサ リチ ル酸 や0.1　mMク ロル プ ロ マ ジ

ンは膜 透 過 性 を減 弱 させ る こ と を示 唆 し た.
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第6図 圧負荷時 の体積変化.(a)陰 圧 負荷時 の小 胞形成

　 　 過 程 におけ る体薇 変化=細 胞+全 小胞 の総体 禎を示

　 　 す.す べて の群 において総体積 は減少 した.し か し.

　 　 　クロルブ ロマ ジンを投与 した群で は,他 の群に比 べ

　 　 て総 体 穣の 減少 が有rに 少 なか った('pくo.os).

　 　 (b)細 胞 質漏出 樫度 の比較1細 胞 質流 出は.対 照群

　 　 　において総 小胞体積 の2.5倍 に述 しr_.し か し,サ

　 　 　リチル酸 や クロルブロマ ジン投与 によ り,細 胞 出流

　 　 出はそれぞれ40%,20%に 抑制 された(●p<0.01.

　 　 　.Pく0,01),(Morimoto　 N　et　a1:Am　 J　Physiol　Cell

　 　 　Physiol　Fig.5の 一部を許可 を得て転載)

3.膜 の機械的特哲:の変化

　第2表 は陰圧負荷実験で,1っ の小胞を形成するのに

必要な圧力と時間を表示 したものである,0,1mMク ロ

ルプロマジンが投与されていると,対 照群よりも有意に

低い圧力で形質膜か ら内側の2層 が剥離 し,小 胞が形

成された.ま た,1っ の小胞を形成するのにかかる時間

は,0,1mMク ロルプロマジン投与群では対照に比べて

半分以下であった.一 方,10mMサ リチル酸単独投与

群では小胞形成の圧力 も時閻 も対as群 とほぼ同 じであっ

た.そ れぞれの群の問で小胞の大きさに有意差はなか っ

た.こ れらの結粟は,ク ロルプロマジンが小胞を形成す

るエネルギーを減少させることを示唆 し,細 胞外側壁の

膜張力に影響を与えていると考えられた.

　 そこで,膜 張力を以下の手順で算出し,検 証 した.膜

の張力(T(N/m))が 均一であると仮定すると,ピ ペッ

ト吸引部位における膜内外の圧力の平衡は

Po-P,=R　 　 　 　 Eq.　U)
P

　 (Rp;ピ ペ ッ トの 内 径(m).1'n;ピ ペ ッ ト内 の吸 引 圧

力(N/m'),P,;細 胞 内圧(N/m'))と 表 され る.一 方,

ピペ ッ ト吸 引 部 位 以 外 の 場 所 に お け る膜 内 外 の圧 力 平 衡

はLaplaceの 法 則 よ り

P.一n-2TR _　 　 　 　 ・・ …　 　 　 　 　 　 《

　 (P,;細 胞 外 圧(N/m'),1～,;細 胞 の 半 径(m).P,1

細 胞 内n:(N/m2))

　 と 表 す こ とが で き る.Eq.1,2よ りP,を 消 去 す る と

膜 張 力(T)を 測 定 可 能 なPp.　 Po,　RD,　Rrで 導 出 す る こ

とが で き る.す な わ ち,
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第2汲 　小胞形成に必要な陰圧および形成に要する時間

使婿薬剤 n 陰圧(mN/mり 形成に要した時間(秒)

対 照

サ リチ ル酸

ク ロ ルブ ロ マ ジ ン

サ リチ ル薩 十 ク ロル ブ ロマ ジ ン

2

6
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1.26'x.07

0.96±,04●

0.87ｱ.05'

229.且8土2L6

254.57122.7

109.85116.2'

64.75ｱ11.0'

　クロルブロマ ジン投与緋 は,対 照群 より も低陰圧で小胞 を形成 した(●P<0.005unpaired　 c一検定),サ リ

チル酸投与群 におけ る負荷陰圧 は対照 群 と同 じであ った,小 胞形成に要す る時間 はクロルプ ロマ ジン投与群

では対照の48%に 短縮 され た(●p〈o.ooou.

彊力(mN/m)

2.0
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i.a
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で小胞が遊離 した際,外 有毛細胞と小胞の体積総和が減

少 し,小 胞遊離中に細胞質が漏出 していることがわかっ

た,膜 の特挫を変化させるサ リチル酸やクロルプロマジ

ンを投与すると,体 積総和の減少は対照に比べ抑制 され

た.こ れよりサ リチル酸とクロルプロマジンは細胞質漏

出を抑制 させると推測された.陽 圧負荷実験でサ リチル

酸やクロルプロマジンは膜における水の浸透性を低下さ

せることが明 らかになった.よ って,こ れら薬剤による

細胞質漏出抑制は,水 浸透性の低下と何 らかの関係があ

るものと推測される.一 方,陰 圧負荷実験によって外有

毛細胞と小胞の表面積総和は増加 した.こ れは形質膜が

余剰の膜を保持 していることを示唆 している,ま た,本

研究により,サ リチル酸は形質膜の張力を増加させ,反　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6

対`こク ロル プ ロマ ジ ンは形 質 膜 の 張 力 を減 少 す る こ とが

明 らか に な った.

第7図 　 外 有 毛 佃 胞 形 質 膜 の張 力.対 照 群 に 比 べ,サ リチ

　 　 ル酸 投 与esで は膜 の 張 力 が 増 加 し,反 対 に ク ロ ル プ

　 　 　oマ ジ ン投 与 群 で は減 少 した(●p<0.001).形 質 膜

　 　 彊 力 の 算 出 は 「結 果 」 参 照,ヒ ス トグ ラ ム上 の数 字

　 　 はnを 示 す.(Morimoto　 N　e豊al;Am　 J　Physiol

　 　 Cell　Physiol　 Fig.4の 一 部 を 許可 を得 て転 載)

・一辮 　 　 　 ・・…

　 これ に 計 測 した各 数 値(ら 鳳RD.　 R♪ を 当て はめ て

算 出 した膜 の張 力(T)を 第7図 に示 す.対 照 群 に 比 べ,

0,1mMク ロ ル プ ロマ ジ ン投 与 群 で は膜 彊 力 が 減 少 した

が('pく0.ooi,　 unpaired　 L一検 定).10mMサ リチ ル酸

投 与 群 で は膜 の 張 力 が 増 加 した.

考　　察

　モルモットの単離外有毛細胞側壁形質膜に対 して,微

細 ピペットを用いて圧負荷実験を行 った.陰 圧負荷実験

L　 体積変化と膜の浸透性

　外有毛細胞形質膜の水に対する透過性は,他 の種類の

細胞膜に比べ ると高 くはないsoy.細胞の体積維持に水の

出入 りが関係 していることもあ り,負 荷が加わ らない状

態では外有毛細胞の体穂は変化 しに くいといえる.し か

し,形 質膜に局所的に陰圧を負荷すると小胞遊離時に形

T-1ASFItiの体積総翫が減少 し,陽 圧下に低浸透圧溶液を負

荷 した時は水の流入による体檀の増加が認められた.こ

れは,形 質膜が外部か らの圧刺激により変形,伸 展 した

ために,そ の部分の水の透過性が局所的に増加 したこと

によると推測される.膜 に圧刺激を加えると,膜 が伸展

して一過性に小孔が生じることを示唆する報告があり鋤,

これが水透過t'zn進 に関与している可能性があげられる.

っまり,脂 質二重膜である細胞形質膜の中では自由に脂

[IAfPJIけるようなゆとりが形成されてnり,膜 に圧を加

えるとそのゆ とり部分が小孔のように大 きく開 く]51と考

えられる.そ の結果,細 胞外か らの陰圧,陽 圧負荷によ

り水の流出入が活発になったのか もしれない.こ の小孔

は準糖または二糖類は通過可能であるものの三糖類は通
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過できないことも報告されているn:ため,形 成 される小

孔のサイズは4nm以 下であろうと惟測される.

　一方,サ リチル酸やクロルプロマジンを投与すると,

膜伸展により増加する水の透過性 の増加が抑制 されるこ

とが明らかになった.水 の透過性増加が抑制 される理由

として、膜の張力が低下した961か,小 孔形成 しにくくす

る何らかの要因が生 じたことが考えられた.サ リチル酸

は形質膜の外側に作用 し,ク ロルプロマジンは形質膜の

内側に作用する.さ らにこれ らの薬剤は外有毛細胞膜の

堅さや膜脂質の流動性などの機械的特性にも影響を与え

ることも報告されているxnan.小 胞形成時の外有毛細胞

の細胞質漏出は,静 止水圧を減少させるために生 じるも

のであり,薬 剤による細胞質漏出抑制は,サ リチル酸は

外有毛細胞の形質膜の張力を増加させ,反 対にクロルプ

ロマジンは減少させるという膜張力変化に関連 している

と考えられた.

2.表 面積変化

　霜子顕微鏡による観察によって形質膜は襲状構造を有

していることが示されているzt.陰 圧負荷によって小胞

を形成したところ外有毛細胞の表面積が6～ ・10%増 加

したことは,小 胞形成によって形質膜の襲が伸展された

ことが推測される.こ の駿状構造をとることによって,

形質膜は余剰の膜を保持することができJll膜 の伸展に

伴って伸展 し,増 加 したようにみえたと考えられるbl

低浸透圧溶液による陽圧賃荷実験では,水 の流入による

細胞体機の増加が見られるが,形 態は変化 して も.表 面

積は一定のままであった,こ のことより,こ の余剰な膜

の存在は,体 積の維持に関係 してお らず,む しろ電位依

存性運動に関係 していることを示唆 している.膜 の張力

は形質膜に序在 している余剰な膜によって緩衝されるた
.Lbl

,前 述の領域運動能理論では,細 胞における領域を

変化 させる効率を減弱させると考えられる.し か し,最

近提唱 されている竃位依㍑性運動のメカニズムとして,

膜 タンパ ク分子が並び替えることによ りアコーデ ィオン

のように膜の轡曲を変化させていくという膜の轡曲運動

理論がある]91。この理論においては襲構造 と余剰な膜の

存在は矛盾せず,形 質膜上の脂質流動性が電位や張力に

よって変化する点訓)も充分説明可能である.

　 サリチル酸は電位依存性運動を減少させ.m,そ の結果

可逆性の難聴を引き起こすのに対 し,ク ロルプロマジン

は本実験に使用したような大量投与により,電 位依存性

巡動を誘発する電位を変化させるsa.形 質膜の機械的特

性は外有毛細胞の迷動能に大切であると考えられている,

しかしなが ら,形 質膜に影響を与えるサ リチル酸とクロ

ルプロマジンでは,電 位依存蝕運動への効果は異なって

いた.サ リチル酸は形賀膜の外側に,ク ロルプロマ ジン

は内側に影響を与える.今 回の結果か ら電位感受,運 動

機構は形質膜の外側が最 も大 きな役割 を果たし,電 位依

存性運動 も形質膜外側の機械的特性 に影響を受けること

が考え られた,し か し,こ の点に関 しては,他 にも形質

膜の片側のみに選択的に作用する同樋の薬剤を用いて,

この仮説を支持する結果が得 られるかさらに検討される

必要があるだろう,

総　　括

　単離 したモルモ ットの外有毛細胞に対 し微細 ピペ ット

を用いてL,f所的な1力(陰 圧および陽圧)を かけ,細 胞

側壁の物理学的特性を計測 した.さ らに,形 質膜の形態

を変化させる薬剤のサ リチル酸やクロルブロマジンを用

いて対照群との変化を検討 した.

　 1.形 質膜は陰圧をかけることで6^一10%程 引 き伸ば

された.

　 2.サ リチル酸は形質膜の張力を増加 させ,反 対にク

ロルプロマ ジンは張力を低下させた.

　 3,細 胞壁に陽!L'をかけることで水の浸透憐は増加 し

た.し か し,サ リチル酸やクロルプロマジン投与により

この水の浸透性増加 は抑制 された.

　 これ らの結果 より,有 毛細胞形質膜は余剰膜を保持 し

ており,水 の浸透性 はこの余剰膜 も含めた膜全体の小孔

形成に起因することが示唆された.サ リチル酸やクロル

プロマジンは膜の張力を変化させたが,こ れが小孔形成

の抑制 に関係すると考えられた.
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