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要     旨 

（緒言） 身体の内部や外部の環境変化に応じて体温や pH など身体の状態を一定に保つホメオスタシスの調節

機構は、細胞の酵素活性や機能の維持に重要である。V-ATPase は、ATP 加水分解駆動型プロトンポンプであり、

腎集合管における H+分泌を介して細胞小器官の酸性化と全身の酸塩基恒常性維持に関与している。遠位尿

細管性アシドーシス（distal renal tubular acidosis: dRTA）は、腎集合管の酸調節を担う V-ATPase の異常により代

謝性アシドーシスを来す病態である。dRTA の主要な原因遺伝子として同定された ATP6V1B1 は、V-ATPase の

B1 サブユニットをコードし、このサブユニットは ATP 加水分解とそれに続く H+輸送に不可欠である。B1 サブユニ

ットを含む V-ATPase は、精巣上体、眼毛様体、内耳に局在しており、ATP6V1B1 遺伝子変異を有する患者は感

音難聴の早期発症を合併することが多いが、この合併症の根底にある発症機序は未だ不明である。                 

（研究対象及び方法） ゼブラフィッシュはヒト ATP6V1B1 オルソログである Atp6v1ba を持つ。我々はモルフォリノ

オリゴヌクレオチドによる atp6v1ba knockdown モデルと、CRISPR/Cas9 システムを用いた ATP6v1ba 欠損ゼブラ

フィッシュ（atp6v1ba−/−）を作製し、生体内機能を解析した。また、pH 感受性の緑色蛍光タンパクである

pHluorin2 を全身に発現させたトランスジェニックゼブラフィッシュを作製し、atp6v1ba−/−と交配することにより pH 
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の変化を直接モニタリングできる pH 可視化型 atp6v1ba−/−を樹立し、pH の変化を蛍光強度により評価した。         

（結果） atp6v1ba knockdown モデルおよび atp6v1ba−/−は野生型と比べて有意に体長が短く、耳石が小さかっ

た。また atp6v1ba-/-は全身性アシドーシスを示した。atp6v1ba−/−の内耳有毛細胞では、受精後 24 時間時点では

野生型と比べて有意な差を認めなかったが、受精後 5 日目にはアセチル化チューブリン抗体による染色性が低

下し繊毛の脆弱化を認めた。電子顕微鏡による解析において、atp6v1ba−/−の有毛細胞層は野生型に比べ薄く、

さらにはオートファゴソームの形成が見られたため、オートファゴソーム形成のマーカーである LC3B を免疫染色

したところ、atp6v1ba−/−で強く染色された。正常な酸性リソソームの標識に用いられる蛍光色素 pHLys Red およ

び Lysoprime Green を用いたリソソーム染色では、atp6v1ba−/−においてリソソーム内部の pH 調節の異常（pH の

上昇）が確認された。                                                                              

（考察） V-ATPase はリソソーム膜に存在しリソソーム内の酸性状態を調節している。リソソーム内を酸性に保つこ

とは、オートファジーのプロセスにおけるリソソーム内の酵素の活性化に不可欠である。特に、有毛細胞の健全

な状態の維持にはオートファジーによる細胞内の細胞質成分や細胞小器官の新陳代謝が重要である。本研究

の結果より、atp6v1ba 欠損によるリソソーム内の pH 異常がオートファジーの機能不全を招き、結果として有毛細

胞の恒常性の維持が破綻したと考えられた。ゼブラフィッシュにおいて、有毛細胞は耳石形成に不可欠であるこ

とから、atp6v1ba−/−では耳石形成異常が生じたと考えられる。また、耳石の大きさが有毛細胞の音感度を決める

と言われており、atp6v1ba−/−は聴力障害を生じていると推測される。                                                                             

（結語） ATP6V1B1 バリアントによる dRTA に伴う感音難聴の病態形成において、リソソーム内の pH 不均衡によ

るオートファジー不全と有毛細胞変性との関連を示し、この病態の理解と治療に新たな示唆を与えた。また、ゼ

ブラフィッシュモデルは、その透明性により内耳が直接可視化可能であり、創薬の in vivo スクリーニングにも十

分な実績を持つことから、本疾患モデルは将来の新たな治療法開発にも貢献する可能性がある。今回作製した

atp6v1ba−/−ゼブラフィッシュモデルや pHluorin2 トランスジェニックモデルは、アシドーシスに関連した聴覚障害

の疾患メカニズムや潜在的治療法をさらに研究するための貴重なツールとなりうる。                                          

                                                                                 

                                               


