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研究成果の概要（和文）：音響外傷性難聴マウスの蝸牛内では4-ハイドロキシノネナール（4HNE）付加蛋白質群
が増加する事を見出した。そこで、難聴発症メカニズムにおける活性酸素種とそのシグナル分子の関与を解明す
る目的で、4-HNEの蝸牛内局所投与による聴覚機能障害について解析した。4-HNEの蝸牛内投与は聴力悪化を引き
起こすが、その聴力悪化はカルパインインヒビターにより抑制された。すなわち、感音性難聴発症メカニズムの
一部に4-HNE産生を介したカルパインの活性化が関与する可能性が示唆され、感音難聴の治療において、内耳内
での脂質過酸化によるカルパイン活性を抑制することが新たな創薬・治療ターゲットとなりうることが期待され
た。

研究成果の概要（英文）：There is evidence that the 4-hydroxynonenal (4-HNE)-adducted proteins 
increased in the cochlea during acoustic injury in the deafness model mouse. The purpose of this 
study was to elucidate the involvement of reactive oxygen species and its signal molecule in the 
mechanism underlying hearing loss, we evaluated auditory dysfunction following an intracoclear 
injection of 4-HNE. The auditory threshold markedly increased by 4-HNE. Additionally, a prior 
intracoclear injection of the calpain inhibitor significantly abolished this 4-HNE-induced hearing 
loss. Taken together, it was suggested that activation of calpain mediated by 4-HNE production may 
be involved at least in a part of the mechanism of sensorineural hearing loss. Therefore, it was 
expected that calpain activity due to lipid-peroxidation in the inner ear could become a novel drug 
discovery and/or treatment target in the treatment of sensory hearing loss.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性的な騒音性難聴や加齢性難聴といった感音性難聴は、主に内耳蝸牛内の障害によって起こる聴覚機能障害で
あり、その発症メカニズムについてはほとんど解明されていないため、有効な治療薬も存在しない。本研究では
感音性難聴の新規治療において、内耳内での脂質過酸化によるカルパイン活性を抑制することが新たな創薬・治
療ターゲットとなりうることが期待された。
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１．研究開始当初の背景 
現在、世界人口の 5％に当たる約 3億 6千
万人が難聴とされ、生まれてくる乳児の 1000
人に１人が先天性難聴を患っていると言わ
れている（WHO, 2014）。難聴は、聴覚関連器
官の障害部位により分類されており、① 外
耳・中耳障害に起因する伝音難聴、② 内耳
障害による感音難聴がある。感音難聴の原因
となる聴覚神経障害は大きく 3つの型に分け
ることができる。1 つ目は抗生物質や抗がん
剤の使用、過度の騒音環境、遺伝的要因等に
よって有毛細胞に障害がみられ、その影響は
シナプスを超えて、その先にある聴神経まで
障害されること、2 つ目は有毛細胞が正常の
ままで、聴神経のみが障害されること、3 つ
目は有毛細胞と聴神経が共に障害されるこ
と、である。すなわち、感音難聴の病態メカ
ニズム並びに治療メカニズムを in vivoで研究
を行うためには、難聴モデル動物の作成が必
須となる。申請者等は、有毛細胞に障害がみ
られる音響外傷性難聴マウスの作成に成功
し一定の成果を上げている（Nagashima et al., 
2011; Yamaguchi et al., 2014; 横山臨床薬理研
究助成基金 2012）。また、申請者は、ウワバ
イン（Na+, K+-ATPase阻害薬）を内耳内に局
所投与することで聴神経が選択的に障害さ
れる難聴モデルマウスの作成に成功してい
る（未発表）。さらに、カルベノキソロン（CBX, 
Gap junction阻害薬）投与による難聴モデルマ
ウスの作成に着手している。 
また、研究代表者等は、音響外傷性難聴モ
デルマウスの聴覚神経機能障害の発症メカ
ニズムに内耳蝸牛内の 4-hydroxynonenal 
(4HNE)の発現上昇に伴うNa+-K+-ATPase活性
低下および Gap junction結合タンパク質であ
るコネキシンの発現低下がみられることを
明らかにした（1、2）。また、同部位におい
て、ニトロチロシン化タンパク質群の増加も
観察された。音響外傷時に蝸牛内では、過剰
な一酸化窒素(NO)あるいはその反応生成物
であるパーオキシナイトライト(ONOO⁻)が
発生していると考えられる。さらに、これら
分子の発現低下が抗酸化剤である tempol、
L-NAME および calpain 阻害薬により有意に
抑制されることを明らかにした。これらの成
果は、感音難聴に対して新規薬物治療の可能
性を示唆するものだが、脳性聴感反応（ABR）
を指標に音響外傷性難聴モデルマウスに対
する tempol、L-NAME および calpain 阻害薬
投与による聴覚機能の回復を評価したとこ
ろ、一定の回復効果はみられるものの臨床的
意義のあるものではなかった。すなわち、感
音難聴の治療を考えたとき、難聴発症の病態
メカニズムを十分に理解することが非常に
重要である。一方、感音難聴の治療を考えた
とき、非侵襲的な薬物療法が最も好ましく最
初に検討するべきであることは言うまでも
ない。しかし、現時点では、薬物療法では不
十分で、他の方法を比べると、聴神経機能再
生を目指した細胞移植がより効果的である

可能性が高く、新規難聴治療方法として着目
されている。 
 
２．研究の目的 
本研究目的は、感音難聴発症の病態メカニ
ズムの解明と新規難聴治療の開発に寄与す
ることである。そこで、本研究では難聴の発
症メカニズムにおける 4-HNEおよび NOの
関与を解明する目的で、4-HNE あるいは
NOC18(NO 発生剤)および SIN-1(ONOO⁻発
生剤)の内耳蝸牛内局所投与による内耳障害
および聴覚機能障害について解析し、感音難
聴発症に関わる重要な分子を明らかにする。
また、併せて、異なる種類の難聴モデルマ
ウスに聴神経細胞へ分化誘導させたマウス
embryonic stem cell（mES）細胞を移植し、
聴神経機能を再生させマウス個体の聴力回
復を試みることで新規難聴治療メカニズム
の構築を目指す。すなわち、本研究により得
られた知見は、難聴に対する新たな治療方法
の開発に寄与するものである。 
 
３．研究の方法 
①4HNE 内耳内投与の影響 
感音難聴モデルの一つである音響外傷性
難聴モデルマウスの作成に成功しており、同
モデルマウスの蝸牛内外側壁らせん靱帯に
おいて、酸化ストレス産物 4-hydroxynonenal
（4-HNE）付加タンパク質群が増加すること
を見出した。本研究では、難聴発症メカニズ
ムにおける 4-HNEの関与を解明する目的で、
4-HNE の内耳蝸牛内局所投与による内耳障
害および聴覚機能障害を解析した。 
ddY 系雄性マウスの蝸牛内正円窓上部に
4-HNEを 1時間留置し、蝸牛内に浸透させた。
4-HNE 処理直後、処理後 1、5 時間、あるい
は、4-HNE処理後 1、2、7日での各周波数（4、
12、20 kHz）について聴性脳幹反応（ABR）
を指標に聴力を測定した。さらに、4-HNE処
理後７日に有毛細胞を取り出し、ファロイジ
ン染色を、11日の内耳蝸牛切片について、ヘ
マトキシリン染色により組織学的変化を解
析した。また、光退色後蛍光回復法（FRAP 
assay）により、4-HNE処理したマウスの蝸牛
外側壁の細胞間コミュニケーション機能に
ついて解析した。続いて、4HNE処理後 1、5
および 24 時間後に蝸牛外側壁を切り出し、
細胞抽出液を調整した。得られた細胞抽出液
を用いて、細胞間コミュニケーション蛋白質
の 1つであるコネキシン 30の発現について、
イムノブロッティング法により解析した。さ
らに、 4HNE による聴力悪化に対する
PD150606（カルパインインヒビター）の影響
を検討するために 4HNE 処理前に PD150606
を正円窓上部に 30 分間留置し、蝸牛内に浸
透させた。次いで、正円窓上部から PD150606
を除去したのち、4HNE を 1 時間留置し蝸牛
内に浸透させ、1時間後の聴力について、ABR
を指標に測定した。 
 



②NOC18 および SIN-1 内耳内投与の影響 
これまでに強大音響曝露によって誘発さ
れる聴覚機能障害では、マウス内耳内でチロ
シンニトロ化タンパク質群が増加すること
を見出している。次に、感音難聴発症メカニ
ズムにおける一酸化窒素(NO) の関与を解明
する目的で、NOC-18(NO 発生剤 )および
SIN-1(ONOOˉ発生剤)の内耳蝸牛内局所投与
による内耳聴覚機能障害について解析した。 

ddY 系雄性マウスの蝸牛内正円窓に
NOC-18および SIN-1を 1 時間留置し、蝸牛
内に浸透させた。NOC-18 および SIN-1 処理
後 1、5 時間、1、2、7 日での各周波数(4、
12、20 kHz)について聴性脳幹反応(ABR)を指
標に聴力を測定した。次に、NOC-18 および
SIN-1処理 7 日目に有毛細胞を摘出しファロ
イジン染色を行った。また、同日の内耳蝸牛
切片を作成し、ヘマトキシリン染色により組
織学的変化を解析した。さらに、SIN-1処理 1
時間後のマウス蝸牛外側壁細胞間コミュニ
ケーション機能について、光退色後蛍光回復
法(FRAP assay)により解析した。 
 
③聴覚機能障害モデルマウスに対する細胞
移植細胞による聴力回復効果の評価 
マウスにウワバイン処置し、らせん神経節
を脱落させた聴覚神経障害難聴モデルマウ
スを作製した。続いて、in vitroで神経細胞に
分化誘導し、聴神経への分化が期待できる
GFP 発現マウス ES 細胞を難聴モデルマウス
の聴神経へ内耳膜迷路の破綻を回避するた
め小脳橋角部脳槽から移植した。 
聴神経障害難聴モデルマウスに対する移
植細胞の聴神経機能再生効果について、経口
免疫染色法により聴覚神経系の形態学的変
化を解析した。さらに、ABR法により聴覚機
能の回復を解析した。 
 
４．研究成果 
①4HNE 内耳内投与の影響 
ABR による聴力測定の結果、4-HNE 処理群
では濃度依存的に聴力が悪化したが、その聴
力の悪化は処理後 1 日に比べ 7 日では有意に
回復した。しかしながら、ファロイジン染色の結
果、有毛細胞に形態学的変化は認められなか
った。さらに、ヘマトキシリン染色を行ったところ、
組織学的変化は認められなかった。また、
4-HNE は処理後 1 時間以内に聴力悪化を引き
起こし、同経過後にFRAP assayを行ったところ、
4-HNE 処理マウスのらせん靭帯では、レーザー
照射後に蛍光強度の回復は全くみられなかった。
また、イムノブロッティング法の結果、4HNE 処理
24 時間後ではマウス蝸牛外側壁においてコネ
キシン 30 の発現が対照群に比べて有意に減少
した。また、ABR 測定の結果、PD150606 の前処
理は、4HNEによる聴力悪化を有意に抑制した。
以上の結果から、4-HNE は、蝸牛外側壁の細
胞間コミュニケーションの破綻を引き起こし、そ
の聴力悪化はカルパインインヒビターにより抑制
されることが明らかとなった。すなわち、感音性

難聴の発症メカニズムの一部に 4-HNE 産生を
介したカルパインの活性化が関与する可能性が
示唆された。 
 
②NOC18 および SIN-1 内耳内投与の影響 
聴力測定の結果、NOC-18 および SIN-1 処
理群では聴力の悪化が確認できた。しかしな
がら、ファロイジン染色では、有毛細胞に形
態学的変化は認められなかった。また、ヘマ
トキシリン染色においても組織学的変化は
認められなかった。さらに、SIN-1処理は 1 時
間以内に聴力悪化を引き起こすが、同時間経
過後のらせん靭帯において FRAP assay を行
ったところ、レーザー照射後に蛍光強度の回
復がみられた。以上の結果から、NO および
その生成物は内耳内の組織学的および機能
的変化を起こすことなく聴力を悪化させる
ことが明らかとなった。すなわち、内耳内で
の NO産生が感音性難聴の発症メカニズムの
一部に関与する可能性が示唆され、感音難聴
の治療において、内耳内 NOシグナルが新た
な創薬・治療ターゲットとなりうることが期
待された。 
 
③聴覚機能障害モデルマウスに対する細胞
移植細胞による聴力回復効果の評価 

GFP発現マウスES細胞を小脳橋角部脳槽
からマウス聴神経部分へ投与し、抗 GFP 抗
体を用いて、作成したマウス蝸牛切片につい
て免疫組織化学法により解析したところ、聴
神経において GFP 陽性細胞の生着が認めら
れ、Tuj-1（神経細胞マーカー）に対する抗体
に陽性であった。また、細胞を移植したマウ
スの聴力を ABR で測定したところ、対照群
に比べて、有意な聴覚閾値の低下が認められ
た。すなわち、感音難聴の治療において、ES
細胞を利用した細胞移植療法が新たな新規
感音性難聴の治療方法となりうる可能性が
示唆された。 
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