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研究成果の概要（和文）：老人性難聴の罹患人口は増加の一途にあり、予防法の確立が急務である。今回報告者
は、早期老化・老人性難聴モデルマウスSAMP1を用いて研究したところ、加齢とともに、CD4＋Tリンパ球に属す
る抑制性Tリンパ球（Treg）とインター ロイキン１受容体2型発現リンパ球（I1R2）とが増加することを見いだ
した。そこで、これらの細胞の少ない若年期のリンパ球を採取・保存して、5か月例（難聴発症予定時期）前か
ら定期的に静脈注射した。すると、難聴に加え、蝸牛の螺旋神経節の萎縮、血清中の一酸化窒素の低下が認めら
れた。したがって、TregやI1R2を除いたCD4＋Tリンパ球の接種が、老人性難聴を予防すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The population affected by presbycusis is steadily increasing, and there is 
an urgent need to establish preventive measures. This time, we conducted a study using SAMP1, a 
murine model of accelerating senescence and age-related hearing loss (AHL). As a result, we have 
found that regulatory T lymphocytes (Treg) and interleukin-1 receptor type 2 expressing lymphocytes 
(I1R2) belonging to CD4+ T lymphocytes increase with aging. Therefore, CD4+ T lymphocytes from young
 donors, which contain few numbers of Treg and I1R2 were collected and stored and were injected 
periodically intravenously before and after 5 months when the mice generally start to show AHL.
 The results indicated that this treatment overcame AHL, the atrophy of the spiral ganglion in the 
cochlea, and a decrease in serum nitric oxide. Therefore, it is likely that inoculation of CD4+ T 
lymphocytes excluding Treg and I1R2 is effective clinically to prevent presbycusis.

研究分野： 耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
障害のない健康な寿命をより長く過ごすことは人類の願いである。しかし、その研究はいまだ進歩が少なく、加
齢性（老人性）難聴についてもまだ予防法が確立していない。こうした加齢研究の遅れの理由として、ヒトでは
倫理の問題や長期の年月の必要性があげられる。そこで今回、モデルマウスを用いて研究した。
その結果、加齢とともに増加するリンパ球であるTreg、および、I1R2に着目し、これらの細胞が少ない若年時の
リンパ球を採取・保存し、難聴発症前後でこれを定期的に注射したところ難聴が予防された。したがって、将来
は同様の方法がヒトにも活かされ、老人性難聴が予防できるようになるのではと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

人口老齢化により老化関連疾患罹患人口も増加の一途にあるが、ヒトでの予防法はいまだ確

立していない。老人性難聴においても同様であり、予防法の確立が急務である。これまでに報告

者は、早期老化・老人性難聴モデルマウス SAMP1 を用いて研究し、CD4＋T リンパ球に属するイン

ター ロイキン１受容体 2型発現リンパ球（I1R2）と制御性 Tリンパ球（Treg）とが、加齢とと

もに増加することを見いだした（①、②）。そこで、これらの細胞を除去したリンパ球分画を、

5 か月齢（SAMP1 難聴発症予定時期）前から定期的に静脈注射した。すると、難聴に加え、蝸牛

の螺旋神経節の萎縮、血清中の一酸化窒素の低下が認められた。したがって、Treg や I1R2 を除

いた CD4＋T リンパ球の接種が酸化ストレスを軽減し、老人性難聴を予防すると考えられた。 

なお、インター ロイキン１受容体 2型発現リンパ球（I1R2、IL-1R2＋CD4＋T リンパ球）は、IL-

1 受容体 2 型を発現して IL-1 をブロックするため、免疫応答を抑制し免疫機能障害を示す。制

御性 T細胞（Treg、naturally occurring regulatory T リンパ球、CD25＋Foxp3＋CD4＋、あるい

は、FR4＋highCD4＋) は、老化した胸腺で多く産生され、全身に散布されて免疫機能を抑制し、組

織の萎縮ももたらす。 

 

２．研究の目的 

これまで報告者が示してきた「I1R2 と Treg を除いた CD4＋T リンパ球分画」の接種による老人

性難聴予防法をさらに発展させ、実際の臨床に応用できる難聴予防法を確立する。すなわち、

I1R2 や Treg が少ない若いマウス（８か月齢）からリンパ球を採取し凍結保存する。つぎにこの

細胞を、難聴の始まる前から後にかけて同系マウスに定期的に接種する。臨床では、患者の胸腺

萎縮時期(およそ 20 歳)より前にこの分画を採取・保存しておき、難聴発症確認時から自己に接

種していくシステムである。この手法により、難聴進行が予防できるのかを検討し、老人性難聴

の、ひいては老化・加齢の予防法解明の基盤を構築する。 

 

３．研究の方法 

早期老化・老人性難聴モデルの SAMP1 を 6 群に分ける。まず、2ヶ月齢 SAMP1 (ドナー)から

脾リンパ球を採取する（臨床では末梢血リンパ球に相当する）。ジメチルスルホキシド（DMSO）

とともに凍結して一旦保存する。SAMP1 は一般に５ヶ月齢で難聴が始まるので、SAMP1（ホスト、

各群 10 匹）の 4 カ月齢から 1.5 ヶ月ごとに 5 回、上記の細胞を解凍し静脈接種する(1x106個/

匹）（Fr 群）。凍結しない脾リンパ球の接種群（Lc 群）や生食の接種群（Sa 群）も作製する。ま

た、ホスト SAMP1 の 4・8ヵ月齢において、同系胎児胸腺移植(胸腺半葉を腎被膜下に移植)の群

（Th 群）を作製する。なお、報告者はこれまでの研究で、この胸腺移植は加齢性難聴を予防す

ること、また、開腹のみ行うシャム手術ではこの予防効果がないことを報告している（①）。こ

れらのホストの 12 ヶ月齢において、また、コントロール（無処置）の２ヶ月齢（2mo 群）、５ヶ

月齢（5mo 群）の群において、聴力検査（聴性脳幹反応、ABR。クリック刺激、および、4・12・

36Hz の純音）、脾リンパ球における Tリンパ球分裂能検査（MTT assay）、および、T1R2・Treg の

CD4＋T リンパ球分画内存在比率の検索（フローサイトメトリー）、血清一酸化窒素（nitric oxide, 

NO）、蝸牛（有毛感覚細胞・螺旋神経節細胞など）の病理組織学的・免疫化学的検査を行う。 



 

 

 

 

 

図 1．実験プロトコー

ル 

SAMP1 を 6群に分け

（1群 10 匹）このうち

4 群には 1.5 カ月に毎

5 回、生食や脾リンパ

球を静脈接種した。脾

リ ン パ 球 の ド ナ ー

(syngenic)として 2 か

月齢 SAMP1 を用いた。 

４．研究成果 

(1) SAMP1 はおよそ 5ヶ月齢で両側感音難聴が明らかとなり、その後加齢とともに閾値が増加す

るとされる。このマウスの CD4＋T リンパ球内に占める I1R2・Treg 占有率は、生食接種の 12 ヶ

月齢群（Sa 群）において上昇したが、ポジティブコントロール群の胎児胸腺移植群（Th 群）や

2ヶ月齢 SAMP1 をドナーとする脾リンパ球接種群（Lc群）で増加は軽度に押さえられていた。こ

れは、一旦凍結・保存され、解凍されたリンパ球の接種群（Fr 群）でも同様であった(図 2)。 
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図 2．リンパ球接種の加齢性 I1R2・Treg 増加への抑制効果(フローサイトメトリー) 

脾 CD4＋T リンパ球で。a)I1R2（CD121b＋CD4＋)、および、b）Treg（FR4＋highCD4＋)を検索したと

ころ、Sa 群で増加したこれらの細胞は、2か月齢ドナーからの定期的リンパ球接種により有意に

低下していた。 

 

(2) 内外有毛細胞密度(図 6)は今回のリンパ球接種によって明らかな変化を認めなかったが、T

リンパ球分裂能検査(図 3)、聴力検査（ABR、図 4）、螺旋神経節密度(図 5)、血清一酸化炭素濃

度(図 7)においてはいずれも、12 か月齢の Sa 群で見られるリンパ球分裂能低下 (図 3)、難聴

（図 4）、螺旋神経節萎縮(図 5)、血清一酸化炭素濃度上昇(図 7)は、実験群で抑制され、5か月

齢の 5mo 群と有意差を認めなかった。また、実験群の 3群ではいずれのアッセイにおいても有意

差を認めず、今回の焦点である凍結・保存・解凍リンパ球の接種は、難聴進行予防に十分な効果

を示すことが示された。 



 

 

 

 

 

図 3．リンパ球接種による、加齢性リンパ球機

能低下への予防効果（T リンパ球分裂能検査。

Concanavalin A を用いた MTT assay) 

12 か月齢の Sa群において有意に分裂能の 

低下が認められた。一方、同じ 12か月齢の 

実験群（Th、Lc、Fr）では 5mo と同等の値を 

示し、リンパ球分裂能が維持されていた。 

 

 

 

 

 

 

図 4．リンパ球接種の加齢性聴

覚機能低下への予防効果(聴性

脳幹反応、ABR。Click、純音 4, 

12、36 kHz ） 

2mo 群、5mo 群、12mo(Sa）群 

において、有意に加齢性難聴の 

進行が認められた。一方、同じ 

12 か月齢の実験群（Th、Lc、Fr 

）は有意に難聴の進行が抑制されており、

5mo 群と同等の聴力を保っていた。

 

 

 

 

 

図 5．リンパ球接種の螺旋神経節細胞萎縮への予防効

果（蝸牛の螺旋神経節細胞密度。病理組織学的検査、

HE 染色） 

Sa（12mo）群において、2mo 群や 5mo 群と比して 

有意な細胞密度低下、すなわち萎縮が認められた。 

一方、同じ 12か月齢の実験群（Th、Lc、Fr）の 

細胞密度は有意に保たれており、5mo 群と有意差を 

認めなかった。 
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図 6．リンパ球接種の有無で有毛細胞密度に変化を認めず（免疫蛍光染色、Texas  

Red-X  phalloidin） 

a)内有毛細胞（IHCs）と b)外有毛細胞（OHCs）を分けて細胞数をカウントした。Sa 群は他群 

と比して外有毛細胞数の低下を認めるものの、その他の値で有意差を認めなかった。 



 

 

図 7．リンパ球接種の血清一酸化窒素濃度抑制効果 (nitric 

oxide assay) 

Sa（12mo）群において、2mo 群や 5mo 群と比して有意な 

血清 NO濃度上昇が認められた。一方、同じ 12か月齢の 

実験群（Th、Lc、Fr）の濃度は 5mo 群と有意差を認めず、 

Sa 群に比し有意に NO産生が抑えられていた。 

(3) I1R2・Treg は免疫機能を抑制するが、これらの少ない CD4＋T リンパ球分画接種により Tリ

ンパ球機能が維持された（図 3）。したがって、今回の実験のリンパ球接種は細胞性（Tリンパ球

生）免疫若返り処置であり、これが老人性難聴を予防する可能性が考えられる。Yousefzadeh ら

も（③）マウスを用いた実験において、血液細胞の移入によって老化を操作できることを示した。

すなわち、免疫老化を起こさせると（DNA修復タンパクをコードするErcc1を選択的に欠失させ、

内因性 DNA 損傷が増加した造血幹細胞を移入）固形器官の老化も進行し、一方、野生型若年マウ

スからの造血幹細胞の移入ではこの老化が軽減した。最近、慢性関節リウマチや乾癬、アレルギ

ー性疾患に対し、およそ月１回の注射による生物学的製剤治療が普及してきた。したがって、1.5

か月毎に自己リンパ球を接種する老化予防法は、実際の医療現場でも受け入れられる治療と考

える。 

 

(4) 老人性難聴には内耳局所の因子（遺伝子、強大音暴露）とともに、全身の環境因子（酸化ス

トレス、運動、食物摂取、免疫老化や慢性炎症など）が関与する (④、⑤)。この中で運動・食

物摂取制限・抗酸化物質内服は、酸化ストレスを抑制するとされるものの、免疫機能との関連性

は明確にされていない。報告者は以前、食物摂取制限が Tリンパ球の IL-2 受容体の発現を亢進

させ免疫機能を賦活させることを報告した（⑥）。免疫若返りによって酸化ストレスが抑制され

老人性難聴予防に至るのか、酸化ストレス抑制が免疫機能亢進・老人性難聴予防につながるのか

は、今後の検討課題である。また、今回の若年ドナーのリンパ球の保存と定期的接種は、難聴予

防に焦点を絞ったが、広く老化関連疾患の予防に向け今後一層発展すべき分野と考える。 
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