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研究成果の概要（和文）：突発性難聴の原因の一つである一過性内耳虚血の病態を実験動物で

検討した。1) プロテオーム解析の結果、虚血負荷により内耳には GPCRs Class A と Peptide GPCRs

をコ－ドする遺伝子の発現が顕著であり、臨床例での検討が期待された。2)高度虚血に先行し

て軽度虚血を負荷しておくと、内耳障害は有意に軽減され、内耳にも虚血耐性が備わっている

ことが証明された。3)虚血直後に、アポトーシス阻害剤である AM-111 を正円窓上に留置する

と内耳障害は濃度依存性に軽減された。 

 

研究成果の概要（英文）：Pathology of transient cochlear ischemia as a cause of sudden deafness was 

investigated in gerbils. 1) Proteomic analysis showed that two genes, encoding GPCRs Class A and 

Peptide GPCRs, were dominantly expressed, suggesting needs for clinical study. 2) Cochlear damage 

was ameliorated by applying minor ischemia 2 days before major ischemia  3) Administration of 

AM-111, an apoptosis inhibitor, on the round window membrane was proved effective in decreasing 

damage of the cochlea. 
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１．研究開始当初の背景 

一過性内耳虚血は突発性難聴の有力な原因の

一つであるが、その病態やメカニズムについて

は未だ不明な点が多い。そこで本研究は、一過
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性内耳虚血の動物モデルを作成し、虚血によっ

て惹起される内耳病態の解明、内耳における虚

血耐性の作用機序、内耳感覚細胞のアポトーシ

スとその治療、の３つの視点から突発性難聴の

新しい診断・治療法開発を目指した。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、虚血性内耳障害や虚血耐

性、虚血後の内耳再生に関与するタンパク質を

同定し、内耳虚血の新しい診断法や治療法開

発への道筋をつけることにある。 

実験にはスナネズミを用いた。この動物は生

後 2～3 週頃にウイリス動脈輪の後交通動脈が

自然閉塞することから、頸部で両側の椎骨動脈

を絞扼することにより開頭せずに一過性内耳虚

血が惹起できる。 

この動物を用いることで、1)虚血により内耳で

発現する遺伝子や蛋白質を探求する、2）突発

性難聴の再発が稀な理由として、内耳虚血耐性

の可能性を探索する、３）虚血障害を防御するた

めにアポト－シス阻害剤の効果を検証する、の３

項目について研究を行った。 
 
３．研究の方法 

1) 内耳虚血で変化する遺伝子の機能解析 

実験動物に一過性内耳虚血を負荷した後、

蝸牛骨壁を除去、Isogenを用いてtotal RNAを抽

出した。これをBiotinでラベルしhybridizationを

行った後、microarray法を用いてプロテオーム

解析を行った(Applied Biosystems Japan, Tokyo, 

Japan)。その結果からコントロ－ルと比べ 5 倍以

上変化した遺伝子を Gene Ontology system 

(http://www.geneontology.org/) およびGene 

Map Annotator and Pathway Profiler 

(GenMapp、http://www.genmapp.org/)を用いて

検索し

2) 虚血耐性メカニズムの解明 

、遺伝子の機能解析を行った。 

虚血耐性は「軽度虚血を先行負荷すると、そ

の後の致死的虚血による障害が軽減される」現

象である。そこで先行する軽度障害には 2 分間

虚血を、高度障害には 15 分間虚血を用いて実

験を行った。高度虚血をおこす２日前に軽度虚

血を負荷し、７日後に ABR 測定や組織学的検

査を行い、先行虚血の影響を検討した。 

3) アポトーシス阻害剤の効果 

虚血３０分後に、アポトーシスを阻害する薬剤

である AM-111(Apoptosis の JNK inhibitor)を投

与し、一過性虚血による内耳障害が軽減される

か否かを、ABR 測定ならびに組織学的に内耳

標本を作製して検討した。 

 

４．研究成果 

1) 遺伝子解析 

虚血後に遺伝子解析を行った結果、コントロ

－ルと比べ５倍以上変化した（up-regulate）され

た遺伝子は、2 分間虚血で 454 遺伝子、15 分間

虚血で 453 遺伝子であり、共通して増加してい

たのは 155遺伝子であった。一方、1/5以下に減

少した遺伝子は 2 分間虚血で 342 遺伝子、15

分間虚血で361遺伝子であり、88遺伝子が共通

して減少した。  

これら遺伝子の機能解析を行ったところ、2 分

間虚血では G protein-couples receptor (GPCRs) 

Class A Rhodopsin-like が、15 分間虚血では

GPCRs Class A Rhodopsin-like と Peptide 

GPCRs をコ－ドする遺伝子の発現が顕著であっ

た。 

以上の結果から突発性難聴の患者でこのよう
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な遺伝子が変化している場合は虚血が原因で

あると推察できることが分かった。 

2) 虚血耐性 

15 分間虚血による ABR 閾値上昇は 23.4± 

8.9dB (n=16)であったが、2日前に 2分間虚血を

追加した場合、閾値上昇は 12.9±9.4dB (n=12)

であり、軽度虚血を先行負荷することにより内耳

障害は有意に軽減された。 

このことは脳や心臓と同様、内耳にも虚血耐

性のメカニズムが備わっていることを意味する。

突発性難聴で再発が稀な理由の一つと考えら

れる。 

3) アポトーシス阻害剤の効果 

虚血後に正円窓上に AM-111 ゲルを留置す

ることにより、内耳障害は濃度依存性に軽減され

た（下図、矢印は脱落した外有毛細胞）。本剤は

虚血性内耳障害の治療に効果があるだろうと推

察した。 
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