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研究成果の概要（和文）： 

C57BL/6マウスは加齢による感音難聴の動物モデルとして広く使用されている。加齢による難聴

の進行とともに、核酸の酸化ストレスマーカーの発現増強を認め、酸化ストレスが増加してい

ると考えられる。蝸牛全体のタンパクを抽出し、質量分析でプロテオミクス解析を行うと、ミ

トコンドリア関連タンパクや抗酸化酵素の発現低下を認めた。内耳の器官培養を用いて、成長

因子投与後のシグナル伝達を、免疫組織染色により評価する方法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The C57BL/6 mouse is used as animal models of the sensorineural deafness by the aging widely.  We 

show the expression of oxidative stress marker reinforcement of the nucleic acid with aging, and 

oxidative stress is considered to increase.  Proteomics analysis revealed the decrease of 

mitochondria-related proteins and antioxidant enzymes. Using organ culture of the inner ear, we 

established a method to evaluate signal transduction after the growth factors administration by 

immunohistochemistry. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年、わが国では高齢者人口の増加とともに
加齢による難聴は重大な問題になってきた。
加齢による難聴は高齢者の生活の質を大い
に低下させ、加齢による難聴の大部分は感音
難聴による。従って加齢による感音難聴の予

防は急務の重要な課題である。国内最大規模
の長期縦断疫学調査の結果では、騒音曝露の
既往が、加齢による感音難聴の増悪因子にな
ることが判明した（ Int J Audiol. 2005, 

Uchida Y et al）。また動物実験では、若齢の
マウスに騒音曝露の負荷を行うと、その後の
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加齢による感音難聴が増悪し、蝸牛の神経変
性が進むことが報告されている（J Neurosci. 

2006, Kujava SG et al）。また騒音暴露は加
齢による難聴の増悪因子でありその対策も
重要と考えられた。C57BL/6 マウスを含め、
加齢性難聴感受性遺伝子座Ahlをもつマウス
系統は、騒音性難聴にも感受性があり、加齢
性難聴と騒音性難聴の発症には、共通の遺伝
子の関与も示唆され、加齢性難聴と騒音性難
聴において、その発症要因は大いに関連があ
る。 

 

２．研究の目的 

加齢性難聴と騒音性難聴など内耳性難聴の
病態解明と治療法・予防法の確立を目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

加齢性難聴のマウスモデルを用い、細胞障害
のストレスマーカーを免疫組織学的に評価、
蝸牛全体のタンパクについて網羅的解析を
行う。また内耳の器官培養により、栄養因子
投与後のシグナル伝達の変化を免疫組織学
的の評価した。 
聴覚機能の評価には、聴性脳幹反応検査を周
波数別に閾値を検討することにより、聴力測
定した。 
 
４．研究成果 
正常細胞における酸素消費量のうち約 95%は
正常に代謝され H2O が産生されるが、約 2%
～5%は副産物として活性酸素 (O2-, H2 O2, 
OH-) を 生 じ る 。 活 性 酸 素 は SOD, 
CAT(catalase), GPx (glutathione 
peroxidase), VitE, VitC などの抗酸化物質
で消去され、バランスを保っている。活性酸
素の細胞毒性（酸化ストレス）は脂質への障
害は脂質過酸化、DNA の酸化に代表される。
加齢とともに核酸の酸化ストレスマーカー
である 8-OG（ハイドロキシグアノシン）や、
脂質過酸化のマーカーである MDA（マロンデ
アルデヒド）の発現増強を認め、酸化ストレ
スが増加していると考えられる。NOは蝸牛に
おいて神経伝達や血流の調節また病的な状
態での細胞毒性の誘導など重要な役割を果
たしていると考えられている。NO は NO 合成
酵素（NOS）により産生される。NOSはカルモ
ジュリン依存性酵素で細胞内 Ca2+の増加が活
性化の引き金となる構成型 NOS (NOS I, III)
と、カルモジュリンがもともと酵素に強固に
結合しており細胞内 Ca2+の増加を必要としな
い誘導型 NOS (NOS II)に分類される。NOSに
より産生された NO は可溶性グアニル酸シク
ラーゼを活性化しサイクリック GMP (cGMP)
の産生増加を介し細胞内で様々な機能を発
揮する。誘導型 NOS (NOS II)は構成型 NOSと
比べ、100 倍から 1000 倍も大量の NO を産生

する。産生された NOは O2-と反応し、強いラ
ジカルであるペロキシニトレート(ONOO-)を
産生する。NOS II やその下流の sGC や cGMP
の発現増強も認めるとともにペロキシニト
レートのマーカーであるニトロチロシンの
発現増強も認めた。蝸牛全体のタンパクを抽
出し、質量分析でプロテオミクス解析を行う
と、発現の低下しているタンパクは、Gene 
Ontologyにより分子機能、生物学的プロセス、
細胞内構成要素から機能分類を行うと、細胞
内の代謝に関するものが多く、ミトコンドリ
ア関連タンパクや抗酸化酵素の発現低下を
認めた。内耳の器官培養を用いて、成長因子
投与後のシグナル伝達を、免疫組織染色によ
り評価する方法を確立した。in vitroの系で
成長因子（VEGF）の刺激下で、ERK1/2のリン
酸化が起こる経路を確認した。 
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