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研究成果の概要（和文）： 

突発性難聴の新規治療法を探索する目的で、ナノカプセル型人工酸素運搬体（LEH）による虚

血性内耳障害の防御効果を実験動物で検討した。その結果、高酸素親和性 LEH、低酸素親和性

LEH、赤血球、生食の順で、ABR閾値上昇や内有毛細胞脱落が軽減された。LEHは直径約0.2μm

の顆粒状に精製されており、赤血球が到達できない末梢にまで酸素を供給できることから、高

気圧酸素療法に置き換わる治療薬になりうる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To test liposome-encapsulated hemoglobin (LEH) in transient cochlear 

ischemia/reperfusion as a model of sudden deafness, Mongolian gerbils were randomly 

assigned to receive 2 mL/kg of either low-affinity LEH (l-LEH, P50O2 = 40 mm Hg), 

high-affinity LEH (h-LEH, P50O2 = 10 mm Hg), homologous red blood cells (RBCs), or saline 

(each group n = 6) 30 min before 15-min occlusion of the bilateral vertebral arteries and 

reperfusion. As a result, h-LEH was significantly more protective than l-LEH in suppressing 

hearing loss, in contrast to RBC or saline treatment. The results suggested that 

pretreatment with h-LEH is significantly more protective than l-LEH in mitigating hearing 

loss and underlying pathological damage, in contrast to transfusion or saline infusion. 
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１．研究開始当初の背景 

突発性難聴の原因は未だ不明であるが、

「ある日、突然発症する」という特徴から

その病態に循環障害が関与すると推察さ

れる。治療にはステロイドとともに高気圧

酸素療法が有効とされるが、高気圧酸素療

法には大規模な装置と操作する人員が必

要であり、実施可能な施設は限られる。 

人工酸素運搬体は、酸素を末梢組織に運

ぶという赤血球の機能を代行する合成物

質である。本邦で開発されたナノカプセル

型人工酸素運搬体である LEH(liposome 

enveloped hemoglobin)はヘモグロビンを

リポゾ－ム膜内に封入したもので、構造や

代謝経路が赤血球に類似していることか

ら、生体内での安定性は極めて高い。これ

までの基礎研究で、脳梗塞や心筋梗塞の障

害防御、創傷治癒促進、癌細胞の放射線感

受性増強などの効果が証明されており、新

しい原理の治療薬として期待されている

(図 1)。 

我々は突発性難聴治療の鍵は虚血障害

の防御・再生にあると考え、一貫してこの

課題の研究を進めてきた。末梢細胞にまで

酸素を運搬・供給するという斬新な発想は、

これまでの虚血障害プロセスの遮断に主

眼をおいた研究とは視点が異なり、不足す

る酸素を積極的に供給して治癒促進を図

るというもので、突発性難聴の治療戦略構

築におけるブレ－クスル－となりうる。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 h-LEH と l-LEH の酸素結合能。h-LEH

は赤血球（RBC）よりも酸素濃度が低いとこ

ろで酸素結合能が高く、虚血部位に多くの酸

素を供給することができる。 

 
 
２．研究の目的 

一過性内耳虚血を惹起した動物モデル

を用いて１）ナノカプセル型人工酸素運搬

体 LEH の酸素親和性と障害防御効果、２）

LEH の至適容量、３）therapeutic time 

windowを有効にするためのLEHの至適投与

タイミング、など LEH の内耳虚血障害に対

する防御効果を pilot study として検証し、

ナノカプセル型人工酸素運搬体LEHの臨床

応用の可能性を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

 実験動物には同一系列のスナネズミ（12

～16 週齢）を用いた。スナネズミは Willis

動脈輪の後交通動脈がなく前脳と後脳の

動脈支配が独立しているので、頚部で両側



 

 

椎骨動脈を遮断することにより、開頭せず

に内耳虚血を惹起することができる。 

 全身麻酔を施し、両側の椎骨動脈を頚部

で露出、絹糸を用いて 15 分間、血流を遮

断した(図 2)。血流再開の直前に下記のい

ずれかの処置を加え、①24時間後の行動評

価、②1, 4, 7 日目の ABR による聴力測定、

③7 日目の組織学的評価を行った。なお、

薬剤の投与には微量注入器を用い、大腿静

脈より 0.1ml/min のスピードで静注した。

投与した薬剤の種類、投与量は下記のとお

りである。 

1) 高酸素親和性 LEH(P50=10mmHg),h-LEH  

2ml/kg 

2) 低酸素親和性 LEH(P50=45mmHg),ｌ-LEH  

2ml/kg 

3) 洗浄同種赤血球,Washed RBC 2ml/kg 

4) 生理食塩水,saline=vehicle 2ml/kg 

 

 

図 2 A.椎骨動脈の同定、B。両側の椎骨動

脈に糸をかけ牽引する。これで脳底動脈の

分枝である迷路動脈の血流が遮断される。 

 

 (1)聴力の評価 

 操作終了後、動物を動物飼育室に戻して飼

育を続行した。翌日、4日後、7日後に動物を

実験室に戻し、ketamine (50 mg/kg) と

xylazine (1 mg/kg)を筋注して麻酔を施し、

聴性脳幹反応(auditory brainstem 

response,ABR)の測定を行った。検査には8、

16、32kHzのtone burst音を用い、5dBステッ

プで測定を行い、加算回数は1000回とした。 

（２）組織学的評価 

 虚血 7日目の ABR 測定に引き続き、動物を

深麻酔にかけて断頭し、側頭骨から耳胞を取

り出した。4％パラホルム・アレデヒドにて

固定後、surface preparation 法によって顕

微鏡下にコルチ器を採取した。虚血による内

耳障害が最も顕著な基底回転を摘出し、

Rhodamine-phalloidin と Hoechst33342 を用

いて二重染色を施し、これを蛍光顕微鏡下に

観察、内外有毛細胞の脱落細胞の割合を計測

した。 

 なお、統計学的検討には Mann-Whitney U

検定を用い、p＜0.05 を有意差ありと判定し

た。 

 

４．研究成果 

 虚血前のABR閾値を0として、h-LEH, l-LEH,

同種赤血球、生食群における一過性虚血後 1、

４、7日目の ABR 閾値の変化を図 3に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
図 3 虚血前後の 8kHz, 16kHz, 32kHz におけ
る ABR 閾値の変化 



 

 

○-○：h-LEH、△-△：l-LEH、▲-▲：RBC, 

●-●：生食 

8, 16,32kHz のすべての周波数において赤血

球群の ABR閾値は生食群との比較で差は見ら

れなかったが、h-LEH や l-LEH 投与群では閾

値上昇は有意に抑制された。h-LEH と l-LEH

との比較では、前者の方が後者よりも ABR 閾

値上昇を抑制する効果は大きかった。 

組織学的変化の指標には一過性内耳虚血

で典型的に見られる内有毛細胞の脱落率を

用いた。虚血 7 日後における h-LEH、l-LEH、

同種赤血球、生食群の代表例の内耳所見を図

4 に示す。生食群と赤血球群では内有毛細胞

の核消失や聴毛の脱落が散見された。これに

比べ、h-LEH や l-LEH 投与群では内有毛細胞

の脱落は少なかった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４Hoechst33342 染色（上段、青色）と

Rhodamine-phalloidin 染色（下段、赤色）の

有毛細胞所見。矢印は脱落した細胞 

 

内有毛細胞の脱落率を計測したところ、赤

血球群は 15.0+2.2％、生食群は 14.5+2.5％

であった。一方、h-LEH や l-LEH を投与した

郡では脱落率は極めて少なく、h-LEH 群で

3.7+1.2％、l-LEH群では 6.5+1.2％であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 内有毛細胞(inner hair cell, IHC)と

外有毛細胞(outer hair cell, OHC)の脱落率 

 

このように両者を比較すると、h-LEH 群の方

が有意に脱落抑制効果は強力であった（図 5)。 

以上の結果から、一過性内耳虚血による障

害は h-LEH、l-LEH、同種赤血球、生食の順で

軽微であり、LEH, とりわけ h-LEH は有力な

突発性難聴の治療薬になりうる可能性が示

された。なお、h-LEH、l-LEH の投与によると

思われる副作用は認められなかった。 
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