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研究成果の概要（和文）：数種の遺伝子改変マウスを用いて特に酸化ストレスと老化による蝸牛の変性・老人性難聴の
進行について解析した。スーパーオキシドディスムターゼ (SOD) は細胞内に発生したスーパーオキシドアニオン（活
性酸素）を分解する酵素である。MnSODのヘテロマウスでは蝸牛内の老化に伴う酸化ストレスは増悪するが、15カ月齢
まで血管条、有毛細胞、ラセン神経節細胞の変性や難聴の加速は見られなかった。Glutathione Reductase（GR）は酸
化型グルタチオンを還元型にする反応を触媒するが、GRのノックアウトマウスでは蝸牛の発生・発達に影響は無いが、
高音域の難聴が増悪することが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the association of oxidative stress and age-related hearing loss (
AHL) using several transgenic mice in which the oxidative stress is enhanced or suppressed. We first exami
ned whether reduction in manganese superoxide dismutase (Mn-SOD) accelerated AHL. At 16 months, immunoreac
tivity of 8-hydroxydeoxyguanosine was significantly greater in Mn-SOD heterozygous knockout (HET) mice com
pared to WT mice, but that of 4-hydroxynonenal did not differ between them. Age-related ABR threshold shif
ts and the extent of cochlear degeneration did not differ between WT and HET mice, suggesting that decreas
e of Mn-SOD by half increases oxidative stress in the cochlea to some extent but does not accelerate AHL. 
In contrast, glutathion reductase knockout mice exhibited acceleration of ABR threshold shifts at high fre
quencies, suggesting that oxidization of glutathione is crucial in the development of AHL.
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１． 研究開始当初の背景 
 

65歳以上の25-40 %､75歳以上の40-66%､85

歳以上の80%以上が老人性難聴に罹患する

と推定される。聴力障害は高齢者のQOLや社

会活動に大きく影響するため、その予防法

の確立が急務であるが、老人性難聴の研究

は少なく､発症機序には不明な点が多い。 

老化の原因にはいくつかの説があるが、酸

化ストレス説とミトコンドリア機能障害説

の二つが主に考えられている。蝸牛では加齢

に伴って酸化ストレスが増加し、内在性 free 

radical scavenger の superoxide dismutase

（SOD）が減少する事、Cu/Zn SOD の欠失マウ

スで加齢による難聴が加速して進行するこ

とが報告されている。我々は C57BL/6 マウス

の蝸牛内では酸化ストレスによるDNA damage

が 増 加 す る 事 、 内 在 性 free radical 

scavengerの一つであるcatalaseを過剰発現

したｍCAT マウスでは老人性難聴が抑えられ

る事、ミトコンドリア内の free radical に

対する scavengerを投与するとC57BL/6マウ

スの老人性難聴が予防できる事などを報告

している。ミトコンドリアの障害については、

ミトコンドリア DNA（mtDNA）の老化に特徴的

な欠失（common deletion）が老人性難聴の

側頭骨で増加する事、ラットでも common 

deletion が老化蝸牛で増加し、酸化ストレス

と相関する事が報告されている。我々は

mtDNAの変異が蓄積するマウス（POLGマウス）

を作成し、若年齢から蝸牛の apoptosis によ

り難聴を来すことを報告した。またカロリー

制限によりC57BL/6マウス蝸牛でのミトコン

ドリア機能低下が抑制されて老人性難聴が

抑えられる事、酸化ストレスによる Bak 発現

亢進がapoptosisを引き起こして老人性難聴

が生じる事を見出している。 

しかしながら老人性難聴の発症機序につ

いてはまだ未知の部分が多く、モデル動物な

どを駆使して解明していく必要がある。 

 

２．研究の目的 
 

マウスにおける老人性難聴の発症機序を

明らかにし、ヒトにおける老人性難聴の予防

方法に提唱することを目的とする。特に酸化

ストレスとミトコンドリア障害の関係など

老人性難聴発症機序の本質について、遺伝子

改変マウスを多用して明らかにする。またマ

ウス蝸牛において老人性難聴により発現変

化する遺伝子群、カロリー制限や遺伝子修飾

で変化する遺伝子群も調べる。また騒音暴露

など遺伝外因子による老人性難聴の影響に

ついて調べる。 

 

３．研究の方法 

 

遺伝子改変マウスにおおける酸化ストレ

スとミトコンドリア障害の関係など老人性

難聴発症におけるシグナル伝達の詳細な機

序を調べた。MnSOD heterogenous knockout 

mouse (HET ）、 glutathione reductase KO

（GRKO）マウスを用いて検討し、HET マウス

では音響暴露に対する易受傷性の亢進につ

いても検討した。  

聴力の測定は ABR により行う。実験開始前

に ABR 閾値を測定し、研究室の正常範囲から

外れる動物は実験から除く。測定は希釈した

ケタミン・キシラジンの麻酔下に行い、刺激

音はトーンバースト（4､8､16kHz）で 5dB お

きに測定した。 

蝸牛障害の組織判定と免疫染色はパラフ

ィン切片で行い、apoptosis については

caspase に対する免疫染色と TUNEL 法を、酸

化 ス ト レ ス に つ い て は 8-hydroxy 

deoxyguanosine、4-hydroxynonenal に対する

免疫染色で調べた。 

音響外傷はノイズボックス（リオン社製）

を用い、覚醒状態でノイズボックス内の金網

に入れ、オクターブバンドノイズ  に暴露し

た。 

蝸牛の遺伝子解析は既報（Someya S et al. 



PNAS 2009）のようにマウスを頸椎脱臼して

蝸牛組織を氷の上で手術用顕微鏡下に素早

く摘出し、液体窒素で凍結、-80℃冷凍室で

保管、total RNA の抽出は TRIZOL 法で行った。 

また遺伝子改変動物や老化による蝸牛内

のミトコンドリア機能の変化を評価する方

法の確立を目指し、マウス蝸牛培養および細

胞株を用い、Extracellular Flux Analyzer

（EFA）による酸素消費速度や細胞外酸性化

速度測定を行った。また膜電位感受性色素

tetramethyl rhodamine ethyl ester（TMRE）

を用い、共焦点レーザー顕微鏡下で、ミトコ

ンドリア膜電位を蛍光強度測定する実験系

の確立を目指した。 

 

４．研究成果 

 

Glutathione Reductase のノックアウトマ

ウス（GRKO）は 2カ月齢では野生型との比較

で ABR 閾値の差や組織の差は無く、蝸牛の発

生・発達に Glutathione Reductase 欠損の影

響は無いことが判明した。カロリー制限によ

る老人性難聴の抑制効果は野生型では 15 ヶ

月まで認められているが、GRKO マウスでは明

らかではない。また通常食摂取では高周波数

において GRKO マウスで難聴が加速する結果

が出ている。このことは Glutathione 

reductase の老人性難聴抑制における重要な

役割を示唆しており、現在 DNA マイクロアレ

イにより、関係するシグナル系の動きにつき

る解析中である。 

Manganese SODのヘテロマウス（HET）は15

ヶ月齢では野生型より蝸牛内の

8-hydroxydeoxyguanosineの発現が増加した

が、蝸牛内4-hydroxynonenal発現、ABR閾値、

血管条、有毛細胞、ラセン神経節の組織変性

にHETと野生型マウスの間に明らかな差はな

かった。MnSOD半減によって蝸牛内酸化ストレ

スは軽度上昇するものの老人性難聴は進行し

ないことが判明した。なお音響暴露ではHET

マウスでABR閾値上昇が得られる傾向にあっ

たが、結果は安定せず、継続中である。この

ほか、タウリントランスポーター欠損マウス

等、いくつかの遺伝子改変動物について老化

による難聴進行を計測中である。 

蝸牛のミトコンドリア機能測定はpilot 

studyとしてSCC9細胞株を用い、レチノイン酸

投与によるミトコンドリア機能障害の測定が

EFA により正確にできることを確認した。蝸

牛培養細胞を用いた解析は全細胞では可能で

あり、有毛細胞sortingのため、有毛細胞をGFP

でマーキングする手法を試み、ほぼ確立でき

ている。また蝸牛培養組織全体を共焦点レー

ザー顕微鏡下で観察したところ、培養液にゲ

ンタマシンを加えると蝸牛上皮の酸素消費速

度が障害されることが明らかとなった。 
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