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研究成果の概要（和文）：これまでの研究から，高血糖に伴う難聴者の内耳には血管障害などの形態変化が生じ
ることが知られているが，その原因は明らかにされていない。本研究ではメタボリック症候群モデル動物の内耳
を用いた分子生物学的解析を行った。その結果，炎症性サイトカインの発現増加，脂質代謝関連蛋白質，成長因
子の発現低下が認められた。さらに，実験動物の内耳組織を高血糖状態で培養することで，糖尿病と内耳組織変
化の関係を検討できる実験モデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have shown that the  morphological changes such as vascular
 disorder in the inner ear of patients with hearing loss. However, the cause has not been clarified.
 In this study, molecular biological analysis using the inner ear of metabolic syndrome model 
animals was performed. As a result, increased expression of inflammatory cytokines, lipid 
metabolism-related proteins, and decreased expression of growth factors were observed. In addition, 
we constructed an experimental model that can investigate the relationship between diabetes and 
inner ear tissue change by culturing the inner ear tissues of experimental animals in hyperglycemic 
state.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病に代表されるメタボリック症候群
患者では，全身の組織が糖化ストレスに曝露
されることより，様々な健康障害が生じると
されている。わが国における発症頻度は
16-25％とその対象は非常に多い。動脈硬化
に代表される血管性病変を通じて，重篤な疾
患の原因となるだけでなく，老化を促進する
ことが知られている。内耳においては，糖尿
病患者には感音難聴の発症率が高いことが
過去の疫学研究で明らかにされている
（Miller JJ, et al.1983, Tay HL, et al. 
1995）。 
 これまでの研究から，高血糖に伴う難聴者
の内耳では感覚細胞障害，らせん神経節細胞
障害，血管条の萎縮といった形態の変化が原
因であることが知られている（Kakarlapudi 
V, et al.2003）。しかし，これらの組織的変化
を生じる原因は明らかにされていない。我々
はメタボリック症候群モデルマウス TSOD
を解析することで，このマウスに加齢に伴う
難聴が出現することを明らかにした。さらに，
組織学的には内耳の微細血管の狭小化が生
じ、その後に感覚細胞や神経節細胞が障害さ
れることを，報告してきた。 
  
２．研究の目的 
 
 本研究では，高血糖状態における内耳での
変化を，解明することを目的とした。 
 そのためにはメタボリック症候群モデル
マウス TSOD と対象動物の内耳における遺
伝子発現について，網羅的に解析する。さら
に，内耳組織を高血糖状態で培養することで
生じる変化について検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)内耳における遺伝子発現 
TSOD（メタボリック症候群モデルマウス），
TSNO（TSOD のコントロール動物）の側頭骨を，
深麻酔下に摘出した。氷上で解剖を行い，内
耳組織を摘出し， mRNA を抽出，-80 C̊で保
存した。左右2個で1検体としてRNeasy® Plus 
Universal Mini Kit を用いて mRNA を抽出し
た。逆転写で cDNA を作成し、Affimetrix 
GeneChip®を用いてmRNAの遺伝子発現を検討
した。 
 
(2)高血糖状態における培養組織の変化 
 メタボリック症候群モデル動物の内耳に
ついて，in vitro モデルを作成する目的で，
高糖濃度培地を用いた内耳器官培養系の確
立を目指す。具体的には，卵形嚢培養は過去
に報告した方法（Sugahara et al, 2006）で
CO2 インキュベーター内で行うが，培地を変
更することで，メタボリック症候群に類似し
た環境を，網膜神経節細胞の培養で行われて
いる方法(Shanab AY et al, 2012)を参考に
作成する。高糖濃度培地（通常培地に

D-glucose（45 mM）等を追加）したもので内
耳組織を培養，24 時間後に固定，免疫組織化
学（抗カルモデュリン抗体）を行い，有毛細
胞の残存率を評価した。高糖濃度の程度を変
えることで，有毛細胞障害の程度を検討し，
内耳高糖濃度培養系を作成した。 
 
４．研究成果 
(1)内耳における遺伝子発現 
 TSOD マウスと TSNO マウスの 2 群間におい
て内耳の遺伝子発現の比較統計解析を行っ
た。解析対象となる遺伝子数は 28944 である
が，P＜0.01 の条件を通過し、発現比＞
1.5(=Log2 ratio＞0.585)および発現比＜
0.66(=Log2 ratio＜0.585)の条件を通過する
遺伝子数は 521 であった。遺伝子の階層型ク
ラスタリングをPearson相関係数に基づき実
施し、Z-scale 化後の発現値を反映した
HeatMap 画像を作成した。TSOD マウスにおい
て 176 遺伝子は発現が上昇しており， 345
遺伝子は減少していた。（図 1） 

 この中より代表的なものを抽出して検討
してみると，IGF-1，FGF-7，FGF-12 等の栄養

因子と呼ばれる分子やその受容体の発現が
減少していた。IL-1 等の炎症性サイトカイン
の発現は増加していた。非常に多くの遺伝子
発現が変化していることから，これらの分子
を詳細に検討することで，今後，糖尿病患者
に多い難聴の原因解明に繋がる可能性があ
ると考えた。 
 
(2)高血糖状態における培養組織の変化 
様々な濃度のブドウ糖を添加した培地にお



いて，マウス内耳組織（摘出卵形嚢）を培養
した。組織学的に有毛細胞の生存について検
討したが，24時間の培養期間では大きな変化
が認められなかった。今回の研究期間内では
十分条件設定ができなかったが，培養期間を
延長することで，有用な研究モデルにできる
可能性があると考えた。 
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