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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは難聴の原因になることが知られている。本研究では、抗酸化能を増強
した（Nrf2経路を活性化した）keap-1ノックダウンマウスを長期飼育し、その聴力と内耳の組織を検討した。抗
酸化を増強したマウスでは、12ヶ月後の内耳の細胞の変性が少なく、正常例でみられる加齢性難聴の変化を、低
音部から中音域で予防できることを明らかにした。
一方で、酸化ストレスに脆弱な遺伝子変異マウス（Nrf2欠損）を用い、運動が加齢性難聴の予防に働くかどうか
を検討した。現時点で運動負荷の条件設定が難しく、有意差のある結果は得られていない。

研究成果の概要（英文）：Oxidative stress is known to cause hearing loss. In this study, we raised 
keap-1 knockdown mice with enhanced antioxidant capacity (activated the Nrf2 pathway) for a year and
 examined their hearing and cochlea tissue. In mice with enhanced antioxidation, it was found that 
there was less cell degeneration of the inner ear after 12 months, and that changes in age-related 
hearing loss seen in normal cases could be prevented from the low to mid-frequency range. 
On the other hand, we used mutated mice (Nrf2 deficiency) that are vulnerable to oxidative stress to
 investigate whether exercise works to prevent age-related hearing loss. At present, it is difficult
 to set the exercise load conditions, and no significant difference has been obtained. 

研究分野：耳鼻咽喉科学

キーワード： 加齢性難聴　酸化ストレス　Nrf2経路　マウス　運動

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会となった本邦では、75歳以上で男女ともに6割以上が難聴になると報告されており（内田ら、日老医
誌 2012）、コミュニケーション能力や精神機能の低下を防ぐために、難聴の予防や治療が重要な課題になって
いる。本研究では、抗酸化能を増強したkeap1ノックダウンマウスを用いた実験で、正常マウスに比べて12ヶ月
後の聴力低下ならびに内耳組織の変性が少ないことを明らかにした。この成果は、加齢性難聴を予防するうえ
で、抗酸化能の強化を励行する基礎的な根拠になると考えられる。一方、目的の一つであった、難聴予防におけ
る運動の効果は検証できておらず、今後の継続的な研究課題と考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
加齢性難聴の予防は超高齢化社会を迎えるこれからの時代において、高齢者がコミュニケーション

を保ち充実して生活するために、また認知症やうつ病の発症を予防するために、非常に重要な課題

と考えられている。加齢性難聴に対して現在までに確立された予防法はないが、日米など各国の

Cohort 研究の結果では 80 歳を超える高齢者でもある一定の割合で正常の聴力が保たれることから、

予防する何らかの因子があることが示唆される。 

申請者のグループはこれまで転写因子Nrf2 の内耳での機能に着目して研究を行い、ヒトにおける

騒音性難聴の発症と Nrf2 の欠乏とに関連があること、さらにマウスで Nrf2 を活性化すると騒音性難

聴を予防できることを報告してきた。Nrf2 の活性化により酸化ストレス障害を軽減することは、他臓器

でも複数報告されており、内耳保護においても臨床的治療法開発のターゲットになると考えられる。 

中高年で出現する疾患で代表的な疾病として高血圧、心筋梗塞、糖尿病といったいわゆる成人病の一

群があり、これらに対して運動が疾病予防に有効なことが多数報告されており、すでに一般社会の知識

として普及している。この運動療法に関して、PGC1αと Nrf2 の活性化が中心的役割を担っている可能

性が指摘されている。一方、運動療法による難聴予防の機序については未解明の状態である。 

 そのような背景のなか、難聴の予防に関してNrf2 の活性化による抗酸化能増強の効果、さらには、

PGC-1α/Nrf2 経路を介した運動療法の効果をマウスモデルで検討することを想起した。 

 
 
２．研究の目的 
・マウス内耳における PGC1α/Nrf2 経路の発現部位と機能を明らかにする。 

・Nrf2 経路による抗酸化能の強化、ならびに PGC1α/Nrf2 経路を活性化する運動による加齢性難

聴の予防効果を明らかにする. 

 
 
３．研究の方法 
(1) マウス内耳における PGC-1αの局在を免疫組織化学法で検討した。 

(2) 正常および Nrf2 の発現を抑えたマウスを用い、騒音暴露による難聴の程度に差が生じるかどう

かを聴性脳幹反応（ABR）で検討する。Nrf2 活性化薬により、難聴の程度が軽減されるかどうかを

ABR で検討した。 

(3) Nrf2 の活性化の生じるＫeap1 knockdown マウスと野生型マウスを長期飼育し、加齢性難聴の出

現状況を生後２カ月、5 カ月、12 カ月の時点に ABR で検討した。それぞれの動物の内耳組織の形

態を光顕切片で観察し、酸化ストレスを標識する免疫組織化学を行った。 

(4) 正常および Nrf2 の発現を抑えた 6～11 週齢のマウスに運動負荷（トレッドミル）を与え、運動負

荷の有無による聴力の変化の有無を ABR で測定することを試みた。 

 

４．研究成果 

(1)  PGC1αの内耳における局在 

EDTA 脱灰後のマウス蝸牛ホルマリン固定パラフィン切片を用い、抗 PGC1α抗体を用いた免疫組

織化学を行った。蝸牛のラセン神経節細胞ならびに外側壁のラセン靭帯付近の線維細胞に陽性所

見を得た。これらの細胞はミトコンドリアの機能低下を伴う病態により障害を起こすことが知られており、

整合性のある結果と考えられる。しかし現在の条件では免疫染色の再現性に乏しく、さらに他の試料

処理法で検討を必要としている。 



(2) 酸化ストレス脆弱な Nrf2 欠損マウスは、騒音暴露後の聴力回復が減弱した。 

酸化ストレスに対して脆弱性のある Nrf2 欠損マウスと野生型マウスにそれぞれ、96dB、2時間の騒

音暴露を行い、曝露後 4 時間後と 7 日後の聴力を ABR で測定した。この騒音暴露の条件にお

いて、Nrf2 欠損マウスでは曝露後 4 時間後の聴力閾値の上昇が野生型との間に差がなかった

一方で、曝露 7日後の聴力は 12, 16kHz で野生型に比べて有意に聴力閾値が高かった。野生

型で認められる一過性の閾値上昇の後の聴力回復が、Nrf2 欠損マウスでは 12, 16kHz で有意

に減弱していた。抗酸化能が騒音負荷の後の聴力回復に重要であることが示唆された。 

 

(3) 抗酸化能を高めた Keap1 ノックダウンマウスは、高齢（12 か月齢）で難聴予防効果を示した。 

Keap1 ノックダウンマウスはNrf2 が活性化することで抗酸化能が高い。このマウスを 12カ月齢の聴力

を ABR で測定したところ、野生型に比して 4kHz～16kHz の低～中音域において聴力閾値上昇（す

なわち加齢性難聴の所見）が抑えられていた（図１））。 

図１ 12 カ月齢における野生型（WT）と Keap1 ノックダウンマウスの ABR 結果（各 6 匹）。 

a 閾値． b. Ⅰ波潜時． c. Ⅰ波振幅 



内耳蝸牛組織の所見では、Keap1 ノックダウンマウスは野生型に比して蝸牛の頂回転と中回転にお

いて、ラセン神経節細胞や有毛細胞の変性が野生型に比して抑えられていた（図２）。 

 

図２ 12 カ月齢における野生型（WT）と Keap1 ノックダウンマウスの内耳組織所見 

a. ラセン神経節． b. ラセン靭帯（蝸牛外側壁下方）． c. 有毛細胞（コルチ器上皮帳面） 

さらに酸化ストレスを標識する脂質過酸化マーカー（4-HNE）に対する免疫組織化学では Keap1 ノッ

クダウンマウスにおいて蝸牛の頂回転と中回転において、野生型に比して反応が抑制されていた

（図３） 

 
図３ 12 カ月齢における野生型（WT）と Keap1 ノックダウンマウスにおける脂質過酸化マーカー

（4-HNE）の免疫組織化学所見。 

（図１～３は、Oishi T, et al. Aging Mech Dis. 2020 に掲載） 



(4) 正常および Nrf2 の発現を抑えたマウスに対する運動負荷実験 

 トレッドミルを用いて６～11 週齢のマウスに運動負荷をかける実験を計画しているが、とくに Nrf2 の

発現を抑えたマウスにおいて運動に対する耐性が少なく、至適な運動負荷量を決定出来ていない。

引き続き運動負荷の方法を検討する必要がある。 
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