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研究成果の概要（和文）：最新の研究により、音響性や薬剤性、加齢性聴覚障害の初期病変として内有毛細胞と
蝸牛神経間のシナプス病理、Cochlear Synaptopathyの病態が注目されている。本研究では、ROCK阻害薬の蝸牛
神経障害に対する再生効果をin vivo実験系で検討し、laser-induced shockwave(LISW)を用いたCochlear 
synaptopathyモデルに対するROCK阻害薬の効果の検討を行った。ROCK阻害薬10 mM局所投与群で、ABR第I波振幅
の再増大及び、シナプス数の増加が確認された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have focused on the pathogenesis of Cochlear Synaptopathy, a 
synaptic pathology between inner hair cells and the cochlear nerve, as an early lesion in 
noise-induced, drug-induced, and age-related hearing loss. In this study, we investigated the 
regenerative effects of ROCK inhibitors on cochlear synaptopathy in an in vivo experimental system 
and examined the effects of ROCK inhibitors on the Cochlear synaptopathy model by laser-induced 
shockwave (LISW). 10 mM local administration of ROCK inhibitor showed a reappearance of ABR I wave 
amplitude and an increase in the number of synapses.

研究分野：耳科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで内耳再生のターゲットは有毛細胞であったが、有意な機能回復までには至っておらず実用にいたってい
ない。近年、内耳障害は有毛細胞・蝸牛神経間シナプス障害であることが注目されており、神経再生作用を持ち
中枢神経系での研究ではすでにいくつかの報告があるROCK阻害薬に着目した。本研究の結果により、in vivo実
験系でのシナプス障害モデルに対するROCK阻害薬の有効性が示唆された。ROCK阻害薬はすでに承認されている薬
剤であるため、応用へのハードルも高くはないと思われ、聴覚障害に対する画期的な治療方法となることが期待
できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
難聴を引き起こす三大原因は、騒音暴露、薬物、そして加齢である。最新の研究により、音響
性や薬剤性、加齢性聴覚障害の初期病変として内有毛細胞と蝸牛神経間のシナプス病理、
Cochlear Synaptopathy (primary neural degeneration)の病態が注目されている。本病態に起
因する聴覚障害 (Hidden Hearing Loss)は、有毛細胞自体の障害は伴わず、内有毛細胞・蝸牛神
経間のシナプスの減少を認める病態で、一見正常な蝸牛機能を持つがその後の聴覚予後に影響
を与える(Kujawa SG et al. J Neurosci. 2009)。しかしながら、Cochlear Synaptopathyに対す
る有効な治療法は未だ確立されていない。ROCK 阻害薬は神経保護効果・血流改善、さらに神
経・シナプス再生作用などの多面的な効果を持つ人体毒性の少ない薬剤である。内耳においては、
音響外傷での Rho-GTPase経路の活性化や、ROCK阻害薬による聴神経線維の伸長促進への関
与が示唆されている。NT3や BDNFなどの神経栄養因子による神経・シナプス再生作用の報告
はあるが、効果が早期に限定されることや生体内での分子の安定性の問題 (体内動態が不安定)
などがあるため臨床では実用化が難しい。 
 
２．研究の目的 
中枢神経系の基礎研究から、Rho-ROCK 経路の活性化は神経線維の伸長やシナプス形成を阻
害することが知られており、この経路の活性を阻害する ROCK阻害薬には、障害された神経線
維に対しての伸長やシナプス形成を促進する作用があることも示されている。内耳蝸牛内の蝸
牛神経正常組織においても、神経の伸長促進効果の報告があり (Lie M et al. Neuroscience. 
2010)、障害された蝸牛神経に対してもその作用を発揮する可能性が考えられる。また ROCK阻
害薬は、NT3や BDNFなどの神経栄養因子と異なりすでに臨床応用されている薬剤であり、動
物実験で得られた知見をもとに内耳領域でも臨床応用できれば比較的簡便で画期的な治療方法
となりうる。内有毛細胞・蝸牛神経間シナプス障害モデルマウスを作成し (primary neural 
degenerationモデル)、神経保護効果および神経・シナプス再生作用を有し、かつ人体に安全な
ROCK 阻害薬を用い、内耳障害における内有毛細胞・聴神経間のシナプス再生を検証し、新規
内耳再生治療の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
実験動物として生後 6週のマウス (CBA/J) を用いた。マウスに対するすべての処置は、筋肉
注射 (ケタミン 75 mg/kg、メデトミジン 1 mg/kg)による全身麻酔下で行った。 
 
障害モデル作製 

Niwaらの方法を参考として laser-induce shock wave (LISW)によるシナプス障害モデルを作
製した。(Niwa K et al. Sci Rep. 2016) 本研究では実験動物としてマウスを使用したため、衝撃
波の強度は 2.00 J/cm2とした。 
 
シナプス障害モデルに対する ROCK阻害薬の効果についての検討 
蝸牛器官培養神経障害モデルに対す
る ROCK 阻害薬の影響について、以下
の 3群の条件を設定し比較検討した。①
PBS群 (shamコントロール)、②ROCK
阻害薬 (1 mM)群、③ROCK阻害薬 (10 
mM)群。薬剤投与は耳後部切開による
中耳経由での局所投与により行った。
ROCK阻害薬は Y-27632 (和光)を使用し た。 
 
蝸牛機能検査 

LISW曝露前、1日後、7日後、28日後に各動物の ABRおよび DPOAEを計測した。対数間
隔の 6つの周波数 (5.6 - 32.0 kHzの半オクターブステップ)で、音圧レベルは 10 dBから 80 dB 
SPLまで 5 dBステップとした。 
 
免疫組織化学 

LISW曝露 28日後に各動物の蝸牛を採取した。4%PFA/PBで 4℃一晩固定し、その後 EDTA
で 4℃4日間脱灰した。ホールマウント標本を作製し、0.3%Triton X/5%NHS/PBSで室温 1時
間処理した。0.3% Triton Xで希釈した一次抗体で 37℃一晩インキュベートした。使用した一次
抗体は聴神経マーカーとして Chicken anti-NF 200 (1:500, Millipore: AB5539)、有毛細胞マー
カーとして rabbit anti-Myo7a (1:500, Proteus Biosciences Inc：25-6790) 、前シナプスマーカ
ーとしてmouse (IgG1) anti-CtBP2 (1: 500 BD Biosciences: 612,044)、後シナプスマーカーと
してmouse (IgG2a) anti-GluA2 (1：2000 Millipore: MAB397)を使用した。PBSで洗浄後、2
次抗体として 500 倍希釈した Alexa Fluor 350-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen: 

図１ 実験スケジュール 



A21068), Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG2a (Invitrogen: A21131), Alexa 488-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen: A11034), Alexa 568-conjugated goat anti-mouse 
IgG1 (Invitrogen: A21124), Alexa 647-conjugated goat anti-chicken IgY (Invitrogen: A21449)
を用いて室温で 2時間反応させた。 
 
蛍光観察 

BZ-X700蛍光顕微鏡 (Keyence)を用いて観察を行った。解析にはZ-siriesでの撮影を行った。
シナプス数は最大値投映法での解析を行った。画像解析ソフト imageJ を用いて、Myo7a 陽性
内有毛細胞上での CtBP2 および PSD95 陽性シグナルの数を計測し、1 内有毛細胞あたりのシ
グナルの数を算出した。統計学的解析には、Kruskal-Wallis 法による一元配置分散分析および
Dann-Bonferroni法による多重比較検定を行った。 
 
４．研究成果 

LISW曝露により障害されたシナプスに対する Y-27632の効果 
Y-27632の局所投与から 1ヶ月後、聴神経-有毛細胞シナプスへの影響を確認する目的で、CtBP2
および GluA2 で標識された内有毛細胞シナプスを測定した。PBS 群における CtBP2、GluA2 陽
性シグナルは、5.6 kHzを除くすべての周波数において、対照群 (LISW曝露なし、薬剤投与なし)
よりも有意に少なかった (図 2c, c', g)。ROCK阻害薬 (1 mM)群では、CtBP2、GluA2陽性シグナ
ルの増加傾向が観察された (図 2d, d', g)。ROCK阻害薬 (10 mM)群では、高周波領域 (16. 0 – 32.0 
kHz)での CtBP2、GluA2 陽性シグナルの有意な増加が確認された。これらの結果から、Y-27632
は LISWによる蝸牛シナプス障害の改善に対して用量依存的な効果を持つことが示唆された。 

 
 

 
LISW曝露後の聴覚機能障害に対する Y-27632の効果 
LISWおよび ROCK阻害剤 Y-27632の投与前後のいくつかの時点で ABRと DPOAEを計測し
た (図 3)。PBS群では、LISW曝露 1日後に ABRと DPOAEの閾値が一時的に上昇したが、7日
後には閾値が回復し (一過性閾値上昇: TTS)、すべての周波数で有意差はみられなかった (図 3a, 
g)。一方で、ABR第 I波振幅は LISW暴露 1日後から減少し、LISW暴露 28日後まで回復せず、
8.00 kHzから 22.65 kHzまでの周波数で有意差が認められた (図 3d)。ROCK阻害薬 (1 mM)群で
も PBS群と同様に TTSを示した (図 3b, h)。28日後の ABR第 I波振幅は、22.65kHzのみ LISW
曝露前と有意差がみられなかった (図 3e)。ROCK阻害薬 (10 mM)群では投与 7日後より ABR第
I波振幅の改善がみられ、28日後の 8.00 kHzおよび 16.00 kHzでは、LISW曝露１日後と比較し
有意な改善を示した (図 3f)。これらの結果から、Y-27632は蝸牛シナプス障害における聴覚機能
の改善に対して用量依存的な効果を持つことが示唆された。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 ROCK阻害薬の蝸牛シナプス障害への影響 

図 3 ROCK阻害薬の蝸牛シナプス障害におけ



これまで内耳再生のターゲットは有毛細胞であったが、有意な機能回復までには至っておら
ず実用にいたっていない。近年、内耳障害は有毛細胞・蝸牛神経間シナプス障害であることが注
目されており、神経再生作用を持ち中枢神経系での研究ではすでにいくつかの報告がある
ROCK阻害薬に着目した。先行研究では ex vivoでの蝸牛器官培養の系を用いて実験を行い、グ
ルタミン酸アゴニストによる蝸牛神経障害モデルに対する ROCK阻害薬の効果の検討を行った
ところ、ROCK 阻害薬を作用させることで、蝸牛神経線維の伸長および有毛細胞・蝸牛神経間
シナプスの再形成が起こっている可能性が示唆された (Koizumi Y et al. Front Cell Neurosci. 
2020)。また本研究の結果により、in vivo実験系でのシナプス障害モデルに対しても ROCK阻
害薬の有効性が示唆された。ROCK 阻害薬はすでに承認されている薬剤であるため、応用への
ハードルも高くはないと思われ、聴覚障害に対する画期的な治療方法となることが期待できる。 
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