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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗酸化剤あるいは一酸化窒素（NO）合成酵素阻害剤とカルパイン阻害薬
との併用処置によって、カルパイン阻害薬単独処置よりも強力な内耳保護効果を得るか否かを検証することを目
的とした。その結果、併用処置は単独処置と比較して、内耳保護効果を部分的に増強したが、その程度が劇的で
はなかった。その原因として、音響曝露による難聴病態形成に酸化ストレスやNOとは独立して生じる蝸牛内炎症
反応が関与する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine whether treatment with an antioxidant
 or nitric oxide (NO) synthase inhibitor in combination with a calpain inhibitor provided more 
potent inner ear protection than treatment with a calpain inhibitor alone. The results showed that 
the combination treatment partially enhanced the inner ear protection effect compared with the 
single treatment, but to a less dramatic extent. As the cause, it was found that the inflammation 
reaction in the cochlea which is generated independently of oxidative stress and NO was possibly 
involved in the deafness disease state formation by the acoustic exposure.

研究分野：薬理学

キーワード： 感音難聴　薬物治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまで申請者が明らかにした難聴治療候補薬の併用療法でより高い効果を発揮するか否かを検証す
るものである。結果として、期待されるほど大きな効果は得られなかったものの、新たな治療標的の同定に成功
した。本研究成果は、現時点でも有効な治療薬の存在しない難聴病態に対して、新たな創薬標的を生み出したこ
とから、今後の創薬への発展が期待できるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在、難聴の有病率は 20%を超えており、WHO の世界疾病調査においても日常生活に支障を来
す障害の最上位にあげられている（WHO, 2004）。また、難聴者の 60%以上が高齢者ではなく就労
年齢であることも大きな問題とされるが、この感音難聴に対する根本的な治療法は確立されて
いないのが現状である。治療薬として経験的にステロイド性薬の短期的大量投与（ステロイドパ
ルス療法）や内耳循環改善薬が臨床的に広く用いられているが、治療効果を示すエビデンスは限
りなく少ない。さらに、症状が固定し、慢性化した症例では補聴器装用や人工内耳治療に頼らざ
るを得ないのが現状である。また、感音難聴は、強大音響曝露による音響外傷性難聴、アミノグ
リコシド系抗菌薬やループ利尿薬などによる薬剤性難聴、加齢性難聴、突発性難聴などに分類さ
れる。国内外を問わず、様々な感音難聴モデル動物や細胞レベルでの研究により感音難聴治療に
応用しうる知見が集積し始めている。たとえば、抗酸化剤や細胞成長因子を用いることで音響外
傷時の内耳障害が抑制され、内耳保護療法となり得ることが明らかになってきている。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、これまでに感音難聴の一種である音響外傷性難聴モデル動物を用いた検討にお
いて、酸化ストレスに伴う不適切なカルパインの活性化に伴う内耳内環境（イオン恒常性）の破
綻が発症の原因であることを報告し、カルパイン阻害薬が新規難聴治療薬として有用であるこ
とを提唱した。しかしながら、このカルパイン阻害薬の内耳保護効果は完全ではなく一部聴力の
悪化が残存した。本研究は、カルパイン阻害薬と申請者らによる既報の内耳保護薬との併用療法
によって、カルパイン阻害薬単剤処置よりもさらに高い内耳保護効果を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
音響曝露は、騒音発生装置（RION 社）を用いて 8 kHz オクターブバンド、110 dB を 1時間、
防音箱内で直接曝露した。TempolあるいはL-NAMEは、音響曝露30分前に腹腔内投与し、PD150606
は音響曝露直後に径後半規管的に局所投与した。聴力は、4、12、20 kHz における周波数帯域の
聴覚閾値として、音響曝露 1、2、5、7 日後に聴覚刺激由来の脳波である聴性脳幹反応を解析す
ることにより測定した。蝸牛有毛細胞に対する影響を音響曝露 14 日後に内耳コルチ器を摘出し、
phalloidine（F-actin マーカー）および MyosinVIIa 抗体をを用いてを染色・計数し、その脱落
率を解析した。定量的 PCR は、Trizol による遺伝子抽出を行い、TaKaRa にて解析した。免疫組
織化学法に際して、4%パラホルムアルデヒドを用いて固定し、脱灰処理後、パラフィン包埋を行
い、試料を作製した。染色過程では抗原に対する特異的抗体を用いた。統計解析は、医療統計解
析ソフト GrapgPad Prism6 を用いて適切に実施した。 
 
４．研究成果 
（１）組み合わせ投与による内耳保護効果の解析 
Tempol（抗酸化剤）と PD150606（カルパイン阻害剤）との組み合わせ、L-NAME（一酸化窒素合
成酵素阻害剤）と PD150606 との組み合わせと、PD150606 単独投与とを比較検討し、組み合わせ
投与による音響外傷性難聴に対する内耳保護効果における相加効果の有無について検討した。
聴性脳幹反応解析による聴力測定の結果、Tempol と PD150606 との組み合わせ、L-NAME と
PD150606 との組み合わせ投与は、12および 20 kHz の周波数帯において音響曝露（8 kHz octave 
band noise、110 dB、1 時間）による聴覚閾値変動の上昇を有意に抑制し、PD150606 単独処置と
比較してより聴覚閾値変動の上昇を抑制する傾向が認められた。また音受容細胞である有毛細
胞数を Phalloidin 染色により解析したところこちらも聴力同様、Tempol と PD150606 との組み
合わせ、L-NAME と PD150606 との組み合わせ投与は、音響曝露後の有毛細胞死を有意に抑制し、
PD150606 単独処置と比較してより細胞死を抑制する傾向が認められた。しかしながらこれらの
効果の変動は想定よりもはるかに下回るものであった。このことから、音響曝露後の炎症性サイ
トカインの変化について解析した。定量的 PCR の結果、単独投与と比較していずれの併用投与で
も音響曝露後に生じる Tnf mRNA の増加に影響を与えなかった。また、炎症惹起に関与する NF-
kB の核内移行についても免疫組織化学法を用いて解析した。その結果、音響曝露後に生じる NF-
kB の核内移行は、単独投与群およびいずれの併用投与群でも影響はみられなかった。このこと
から、難聴病態形成に蝸牛内の炎症が関与すること、およびこの炎症反応は酸化ストレスと独立
事象であり、酸化ストレスとカルパインの活性化はある一定の従属事象であることが推察され
る。 
 
（２）新たな難聴治療標的としての NO/cGMP/PKG シグナルと Na+,Ca2+交換体 
音響曝露による NO/cGMP/PKG シグナルについて解析を行った。我々は、これまでに 8 kHz、110 
dB、1時間の音響曝露後 iNOS の発現が蝸牛内で増加し、これが活性酸素と反応することで細胞
障害が引き起こされることを報告している。一方で、NO は cGMP/PKG 経路を介して血管拡張反
応などの生理反応を引き起こす。そこで、音響曝露各時間経過後に蝸牛を摘出し、蝸牛内 cGMP
レベルを測定した。その結果、音響曝露直後から少なくとも曝露 4 時間までは cGMP レベルが
減少した。このことから、音響曝露後に生じる NO/cGMP/PKG シグナルが減弱することが示唆さ
れた。そこで PKG 阻害薬を音響曝露 30 分前に腹腔内投与したところ、音響曝露による聴覚障



害がより増悪した。 
内耳蝸牛には Na+,Ca2+交換体（NCX）が発現し、その発現レベルは、8 kHz、110 dB、1時間の
音響曝露を行った。その結果、4 時間後から少なくとも 24 時間後まで優位に増加することを明
らかにした。そこで、音響曝露前に NCX 阻害剤を腹腔内投与し、音響曝露による聴覚障害を防ぐ
ことができるか否かについて検討した。その結果、完全ではないものの有意に聴覚障害を軽減す
る結果が得られた。音響曝露に対する効果が劇的でないことの原因として薬剤の内耳到達率が
低いことを考え、局所投与により検討を継続して進めている。 
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