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研究成果の概要（和文）：　我々は、過去に報告されたサリチル酸誘発耳鳴動物モデルを自施設で再現し、最も
耳鳴行動が観察される条件を確定させた。この動物モデルに対して、耳鳴患者に臨床上用いられる漢方薬の牛車
腎気丸を内服させると、蒸留水内服群と比較して耳鳴行動は抑制された。
　次に牛車腎気丸が脳に与える影響を神経活動の指標であるc-Fosを用いて検討した。一次聴覚野、二次聴覚野
背側、背側蝸牛神経核、下丘中心核において牛車腎気丸はサリチル酸によるc-Fos発現細胞数の増加を有意に抑
制した。牛車腎気丸はこれらの領域の神経活動を抑制することで耳鳴を抑える可能性があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We replicated a previously reported salicylic acid -induced tinnitus animal 
model and determined the conditions under which the most tinnitus behavior was observed. In this 
animal model, tinnitus behavior was suppressed in the tinnitus rats model induced by salicylic acid 
which were given the Japanese traditional herbal medicine(Goshajinkigan), as compared to those which
 were given distilled water. 
Next, the effects of Goshajinnkigan on the brain were examined using c-Fos, a measure of neural 
activity. In the primary auditory cortex, dorsal secondary auditory cortex, dorsal cochlear nerve 
nucleus, and central nucleus of the inferior colliculus, Goshajinkigan suppressed the salicylic 
acid-induced increase in the number of c-Fos-expressing cells. It was found that Goshajinkigan may 
suppress tinnitus by inhibiting neural activity in these regions.

研究分野：聴覚医学

キーワード： 耳鳴　漢方薬　動物モデル　c-fos

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により牛車腎気丸がサリチル酸誘発耳鳴に対して動物行動学的、免疫組織化学的な検討の両方で抑制効果
を及ぼすことを示した。これまで漢方薬の耳鳴への効果を動物実験により検証されたことはなく、世界で初めて
の試みであった。本研究は牛車腎気丸の耳鳴への有用性の根拠となるものであり、耳鳴治療法の確立の一助とな
りえるものである。また、耳鳴への内服薬の効果を検証する動物実験のモデルケースとなりうるもので、今後、
別の内服薬や別の耳鳴を検討する研究につなげることも可能となる。

※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 
 耳鳴は多くの人が悩まされる事象であるにも関わらず、発生機序は解明されておらず、有効な
薬物療法が確立されていない。 
 耳鳴の客観的な評価には、耳鳴動物モデルが用いられる。これまで、サリチル酸などの耳毒性
薬剤を投与することで耳鳴を誘発し、耳鳴を動物の行動により評価する実験が行われてきた。そ
のなかでも Kizawa らが考案した耳鳴動物モデル (①Kizawa, K. 2010) は自施設で再現が可能
な実験系と考えられたため、まずその実験系の確立を目標とした。 
 牛車腎気丸は、臨床上、耳鳴への効果を指摘されている漢方薬の一つ (②Ohnishi, S. 1994) 
であるが、動物実験でその効果を検証した報告はこれまで無かった。我々は前述の動物行動実験
を応用して牛車腎気丸の耳鳴への影響を検証することにした。 
 サリチル酸耳鳴を生じると聴覚領域の一部の神経活動が活発になることが知られている。こ
れまでの研究では、脳神経の活動を評価するマーカーとして知られる c-Fos を用いた研究 (③
Santos P. 2017; ④Wallhausser-Franke E. 2003) を散見する。我々は c-Fos を用いて牛車腎
気丸が実際に脳の聴覚関連領域の神経活動に影響を及ぼすのかを調べることにした。 
 
 
２．研究の目的 
(1) Kizawa らが考案した耳鳴動物モデルを自施設で再現すること。 
(2) 耳鳴動物モデルに牛車腎気丸を投与して耳鳴行動が減少するか調べること。 
(3) 牛車腎気丸投与により c-Fos 発現が減少するかを調べること。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 過去に報告されている「Kizawa らのラット耳鳴モデル」の再現をおこなった。この耳鳴
モデルは電気刺激によって隣の部屋に逃避する行動を観察するための装置 (図 1) を用い、5秒
間音を呈示し、1秒後にラットのいる側の部屋の床に電気刺激をあたえることを繰り返す。条件
付けができると音呈示だけで隣の部屋に移る逃避行動を示すようになる (図 2)。このラットに
サリチル酸（400mg/kg）を投与し耳鳴をおこさせると、音呈示がないときにも逃避行動を起こす
ようになる。このようにラットが音呈示がないにもかかわらず部屋移動（耳鳴行動）する数（False 
positive）をカウントすることで耳鳴の程度を評価することができる。 
False positive が最も多くなる音が、ラットが感じる耳鳴に近い音と考えられるので、呈示
する音の周波数や音圧レベルを変化させて、我々の施設で行う実験系で用いるのに最適な呈示
音を調べた。96匹の雄の Wistar 系ラット（8～23週齢、172～360g）を用いて、周波数を 12kHz、
16kHz、20kHz (いずれも 60dB)、音圧レベルを 40dB、60dB、80dB (いずれも 16kHz)で呈示音を
変えて耳鳴に近い音を調べた。 
 (2) 牛車腎気丸が耳鳴行動に与える効果を調べた。36 匹の雄の Wistar 系ラットに対してコ
ントロール群（生理食塩水＋蒸留水投与）、サリチル酸投与群（サリチル酸＋蒸留水投与）、牛車
腎気丸 0.3g/kg/日投与群（サリチル酸＋牛車腎気丸 0.3g/kg/日投与）、牛車腎気丸 1.0g/kg/日
投与群（サリチル酸＋牛車腎気丸 1.0g/kg/日投与）を設定し、耳鳴行動の回数を比較した。 
 (3) c-Fos を用いた免疫組織学的手法により中枢神経の神経活動を評価した。生理食塩水＋蒸
留水投与群と、サリチル酸＋蒸留水投与群と、サリチル酸＋牛車腎気丸 1.0g/kg/日投与群とを
6匹ずつ設定し、それぞれの脳組織切片を作成 (図 3) し、c-Fos 陽性細胞の単位面積当たりの
個数を、一次聴覚野 (A1) 、二次聴覚野 (AuD, AuV) 、内側膝状体 (MGB) 、背側蝸牛神経核 
(DC) 、下丘中心核 (ICc) の各部位でカウントし、各群を比較した。 
 

 
 
 
 
 

図 2 実験中の画像 
図 1 実験装置の概略図 

図3 共焦点レーザー
顕微鏡像 



４．研究成果 
 (1) 音圧レベルは 40dB と 60dB は 80dB よりも有意に耳鳴行動が増加し、周波数は有意差を認
めなかった (図 4)。60dB、16kHz の条件が有意に大きいとは言えない結果だった。このことは条
件刺激に適した音圧と周波数はある程度広く分布していることが示唆される。一部のサリチル
酸耳鳴行動実験の結果 (60dB 程度, 10 – 16kHz) を支持する結果だった（⑤Yang, G. 2007; ⑥
Ralli, M. 2010; ⑦Hu, S.S. 2014; ⑧Xia, C. 2020）。 
 
 (2) コントロール群とサリチル酸投与群との比較をおこなうと、サリチル酸により耳鳴行動
が有意に増加していた。サリチル酸投与群と牛車腎気丸 1.0g/kg/日投与群との比較により、牛
車腎気丸 1.0g/kg/日が有意に耳鳴行動を抑制することが分かった (図 5)。このことは牛車腎気
丸がサリチル酸誘発耳鳴ラットの耳鳴行動を抑制することを示す。 
 

 
 
(3) コントロール群とサリチル酸投与群との比較で、サリチル酸が一次聴覚野、二次聴覚野腹
側・背側、内側膝状体における c-Fos 発現細胞数を有意に増加させた。これは以前のスナネズミ
を用いた研究（④Wallhäusser-Franke, E. 2003）と同様であった。サリチル酸投与ラットに牛
車腎気丸を投与したところ、一次聴覚野、二次聴覚野背側、蝸牛神経核、下丘中心核で c-Fos 発
現細胞数を有意に減少させた (図 6)。牛車腎気丸はこれらの領域の神経活動を抑制することで
耳鳴を抑える可能性があることがわかった。 
 本研究は牛車腎気丸が耳鳴を抑制することを動物実験で示した初めてのエビデンスである。
本研究が耳鳴の発生機序の解明や治療法の確立の一助になることを期待する。 
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