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研究成果の概要（和文）：1. 独自開発したNox3発現細胞がtdTomatoで標識されるマウスを用い、蝸牛コルチ器
でのNox3発現を発見、Nox3発現細胞として内・外有毛細胞と支持細胞を特定した。2. Nox3発現細胞数が、加
齢、聴毒性で有名なシスプラチンや騒音により誘導される事、Nox3が発現誘導された外有毛細胞は、アポトーシ
スに陥り難聴の原因となる事を発見した。3. 開発したNox3-KOマウスを用いた加齢、シスプラチン及び騒音感音
難聴のモデルにおいて、Nox3のKOが聴覚温存に繋がる事を明らかにした。4. Nox3のプロモーター活性を発光に
より測定できる安定細胞株を確立、ヒト聴力に関する臨床研究を開始した。

研究成果の概要（英文）：1.Our engineered mice, in which Nox3 expressing cells are labeled with 
tdTomato fluorescence, were employed to uncover Nox3 expression in the cochlea, identifying inner 
and outer hair cells as well as supporting cells as Nox3-expressing cells. 2.It was observed that 
the number of Nox3-expressing cells, induced by aging, as well as a famous ototoxic agent 
(cisplatin) and noise, lead to apoptosis in outer hair cells with induced Nox3 expression, thus 
elucidating its role in causing hearing impairment. 3.Employing Nox3-KO mice engineered in this 
study, it was elucidated that deletion of Nox3 in models of aging, cisplatin-induced ototoxicity, 
and noise-induced hearing loss leads to auditory preservation. 4.Stable cell lines capable of 
measuring Nox3 promoter activity through luminescence were established, initiating clinical research
 pertaining to human auditory function.

研究分野：薬理学、神経科学、生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、Nox3由来のROSの抑制や消去により、後天性感音難聴の発症を抑制することが出来ることを明らかに
した。本研究は、世界初の後天性感音難聴の治療薬の開発に発展していく可能性を秘めている。
また、感音難聴の治療薬・法の開発により、難聴患者の医学的側面のみならず、難聴が誘発する認知症により生
じる社会全体としての介護負担の改善、難聴（特に言語発達段階の難聴や高齢者の難聴）により生じる社会とし
ての労働力や生産性の低下を改善できる可能性があり、活力のある日本社会の再生・持続に一翼を担えると考え
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景  
活性酸素産生酵素である NADPH oxidase 3（Nox3）は、内耳特異的に発現し、耳石形成による

平衡覚維持に必須の役割に加え、難聴発生に関与するとの報告もあるが、内耳での Nox3 の発現

部位や細胞は不明である。難聴は、65 歳以上の約 1/3（75〜79 歳では約 7 割）が加齢（老人）

性難聴に罹患しており、感覚神経障害中最頻の疾患である（世界人口の約 5%が何らかの聴覚障

害を抱えている）が、根本的薬物治療法がない難病である。2019 年には WHO より、「12~35 歳

の若者の約半数（11 億人）がスマートホン等による大音量の過剰な暴露によって、騒音性難聴

のリスクに晒されている」、「難聴が高齢者の社会的孤立や認知症発症の要因であり、【難聴管理】

は認知症予防 12 項目の１つ」との提言をするに至り、難聴対策は本邦のみならず人類にとって

の喫緊の課題となっている。このような科学・社会的状況を踏まえ、申請者は、内耳、更には、

全身での Nox3 発現細胞や機能を探るため、tdTomato 赤色蛍光を指標に Nox3 発現細胞を特定

できるマウス（Nox3-CreKI;tdTomato+/+: 図 1）を、幾度の失敗を乗り越え、漸く完成した。 

 

 

 
２．研究の目的  
本研究の目的は、上記の独自作製マウスを用い、内耳（蝸牛、前庭、半規管）における Nox3 発

現細胞（即ち、reactive oxygen species (ROS) 産生源）を明らかにし、更に、其々の発現部位で

の Nox3 の役割を解明し、世界初の難聴治療薬・法開発に繋げようというものである。 

 
３．研究の方法 
 

A. Nox3-CreKI;tdTomato+/+マウスを用いた蝸牛での Nox3 発現細胞の特定 

Nox3 発現細胞が tdTomato 赤色蛍光で標識される前述マウス（図 1）を用い、蛍光実体顕微

鏡及び共焦点レーザー顕微鏡下で、耳石形成に必須の Nox3 由来 ROS 発生源細胞と難聴の発

症に関与する蝸牛内での Nox3 発現細胞を特定する。 
 
B. 加齢（老人）性難聴における Nox3 の役割解明 

野生型と Nox3-knockout (KO) マウスの聴力（聴性脳幹反応 [ABR] により）と蝸牛コルチ器

内の tdTomato 陽性細胞数を、経時的（1, 2, 4, 6, 12 か月齢）に計測することで、Nox3 発現程

度と難聴との相関を明らかにする。 

 
C. シスプラチン（CDDP）による難聴の発症機序解明 

蝸牛コルチ器内の tdTomato 陽性細胞数が、ROS を介した聴毒性で有名な抗癌剤シスプラチ

ン（CDDP）投与によりどう変化するのかを、2 か月齢 Nox3-KO）マウス用いて調べる。 
 
D. 騒音性難聴における Nox3 の役割解明 

2 か月齢の野生型と Nox3-KO マウスに音響暴露（110 dB, 2 時間）負荷を行い、1 週間後に



ABR で聴力測定後、蝸牛コルチ器における tdTomato 陽性細胞数を計測、Nox3 発現と騒音性

難聴の相関について解析する。 
 
E. Nox3 発現とその制御機構の解明 （プロモーター解析） 

Nox3（マウスとヒト）の翻訳開始部位から上流 10 kbをDual-Luciferase reporter assay system

のプラスミドにクローニングし、CDDP によるプロモーター活性の上昇により、Nox3 の転写

制御に必要な最小ユニットを見出す。更に、このユニットを発現する安定細胞株を作製する。 
 
F. ヒトにおける 聴覚 【左右差】 の臨床研究での検証 （年代別） 

青年（18-39 歳）、壮年（40-50 歳）、中高年（51-64 歳）、高齢者（65 歳以上）の 4 群分け、

左右の聴力をオージオグラムで測定し、ヒトでの 聴覚 【左右差】 の存在を明らかにする臨床

研究を行う。 

 

４．研究成果 
 

A. Nox3 発現細胞が tdTomato 赤色蛍光で標識される独自開発マウス（図 1）を用い、耳石形成

に必須の Nox3 由来 ROS 発生源細胞として、内リンパ嚢・内リンパ管の管腔に面した上皮細

胞を特定した（図 2）。驚くべきことに、Nox3 が一次聴覚感受器官である蝸牛コルチ器に発現

することを発見し、Nox3 発現細胞として、内・外有毛細胞とその周囲に存在し有毛細胞を機

能・構造的に支える種々の支持細胞（内・外指節細胞、外柱細胞、クラウディウス細胞）を特定

した（図 3）。 

 

 

  

 

B. Nox3 発現（tdTomato 陽性）細胞数が、加齢と共に上昇する事を発見した。Nox3-KO マウス

では、野生型に比し加齢性難聴に成り難い（6 か月齢以上）ことを明らかにした（図 4）。 



 

 

 

C. Nox3 の発現は、ROS を介した聴毒性で有名な抗癌剤 CDDP により顕著に上昇し、2 か月齢

Nox3-KO マウスでは、野生型に比し CDDP による難聴を発症し難いとの結果を得た（図 5）。

更に、6 か月齢マウスを用いた実験で、加齢によりコルチ器に存在する Nox3 発現細胞数が増

加するので、CDDP による野生型と Nox3-KO マウス間の聴力増悪程度差が縮小するとの結果

を得た。 

 

 

 

D. 2 か月齢マウスを用いた騒音障害モデルにおいても Nox3 発現が上昇し、Nox3-KO マウスで

は、野生型に比し騒音性難聴を発症し難いことが解った（図 6）。 

 

 
 
以上の結果より、 

1) CDDP、加齢、騒音性難聴における Nox3 関与の程度は、CDDP 難聴≧加齢性難聴＞騒音性難

聴であることが解った。 

2) Nox3-CreKI/KI;tdTomato+/+ （= Nox3-KO）と Nox3-CreKI/+;tdTomato+/+ （= ヘテロ Nox3-KO: 活

性酸素産生能は野生型とほぼ同等）を用いた実験により、ROS の感受性は外有毛細胞が最も



高く、Nox3 の発現・発現誘導により、直ちに細胞死に至ることが解った（一方で、内有毛細

胞や支持細胞は ROS に対しある程度抵抗性があることが解った）。このことは、ROS による

難聴の標的は、外有毛細胞であることが明らかとなった。 

 
E. Nox3 のプロモーター（マウスとヒト）解析を行った。Nox3 の翻訳開始部位から上流 2.5 kb, 

1.0 kb, 0.5 kb をクローニングしたプラスミドを一過性に発現させ、聴毒性のある CDDP 処置

を行い Dual-Luciferase reporter assay system を用い解析したところ、2.5 kb, 1.0 kb, 0.5 kb

間ではプロモーター活性に差がない事を突きとめた。この結果に基づき、2.5 kb の領域を安定

発現する細胞株を樹立した。 
 
F. 青年（18-39 歳）、壮年（40-50 歳）、中高年（51-64 歳）、高齢者（65 歳以上）の 4 群分け、

左右の聴力をオージオグラムで測定し、ヒトでの 聴覚 【左右差】 の存在を明らかにする臨床

研究を開始した。 
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