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研究成果の概要（和文）： 

若年マウス内耳蝸牛のらせん神経節細胞において凝集体形成を認めた。加齢ストレスでこ
の凝集体は増加した。早期進行性難聴モデルマウスでは障害の部位に応じて凝集体の形成
を強く認めた。このマウスに熱ショック応答誘導剤を投与し難聴の進行を抑制できたが、
凝集体形成が促進されていた。以上から内耳凝集体は内耳保護に関連していることが示唆
された。 

研究成果の概要（英文）：
We showed that the relation between formation of aggregation and HSP upregulation 
and demonstrate the possibility that increase of aggregation may a protective role 
in spiral ganglion cells.   
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１．研究開始当初の背景 
 老人性難聴は、これからの超高齢化社会に
おいてQOLを著しく損なう頻度の高い感覚器
疾患である。これまで内耳の老化メカニズム
の解明、治療法の確立のための研究は他の領
域と同様に様々に行われてきてはいるが、い
まだ確立された段階のものはない。これまで
本研究者はあらゆる細胞が有する根幹的な
ストレス応答「熱ショック応答」に着目して

内耳保護研究を行ってきた。熱ショック応答
は熱ショック蛋白質（HSP）を誘導する応答
である。その主な働きである細胞の品質管理
（分子シャペロン機能）は強力で、有名な難
治性神経筋変性進行性疾患である ALS：筋萎
縮性側索硬化症（Kieran et al.,Nature 
Medicine. 2004 ） や ハ ン チ ン ト ン 病
（Fujimoto,et al., Jounal of Biological 
Chemistry 2005）に対しての保護効果が報告
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されるなど、患者にとっては治療への道が開
くきっかけのひとつである。 
 老人性難聴も神経変性疾患の一面をもつ
と考えられるが、本研究者は老人性難聴モデ
ルマウスを用いた研究で、対照の聴力正常マ
ウスでは内耳 HSP が減弱しないのに、モデル
マウスでは HSP が低下し、熱ショック応答誘
導剤を投与することでHSPが誘導され難聴と
神経細胞死を抑制したことを発見した
（Mikuriya, et al., Brain Research,2008）。 
しかしこの報告では、HSP の機能のうちのど
の部分が保護的に働いたかは明らかにでき
ていなかった。本研究者の進行中の研究で、
老人性難聴モデルマウスの内耳らせん神経
節細胞に凝集体が形成されていることを発
見した。凝集体は、異常な蛋白質の集まりで、
その形成段階で細胞毒性を発揮する。この毒
性を軽減、分解時に HSP のシャペロン機能が
大いに働くので、凝集体とともに HSP が強く
染色されることが知られている（Parsell, et 
al., Nature, 1994） 。この凝集体は、先述
の ALS や、ハンチントン病、他にはアルツハ
イマー病などさまざまな進行性変性疾患の
病因として有名であるが、内耳疾患と凝集体
の関連の報告は皆無である。もし、老人性難
聴モデルでの凝集体形成が老人性難聴の主
病因の一つであれば、他の神経変性疾患と同
様の分子シャペロンを利用した治療戦略が
内耳にも適応できると考えられる。 

２．研究の目的 
 内耳の老化における凝集体の毒性とその
役割を解明する。凝集体に対する治療戦略と
して分子シャペロンに着目し、老人性難聴の
治療を目指す。 

３．研究の方法 
若年齢のマウスに凝集体が存在するかど

うか、加齢で凝集体が内耳に増加するかどう
か、老人性難聴モデルの中で早期発症と遅発
性のもので違いがあるかどうかを検討した。 
また早期発症モデルマウスに熱ショック応
答誘導剤を投与し、障害の抑制と凝集体の形
成の程度の関連を検討し、蝸牛での凝集体の
役割を検討した。 

実験マウス：C57BL/6（遅発性老人性難聴モ
デル）、DBA/2j(早期発症モデル)を用いた。 

聴力測定には聴性脳幹反応を施行した。ネン
ブタール深麻酔下に行い 2k,4k,8kHz の周波
数を測定し閾値を検出した。 

内耳 HSP 発現の評価には western blotting
法を行った。１次抗体には Hsp110, Hsp90, 

Hsp70, Hsp60, Hsp40, Hsp27, Hsf1,  -actin
に対する抗体を用い半定量を行った。 

免疫蛍光組織化学を行うため、深麻酔下に断
頭したマウスの全蝸牛を取り出し、whole 
mount法で染色を行った。１次抗体にはHsp70
の抗体を用い、蛍光染色した。 
凝集体の定量・局在の評価には Hsp70 の１次
抗体で免疫組織化学を行い検討した。凝集
体は蛍光顕微鏡で観察し高輝度の点を凝集
体とした。細胞 1個あたりの凝集体数をカ 
ウントし、単位面積あたりの平均凝集体数を
算出した。 
 熱ショック応答の誘導には熱ショック応
答誘導剤であるゲラニルゲラニルアセトン
（GGA）を用いた。この薬剤を０．５％濃度
（約 600mg/kg/日に相当）含有した餌また
は０％濃度の餌を 4週齢から自由摂取させ
た。 

４．研究成果 
 早期進行性老人性難聴モデルである
DBA/2j マウスは、C57BL/6（遅発性老人性難
聴モデル）と比較し 4週齢から難聴の進行を
認め 20 週齢の段階では中 高音域は無反応
に近い状態になった。C57BL/6 は加齢と共に
Hsp70 と凝集体がらせん神経節細胞質に増加
した。一方 DBA/2j は 20 週齢で著明ならせん
神経節細胞の消失を認めHsp70は増加してい
なかった。凝集体は残存する神経節細胞すべ
てに認め、細胞１個あたりの凝集体数は
C57BL/6 と比較し増加した（図１）。 

内耳の加齢において Hsp70 発現が増加、凝集
体が増加、障害の強い DBA/2j では Hsp70 発
現が少なく凝集体形成が多いことがわかっ
た。この DBA/2j に GGA を投与したところ、
難聴の進行の抑制を認めた。８週齢のらせん
神経節細胞には対照の DBA/2j と比較し、蝸
牛の middle、low の回転（障害の強い部位）



において Hsp70 と凝集体の増加を認めた（図
２）。 

 GGA 投与による熱ショック応答誘導は過去
に報告したモルモット音響障害モデルに対
する保護効果と同様、マウスの加齢性進行性
難聴モデルに対しても保護効果をもつこと
がわかった。GGA 投与群での８週齢時の凝集
体が増加したことと、聴力の保護効果を併せ
て考えると、らせん神経節における凝集体形
成は保護の方向で働いている可能性が示唆
された。Hsp70 は凝集体形成を調節している
が、GGA 投与により誘導された Hsp70 などが
凝集体形成を通じて保護する可能性が示唆
された。神経変性疾患では凝集体はキーワー
ドであるが、内耳の神経保護機構にも凝集体
が関連している可能性と、新たな内耳障害の
治療戦略の一つになる可能性を本研究で示
したと考えた。 
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