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研究成果の概要（和文）：本研究では、内耳（蝸牛）における活性酸素ライブイメージング法の確立および抗酸化剤の
聴力保護能測定を行った。
【内容】①蝸牛における live ROS イメージング a.体外培養したマウス蝸牛をリアルタイム断層撮影し、３次元再構
築を行って活性酸素の発生を可視化した。b.蝸牛を露出したモルモットを用い、騒音下の活性酸素の発生を上記のシス
テムで観察した。②ミトコンドリア機能障害マウスでのミトコンドリア分布の観察：薬剤障害マウスの蝸牛を摘出し、
共焦点顕微鏡で観察した。③抗酸化メカニズムの解明：水素飽和水を一定期間投与したマウス内耳を用い、障害（シス
プラチン）曝露時の蝸牛内酸化ストレスの増減を定量した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a real-time imaging method of reactive oxygen species 
(ROS) in the live inner ears (cochlea). Also, we analyzed the mechanisms of cochlear protective agents 
against ROS.
[Contents] (1) Live ROS imaging in the cochlea. (a) Mouse cochlear explants were imaged using an 
ultra-high-speed confocal microscope (Nikon A1R). Tomographic images were then 3D reconstructed to 
pinpoint the active position for producing inner ear ROS. (b) Live, in vivo ROS production was imaged 
using cochlear-exposed guinea pigs. (2) Monitoring mitochondria distribution in the damaged inner ear: 
Mouse cochlear explants were incubated in medium containing various concentrations of cisplatin, and 
mitochondria distribution and ROS production were examined. (3) Elucidation of anti-ROS mechanism in the 
inner ear: Mouse cochlear explants were cultured in cisplatin-containing medium with hydrogen gas 
dissolved directly into the media and ROS production and hair cell survival was evaluated.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ミトコンドリア活性酸素と難聴 
 ミトコンドリアは、エネルギー代謝を行
う細胞内小器官である。各細胞にミトコン
ドリアは数百個存在し、筋肉や脳などの代
謝の活発な部位では、細胞質の 40%を占め
ることもある（図１）。 
 エネルギー産生の場であるミトコンドリ
アにおいて活性酸素種（Reactive Oxygen 
Species, ROS）が発生しているという仮説
は 1956 年に Harman らによって提唱された
が、ROS 実験の難しさから、様々な疾患に
おいてミトコンドリア由来活性酸素の役割
が大きいことが知られるようになるまで
20 年が経過した。 
 多くの内耳組織障害で、酸化ストレスに
よる細胞障害、細胞死誘導が共通のメカニ
ズムとなっている。われわれは最近ミトコ
ンドリアにおける ROS レベルの増加や酸化
ストレス障害の増加がアポトーシス促進遺
伝子 Bak の活性化を誘導して老人性難聴を
引き起こすことを明らかにしている
（Someya 2009, PNAS）。また、ミトコンド
リア脳筋症など、ミトコンドリア遺伝子異
常に起因する疾患の中には難聴を呈するも
のが多く（70-80%が進行性の感音難聴を合
併）、合併する糖尿病以上に本疾患の患者は
日常生活上で不便を強いられている。その
他にも、突発性難聴や騒音難聴など活性酸
素が関与すると言われる疾患は数多い。 
 しかしこれまで、内耳での活性酸素その
ものの測定は高い反応性と短い寿命（10-6

秒程度）のためにきわめて困難であったこ
とから、薬剤や虚血などの内耳障害から活
性酸素発生までのタイムラグや発生部位と
量の時間的な変化など、基礎研究的にはい
くつか未解明の点が残されていた。 

(2) ミトコンドリアのライブイメージング 
 ミトコンドリアの形態は卵円形の固定さ
れた構造体ではなく、細胞内で位置と形態
を劇的に変化させており、同時に分裂・融
合・輸送などの動的変化を示す。これまで、
ミトコンドリアの形態学的観察には電子顕
微鏡や免疫染色が用いられてきたが、in 
vivo即ち「生きた」状態でのミトコンドリ
ア挙動解析は不可能であった。 
 これを解決するため、ミトコンドリアを
GFP 色素で標識したトランスジェニックマ
ウス（mtGFP-Tg）が開発された。レーザー

共焦点顕微鏡による観察では、小脳、心臓、
腎臓などで組織毎にミトコンドリアの大き
さ・形態に大きな差があることが確認され
ている。蝸牛有毛細胞は特定の周波数への
チューニング特性を示し、特に外有毛細胞
では部位 (周波数) による形態学的な差異
が大きい。ミトコンドリア密度にも違いが
見られ（Hashimoto 1988）、この分布や形態
の動的変化は、有毛細胞自体の生物学的機
能と密接に関連していると考えられる。 

(3) 抗酸化剤による感覚器・神経系の保護 
 2007 年に日本医大 Ohta らの研究グル
ープが、水素ガス（H2）をラットに吸入
させることで、大脳神経細胞を脳虚血後
のフリーラジカル障害から防御できるこ
とを Nature Medicine 誌に発表した
（Ohsawa 2007）。続く動物実験では肝細
胞の保護効果（Fukuda 2007）やストレス
下での認知機能低下予防効果（Nagata 
2008）が報告され、その後も臨床試験な
ど相次ぐ発表を経て、水素分子は新たな
抗酸化剤としての地位を確立しつつある。 
 研究代表者らは、水素を騒音難聴など
種々の内耳有毛細胞障害モデルに適用す
ることで、水素分子の内耳での抗酸化能
を証明した。また、抗酸化物質であるア
ルファリポ酸とコエンザイム Q10 が Bak
を抑制し老人性難聴の発症を遅延するこ
とも明らかにしている。しかしながら、
これらの物質が具体的にどのようにミト
コンドリアからの ROS を抑えるのかはま
だ明らかになっていない。 

図１ 蝸牛有毛細胞内のミトコンドリ
ア(Mito)。Kikkawa 2008 



 
２．研究の目的 
 内耳のミトコンドリア−活性酸素系におけ
るまだ解明されていない基礎研究を緻密化
し、新しい診断方法や治療薬への臨床応用に
展開するための基盤とする。 
 また本研究では、通常の蛍光顕微鏡や 1
秒間に 420 コマの高解像度画像を取得でき
る Nikon A1R 高速共焦点顕微鏡（図２）を
利用して蝸牛有毛細胞を観察する。 
さらに、薬剤障害モデル動物蝸牛に対し
ても、上記の新規蛍光試薬や高速共焦点
顕微鏡を駆使して ROS 発生やミトコンド
リア分布の変化を確認する。 

 
３．研究の方法 
(1) 蝸牛における live ROS イメージング 
① ex vivo系での内耳活性酸素発生量可視
化システムの確立 
 予備的な研究で研究代表者らはマウス蝸
牛体外培養と HPF を用いた実験系により、
フリーラジカルの組織内での発生を可視化
しているが（図３、Kikkawa 2009）、本課題
ではこれを発展させ、活性酸素の発生を定
量的・定位的に測定可能な方法を開発する。
具体的には高速コンフォーカル顕微鏡
Nikon A1R（図２）を用いた断層撮影により、
有毛細胞・支持細胞のどの部分で活性酸素
が発生しているのかを測定する。 

 

② 音響曝露下での in vivo、live ROS イメ
ージング（最適音源、周波数の設定） 
 騒音難聴モデルとして、モルモットの蝸牛
に騒音曝露により活性酸素を直接発生させ、
これを上記のシステムを用いて検出する。蝸
牛を露出したモルモットを顕微鏡で観察し
ながら、外耳道に挿入した高出力イヤホンか
ら騒音曝露を行う。検出には高速コンフォー
カル顕微鏡 Nikon A1R を用い、リアルタイム

に撮影したデータを３次元再構築する。これ
により、騒音曝露の何分後に蝸牛内活性酸素
が発生してくるのか、および蝸牛内のどこで
発生しているかを詳細に測定する。現在予備
実験を実施中であるが、いまの蝸牛露出手術
で観察可能な頂回転（低周波）では音曝のエ
ネルギーが弱く、活性酸素が検出できない。
このため手術法や撮影角度を工夫し、基底回
転での撮影を可能にする。種々のサイズのス
ピーカーを試し、最適な音源を選ぶ。 

(2) マウス蝸牛有毛細胞内ミトコンドリア
分布の立体的観察 
 mtGFP-Tg マウスの内耳を摘出し蝸牛を
whole mount 処理し、共焦点顕微鏡で観察
する。ミトコンドリアの有毛細胞内分布を
高倍率で観察し、低周波数部位と高周波数
部位での違いを調べる。幼若マウスでの観
察が成功すれば、胎仔から成体まで観察対
象を拡げ、成長〜老化に伴うミトコンドリ
ア分布の立体的な変化を調べる。 

(3) 種々の内耳保護剤の抗酸化作用・遺伝
子異常の内耳脆弱性の検証 
 上記のシステムを用い、種々の感音難聴
への抗酸化剤の予防および治療効果を調べ
る。具体的には水素飽和水を一定期間投与
したモルモットを用い、障害曝露時の蝸牛
内酸化ストレスの増減を定量する。障害に
は音響曝露ないし耳毒性薬剤としてゲンタ
マイシンなどのアミノ配糖体抗生物質、シ
スプラチンなどの抗悪性腫瘍剤を使用する。 

 
４．研究成果 
(1) 蝸牛における live ROS イメージング 

 活性酸素発生剤（ミトコンドリア電子伝達
系酵素の特異的阻害剤である Antimycin A）、
活性酸素により蛍光を発する色素HPFまたは
APF 、 活 性 型 ミ ト コ ン ド リ ア 標 識 剤
（Mitotracker Orange）を用い、モルモット
蝸牛における薬剤障害時のミトコンドリア

図２ Nikon A1R 高速レーザー共焦
点顕微鏡 

図３ （左）アンチマイシンＡによる有毛
細胞障害と、活性酸素マーカーHPF の呈
色。HPF は細胞傷害性のヒドロキシルラジ
カル(•OH)のみと反応して緑色蛍光を発す
る。（右）水素は残存有毛細胞数を有意に
増加させる（Kikkawa 2009） 



分布を可視化した。得られたデータに３次元
再構成を行ったところ、アンチマイシン Aに
よる障害の 11 分後より活性型ミトコンドリ
アの蛍光量が減少していることが判明した。
アンチマイシンAによる活性酸素の発生量は、
アミノグリコシド系抗生物質ネオマイシン
と同等であった。 
 
 音響障害モデルでは、スピーカーによる音
響曝露では十分な音量が得られず活性酸素
の発生が検出できなかった。外耳道イヤホン
挿入モデルではわずかな蛍光量の増加がみ
られたが、安定した結果は得られなかったた
め現在実験継続中である。 

(2) マウス蝸牛有毛細胞内ミトコンドリア
分布の立体的観察 

 Antimycin A およびアミノグリコシド系抗
生物質として臨床現場でよく用いられるゲ
ンタマイシンを用い、マウス培養蝸牛におけ
る活性型ミトコンドリアの分布計測を行っ
た。コンフォーカル顕微鏡を用い３次元再構
成を行ったところ、活性型ミトコンドリアは
薬剤障害により減少したが、減少幅は内有毛
細胞よりも外有毛細胞に多い傾向が認めら
れた。 
 
 また、ミトコンドリア GFP−トランスジェニ
ックマウスの入手には多少の遅延が生じた
が、こちらのマウスについても、ミトコンド
リア分布計測をさらに詳細に行うことがで
きた。ミトコンドリア分布はアンチマイシン
やゲンタマイシン投与により変化し、有毛細
胞内の核周囲に凝縮する傾向にあることが
判明した。 

(3) 種々の内耳保護剤の抗酸化作用・遺伝
子異常の内耳脆弱性の検証 

 抗腫瘍剤として臨床で多用されるシスプ
ラチンを作用させた場合のマウス内耳にお
ける活性酸素の発生を可視化した。活性酸素
は蝸牛有毛細胞及びラセン神経節に多く発
生していた（図４）。水素ガスを飽和した培
養液中においては残存有毛細胞数が著しく 

増加しかつ活性酸素の発生も減少しており、
分子状水素は内耳活性酸素の発生を抑制し
て新たなシスプラチン聴力障害の予防・治療
手段として使えることが明らかになった。 
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図４ ラセン神経節における活性酸素
発生量の可視化。（右）水素は ROS 量を
有意に減少させる（Kikkawa 2014） 
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