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研究成果の概要（和文）：はじめに強大音響に曝露されることにより、難聴になる動物モデルを作製した。次にその難
聴モデル動物において、内耳有毛細胞（聴覚を司る神経細胞）の細胞死（アポトーシス）に至るメカニズムを詳細に解
明した。最後にその結果に基づき、難聴を治療する方法を種々のアプローチで検討し、聴覚機能・内耳形態の両面にお
いて難聴を治す可能性のある結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We first manufactured the animal models that became hearing loss induced by intens
e noise. In the hearing loss animal model, we elucidated the mechanism which led to the cell death (apopto
sis) of inner hair cells. Finally, based on these results, we examined the method that hearing loss was tr
eated by various kinds of approaches, and the results that might cure hearing loss in the both sides where
 were in hearing function / inner ear morphology were obtained.
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１． 研究開始当初の背景 
 

音響性聴器障害による内耳性難聴は感音難聴
の主な原因の一つで、その多くが難治性である。
特に先進国では難聴の3分の1以上が過剰な騒
音によると言われている。また、騒音性難聴は多
くの国において、国が補償する最も大きな職業
疾患の1つである。実際に先進国では、GNPの
約０．２－２％が騒音の対策費となっている。そこ
で音響性聴器障害の際、内耳蝸牛にどのよう
な病態生理的、形態的、生化学的変化が生じ
ているかを基礎的に研究することによって、
強大音響曝露より聴覚系を保護する研究は
臨床上、非常に大きなインパクトがあると考
えた。 
 
２．研究の目的 
 
音響外傷性難聴における内耳細胞死のメカ

ニズムを詳細に解明し、その結果に基づき治
療へのアプローチを多角的に検討することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 

（１）騒音難聴モデルの作製 

種々の音響負荷条件（音圧、周波数、曝露

時間）で動物（モルモット・マウス）に強大

音響を曝露する。音圧は 100～125 dB SPL、

周波数は４ kHz OBN もしくは BBN（ブロード

バンド）、曝露時間は１～5時間の範囲とする。 

（２）聴力の機能評価 

音響曝露後、経時的に機能評価（難聴の程

度）を聴性脳幹反応(ABR：Auditory Brainstem 

Response)を用いて施行する。 

（３）有毛細胞の形態的評価 

機能評価と同様に形態的変化も経時的に

追って定量する。surface preparation 法に

より rhodamine 蛍光色素標識 phalloidin に

て細胞骨格を染め、欠損細胞をカウントする。 

（４）PTS と TTS モデルの確立 

上記音響負荷条件から機能及び、形態的に

一過性閾値変化（TTS: temporary threshold 

shift）と永続性閾値変化（PTS: permanent 

threshold shift）の両動物モデルを確立す

る。 

（５）正常内耳リンパ液の質量分析 
モルモット（ハートレー系、オス、８週齢：

250-300g）を用いて、深麻酔下に断頭し、蝸
牛を摘出する。その際、同時に血液も採取す
る。次に顕微鏡下に正円窓・卵円窓からマイ
クロピペットを用いて、内耳リンパ液を採取
する。（1 匹 2 耳より約 5～10μl）採取した
内耳リンパ液および血漿から水溶性代謝物
を抽出し、フリーズドライ、誘導体化の過程
を経て、最後にガスクロマトグラフィー質量
分析計（GCMS-QP2010）にて代謝物を測定す
る。得られたデータを主成分分析にて内耳リ
ンパ液に特異的な代謝物を検討する。 
（６）音響外傷による内リンパ液の組成変化 
 強大音響曝露後の内耳リンパ液の組成変
化を上記質量分析により検討する。音響負荷
条件は、4 kHz OBN, 120 dB SPL, 2 時間と
する（PTS モデル）。音響負荷直後と 1日目に
リンパ液を採取して検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
騒音難聴モデル動物作製として、難聴が回

復しない永続的閾値変化（PTS: permanent 
threshold shift）と、難聴が最終的には完
全 に 回 復 す る 一 過 性 閾 値 変 化 （ TTS: 
temporary threshold shift）の両モデルを
作製した。両モデルに対して、聴力の機能評
価 と し て 聴 性 脳 幹 反 応 (ABR: Auditory 
Brainstem Response)にて、また内耳有毛細
胞の形態的評価として surface preparation
法を用いて欠損細胞数をカウントした。 
内耳リンパ液と血漿代謝物組成の比較に

よりイノシトールやアスコルビン酸など計
29 種の代謝物組成が検出された。例えば、今
回検出されたアスコルビン酸には、フリーラ
ジカルスカベンジャーとして音響外傷に対
する内耳保護効果があることが報告されて
いる これまでの報告では、聴覚機能(ABR)や
内耳形態から内耳保護効果を証明してきた
が、この手法を用いることで、直接内耳リン
パ液内での代謝物の変化を調べ、統計学的に
検討することが可能になると考える。また強
大音響負荷後の内耳リンパ液の組成では、計
6種の代謝物に変化がみられた。 
現在は、内耳リンパ液中の代謝物の定量化

を進めている。また音響外傷モデル動物にお
ける、内耳障害後のリンパ液中の代謝物の変
化を探ることにより Metabolic pathway から
内耳障害におけるメカニズム解明につなが
るのではないかと考えている。さらに治療薬
開発への応用も可能と考える。 
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