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研究成果の概要（和文）：いろいろな疾患でフリーラジカル、特に一酸化窒素(NO)が病態に関与しているとの報告があ
る。突発性、薬剤性難聴などもNOが病態に深く関与しているとの報告もあるが、推測の域である。そこで我々はすでに
報告しているCDDP投与により惹起した内耳障害モルモットを使用して内耳におけるNOおよび一酸化窒素(NOs)に関して
研究をおこなった。①鼓室階リンパのNOを測定し存在を明らかにしたが、恒常的な値を得ることはできなかった。②re
al-time PCR法およびWestern Blot法でNOSが内耳に存在した。③NOSの発現量とABR閾値が相関していた。この事実から
内耳障害にNOSが関与していると考えた。

研究成果の概要（英文）：Free radicals, particularly nitrogen monoxide (NO), are involved in the pathology 
of various conditions. Several studies have reported that NO is also intimately involved in the pathology 
of sudden-onset and drug-induced hearing loss, but the results appear speculative. For this reason, we exa
mined the role of NO and nitrogen monoxide synthetase (NOS) in the inner ear, using previously reported gu
inea pig with inner ear disorders induced by cisplatin administration. The following results were obtained
:1)The obvious presence of NO in the lymphatic fluid of the tympanic cavity was detected, but measured val
ues were not consistent;2)real-time polymerase chain reaction and western blotting revealed levels of NOS 
in inner ear samples; and 3)the level of NOS expression correlated with the auditory brain response thresh
old. Based on these findings, NOS is likely involved in inner ear disorders.
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１．研究開始当初の背景 
いろいろな疾患でフリーラジカル（スーパ

ーオキサイド）が病態に関与していること

が明らかになっている。スーパーオキサイ

ド自体も単独で組織傷害を起こすが、一酸

化窒素(NO)と反応し、更に強力な酸化傷害

を起こす。NO や一酸化窒素合成酵素(NOS)

に関する研究は、悪性腫瘍、虚血性疾患や

アレルギ―疾患に関して多く、病態に深く

関与していると考えられている。突発性、

薬剤性、騒音性あるいは糖尿病性難聴など

の病態に深く関与しているとの報告はある

が、推測の域を超えてなく、内耳における

これらの存在および働きに関しての詳細な

報告はない。そこで今回、我々は内耳にお

けるNOとNOSの存在および役割に関して検

討した。 

 
２．研究の目的 
NO および NOS が内耳に存在し、難聴病態に

どのように関与しているかを検討する。

CDDP(cis-diammine-dichloroplatium)を投

与し、難聴を発現させたモルモットを用い

ておこなった。また存在した場合、内耳で

の経日的なNOおよびNOS(特にiNOS)の発現

量と難聴の程度の関係を ABR（auditory 

brainstem response）を用いて評価した。 

また我々が開発に協力したカテーテル型 NO

センサーを用いて正常および難聴モデルの

鼓室階 NO の経時および経日的値の測定を

おこなった。 

この研究によりNOおよびNOSが難聴の病

態に関与しているかを明確にすることは、

治療に貢献できると考える。 

 
３．研究の方法 
① CDDP を用いて難聴モデルを作製。 

４週齢の雄で体重は 250 から 350g のモルモ

ットの腹腔内に CDDP（10mg/kg）を投与して

難聴モデルを作製した。 

② 難聴モデルの聴覚検査。 

CDDP投与後１から５日目まで連日ABR検査を

おこない閾値を測定した。 

③ 難聴モデルにおける内耳での iNOS 発現

についての検討。 

CDDP 投与後１から５日まで毎日蝸牛を摘出

し、real-time PCR 法および Western Blot 法

にて NOs（特に iNOS）の検出をおこなった。 

④ カテーテル型 NO センサーを用いて正常

および難聴モデル内耳(鼓室階)NO 値の測定。 

我々が開発に協力した直径１mm のセンサー

を鼓室階に挿入して経時および経日的に NO

値を測定した。 

 
４．研究成果 

① 難聴モデルの作製。 

図１にコルチ器の走査電子顕微鏡写真を示

す。内有毛細胞は比較的保たれているが、外

有毛細胞は３列とも中から高度な組織傷害

を認めた。 

   図１ 内耳障害モデルのコルチ器 
 

② 難聴モデルの聴覚検査。 

CDDP投与後１から５日目まで連日ABR検査を

おこなった。連日の ABR 閾値変化を図２に示

す。１日目から閾値の上昇を認めたが、３日

目が最大で５日目には低下していた。図３に

click 音における ABR 閾値検査を示す。コン

トロールに比べて連日やや閾値の上昇を認

めた。また２、４、６、８kHz における閾値

を測定した。２kHz を図４に８kHz を図５に

示す（４、６kHz とも８kHz と同様な結果で

あったため図は省略する）。２kHz でも３日目

に閾値は上昇し、５日目には低下していた。

８kHz ではより著明に３日目に閾値の上昇を



認めた。 

図２ CDDP 投与群における各周波数での 
ABR 閾値変化 
 

図３ click 音における ABR 閾値比較 
 

図４ 2kHz における ABR 閾値比較 
 

図５ 8kHz における ABR 閾値比較 
 
 
③ 難聴モデルにおける内耳での NO（特に
iNO）の発現についての検討。 

Western Blot 法の結果を図６に示す。０日目

(投与前)のコントロールでは iNOS 蛋白の発

現はないが、１日目に出現し、２日目に最大

であった。それ以後は急速に減少していた。

この事実は２日目に NO による組織傷害が発

現し、３日目に ABR 閾値が上昇していた結果

と一致する。そこで NO 値の経時あるいは経

日的変動を明確にする必要がある。 

図６ CDDP 投与群 Western Blot 結果 

 

④ カテーテル型 NO センサ―を用いた正常

および難聴モデル内耳 NO の測定。 

図７に示すように直径１mm のセンサーを鼓

室階に挿入することができた。麻酔下では NO

の測定は可能であった。コントロール群に比

べて明らかに NO 値は上昇していた。CDDP 投

与後１から５日目まで自由行動で NO を測定

したが、センサーの固定が不十分で再現性の

ある信頼できる結果を得ることができなか

った。そこで最終年度に拘束して NO を測定

したが、一定の結果を得ることはできなかっ

た。これはおそらく拘束によるストレスが関

与していると考えられ、この問題の解決に 

現在取り組んである。 

図７ 小孔から鼓室階（scala tympani）へ

NO センサーを挿入し、NO 濃度を測定する。 



まとめ 

鼓室階外リンパに iNO が存在し、経時的に変

動し、CDDP 投与後２日目に最も高値であった。

その１日後(CDDP投与後３日目)にABR閾値が

上昇していたことから、NOは内耳組織傷害に

関与していることが明確になった。また今後、

カテーテル型 NOセンサーを用いて更に NOの

内耳における役割を明確にしたいと考えて

いる。 
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