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研究成果の概要（和文）：マウスにおいて3-nitropropionic acid(3-NP)による急性内耳エネルギー不全モデルを作成
した。その結果マウスにおいて3-NP投与後の聴性脳幹誘発反応(ABR)閾値上昇が認められその原因が蝸牛外側壁線維細
胞に特異的に生じるアポトーシスによるものであることを確認した。この3-NPモデルマウスを3-NP投与後2ヶ月まで経
過観察すると、低音域から中音域までのABR閾値に有意な改善が認められた。さらに、3-NP投与によって低下した蝸牛
内電位が改善していることが明らかとなった。以上より自発的な蝸牛外側壁線維細胞の再生は蝸牛内電位の回復により
聴力の改善を来していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Our research aimed to reveal the mechanism of cochlear lateral wall regeneration a
fter severe damage caused by acute mitochondrial dysfunction. First, we successfully made a mouse model of
 acute mitochondrial dysfunction used by 3-nitropropionic acid (3-NP). This mouse model had severe hearing
 loss measured by auditory brainstem response (ABR), which was caused by apotosis on the cochlear lateral 
wall fibrocytes. Two months after 3-NP administration, spontaneous ABR threshold recovery was observed. Mo
reover, endocochlear potential was also recovered at the same timing. Therefore, regeneration of cochlear 
lateral wall fibrocytes leads to recovery of endocochlear potential, following recovery of hearing.
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１．研究開始当初の背景 

蝸牛外側壁に存在する線維細胞は、ATPを

利用した能動的なカリウムイオンのリサイ

クリングによって、感覚受容細胞である有

毛細胞の脱分極に不可欠な蝸牛内リンパ液

の高カリウム濃度を作り出し、蝸牛内電位

を維持している(Delprat et al., Mol. Cell. 

Biol. 25, 847–853. Minowa et al., Science 285, 

1408-1411)。そのため虚血や低酸素血症な

どの ATP 産生が減少するような病態では、

この能動的イオン輸送に障害が生じる事が

推測される。これまで、我々の研究グルー

プではミトコンドリアの電子伝達系の不可

逆 的 阻 害 剤 で あ る 3-nitoropropionic 

acid(3-NP)を内耳に局所投与することによ

って、内耳に限局するエネルギー不全を生

じるモデルラットを作製し、その病態の解

明と治療法の検討を行ってきた。その結果、

内耳局所的なミトコンドリア機能阻害によ

り高度の聴性脳幹誘発反応(ABR)閾値上昇

が認められ(Hoya et al. Neuroreport, 2004)、

その原因が蝸牛外側壁線維細胞に特異的に

生じるアポトーシスによるものであること

を報告した(Okamoto et al. Audiol Neurotol, 

2005)。また、感覚受容に最も重要な器官で

あるコルチ器にはアポトーシスが生じてお

らず、アポトーシスの主要伝達経路である

カスパーゼを阻害することによって外側壁

のアポトーシスを阻害し難聴の予防が可能

であることを報告した（Mizutari et al. J 

Neurosci Res, 2007）。一方で、この 3-NPモ

デルラットを 3-NP 投与後 2 ヶ月まで経過

観察すると、低音域から中音域までの ABR

閾値に有意な改善が認められた。組織学的

には外側壁線維細胞、特に I型、IV型にお

いて細胞分裂を伴う自発的な再生が認めら

れ（付図参照）、再生した線維細胞は能動的

イオンリサイクリングの主体を担う

Na+/K+/ATPaseβ−1 を発現していることが

明らかとなった（Mizutari et al. Brain Res, 

2011）。一方で、外側壁再生の程度と蝸牛内

電位との関係、および再生した外側壁線維

細胞の由来細胞は依然として不明である。

そこで本研究では、この自発的外側壁再生

のメカニズムを解析し、さらに外側壁線維

細胞再生が蝸牛内電位に与える影響を明ら

かにすることを目的とする。このような１

ヶ月を越す遅発性の聴力改善は、突発性難

聴における臨床でも約 10％に見られる

(Yeo et al. Otolaryngol. Head Neck Surg, 

2007)。すなわち、本モデルは臨床において

突発性難聴と診断される病態の一部を再現

しうるモデルであると考えられる。そのた

め、本研究は未だ病態が不明である突発性

難聴の病態解明を目的としており、病態に

基づいた新規治療法を確立するにあたり重

要な知見になるものと考え研究を立案した。 

 

２．研究の目的 

  ミトコンドリアの電子伝達系の不可逆

的阻害剤である 3-nitoropropionic acid(3-NP)

を内耳に局所投与し作成した急性内耳エネ

ルギー不全モデルを用いて、蝸牛外側壁線

維細胞の自発的外側壁再生のメカニズムを

解析し、さらに外側壁線維細胞再生が蝸牛

内電位に与える影響を明らかにすることを

目的とする。本研究によって、外側壁線維

細胞の再生と蝸牛内電位との関係が明らか

となる。本研究は、原因不明である急性感

音難聴の病態理解、特に外側壁線維細胞の

障害後の動態について新たな知見をもたら

し、突発性難聴等の新規治療法の開発に大

きく寄与すると思われる。 

 

３．研究の方法 

 まず、従来我々の施設で S-Dラットを使

用 し て 作 成 し て い た 3-nitropropionic 

acid(3-NP)による急性内耳エネルギー不全

モデルを CBA/CaJ マウスを用いて作成す

る。方法はこれまでの報告と同様(Mizutari 



et al. J Neurosci Res, 2007, Hoya et al. 

Neuroreport, 2004)、全身麻酔下に耳後部切

開をおき、中耳骨胞を露出。中耳骨胞にマ

イクロドリルで小開窓を行い手術顕微鏡下

に正円窓窩を明視下に置く。500mM の

3-NP を正円窓窩にマイクロポンプと微小

チューブを用いて局所投与する。3-NP投与

後、正円窓窩からの薬液脱落を防ぐため、

正円窓窩にコラーゲンスポンジを留置し、

閉創する。この 500mMという 3-NPの濃度

は、投与後翌日には全周波数においてスケ

ールアウトレベルの ABR 域値上昇が見ら

れるが、投与後 2ヶ月で低音域・中音域に

おいて中程度の ABR 閾値改善が見られる

濃度である（Mizutari et al. Brain Res, 2011）。

3-NPの投与量はラットにおいては 3µlであ

ったが、本研究ではマウスの正円窓窩の体

積とほぼ同様の 1µl とする。その後経時的

に聴性脳幹誘発反応(ABR)を全身麻酔下に

行い、これまでのラットを用いたモデルと

同様の ABR閾値変化を生じるか確認する。

3-NP の反応に動物種差が認められる可能

性もあるため、マウスにおいて正円窓窩に

投与した 3-NPの効果が認められなければ、

既に報告したラットを用いたモデルを使用

して以後の実験を行う。マウスにおいて

3-NP投与後 ABR閾値上昇が認められれば、

まず光学顕微鏡下に外側壁線維細胞、血管

条、およびコルチ器とらせん神経節の観察

を行う。より詳細な組織所見を得るため、

グルタールアルデヒド、パラホルムアルデ

ヒドの混合液による全身灌流固定を行い、

内耳を摘出・脱灰後、オスミウムにて後固

定を行い Epon812を用いたプラスチック包

埋薄切切片を作成し、トルイジンブルーに

よる染色で評価を行う。また、同時に超薄

切切片を作成し、酢酸ウラニル・クエン酸

鉛による二重染色により透過型電子顕微鏡

を用いて外側壁線維細胞およびコルチ器、

らせん神経節のさらに詳細な微小組織変化

の観察を行う。続いて外側壁線維細胞の免

疫組織学的解析を行うため、4%パラホルム

アルデヒドにて固定した蝸牛を 3-NP 投与

後経時的に採取、連続凍結切片を作成し、

各種外側壁線維細胞 subtypeの染色を行う。 

 続 い て 、 経 時 的 な 蝸 牛 内 電 位

（endocochlear potential:EP）の測定を行う。

始めに、3-NP を正円窓窩に投与し、ABR

にて閾値の上昇・改善を確認した後、全身

麻酔下に再度中耳骨胞を露出・開窓し、蝸

牛基底回転部側壁を手術用顕微鏡下に明視

下に置く。マウスでは中央階に存在する血

管条が暗色部として蝸牛骨壁から透見でき

るため、基底回転中央階の部位を中耳から

確認できるため、同部位にマイクロドリル

および微小針を用いて蝸牛骨壁に小開窓を

行う。蝸牛中央階が開窓されたら、直ちに

KCl 水溶液を充填した微小ガラスピペット

電極を挿入し、顎二腹筋部に基準電極を挿

入し EP を測定する。EP 測定は 3-NP 投与

前、投与 1日後、2週間後、1ヶ月後、およ

び 2ヶ月後に行うが、2ヶ月後以降も ABR

でさらなる閾値改善が認められるようであ

れば、適宜測定を追加し ABR 閾値との相

関を検討する。 
 
４．研究成果 

まず、従来我々の施設でS-Dラットを使用し

て作成していた3-nitropropionic 

acid(3-NP)による急性内耳エネルギー不全

モデルをCBA/CaJマウスを用いて作成した。

方法はこれまでの報告と同様(Mizutari et 

al. J Neurosci Res, 2007, Hoya et al. 

Neuroreport, 2004)、全身麻酔下に耳後部

切開をおき、中耳骨胞を露出。中耳骨胞に

マイクロドリルで小開窓を行い手術顕微鏡

下に正円窓窩を明視下に置く。500mMの3-NP

を正円窓窩にマイクロポンプと微小チュー

ブを用いて局所投与した。その結果マウス

においてラットにおいて観察された3-NP投

与後のABR閾値上昇が同様に認められた。さ



らに組織学的な検討を行ったところ、内耳

局所的なミトコンドリア機能阻害により高

度の聴性脳幹誘発反応(ABR)閾値上昇が認

められ(Hoya et al. Neuroreport, 2004)、

その原因が蝸牛外側壁線維細胞に特異的に

生じるアポトーシスによるものであること

を光学顕微鏡下に確認した。この3-NPモデ

ルマウスを3-NP投与後2ヶ月まで経過観察

すると、低音域から中音域までのABR閾値に

有意な改善が認められた。組織学的には外

側壁線維細胞、特にI型、IV型において細胞

分裂を伴う自発的な再生が認められ、再生

した線維細胞は能動的イオンリサイクリン

グの主体を担うNa+/K+/ATPaseβ－1を発現

していることが明らかとなった。これらの

結果より、従来ラットで用いていた急性内

耳エネルギー不全モデルが、マウスでも使

用可能となった。さらに、蝸牛内電位

(endocochlear potential)を測定したとこ

ろ、3-NP投与によって低下した電位が改善

していることが明らかとなった。以上によ

り、自発的な蝸牛外側壁線維細胞の再生は

蝸牛内電位の回復により聴力の改善を来し

ていることが明らかとなった。 
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