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【背景】老人性難聴とは老化に伴う進行的不可逆的
な感音難聴であり，聴力の損失は著しくquality of
lifeを低下させるが治療法はいまだない．本研究で
は生体が持つ根幹的なストレス応答である熱ショッ
ク応答と誘導される熱ショック蛋白質（Hsp）に着
目した．Hspは変性した蛋白質の品質管理や細胞死
を抑制することで生存を促進する．この応答は年齢
とともに低下し，進行性神経変性疾患での病因の一
つと考えられている．

Hspは種々の障害から内耳も保護することが知ら
れている．内耳の老化でHspの変化を調べ，さらに
様々な臓器でHsp誘導による保護効果を示し，かつ
副作用が少ない薬剤であるGeranylgeranylacetone

（GGA）を用い老人性難聴モデルマウスに対しての
保護効果を検討した．

【材料と方法】４−40週齢の早期進行性老人性難聴
マウスDBA/2Jと聴力正常のCBA/Nを用いた．
GGAは，粉末餌に混ぜて４週齢から投与した．Hsp
発現はwestern blot assayで評価した．聴覚評価に
は聴性脳幹反応検査（ABR）を使用した．組織学
的評価をH.E.染色，蛍光免疫染色で評価した．さら
に有毛細胞数を評価した．

【結果】対照マウスの蝸牛ではHsp70，Hsp110高発
現が維持されていた．反対にDBA/2Jでは減少を認
めた．このDBA/2JにGGAを投与すると有意にHsp

が誘導された．Hsp70は主な障害部位の有毛細胞に
強く発現を認めた．ABRと有毛細胞欠損数で保護
効果を示した．

【考察とまとめ】発現の違いが見られたHsp70・
Hsp110は，加齢で発症する神経変性疾患において
その重要な役割が示唆されているものである．この
ことは内耳疾患でも同様の病態が存在することが推
察された．GGAによって増強されたHspが強力に
様々なpathwayを制御したため保護効果を示すこと
ができたと考えられた．

は じ め に

年齢に伴う感音難聴（老人性難聴）は65歳以上の
約３分の１が罹患しているといわれ，超高齢化社会
の日本ではますます増加の一歩をたどっていると考
えられる．難聴はコミュニケーションを著しく損な
わせquality of lifeの低下につながる．しかし，老
人性難聴をはじめとする進行性難聴の発症機序が複
雑で解明されておらず，確立された予防法，治療法
は少ないのが現状である1）．

老人性難聴のモデルは約80種類存在し，そのうち
10種類にahl alleleが共通していることが報告され
ている2，3）．このahl alleleはcadherin23（Cdh23）
という感覚細胞である有毛細胞特有の蛋白質で
mechanically-gated ion channelsを構成する4，5）．
この障害が唯一の病因ではないが，年々蓄積して難
聴を発症するのでこの遺伝子異常をもつマウスは内
耳老化モデル研究によく用いられている．
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熱ショック応答はあらゆる生物がもつ根幹的なス
トレス応答であるが，年齢とともに低下し，ハンチ
ントン病，アルツハイマー病，筋萎縮性側索硬化症
などの進行性神経変性疾患での病因の一つとも考え
られている6，7）．熱ショック応答とは細胞が通常よ
り数度の高温環境下に置かれると，熱ショック転写
因子（heat shock transcriptional factor1：HSF1）
が活性化され，一連の熱ショック蛋白質（heat
shock proteins：Hsps）が誘導される応答である．
これらHspsは，高温下で変性した蛋白質の凝集を
抑制，処理など行い，細胞機能を回復させる（シャ
ペロン機能）．また，アポトーシスに至る細胞内シ
グナル伝達を抑制することで多くの細胞に対しては
生存を促進する．この現象は他のストレスでも惹起
され，生物の生存に必須である8−13）．

正常モルモットの内耳構成細胞において，HSF1
と主要なHspであるHsp70 familyが存在し，一過性
の温熱負荷でHsp familyの核移行が行われ，Hsp70
が誘導される14，15）．これらの報告は内耳においても，
他の器官同様Hsp70 familyのストレス応答が存在す
ることを示唆する．Hsp遺伝子上流にあるHSF1を
ノックアウトしたmiceを用い，音響ストレスを加
えた際に生じる蝸牛外有毛細胞死がwild typeと比
較し増加することで，音響障害においてHSF1が内
耳保護に働くことが証明されており，内耳において
も重要なストレス機構である16）．しかし内耳の老化
と熱ショック応答の関連を評価した論文はこれまで
になく，老化のメカニズムに蛋白質やDNAのダメ
ージがありこれが内耳でも共通であると考えると，
蛋白質の品質管理を行う熱ショック応答は内耳老化
において重要な位置づけであることが推察される．

現在各方面で広く熱ショック応答誘導剤として研
究されているものに，Geranylgeranylacetone

（GGA）がある．GGAは抗潰瘍薬で，日本では1984
年以来臨床で広く処方されている副作用の少ない薬
剤（テプレノン，セルベックス®）であるが，胃粘
膜，小腸，脊髄神経，肝細胞，心臓，脳神経，網膜
などで熱ショック応答を惹起し，組織保護効果を認
めている17）．GGAはHSF1を活性化し，ほとんどが
副作用のない誘導能を示すとされる18）．内耳におい
てもモルモット音響障害モデルに対してこの薬剤が
保護効果を示す19）．

本研究では老人性難聴モデルマウスの蝸牛におい

てHspsが年齢で減少し，GGAによって発現を維持
すると進行性難聴に対して機能的組織学的に保護効
果を示すことを報告する．

方法と材料

4− 40週 齢 の 早 期 進 行 性 難 聴 モ デ ル マ ウ ス
DBA/2Jと聴力正常マウスCBA/Nを用いた．聴性
脳幹反応検査（ABR）を行い聴覚評価した．８，16，
32kHzの３周波数刺激を用いた．組織学的検討は，
４％パラホルムアルデヒドで経心灌流固定した後断
頭し，蝸牛をとりだしプラスチック包埋を行った．
３μmに薄切した切片をH.E.染色，Hsp70抗体で免
疫蛍光染色したものを観察評価した．ウェスタンブ
ロットでHsp110，Hsp90，Hsp70，Hsp60，Hsp40，
Hsp27，ß-actinの発現を全蝸牛を用いて評価した．
有毛細胞の評価にはsurface preparation technique
でコクレオグラムを作製し，内・外有毛細胞欠損率
を評価した．Hsp誘導にはGGA粉末と餌を０%，
0.5%，１%の濃度で混合したものを，４週齢より自
由に摂取させ行った．投与量，投与方法はKatsuno
の方法に準じた20）．３群間の結果の統計学的検討は
Dunnett's post hoc testで行った．p< 0.05を有意差
とした．すべての実験は山口大学生命科学実験施設
委員会で審査受理され，規則を順守して行った．

結　　　果

図１では，対照であるCBA/Nは40週においても
ABR，閾値上昇を認めないのに対し，DBA/2Jは４
週齢から既に難聴を認め，32週齢頃には増悪しほぼ
無反応となった．H.E.染色の観察では，感覚細胞で
ある有毛細胞を含むコルチ器と，２次的変化と考え
られるらせん神経節細胞の消失を認めた．従来の報
告どおりこのマウスの障害部位と考えられた21）．蝸
牛内Hspは，対照マウスでは加齢に伴いHsp110が発
現の維持，Hsp70の高発現を認め，それ以外は減少
した．一方DBA/2JではHsp70，Hsp110をはじめ多
くのHspが減少した．この対照マウスでのHspの発
現維持が聴力を保つ要因ではないかと考えた．そこ
で薬剤による難聴モデルでのHsp高発現を試みた．

図２で，DBA/2Jに４週齢からGGA混合餌を投与
し12週齢でのHsp発現を評価した．蝸牛では0.5%濃
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度で有意にHspが誘導された．１％濃度ではHspの
誘導がみられなかった．一方脳では１％でHsp70が
誘導され，蝸牛の方が至適濃度が低いと考えられた．

図３で図１で重要と考えられたHsp70に着目し，
その局在を評価した．コントロールでは，ほとんど
発現がないのに対し，0.5% GGA投与では，主な障
害部位（図１）の有毛細胞，らせん神経節に強く発
現を認めた．このことはHsp70がこのマウスの障害
部位で作用することを示している．

図４，５でGGAの効果を検討した．８kHz刺激
のABRでは，８週齢から保護効果を示し20週齢ま
で効果が持続した．高音域の16kHz，32kHzでは部
分的な効果であった．これは高音域の障害が高度で
あるためと考えられた．１％濃度でもある程度の保
護効果を示した．20週齢の内・外有毛細胞数のカウ
ントでは，ABRの結果と同様に中〜低音域に対応
する頂回転付近の有毛細胞で細胞欠損が抑制されて
いた．

考　　　察

対照と難聴マウス蝸牛で発現の違いが見られた
Hsp70・Hsp110は，蛋白質のmisfoldingが関わる神
経変性疾患においてその重要な役割が示唆されてい
るものである22）．Hsp110もHsp70と強調して働くこ
とが知られ，これらのHspのシャペロン機能が聴力
の維持に必要である可能性が示唆された23）．誘導さ
れたHspsがどういう機序で保護したかはDBA/2Jマ
ウスの難聴進行の原因が未解明であるのではっきり
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図１　加齢によるABR閾値とHspの変化（文献27より引用）
（Ａ）CBA/N（n=３，respectively），DBA/2J（n=７，

respectively）． 矢 印 は 無 反 応 を 示 す ． Error
bar：±1 SEM．

（B）DBA/2Jの コ ル チ 器 と ら せ ん 神 経 節 （ n=４ ，
respectivel）．上段：lower apex．下段：lower base．
矢印は有毛細胞の欠損を示す．Bars=20μm．

（C）HspsのWestern blot analysis．n=４，respectively．

A C

B
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図２　GGAのHsp誘導への効果（文献27より引用）
GGA混合餌を各濃度８週間摂取したDBA/2Jの蝸牛の Western blot analysis（n=４，respectively）．０%を１とした相

対比を棒グラフで示している．***p< 0.001，****p< 0.0001，Error bar：±1 SEM．

図３　高発現されたHsp70の局在（文献27より引用）
Hsp70（red channel）とDAPI（blue channel）を８週齢の蝸牛のcoronal sectionで示す（n=４，respectively）．観察部

位はlower apex．A–FはCorti's organを，G，I，K，M，O，Qはらせん神経節，H，J，L，N，P，Rは血管条を示す．矢
印は外有毛細胞，矢頭は内有毛細胞．Bars=20μm．
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図４　GGAの進行性難聴に対する保護効果（文献27より引用）
GGA混合餌を４週から20週齢まで各濃度摂取している（n=6，respectively）．０% GGA（●），0.5% GGA（▲），１%

GGA（■）*p< 0.05，**p< 0.01，Error bar：±1SEM．

図５　GGAの蝸牛有毛細胞に対する効果（文献27より引用）
ABRを20週齢で検査後断頭して有毛細胞の欠損率を百分率にして示す（n=６，respectively）．蝸牛を４つの部分にわけ

て，upper and lower apex，upper，lower baseと表記している．Aが外有毛細胞（OHCs），Bが内有毛細胞（IHCs）．*p< 0.05，
**p< 0.01，Error bar：±1SEM．surface preparationによる有毛細胞の観察をCとDに示す．１−３は３列のOHCsで，矢
印はOHCsの欠損を示す．Cが０% GGA摂取群，Dが0.5% GGA摂取群．Bars=20μm．



はしないが，GGA投与により熱ショック応答が増
強・維持され，Hspsのシャペロン機能，抗アポト
ーシス作用が長期間作用することで保護効果を示し
たのではないかと考えられた．特にahlがコードす
る有毛細胞特有の蛋白質の障害とそれに伴う細胞死
を軽減している可能性が推測された．ABR，有毛
細胞欠損数において１％GGA投与群で早期には保
護効果を認めた．これにはGGAにはHsp誘導作用の
他に抗酸化作用やミトコンドリア機能への作用など
を有しており，そのため１％GGA投与群でも保護
効果が認められたのではないかと考えた24−26）．

DBA/2Jのような早期に進行する障害の強いモデ
ルでの保護効果の証明はこれまでにない．これは熱
ショック応答が強力に様々なpathwayを制御してい
るから成しえたことだと考えられた．また，GGA
もすでに臨床応用されている薬剤であり，内耳の進
行性難聴に対して新しい有用な治療法になる可能性
が示唆された．

ま　と　め

早期進行性老人性難聴モデルのDBA/2Jと対照
CBA/Nの蝸牛内Hspの加齢による発現変化を評価
した．Hsp70，Hsp110が聴力の維持に必要な可能
性が示唆された．Hsp誘導剤でHsp発現を維持する
と難聴の進行と有毛細胞死を抑制できた．
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Aging processes being extremely complex,
mechanisms of age-related hearing loss（ARHL）
have not been elucidated.  Although oxidative
stress and apoptotic cell death are involved in
progression of ARHL, number of trial to treat
ARHL is limited.  Heat shock response is
characterized by induction of heat shock proteins

（Hsps）in response to stresses such as heat
shock, which diminishes during aging.  Hsps act
as molecular chaperones, and some Hsps also
inhibit apoptotic pathways.  Here, we examined
age-related expression of Hsps in the cochlea of
ARHL model DBA/2J mice and control CBA/N
mice. Western blot assay revealed that CBA/N
mice showed constant expression of Hsp70 and
Hsp110 with age, but not in DBA/2J mice.  The
result suggests that pharmacological upregulation
of Hsps might attenuate ARHL.  We
administered DBA/2J mice with food containing
geranylgeranylacetone（GGA）that induces
Hsps in the cochlea, and found that its
administration suppresses ARHL examined by
ABR test and histological examination though
protection is specific for the apical part of the
cochlea.  These results demonstrate that dietary
supplementation of GGA could be an effective
therapeutic strategy for treatment of ARHL．
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