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Proinflammatory　 Cytokines　 Expression　 in　Noise-lnduced　 Damaged　 Cochlea

　　　　　　　　　　 (音 響外 傷蝸 牛 にお け る炎症 性 サイ トカイ ンの発現)

内容の要旨

藤　岡

　 過 大音曝露 は蝸 牛性の感音難聴 の原 因の一 つ として古 くか ら知 ら

れ てい る。臨床上 この難聴は音響 外筋性難聴 と診 断 され 、治療 には

ステ ロイ ド大猷療 法が経験的 に用い られ る。 しか しその効果は 低い

上 に副 作用 が大 きいた め、病態生 理に基づい た新姐 治療法が劉 まれ

てい る。 こ こ数年.音 響 外傷急性期 にお け る蝸牛厨所 への炎症細胞

浸潤が動 物実験 レベ ルで紐告 され 、急性 期にお ける抗炎症治療 の重

要性が 再露踵 され る よ うにな ったが、その一方で 治療標的 とな りう

る炎 症反 応 関遮 分子 の発 現に 関す る知見 は未 だ 乏 しい。今 回我 々

i3,音 響外 砺急性期 における障害 局所 での炎症性 サイ トカイ ン発 現

を検討 した。

　 4～6週 齢 のSprague・Dawleyラ ッ ト雄 に、祭麻酔 下 で4kHz中 心

124dBSPLの1オ クター ブ幅のバ ン ドノイ ズを負荷 した。負 荷前お よ

び直後、3、6、12、24時 聞 、3、5、7、14、28日 後に断頭 し蝸牛 を摘

出 し、RT-1℃R法 に よ り7種 類の炎症関運物質 の発現 を検討 したとこ

ろ、TNF一α,　a-iフ ァ ミリー,1L・6に 発現 を認 めた。　lL・iz　p40,　GM。

CSFの 発現 は認めなかった。7TJF-a,【L・1β,　lL-6の発 現をτaqM聞 法で

定量 した ところ、音 響負苛後3時 間 でIL一lP,　IL・6に有意 なRNAの 発

現 上昇 を認 めた。 ウェス タンブ ロ ッ ト法で は、IL・6はや や遅れ た6

時 問で有 意 な上昇 を認めA　 免疫組搬 染色で は12時 間未満で蝸 牛外

側壁の 最外 側にあた るnay　N,皿 織維細胞 の細胞質 にIL緬の発現 を

認 め、そ の後外側壁 に広域に分布 した。 この発現 は活性型炎症細 胞

の袈面抗 原分子 であ るIba・1の発現 と一致 しなか った。 らせん神経 節

で もN飢N陽 性の神経細 胞の紹胞 質に12時 岡～24時 閥後でlL・6の発現

を錫め た。

　 過去 の紐告 か ら、音響外傷後 の蝸牛ではマ ク ロフ ァー ジをは じめ

と した単球優位 の炎症細胞浸潤 が生 じ、蝸牛 内で障害 を受 けた細胞

を食 食す るこ とが明 らかにされて いる。他 方、 ノックア ウ トマ ウス

の 検討か ら、ILfiに は障 害局所 へ炎症細胞 浸潤 を促進 す る役割 があ

る ことが他 腺器で知 られ ている。 急性感音難聴 におい て広範 な副作

用 を有す るステ ロイ ド剤 が大量投 与 され る現状 を考 える と、発現分

子 特異的阻 害剤に よる抗 炎症治療 には、 よ り遡択的で副 作用の小 さ

い新規治療 怯 としての 可能性 があ る。 と くに昨今 上梓 され たIL・6阻

害 剤は、臨床 治験 にお いて副 作用が極めて少 ない ことが 確野 されて

fi　n,今 後1レ6シ グナ ルの阻害 に よる当モデルへ の影響 を険酎す る

ことが急務 と考え られ た。

鵬文審査の要旨

　炎症反応 は組織障 害に瞭 して臓 器 ・障 害の種 類を問わず、局所か

ら生 じる普 遍的な生 理反応 で ある。 炎症反応 急性期 に障 害局所に生

じる炎症性 サ イ トカイ ンに関す る研究は、その 阻害 ・抑 制に よっ て

親発す る一迎 の炎症 反応 を抑制 し得 るとい う意 味で、臨 床的観点か

ら極 めて重 要である。他方.進 行 した感 音難聴 は不 可逆 であ り、難

聴や 耳症状(耳 鳴 ・耳閉塞感 な ど)に 生涯悩 ま され るこ ととなるた

め、急 性期 に おけ る蝸 牛障 害 の抑制 は耳 科学 の重 要 なテーマ で あ

る。昨今 の音響外傷 急性期にお ける蝸牛局所 での炎症 細胞浸潤に 関

す る綴告 に鑑 み、今 回、病態 生理 に基づ いた副 作用 の少ない懸音鐙

聴に対す る新規抗 炎症治療標的 を探累す る目的で,音 響外鰯蝸牛 急

性期 における炎症性 サイ トカイ ンの発現 を検討 した。

　 審査で は、まず本 研究の前 半部 において 、有 意な発現上昇 が定 量

RT・PCRで 確認 され てい るlL・1βの タンパ ク質 レベル での検討 も進 め

正　人

るべき との助 曾 がな され た。次にlL・6の有意 な発 現上昇 にRT-PCRで

は音響負荷後3時 間、 ウェスタンブ ロッ トでは6時 間 と差 があ るこ

とに関 して質 閻がな され.何 らかの鵬nsl飢io畑な 閲節がな されて い

る可能性 があ る との回答が な され た。続い て免疫 組織染色 ではiz時

聞 で蝸 牛外側 壁 に広域 に発 環 した後24時 間 で滅 弱 した こ と と関遮

し、IL・6タンパ ク質 の安 定性 につ い て質 問 が な され た。 これ に対

し、蝸牛 内での分解や タ ンパ ク自体の半減期 は明 らか ではないが 、

蝸 牛 リンパ液 は脳脊 髄液へ還 流 され るこ とか ら、今 回検肘 した1L-6

も同様の窪 路 で排 泄 され ている可能性が ある と回答が な され た。早

期 の発現部位で あった1V型 、皿型線 維細胞 の機 能にっ いて、前者が

蝸牛 内でのカ リ ウムイオ ンの リサ イクル を担 う細 胞の 一員 であ るこ

とが述べ られ る と同時に 、後者はagwpminの 発現 力ζ綴告 され てい る

の で、おそ らく蝸 牛内 の リンパ液環境 の恒常性維 持に何 らかの関 与

を しているで あろ うとの回 答がな され た。初期 におい て外側 壁に限

局 した発 現が 見 られ る こ との機序 や生 理的 意義 につ いて の質 問に

は,自 己免疫 性難聴モ デルで も蝸牛外 側壁の線維 細胞にお いて炎症

反応 関連 分子 の発現上昇 が撮告 され ている ことを挙げ、本 来、蝸牛

線維 細胞 その ものに細 胞 レベル で炎症 を惹起す る性質が あるのだ ろ

う とい う推察 がな された。 また コル チ器下面 の線維細 胞に もIL・6が

強発 現 して いた ことが述ぺ らn,音 響黄荷 に よる振動 刺激 か ら1レ6

発現 が膀導 され る可能性 が述べ られ た。 これ に対 し、蝸牛外 側璽は

血 管に冨んで いる ことか ら、炎症関 連物質の産 生や炎症細胞 浸潤 に

は、血管攣縮 や 血流障 害 も関 与 してい るの であ ろ う、との助 言がな

され た。

　 次に、【L-6発現 部位の周囲 に恥a4陽 性 細胞 が分布 した ことに関連

して、 この細胞 の由来につ いて質閤が な され た。 これ に対 し、過去

の綴告か ら外側壁 に分布 す る同細胞はCD45陽 性CDIlb陽 性で あ り、

骨 髄由来の浸潤 細胞 と考 え られ るとの回答 がな され た。浸 潤細胞の

種 類に関す る質問に は、過 去の紐告か ら単球優位 で、 リンパ球の 漫

潤 に関す る紐告 はな い との回答がな され、その原因 と して、音響外

働蝸牛 で発現 上昇が報告 され てい るMCP・ 巳な どの好中球遊 走因子の

関与の可能性 が述べ られ た。

　 最後 に、 これ らの現象は音 圧によ るコル チ器障害に続発 す るもの

であ って、外側 壁障害に よる直接の現 象ではない のでは ない か、 と

の質問 がな された。 これ に対 し、今 回検 肘 したモデル では音響負 荷

は2時 岡連続 して負荷 してい るためお そ らくは コル チ器の障害 とは

独立 して外側 壁に物理的 侵襲 が生 じている と考 え られ るが、 両者 の

関係 を明 らか にす るためには,予 め耳 轟性 薬物な どで コルチ器 を障

害 した 個体で音 響外傷 モデル を作成 して、1レ6発 現に変 化が生 じる

かを比較検討 す る必要があ るだろ うとの回答 がな され た。

　 以 上のよ うに 当研 究には未 だ検肘す べき課題が残 され てい る もの

の,音 響外侮 に瞭 して蝸 牛外側壁か ら炎症性 サイ トカイ ンの発現 を

伴 う炎r反 応 が生 じる とい うことを初めて示 した研究 と して、有意

嚢な研究であ ると評価 され た。

　 険文審査担 当者　主査　 耳鼻咽喉科学　小川　郁

　　　　 　外科学 　河瀬　 　斌　 　微生物学 ・免疫 学　小安 　億夫
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