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慶應 医 学 ・85(1):39～45,2008

受賞記念講座(三 四会奨励賞)

感音難聴への治療戦略

慶應義塾大学耳鼻咽喉科

  やま した だい すけ

  山 下 大 介
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Translational Research

はじめに

Noise, Aging, Drug

 感 音 難聴 とは内耳感覚器細胞 の障害 によ り生 じる疾患

で,原 因 は老 人性 ・騒音性 ・薬剤性 ・先天性 など非常 に

多岐 にわ たる.QOL(Quality of Life)に 深 く関わ り

感覚器障害の うち最 も重要 な ものの一 っである.日 常診

療 において,突 発性難聴 などの急性感音難聴に対 して は,

ス テロイ ドや ビタ ミン剤,循 環改善剤 などを主 に用 いる

が その治 療効果 には個人 差 もあ り,決 してEBM(Evi-

dence Based Medicine)に 基 づ いたもの とは言 え ない.

-方
,老 人性難聴な どの慢性感音難聴 に対 しては補聴器

や,最 近適応の拡大 もみ られ る人工 内耳 など依然 として

根治的治療法のないのが現状であ るIそ こで,こ の難治

性 である感音難聴 に対 して多角的に基礎 研究か ら臨床応

用へ と我 々が行 って きた研究にっいて概説 し,さ らに今

後 の展望 を述べ たい-

Mechanism I F ト ー ・n-⇒ 。Humanpplicario.

治療戦略 に向けた研究デザイ ン

Hearing Loss

echanical

Trauma

MetabolicTreuma
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 ヒ トにおいて は側頭骨病理標本 によ る形態学的評価を

除いて,感 音難聴の原因 とな る内耳感覚器細胞(主 に外

有毛細胞)を 直接調べ ることによって,そ の病態を解明

する とい う手段が ない.こ の点が感音難聴の治療を困難

に している要因 と考え られ る,そ こで,我 々 はまず動物

を用いた基礎的研究 にて感音難聴 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 ローチを検討 して いる.最 終的 にそれ らの結果か ら

EBMに 基 づいた ヒ トへの臨床応用(Translational Reー

search)を 目標 と してい る(図1).

図1 感音難聴への治療戦略に向けた研究デザイン

感音難聴モデル動物の確立

 我 々 は感 音難聴 モデル動物 と して,強 大音響 を負荷 し

た難聴 モデルを確立 したI機 能的 な難聴 の レベルは現在

臨床 で も用 い られ てい るABR(Auditory Brainstem

Response:聴 性 脳幹反応)に て行 い,形 態 的な細胞死

の程度 は ヒ トで は不可能 であ る内耳有毛細胞 をsurface

preparation法 に て直接取 り出 し,残 存 す る細胞 をカウ
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      図2 感音 難聴 モ デル動 物 の確立

TTSモ デ ル(音 響負 荷 条件=4kHz OBN,100 d8 SPL,1時 間)で

は,一 時 的 に難 聴 にな るが最 終的 には完全 に難聴 が 回復 し,形 態 的

に も細 胞死 を 認 めな い(図2a),一 方, PTSモ デル(音 響 負 荷 条

件14kHz OBN,120dB SPL,5時 間)で は,難 聴 が残 存 し形 態 的

にも細胞 死 が進行 す る(図2b).図 は上 段が 聴覚 機能 評 価(ABR)

を,下 段 が形 態的細 胞死 の定 量評 価 を示 ず.

(Yamash「to D. et aリ;JNeuroscience Res. Oct n.2007のFigure

を一部 改変 し,許 可 を得 て転載)

ン トする手法 を用 いて定量評価 を行 って いるD,音 響 負

荷条件 によって,一 時的に難聴 にな るが最終 的に は聴 力

が完全 に回復す るTTS (Temporary threshold shift)

モ デ ル(図2a)と 難 聴 が残 存 す るPTS(Permanent

threshold shift)モ デ ル(図2b)を 確 立 した.そ れぞ

れの音響負荷条件 はTTSモ デ ル:4kHZ OBN,100 dB

SPL,1時 間 負 荷, PTSモ デ ル:4kHz OBN,120dB

SPL,5時 間負荷 である.形 態的変化 の検討 においては,

TTSモ デ ルで は終 始 細胞 死 は認 めず(図2a),一 方

PTSモ デ ルで は進行 す る細 胞死 がみ られ た(図2b).

この両 モデル間での細胞 内 シグナル伝達機構 やアポ トー

シス制御関連因子 の発現等を比較す ることによ って,そ

音響負荷直後

代謝的障害

 を示唆 罪

」 → 鴛

  1
 活性酸素 ・

フリーラジカル

 が関与

音響負荷後10日 目

   図3 内耳 にお け る遅 発 性 フ リーラ ジ カルの 発現

強 大 音響 曝露 後 に拡大 す る障害 と一致 した部位 に活 性酸 素 ・活性 窒

素の マ ーカ ー(4.HNE, NT)の 発現 が認 め られ た.

(Yamashita D. et al;Brain Res-mss:201-209,2004のFigureを
一部 改変 し,許 可 を得 て転 載)

の細 胞 内メカニズムを詳細 に検討 した,

内耳にお ける遅発性ブ リ-ラ ジカルの発現 と

          その防御

 一 般 的 に内耳有毛細胞 の障害 メカニ ズムに は,音 その

ものによる直接的 ・機械的ダメー ジと種々の代謝的ダメー

ジが あると考 え られてい る.代 謝 的障害の中 には活性酸

素 やフ リー ラジカルが,内 耳 にお ける細胞死 に重要 な役

割 をもっ と考 え られている-そ こでまず我 々 は,強 大音

響負荷後 の経時 的な形態変化 を詳細 に検 討 した ところ,

徐 々にその障害 が増加 ・拡大 す ることを確認 した.次 に

それ と同時に障害部位 と一致 した部位 において活性酸素 ・

活性 窒素 のマ ーカ ー(4-HNE, NT)が 発 現す るこ とを

見 出 した(図3).こ の 結果 は拡大 す る障害 が活性 酸素

や活性窒素 に起 因す ることを示唆す るもので あった,し

か し-般 的に ブ リ一ラジカルの反 応はin vitroで は数 ミ

Iル秒 と速 い もので あ り,in vivoで の 音響曝露 後 に持続

す る内耳 障害 を説 明で きるもので はな い.そ こで我 々の

仮説 は,最 初 に障害 を受けた部位(4kHz領 域)よ り種 々

のchemical mediator(ア ポ トー シス関連 因子 等 を含

む)が 放 出され,周 囲の隣接細胞 に影響を及ぼ し,そ の

隣接細胞 内で引 き続 き種 々の反応が起 こり,細 胞死が誘

導 され る.さ らにその隣の細胞へ とダメージが,空間 的 ・

時間的 に拡大す るとい うものである2〕.こ れ らの結果 は,

老 人性難聴 や騒音性難聴 にお いて,高 音か ら徐 々に難聴

が拡大 してい くことを理論的 に証明 した初 めて の報告 で

ある.次 に これ らの結 果に基 づ き,音 響曝露後か ら種 々

の抗酸化剤 や フリー ラジカルスカベ ンジャーを投与す る

ことによ って,聴 覚機 能及 び外有毛細胞の形態が保護 さ
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   図4 内耳 にお ける遅 発性 フ リー ラ ジカル の防御

強大音 響曝露 後3日 目か ら抗酸 化剤 を投 与す る こ とによ って聴 覚機

能及 び内耳 有毛 細胞 の形 態保 護 を確認 した.図4aは 各 周 波数 での

ABRの 閾 値 変化 を,図4bは 各 グル-プ で の形 態 的細 胞 死 の平 均

値 を示 す.

(Yamashita D. et aI;NeurosGience 134(2):633■642,2005の

Figureを 許可 を得 て転 載)

れることを見出 した(図4a, b).こ の成果は突発性難聴

など急性感音難聴の発症後も早期に治療することによっ

て改善することを示唆 した初めての報告である3).現 在

はこれ らの結果に基づき,よ り臨床応用に向けアメ リカ

にて特許申請中である.

治療 へ結 び付 けた いと考えて いる.感 音難聴 における内

耳感覚器細胞 内にお いて は,細 胞死 をコ ン トロールす る

シス テムが複雑 に存在 す る.そ の 中で も,Bcl-2フ ァ ミ

リー蛋白質 は アポ トー シスを抑制 または促進す るグルー

プに大別 され,両 者 のバ ラ ンスによ り細胞の生死が調節

されてい る,同 タ ンパ ク質 は主 に ミ トコ ン ドリアの膜透

過性 を制御 し,シ トクロムcの 放出を調整す ることによ

りア ポ トー シス シグナルのon/offを 決 定 して い る.こ

のBcl-2フ ァ ミリーの感音難聴 モデル動物 での発現を検

討 したと ころ,難 聴 が完全 に回復す る(細 胞死が生 じな

い)TTSモ デ ルにお いては アポ トー シスを抑制 す るサ

ブフ ァ ミリーであ るBcl-xLの 発 現 が外 有毛細胞 にみ ら

れ た(図5a).一 方,難 聴が残存す る(細 胞 死の生 じる)

PTSモ デ ルにおいて はアポ ト-シ スを促進す るサブフ ァ

ミリーで あ るBakの 発 現が 同様 に外 有毛細胞 に認 め ら

れ た(図5b).こ の よ うに障害の レベルで アポ ト-シ ス

を抑制 ・促進す る両 メカニズムが内耳 に存在 す ることが

明 らか となったU.

 また一般的にアポ ト一シスの反応 において は,カ スパー

ゼと呼ばれ る一群 の システイ ンプ ロテアーゼが細胞死実

行に中心的役割を果 た して いる と考 え られてい る.一 方

近年,こ の カスパ-ゼ を経 由 しないアポ トー シスの存在

も報告 されて い る4.5).そ こ で我 々は,感 音難 聴 におけ

る神 経 細 胞 死 と カ ス パ ー ゼ非 依 存 的 ア ポ ト-シ ス

(EndoG:Endonuclease G, AIF:Apoptosis inducing

factor)と の 関連 を検討 した.そ の結 果, PTSモ デ ル

にお いて,EndoGは 核 への移行(図6a)が,一 方AIF

は 細 胞質への移行(図6b)が 認 め られた6).最 近 の報告

で は このAIFは 負 荷 され るス トレスや条 件 によ って,

一 部 は核 に移行 しアポ トー シス実行 に
,一 部 は細胞質 に

移行 し逆 に レ ドックス因子 と して抗酸化的 に働 くとの報

告 があ る7).こ の よ うに非 常 に面 白い ことに,同 一障害

モデルの同一細 胞内において,ア ポ トー シスを抑制 ・促

進 する両者 が存 在す ることが明 らか にな り,さ らにこの

感音難聴 の障害 メカニ ズムが複雑で あることが示唆 され

た.現 在 は種 々の ノックア ウ トマ ウス解析 によって,内

耳 障害 メカニズムの解 明を行 ってい る.

内耳再生への試み

内耳における細胞死制御

 内耳保護に関する基礎研究での報告は多数みられるが,

いずれも完全に防御できるものではない.こ れは内耳障

害のメカニズムがさらに複雑であることを意味する.そ

こで我々は,よ り詳細に内耳障害のメカニズムを解明し

 従来より哺乳類の成人内耳においては,一 度障害を受

けて細胞死に陥 った感覚器細胞は再生能力が極めて乏 し

いと考えられている.こ の点が感音難聴の治療が非常に

難治性である一つ の大 きな要因となっている.し か し近

年,分 子生物学や遺伝子導入技術などのめざま しい進歩
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         図5 感 音難 聴 にお けるBc1.2フ ァミ リー の発現

TTSモ デル におい て アポ トー シス抑制 因 子Bcリ-xLが 内耳 外有 毛細 胞 に発 現 し(図5a), PTS

モ デル にお いて はアポ ト-シ ス促 進 因子Bakの 発現 が 外有 毛細胞 に認め られ た(図5b).

(Yamashita D. et al;JNeuroscience Res. Oct 17,2007のFigureを ■部 改変 し,許 可 を得 て

転載)

o一

Rh

/

      図6 感音難 聴 にお け るカ スパ-ゼ 非 依存 的 アポ トー シ スの発現

PTSモ デル にお いて強 大 音響 曝露 後 にEndoGは 核 へ の移 行 を(図6a),■ 方AリFは 細胞 質 へ

の移 行(図6b)を 認 めたー

(Yamashita D. et aリ;Neuroreport 15(18)=2719-2722,2004のFigureを ■ 部 改変 し,許 可 を

得 て転載)
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に伴 った再生 医療研究 の発展 によ り,内 耳再生 も夢 では

な くな りつつ あ る.我 々は,臨 床応用 や倫理 的な観点 か

ら骨髄 由来間 葉系幹細胞を用 いた内耳再生を試 みている.

まず は,ヒ ト及 びマ ウスか らの骨髄 間葉系幹細 胞 をin

vinoに お いて神経幹細胞 に分化誘 導 させた.次 に この

神経に誘導 した幹細胞 を用 いて,感 音難聴 モデル動物 に

移植を試 みた.結 果 と して機能的再生 には至 って いない

が,内 耳組織 での生着が確認で きた.ま た最近で は再生

医療の進歩 に伴 い,他 臓器で は続 々と臨床応用が始 まり

つつある.し か し,ヒ トにおいて移植 した細胞 の生体内

動態 をモニ タリングする方法 はいまだ確立されていない.

一 方
,超 常磁 性体 酸化 鉄(super paramagnetic iron

oxide:SPIO)は,肝 臓 癌や肝転移の診断 に用 い られて

いるMRIの 陰 性造影剤 で ある.肝Kupper細 胞 に取 り

込 まれ る とT2緩 和 時 間を短縮 し, MRI信 号 を低下 さ

せ ることが知 られて いる.そ こで我 々は既 に臨床で使用

されてい るSPIO製 剤 を用 いて,ま ずin vitroに お ける

細胞内 ラベリ ング効果 を確認 した.次 に感音難聴 モデル

動物へ このSPIOで ラベル した神経幹細胞 を内耳 に移植

し,生 着 ・発現 を確認 した(国 立成育医療セ ンタ-・ 梅

澤研究室 との共 「司研究).こ の 結果 は今後の幹細胞移 植

での臨床応用 に大 き く寄与す るもの と考えて いる.

 ま た 内耳 再生へ向 けた細胞治療 に対 して,組 織幹細胞

に富んだ分画 として知 られ るside population(SP)細

胞 での検討 を行 って い る.SP細 胞 はDNA結 合 蛍光 色

素であ るHoechst33342の 排 出能 を持 った細 胞集団で,

多 職器において その多分化能 が報告 されて いる菖〕.現 在

fluorescence.activated cell sorting(FACS)の 手 技

を用いて内耳SP細 胞 の存在を確認 した.ま た強大音響

曝露後にSP細 胞 の比率が増大 する ことが判明 した(図

7).今 後 は この内耳SP細 胞 を用 いて感 音難 聴 モデル

への細胞移植を検討 して いる.

 昨 年(2007年11月)つ いに ヒ トips細 胞 が樹立 さ

れた.従 来,胚 性幹細胞(ES細 胞)は 倫理的 な問題 や

移植後 の免疫反応な ど様々な問題点 が存在 した.今 後 は

このiPS細 胞 を用 いた内耳 への再生 医療 へ の応 用が期

待される.

ドラ ッグ デ リバ リ-シ ステム の開発

 基 礎 研究の成果か ら,よ り詳細 に内耳 障害 のメカニズ

ムを解明 し,そ の結果に基 づいた治療 の効 果が確認 され

た後 も,次 の ステ ップ として ヒ トへの臨床応用 には内耳

へ のアプ ローチ とい う高いハー ドルが存在 す る.そ こで

内耳 へ のDDS(Drug Delivery System)の 開 発 は感

轟欝.
謹鷲
L7r

音響負荷後

一醸1

図7 内耳 にお け るSP(side population)細 胞 の 存在

  強 大音 響 曝露後 に内耳SP細 胞 の比率 が 増大.
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図8 微小浸透圧ポンプによる内耳への薬剤投与

音難聴 の治療 に対 して非常 に重 要 とな る.我 々はまず,

微 小浸透圧 ポ ンプを用いて動物 内耳へ直接薬剤を持続的

に投与 するアプ ローチを開発 し,改 良 を重 ねてい る(図

8,ミ シ ガ ン大学Millerラ ボ).こ の 装置 は内耳組 織 に

機能的 ・形態 的障害 を与える ことな く,薬 物を持続的 に

投与 す ることが可能 であ る… の.こ れ まで に我 々は感音

難聴 モデルに対 して,I司 シ ステムを用いて種々の内耳保

護効果 を報 告 してい るU.[2,.ま た臨床応用 の面 で は,現

在すで に使用 されている人工 内耳 のデバイスを利 用す る

のが有用 と考 えている.そ こで人工 内耳 デバイスの先端

か ら神経栄養因子 やアポ トー シス抑制 因子,再 生 関連因

子等 を投与す るアプ ローチの検 討を行 ってい る.一 方で

は,人 工 内耳 は適応 が高度難聴患者 に限 られ るため,将

来的 にはよ り多 くの患者 への臨床応用 を考 え る必要 があ

る.そ の 一つと して経鼓膜 ・正 円窓経 由での薬物投与 を

検討 して いる.最 近 では他大学 において,生 体 吸収性徐

放 ゲルを用 いた細胞増殖因子 の感 音難聴治療 への臨床 試
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図9 Tー817MAの 化 学構 造式

験が開始されている.こ のように今後は単なる経口薬剤

の処方のみではなく,耳 鼻咽喉科医の専門性を活か し

(眼科の白内障手術に匹敵するくらい)簡 便に顕微鏡下

での外来手術で行えるようなデバイスの開発が重要であ

ると考えている.

神経変性疾患に対する創薬の感音難聴への応用

 近年,ア ルツハイマー病や脳梗塞など神経変性疾患に

対 して,様 々な新規創薬が盛んに開発されている.そ れ

らの中にはすでに,欧 米を中心 として臨床試験が開始さ

れているものもある.局 所投与は副作用が少なく直接薬

剤の効果を期待できる半面,上 述の如 く臨床応用に対 し

ては(特 に内耳では)高 いハ-ド ルが存在する.一 方,

経 口投与 によ って脳血 流関門(BBB:brain-blo0d-

barrier)通 過 が可能 な薬剤 は,依 然 内耳血流関門

(CBB:cochlea・blood-barrier)の 問題はあるが,臨 床

応用の面では非常に魅力的である.そ こで我々はすでに

臨床試験の段階にあるいくつかの神経変性疾患に対 して

の創薬について感音難聴における効果を検討 している.

その中で,T-817MA(富 山化学:図9)は アルツハイ

マー病の治療薬 として開発され,す でにアメ リカでは臨

床第 皿相試験の段階にある薬剤である.そ の薬理作用に

はMAPK経 路に関連 した細胞死抑制や神経突起伸展作

用などが証明されている.我 々も感音難聴モデル動物に

おいて最近,機 能的 ・形態的に内耳保護効果を確認 し

た13).ま た現在,ベ ンチャー企業との共同研究で新規開

発薬剤に対 して感音難聴への効果を検討 している.

最 後 に

 ポス トゲノムの現在,高 齢化社会が進みアンチエイジ

ングが注 目を浴びている.今 後はますますQOLが 重要

視され,感 覚器の1つ である聴覚 もそのターゲットにな

るであろう.し か し感音難聴への治療戦略にはまだまだ

難題が山積 している.今 後は遺伝子治療や再生医療など

を含めた基礎研究が,安 全性や倫理面での課題 もあるが

より早 く臨床に応用されることが期待される.ま た将来

的には,難 聴の程度や音に対する感受性の個体差なども

考應 したオーダーメイ ド医療が重要になるであろう.今

後 もひとつひとつの問題を多角的なアプローチから検討

し,感 音難聴への治療に結び付けたいと考えている.
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