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Abstract 
HYPOTHESIS: Mannitol has otoprotective effects against tumor necrosis factor (TNF) α-induced auditory hair cell (HC) 
loss. 
BACKGROUND: Mannitol has been demonstrated to possess cytoprotective effects in several organ systems. Its 
protective effect on post ischemic hearing loss has also been shown. Mannitol's otoprotective mechanism and site of 
action are at present unknown. 
MATERIALS AND METHODS: Organ of Corti (OC) explants were dissected from 3 day-old rat pups. The safety 
(nonototoxicity) of mannitol was assessed at 4 different concentrations (1-100 mM). Three experimental arms were 
designed including: a control group, TNFα group, and TNFα + mannitol group. Cell viability was determined by counts 
of fluorescein isothiocyanate (FITC) phalloidin stained HC. Immunofluorescence assay of phospho-c-Jun and the 
proapoptotic mediators, cleaved caspase-3, apoptosis inducing factor (AIF), and endonuclease G (Endo G) were 
performed. 
RESULTS: Analysis of HC density confirmed the safety of mannitol at concentration ranges of 1 to 100 mM. The 
ototoxic effect of TNFα was demonstrated (p < 0.05). The otoprotective effect of 100 mM mannitol in 
TNFα-challenged OC explants was also demonstrated (p < 0.001). Mannitol treatment reduced the high levels of 
phospho-c-Jun observed in the TNFα-challenged group. AIF cluster formation and EndoG translocation into the nuclei 
of HCs were also reduced by mannitol treatment. 
CONCLUSION: Mannitol significantly reduces the ototoxic effects of TNFα against auditory HC's potentially by 
inhibiting c-Jun N terminal kinase (JNK) activation pathway and AIF, EndoG nuclear translocation. This local 
otoprotective effect may have therapeutic implications in inner ear surgery, for example, cochlear implants, 
protection of residual hearing, as well as implications for post ischemic inner ear insults.  
マンニトールはTNF-αによる有毛細胞のネクローシスを抑制する 

仮説：マンニトールは TNF-αによる有毛細胞への傷害を押さえる働きを持つ。 
背景：マンニトールはいくつかの臓器において、細胞保護の働きを持つ。虚血後の難聴においても保護的な

働きを持つことが知られている。マンニトールの有毛細胞保護のメカニズムや作動部位は分かっていない。 
材料と方法：コルチ器は日齢 3の子ラットから採取された。マンニトールの安全性は 1-100mMで 4種類の
濃度で確かめた。主実験はコントロール群・TNF-α群・TNF-α＋マンニトール群で行い、有毛細胞は FITC
標識ファロイジン染色にて計数した。また、phospho-c-Jun、アポトーシス促進因子:cleaved caspase-3、apoptosis inducing factor (AIF)、endonuclease G (Endo G)の免疫染色を行った。 
結果：1-100mMの濃度でのマンニトールの安全性が確かめられた。TNF-αの耳毒性が示された(p < 0.05)。TNF-α曝露下での 100mM マンニトールの耳保護作用が示された(p < 0.001)。マンニトール追加群では、TNF-α曝露群で認められた phospho-c-Junの濃度上昇が減少していた。AIFクラスタ生成や、EndoGの核内
への移行も減少していた。 
結論：マンニトールは JNK、AIF、EndoG転移を抑制し、TNF-αの耳毒性を軽減する。この局所的な耳保護
作用は、CI などの内耳手術での残存聴力の保護での治療の一助となるかもしれないし、虚血後の内耳障害
においても同様である。  
マンニトールは、浸透圧利尿薬として臨床的に広く使われているが、その臓器保護作用については、一部

の研究があるのみである。血管作動性によるものか、細胞保護の働きによるものか詳細についてはまだわか

らない点が多く、内耳に対する働きについてはほとんど研究されていない。 
今回の研究では炎症性サイトカインである TNF-αの耳毒性を用いて、マンニトールの細胞保護作用につい
て調べた。   



 
図１ 細胞の生存について、apex/middle/basal turnでの細胞数を計数。TNF-α群で basal turnで有意に傷
害を認めるが、マンニトール追加投与群では保護作用を認める。 
図の説明文が矛盾、多分、別の図を挿入してしまったのだろう。本当は、どのマンニトールの濃度

(1,10,50,100mM)でも有毛細胞が傷害されないことを示す図が入るはずだった。  
図２ 図１と同様。図１の改訂版の図だろう。  
図３ phospho-c-Jun 免疫染色。TNF-α単独投与群では支持細胞内に p-c-Jun を認めるが、マンニトール追
加投与群では、それが抑えられている。有毛細胞では変化なし。  
図４ Endo Gの nuclear translocation。有毛細胞 stereociliaは FITC-phalloidinにて染色。ミトコンドリアはMitotracker orange、有毛細胞の核は DAPI(青)にて染色。Endo Gは anti-Endo G-Alexa 633(赤)で染色。TNF-
α投与群で有毛細胞核内に Endo Gを認め、マンニトール追加投与群ではこれが減少している。  
図５ AIFで図４と同じことをした。AIFについても、図４と同様の結果が得られた。  
マンニトールの細胞保護作用が、循環血液量の増加による組織循環の改善による pO2 の上昇によるもの
なのか、OH基の持つフリーラジカルを中和する働きによる物かはまだはっきりしていない。しかし、今回
の研究から、炎症カスケードのうち少なくとも一つのパスウェイではマンニトールが細胞保護的に働くこと

が分かった。 
 マンニトールを治療で使用する際の投与経路については、いくつかの考察が可能である。点滴での投与が

最も考えられるが、鼓室内投与が行われているステロイドと同様の経路を使用できる可能性がある。分子量182であるマンニトールはRound Window Membraneを透過することができる可能性がいくつかの研究から
示唆されており、例えば、虚血に対しマンニトールを鼓室内投与した研究では DPOAEの減少の抑制が観察
されており、このことは、マンニトールが、上記のような循環作動的に耳保護作用をもたらしたのではない

ことを示唆している。 
 TNF-αは、ミトコンドリアパスウェイを通じて hair cell (HC)のアポトーシスを引き起こすと考えられる。
このパスには、proapoptotic Bax moleculeや JNKや Bcl-2といった anti apoptosis geneの down regulationも
含まれている。今回の研究では、TNF-αにより認められる p-c-Junが、HCではなく supporting cell (SC)にお
いて抑制されており、いくつかの研究でも示されているとおり、HCの細胞死に SCが関わっていることが示
された。また、HC の TNF-αによる apoptosis は caspase-3 パスウェイにより制御されていないことがわか
った。HCの apoptosisは AIFや Endo Gの細胞質への移行といったミトコンドリア傷害性のルートにより制
御されていると考えられ、マンニトールは、これらのミトコンドリア膜間からの細胞質への移行を抑えるこ

とで細胞死を防いでいると考えられる。 
 この結果の臨床応用として、ステロイド抵抗性の難聴に対して使用することも考えられるが、今回使用し

た材料は日齢３であり、成人でも同様の結果を得ることができるかは未知数である。また、SCや HCの状態
が同様に体内でも保たれるかは分からない。また、上述の通り、ＣＩ等で残存聴力を期待する場合等におい

ても使用が考えられる。   



 

FIG. 1. Cell viability assay. Total HC counts in the apex, middle, and 
basal turns for the control and mannitol at 4 different 
concentrations. All values are mean ±SD; ns indicates not significant. 

FIG. 2. Otoprotective effect of mannitol in TNFα-challenged organ 
of Corti explants. A, Basal turn HCs stained with FITC phalloidin, HC 
stereociliary bundles stain fluorescent green. Bars = 20 um. B, Total 
HC counts in the apex, middle, and basal turns of the control, TNF
α, and TNFα+mannitol. All values are mean ±SD. *p < 0.05; ***p < 
0.001. 

FIG. 4. Nuclear translocation of Endo G from mitochondria in the 
control, TNFα, TNFα+mannitol, and mannitol. HCs stereocilia 
were stained with FITC phalloidin (green, not shown). 
Mitochondria were stained with Mitotracker orange, and nuclei of 
HCs were stained with DAPI (blue). EndoG was stained with 
anti-EndoG-Alexa 633 (red). Hair cell nuclei (blue) of TNF α 
exposed explants show increased levels of immunostain directly 
over these nuclei indicating intranuclear presence of Endo G (red) 
and this pattern of immunolabeling is reduced in the TNF α + 
Mannitol specimens. Images were obtained from explant basal 
turns. Bars = 20 um. 

FIG. 5. Migration of AIF from mitochondria to the perinucleus in the 
control, TNFα, TNFα+mannitol, and mannitol. HC stereocilia were 
stained with FITC phalloidin (green, not shown). Mitochondria were 
stained with Mitotracker orange, and nuclei of HCs were stained with 
DAPI (blue). AIF was stained with anti-AIF-Alexa 633 (red). The pattern 
of immunolabel (red) distribution indicating the presence of AIF is 
forming perinuclear clusters around the hair cell nuclei (blue) in the 
TNFα specimens while the pattern of AIF labeling in the TNF α + 
Mannitol explants is similar to that observed in the control specimens. 
Images were obtained from explant basal turns. Bars = 20 um. 



        

FIG. 3. phospho-c-Jun immunofluorescence study. Comparison of phospho-c-Jun expression in the experimental 
arms: control, TNFα, TNFα+mannitol, and mannitol. A, Microphotographs showing basal turn HCs stereocilia in 
green, phospho-c-Jun in red, and nuclei in blue, both in HCs and supporting cells. Arrows in the supporting cell 
images of TNFα and TNF α + Mannitol specimens indicate cells that immunostained (red) for the presence of 
phospho-c-Jun. Bars = 20 um. B, Percentage of total HCs and supporting cells staining for phospho-c-Jun (arrows) in 
the control, TNFα, TNFα+mannitol, and mannitol. All values are mean ± SD. *p < 0.05; ***p < 0.001. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


