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研究成果の概要（和文）：内耳由来細胞株HEI-OC1および蝸牛器官培養系有毛細胞を用いて、蛍光色素JC-1によ
るミトコンドリア膜電位の定量評価系を確立した。また、細胞外フラックスアナライザーによるミトコンドリア
呼吸機能の測定系を確立した。
H2O2処理したHE1-OC1細胞により作製した内耳細胞老化モデルでは、ミトコンドリアの酸素消費速度の低下を認
め、ミトコンドリアの最大呼吸能の低下が示された。また、この内耳細胞老化モデルでは、JC-1の赤色/緑色蛍
光強度比の減少を認め、ミトコンドリア膜電位の低下が示された。

研究成果の概要（英文）：We established quantitative method to evaluate mitochondrial membrane 
potential by using JC-1 fluorescence dye in HEI-OC1 auditory cell line and cochlear explants. We 
also established quantitative method to evaluate mitochondrial respiratory function by using an 
extracellular flux analyzer in HEI-OC1 auditory cell line and cochlear explants.
We then evaluated mitochondrial function of a senescence model of HEI-OC1 cells induced by H2O2 
exposure, by these established quantitative methods.
We revealed that relative value of oxygen consumption rate on FCCP injection was dose dependently 
decreased in the H2O2-exposed cells. This suggests damage of the mitochondrial respiratory capacity 
in the senescence model.We also revealed that JC-1 red/green ratio was decreased in a dose-dependent
 manner in the H2O2-exposed cells. This suggests decreased mitochondrial membrane potential in the 
senescence model.
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１．研究開始当初の背景 
内耳は聴覚および前庭平衡覚の受容器で
ある。その感覚細胞である有毛細胞は、様々
な特化された微細構造を持ち、音や加速度と
いった機械的刺激を生体内の電気信号に変
換するという非常に巧妙な機能を担うが、細
胞分裂せず一度障害を受けると機能的再生
が困難である。内耳障害の原因としては、加
齢性、薬剤性、騒音性など様々であるが、そ
の多くは不可逆性の難聴や平衡障害を来し、
有効な治療法は存在しない。内耳障害の発症
のメカニズムについては諸説あるが、最も重
要な要因の一つとしてミトコンドリア機能
障害が挙げられる。ミトコンドリア障害説は、
ミトコンドリア遺伝子異常に起因する疾患
の多くが難聴を合併する臨床的背景や、ミト
コンドリア遺伝子変異が蓄積する遺伝子改
変マウスにおいて、早期に聴覚閾値が上昇す
る(①Kujoth GC et al., Science, 2005)などのミ
トコンドリア障害モデル動物を用いた研究
により支持されている。 
 内耳障害においてミトコンドリア障害が
もたらされる機序としては、活性酸素種の産
生による障害や抗酸化防御機能の低下によ
る酸化ストレスの蓄積、ミトコンドリア DNA
変異、ミトコンドリアターンオーバー機構の
破綻などの要因が考えられているが  (②
Fujimoto C et al., Oxid Med Cell Longev, 2014)、
解明されていない部分は多い。また、ミトコ
ンドリア機能解析は、がん、循環器疾患、代
謝疾患、神経変性疾患などの研究分野におい
て行われているが、内耳障害とミトコンドリ
ア障害との関連性はこれまで示唆されてい
るにも関わらず、内耳におけるミトコンドリ
ア機能をリアルタイムで定量的に評価する
系は、世界的に十分に確立されていない。聴
覚系の機能低下や組織学的変化とミトコン
ドリア機能低下との関連性についても、依然
として不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、内耳疾患におけるミトコンド
リア機能の関与を明らかにするため、まず、
内耳ミトコンドリア機能のリアルタイム定
量評価法を確立することを目的とした。さら
に、内耳障害モデルおいて、確立した評価法
を用いてミトコンドリア機能を解析するこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
(1)生後 2～5 日の蝸牛器官培養および不死化
内耳培養細胞 HEI-OC1に、ATP阻害剤（オリ
ゴマイシン）、脱共役剤（FCCP, カルボニル
シアニド-p-トリフルオロメトキシフェニル
ヒドラゾン）、ミトコンドリア複合体 III阻害
剤（アンチマイシン A）、ミトコンドリア複
合体 I 阻害剤（ロテノン）を投与し、酸素消
費速度を細胞外フラックスアナライザー
XF24(Seahorse Bioscience)を用いて計測した。

基礎呼吸、ATP代謝回転、最大呼吸（予備呼
吸能）の指標にてミトコンドリア機能の評価
を行った。 
 
(2)内耳におけるミトコンドリア膜電位を測
定する実験系を確立するため、蝸牛器官培養
および HEI-OC1に FCCPを添加し、有毛細胞
における蛍光色素 5，5'，6，6'-tetrachloro-1，
1'，3，3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 
iodide (JC-1)の赤色/緑色蛍光強度比の減少を、
共焦点レーザー顕微鏡（ニコン）にてタイム
ラプス測定した。 
 
(3)Tsuchihashi らの報告を参考に、HEI-OC1
を H2O2にて短時間処理し、細胞増殖率低下
と細胞生存率不変の条件から内耳細胞老化
モデルを作製した (③Tsuchihashi  NA et al., 
Oncotarget, 2015)。ミトコンドリア呼吸機能
測定系およびミトコンドリア膜電位測定を
用いて、内耳細胞老化モデルにおけるミトコ
ンドリア機能を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1)HEI-OC1 および蝸牛器官培養系有毛細胞
ともに、オリゴマイシン添加による酸素消費
速度の低下、FCCP 添加による酸素消費速度
の上昇、アンチマイシン A・ロテノン添加に
よる酸素消費速度の低下、がそれぞれ確認で
き、ミトコンドリア呼吸機能測定系を確立し
えた。 
 
(2)FCCP 添加による JC-1 赤色/緑色蛍光強度
比の減少を確認し、FCCP によるミトコンド
リア膜電位の低下を測定しえた。即ち、ミト
コンドリア膜電位の定量評価系を確立しえ
た。 
 
(3)H2O2 処理した HE1-OC1 細胞により作製
した内耳細胞老化モデルでは、FCCP 投与に
よるミトコンドリアの酸素消費速度の低下
を H2O2の濃度依存性に認め、ミトコンドリ
アの最大呼吸能の低下が示された。また、こ
の内耳細胞老化モデルでは、JC-1の赤色/緑色
蛍光強度比の減少を H2O2の濃度依存性に認
め、ミトコンドリア膜電位の低下が示された。 
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