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研究成果の概要（和文）：細胞死は、分子によって制御された細胞死であるアポトーシスと、それ以外の受動的
な細胞死であるネクローシスとにこれまで分類されてきたが、近年の研究により、ネクローシスの中にも、分子
によって制御されるネクロプトーシスが存在することが明らかにされた。
本研究では、マウスより摘出した、蝸牛の器官培養を用いて、耳毒性物質ゲンタマイシン（GM）によって誘導さ
れる有毛細胞障害について、アポトーシス、ネクローシス、ネクロプトーシスの関与について解析を行った。GM
による内耳障害には、アポトーシス、ネクローシス、ネクロプトーシスのいずれもが関与し、それぞれの阻害薬
で内耳障害の軽減がみられた。

研究成果の概要（英文）：Historically, two forms of cell death have been recognized: necrosis as ‘
accidental’ and apoptosis as ‘programmed’. Recently, genetically programmed form of necrosis 
termed ‘necroptosis’ has been reported.　We investigated the involvement of necroptosis and 
apoptosis in gentamicin (GM) ototoxicity to identify potential therapeutic targets.　We examined 
organotypic cultures of P3 ICR mice cochlear explants.　We showedd necrotic and apoptotic cells 
proportion and the levels of typical antibody in hair cells decreased after treating with different 
concentration of ZVAD (caspase inhibitor) or Nec-1(necrosis inhibitor).
Our findings suggest that GM-induced ototoxicity is caused by combination of necrosis, necroptosis, 
and apoptosis. 

研究分野： 耳鼻咽喉科学

キーワード： 内耳障害　アポトーシス　ネクローシス　ネクロプトーシス　アミノ配糖体　有毛細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感音性難聴や末梢前庭障害等の内耳疾患は頻度の高い身体障害であるにもかかわらず、その根本的な治療は未だ
確立されていない。薬剤性内耳障害や騒音性難聴、老人性難聴においては、それらの発症に有毛細胞内の酸化ス
トレスに起因するアポトーシスが深く関与することが示されている。しかしながら、これらの障害に対する抗酸
化剤やアポトーシス阻害薬の効果は部分的であり、非アポトーシス細胞死の関与が予想される。
本研究では、耳毒性薬物による内耳障害には、アポトーシスのみならず、ネクローシスやネクロプトーシスも関
与することを明らかにした。この研究成果は、内耳障害に対する新規治療の開発に貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

感音性難聴や末梢前庭障害等の内耳疾患は頻度の高い身体障害であるにもかかわら

ず、その根本的な治療は未だ確立されていない。薬剤性内耳障害や騒音性難聴、老人性

難聴においては、それらの発症に有毛細胞内の酸化ストレスに起因するアポトーシスが

深く関与することが示されている（１）。しかしながら、これらの障害に対する抗酸化

剤やアポトーシス阻害薬の効果は部分的であり、非アポトーシス細胞死の関与が予想さ

れる（２，３）。 

これまで細胞死は、カスパーゼをはじめとする分子によって制御されるアポトーシスと、

それ以外の受動的な細胞死であるネクローシスに分類されてきた。しかしながら、近年

これまでネクローシスとひとくくりにされてきた受動的な細胞死の中にも、分子によっ

て制御されるネクロプトーシスが存在することが明らかにされた（４）。 

ネクロプトーシスは、RIPK (receptor-interacting protein kinase)1、RIPK3、MLKL (mixed 

lineage kinase domain-like)と呼ばれる分子の活性化によって誘導され、核の膨化、細胞膜

の崩壊など従来ネクローシスの特徴とされてきた変化を伴う細胞死を引き起こす。近年、

動物モデルを用いた研究により、急性膵炎や薬物性肝障害、脳血管障害、神経変性疾患

など多くの疾患とネクロプトーシスの関連について報告がなされている(５)。しかしな

がら、様々な内耳障害においてネクロプトーシスの果たす役割について、詳細に解析し

た研究は、これまでになされていない。 

 

２．研究の目的 

音響外傷、薬剤性内耳障害、加齢性難聴などの様々な内耳障害で有毛細胞のアポト

ーシスが認められることに関しては、これまでに多数の報告がなされており、これらの、

ネクロプトーシスについての詳細な解析がなされた報告はこれまでにない。本研究では、

様々な内耳障害においてアポトーシスとネクロプトーシスの果たす役割について、明ら

かにすることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

生後 3日目の ICR マウスより側頭骨を摘出し、蝸牛上皮の培養を行った。蝸牛障害のモ

デルとして、耳毒性アミノ配糖体であるゲンタマイシン（GM）0.3～1 mM の GM を投

与し、6~12 時間培養し、Propidium iodide (PI)による核染色と myosin 7A による有毛

細胞染色、DAPI による核染色を行い、有毛細胞障害について検討を行った。また、ア

ポトーシスのマーカーとして、caspase-8 (CC8), caspase-9 (CC9)、ネクロプトーシス

の間カーとして、phospho-AMPKa (pAMPKa)、RIP1、RIP3, phospho-MLKL (pMLKL)

に対する免疫染色を行った。アポトーシスの阻害剤として ZVAD を、ネクロプトーシ

スの阻害剤として Nec-1 を使用した。 

 



 

 

４．研究成果 

（1） GM による有毛細胞死の解析 

0.3 mM, 0.6 mM, 1.0 mM の GM 存在下に蝸牛上皮の器官培養を行い、培養 6 時間

後、12 時間後、24 時間後に、内有毛細胞数、外有毛細胞数のカウントを行った。

内有毛細胞、外有毛細胞ともに GMの濃度の増加とともに細胞数の減少を認めた。

また、培養 12 時間では、細胞数の減少はわずかであったが、24時間後には統計

学的に有意な減少を認めた（図 1）。

 

    図１．ＧＭ投与による有毛細胞数の変化 

 

（２）GM投与によるアポトーシス、ネクローシスの解析 

次に PI による核染色を行い、GM 投与により核の濃縮がみられるものをアポトーシス、

核の膨張がみられるものをネクローシスと判定し、それぞれについて、有毛細胞数のカ

ウントを行った。内有毛細胞、外有毛細胞とも、GM0.3 mM, 0.6 mM 投与においては、培

養 12 時間後には、アポトーシス、ネクローシスの双方がみられたが、培養 24 時間後に

なると、アポトーシスが主に観察された。ＧＭ 1 mM では、培養 12 時間後、24 時間後

ともにアポトーシスが主に観察された（図２）。 

 

 

図２．ＧＭ投与による

アポトーシスとネク

ローシスの変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

（３）免疫染色によるアポトーシスとネクロプトーシスの確認 

GM 投与により、アポトーシスとネクロプトーシスが実際に生じていることを確認する

目的で、0.3 ~0.6 mM の GM 投与後に、アポトーシスのマーカーとして、caspase-8 

(CC8), caspase-9 (CC9)、ネクロプトーシスのマーカーとして、phospho-AMPKa 

(pAMPKa)、RIP1、RIP3, phospho-MLKL (pMLKL)に対する免疫染色を行った。 

GM 投与後には、CC8, CC9, RIP1, RIP3, AMPK の発現が認められ、アポトーシスお

よびネクローシスが生じていることが確認された（図３）。 

 
図 3．GM 投与によるアポトーシス(CC8, CC9)とネクロプトーシス(RIP1, RIP3)の確認 

 

（４）GM による有毛細胞障害に対するアポトーシス阻害薬、ネクロプトーシス阻害薬の保

護効果 

GM による有毛細胞障害に対するアポトーシス阻害薬、ネクロプトーシス阻害薬の保護効

果の有無について検討する目的で、アポトーシス阻害薬である ZVAD (20M, 60 M)、ネ

クロプトーシス阻害薬 Nec-1（10 ~30 M）存在下で、GM 投与を行い、その効果について

検討を行った。 

ZVAD, Nec-1 ともに統計学的に有意な細胞保護効果を認めた（図４）。 

 

以上の結果より、GM による内耳障害には、アポトーシス、ネクロプトーシス、それ以外の

ネクローシスのいずれもが関与し、アポトーシス、ネクロプトーシスの阻害薬を投与するこ

とによって、内耳障害を部分的に防ぐ効果があることが明らかになった。ネクロプトーシス

阻害薬は、薬剤性の内耳障害に対する新規治療となる可能性があることが示唆された。 
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