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研究成果の概要（和文）：1)マウスでのゲンタマイシン投与における時間制限給餌の保護効果に関する論文を発
表した。2)HEI-OC1細胞株における時計遺伝子とハウスキーピング遺伝子の発現変動を評価した。3)サーカディ
アンリズム評価細胞(Bmal1-ELuc MEF)において、デカドロン2hr、馬血清1hr、培地交換、継代におけるBmal1発
現変動リズムパターンを比較した。4)サーカディアンリズムにおける小胞体ストレスに着目し、鉛障害を用い、
アポトーシス・ネクロプトーシスのマーカをqPCRにて評価検討した。5)小胞体ストレスの関連として、アミノ酸
代謝及び脂肪酸代謝に着目し、同基質処理下でのミトコンドリア機能の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：1) Published a paper on the protective effect of time-limited feeding on 
gentamicin administration in mice. 2) We evaluated the expression variation of clock genes and 
housekeeping genes in the HEI-OC1 cell line. 3) In circadian rhythm evaluation cells (Bmal1-ELuc 
MEF), we compared the rhythm pattern of Bmal1 expression variation in 2hr of decadron, 1hr of horse 
serum, medium change and passaging. 4) We focused on endoplasmic reticulum stress in circadian 
rhythm and evaluated the markers of apoptosis and necroptosis by qPCR using lead damage. 5) We 
focused on amino acid and fatty acid metabolism in relation to endoplasmic reticulum stress, and 
analyzed mitochondrial function under the same substrate treatment.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： 難聴　内耳障害　概日リズム　ミトコンドリア　時間制限給餌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1)内耳障害に対する時間制限給餌の保護効果が示唆された。2)HEI-OC1細胞ではDbp/Per1/Nr1d1の変動が明確で
あったが、一部変動が不明瞭な時計遺伝子もあり、今後の評価に際して重要と考えられた。3)概日リズム同調に
おいては、デカドロン2hrの刺激が安定と考えられた。4)DBC1.2嗅覚細胞株では、小胞体ストレスによる障害に
おいてネクロプトーシス経路の重要性が示唆され、HEPESの保護作用が副次的に確認された。5)HEI-OC1細胞にお
けるグルタミン・パルミチン酸・オレイン酸のOCR向上効果が見られ、グルタミン代謝及び脂肪酸代謝の重要性
が示唆された。

※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 

TRF は一定時間帯にのみ給餌する方法で、マウスにおいては、概日時計遺伝子の欠損モデルに
おいて肥満を予防し高脂血症やインスリン感受性などの臨床転帰を改善し(Chaix et al. 2019)、
高脂肪食での肥満、高インスリン血症、肝脂肪、炎症、運動協調性を改善させ(Hatori et al. 

2012)、ラットにおいては肝臓での SIRT1 の発現上昇、血清の IGF-1 低下、BDNF の発現上
昇、抗腫瘍効果を持つ可能性があり（Serra et al. 2019）、ヒトにおいては体重、血圧、心血管
代謝の状態を改善し老化を遅らせ (Sutton et al. 2018; Cote et al. 2018）、２型糖尿病のリスク
となる耐糖能異常を改善させ（Amy T. Hutchison et al. 2019）、糖尿病や肥満などの代謝性疾
患を予防できる可能性がある（Panda 2016）。 これらの効果は食物摂取のタイミングが概日時
計遺伝子への同調トリガとなり概日リズムを同期・調節することで生じると考えられている
（Castillo et al. 2004; Lamont et al. 2005）。 

感音難聴の機序において重要な役割を果たすミトコンドリアは概日時計遺伝子の制御下にある
ことが近年解明されつつある。ミトコンドリア機能と密接に関わるミトコンドリアの構造は日
内変動し(Uchiyama 1981)、BMAL1 欠損マウスにおいて構造ネットワークの融合を制御する
OPA1/MFN1 の発現が低下し心筋ミトコンドリア機能低下を生じ(Kohsaka et al. 2014)、ミト
コンドリアネットワークの分離を制御する DRP1 の欠損によりミトコンドリア機能及び
BMAL1/PER1/2 の日内変動が欠損し(Schmitt et al. 2018)、CLOCK/BMAL1 複合体により誘
導される核内受容体の一つである REV-ERBαは栄養応答性転写因子である TFEB/TFE3 によ
って制御され、ミトコンドリアの品質管理に重要な役割を果たすマイトファジー(ミトコンドリ
アを丸ごと分解する選択的オートファジー)の概日リズムに関わっている(Patore et al. 2019)。
以上のことから、概日リズムとミトコンドリア機能・ネットワークはクロストークを形成し密
接に関わっていると考えられる。 

蝸牛器官において、聴覚器官を保護する働きのある BDNF の発現は概日リズムを持ち、騒音曝
露による感音難聴の感受性は日内変動する（Basinou et al. 2017; Meltser et al. 2014）。聴覚
機能に対する TRF の効果に関する直接的な研究は過去に報告されていないが、TRF は蝸牛組
織の概日リズムを調節しミトコンドリア機能を変化させることで、感音難聴を改善させる可能
性が高い。 

加齢性難聴を始めとする感音難聴は、認知症発症の危険因子の一つであると言われており、そ
の制御は超高齢化社会を迎える我が国にとっても大きな社会問題であるが、現在、明確な予防
法・治療法は存在しない。申請者は、蝸牛細胞における過酸化水素暴露によるミトコンドリア
障害モデルにおいて、酸素消費速度は低下し、ミトコンドリア機能が低下することが示され、
ミトコンドリアの融合と分離の平衡状態の破綻によりミトコンドリアネットワークが崩壊する
ことを報告した(Kamogashira et al. 2017)。また、申請者は予備実験において TRF によりゲ
ンタマイシン投与での耳毒性が緩和される結果を得た。申請者は、諸家ならびに我々独自の先
行研究結果を基盤として、TRF は蝸牛器官のミトコンドリア代謝機能・ネットワークの概日リ
ズムを調整し、難聴に対する感受性を改善させると仮説をたてた。本研究は感音難聴において
TRF が内耳機能障害の保護に果たす役割を探り、加えて薬剤性難聴、騒音性難聴、加齢性難聴
の新たな治療法の可能性を探ることを目的とする。 

 

２．研究の目的 

聴覚障害における TRF の効果を直接評価した過去の文献は存在しない。感音難聴の発症解明
を目的として、概日リズムやオートファジー及びミトコンドリア関する研究は、各々独立した
形で数多くの研究がなされてきた。申請者は、TRF により蝸牛器官のミトコンドリア代謝機
能・ネットワークの概日リズムが調整され、難聴の発症に重要な役割を果たすと推察し、本研
究を立案した。本研究は、薬剤性難聴モデル・騒音性難聴モデル・加齢性難聴モデルと内耳細
胞培養細胞株と蝸牛器官培養を用いて、TRF が難聴及び蝸牛器官のミトコンドリア代謝機能・
ネットワークに及ぼす影響を果たす役割を探り、加えて薬剤性難聴・騒音性難聴・加齢性難聴
の新規治療法の可能性を探ることを目的とする、極めて独創性に富んだ研究である。 

 

３．研究の方法 

本研究では、(1)マウスの感音難聴モデルにおいて TRFが効果的に聴力を保護する条件を探索評
価するとともに、(2)培養細胞・蝸牛器官培養において内耳細胞の概日リズム制御下でのミトコ
ンドリア代謝・オートファジーのリズムと薬剤性応答への変化を評価する。 
(1) マウスの感音難聴モデルにおける TRFの聴力保護作用に関する評価 
薬剤性難聴 ICRマウスを用い、対照群・TRF群をさらに薬剤投与群、生理食塩水投与群に分
け、ゲンタマイシン 220mg/kgを皮下注射 13時に 18日間投与する。投与中は摂食量計測及び運
動量計測を行う。投与終了後に聴力を ABRにて測定した後内耳を採取し、蝸牛の頂回転、基底
回転における内有毛細胞(IHC)および外有毛細胞(OHC)の生存率、ラセン神経節細胞(SGC)の細胞
密度や酸化ストレスマーカーである 8-OHdGの陽性細胞率を評価する。神経組織については、蝸
牛組織を surface preparationにて処理し、Myo7a、CtBP2、GluR2による染色での共局在によ



る Ribbon Synapse、NF200による神経線維の定量評価を行う。シナプスリボンの評価は、
ImageJにて CtBP2、GluR2の共発現領域の面積及び個数と電子顕微鏡像から判定する。 
(2) 培養細胞・蝸牛器官培養による実験系 
細胞株として、内耳有毛細胞由来培養細胞(HEI-OC1)を使用する。概日リズムのトリガを与える
方法としては一般に広く使われている血清ショック(Nagoshi 2004)及びデキサメサゾン投与
(Balsalobre 2000)を使用する。障害薬剤は過酸化水素暴露(Tsuchihashi et al. 2015)及びゲ
ンタマイシンを用いる。 
 
４．研究成果 
(1) マウスでのゲンタマイシン投与における時間制限給餌の保護効果に関する解析を行い、内

耳障害に対する時間制限給餌の保護効果が示唆された。 

(2) HEI-OC1細胞株における時計遺伝子とハウスキーピング遺伝子の発現変動を評価した。

Per1/Per2/Per3/Arntl1/Arntl2/Nr1d1/Clock/Dbp/Cry1/Cry2等のうち Dbp/Per1/Nr1d1の変動

が明確であったが、一部変動が不明瞭な時計遺伝子もあり、また、ハウスキーピング遺伝子に

ついては一部変動の見られる遺伝子があり、今後の評価に際して重要と考えられた。 

(3) サーカディアンリズム評価細胞(Bmal1-ELuc MEF)において、デカドロン 2hr、馬血清 1hr、

培地交換、継代における Bmal1発現変動リズムパターンを比較し、概日リズム同調において

は、デカドロン 2hrの刺激が安定と考えられた。 

(4) サーカディアンリズムにおける小胞体ストレスに着目し、鉛障害を用い、アポトーシス・

ネクロプトーシスのマーカ(Grp94/Grp78/Xbp1/Perk/ATF6/Ire1a/Caspase 3/Caspase 12等)を

qPCRにて評価検討し、コントロールとして用いた DBC1.2嗅覚細胞株では、小胞体ストレスに

おいてアポトーシスは誘導されず、ネクロプトーシスが誘導され、ネクロプトーシス経路の重

要性が示唆された他、HEPESの保護作用が副次的に確認された。 

(5) 小胞体ストレスの関連として、アミノ酸代謝及び脂肪酸代謝に着目し、同基質処理下での

ミトコンドリア機能の解析を進めた。蝸牛培養細胞株(HEI-OC1)において、脂肪酸処理群(パル

ミチン酸(PA)+BSA:bovine serum albumin)、アミノ酸処理群(Gln)、Gls阻害薬群(BPTES)、Cpt

阻害薬群(Etomoxir、perhexiline)、対照群(BSAまたは生理食塩水)でのミトコンドリア機能解

析及びミトコンドリア骨格解析を行った。脂肪酸処理群では OCR(酸素消費速度)は有意に上昇

したが、FCCP投与後の最大 OCRは上昇しなかった。一方、アミノ酸処理群では OCRと最大 OCR

は、共に上昇した。アミノ酸はミトコンドリアエネルギー代謝基質として Gls2を介して重要な

役割を果たすことが示唆された。蝸牛培養細胞株に加え、マウス個体の蝸牛器官培養での評価

系の開発を試みた。 

(6) ミトコンドリア骨格に係るモータ結合タンパク質についての解析し、HEI-OC1のミトコン

ドリアダイナミックスにおいて、ミトコンドリア融合促進には Trak1、分離には微小管脱重合

が重要な役割を果たす可能性が示唆された。また、OCRは Syntabulinの阻害により上昇する傾

向が見られ、ミトコンドリア代謝におけるミトコンドリア骨格の重要性が示唆された。 
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