
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2013

内耳障害において細胞内タンパク質分解系による生体制御機構が果たす役割の解明

Elucidation of the role of biological defense mechanisms by the intracellular 
proteolysis systems in damages of the inner ear

１０３５９６０６研究者番号：

岩崎　真一（Iwasaki, Shinichi）

東京大学・医学部附属病院・准教授

研究期間：

２５２９３３４７

平成 年 月 日現在２９   ６ １６

円    13,900,000

研究成果の概要（和文）：細胞の品質管理において重要な役割を果たすタンパク質分解系が、内耳障害の際に果
たす役割について、細胞レベルで明らかにすることを目的として、主たるタンパク質分解系である、ユビキチ
ン・プロテアソーム系とオートファジー・リソソーム系の双方に介して解析を行った。
オートファジー・リソソーム系に関しては、内耳有毛細胞特異的にオートファジーがノックアウトされたマウス
を作製したところ、生後早期より内耳機能の低下と有毛細胞の消失を認めた。ユビキチン・プロテアソーム系に
ついては、内耳培養細胞において、プロテアソーム阻害剤は、低濃度では細胞保護機能を認め、高濃度では細胞
障害作用があることが判明した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of the intracellular proteolysis systems in damages 
in the inner ear, we analyzed the roles of the ubiquitin-proteasome system and the 
autophagy-lysosome system.
To investigate the role of the autophagy-lysosome system in the inner ear, we generated mice 
deficient in a gene essential for autophagy (Atg5) in hair cells in the inner ear. Deletion of Atg5 
resulted in hair cell degeneration and profound congenital hearing loss. To investigate the role of 
the ubiquitin-proteasome system in the inner ear, we analyzed the effect of proteasome inhibitor 
(MG-132) in cultured inner ear cells under oxidative damage. The low concentration of proteasome 
inhibitor had some protective effect, but it had toxic effect in the higher concentration.

研究分野：耳科学、神経耳科学、細胞生理
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１．研究開始当初の背景 
身体のあらゆる細胞は、細胞内構成成分の
分解と合成を絶えず行うことによって機能
を維持している。近年、細胞内タンパク質分
解系の破綻が、パーキンソン病やアルツハイ
マー病などの神経変性疾患や、発癌、炎症反
応、心不全等の様々な疾患の発症に関与する
ことが明らかにされつつあり、難治疾患に対
する新たな治療のターゲットとして、注目さ
れている（Tai and Schuman, Nat Rev 
Neurosci 2008）。 
細胞内のタンパク質分解系は、ユビキチ
ン・プロテアソーム系(UPP系)とオートファ
ジー・ライソソソーム系（オートファジー系）
とに大別され、前者ではユビキチン分子の結
合により、個々のタンパク質ごとに厳密に制
御された分解が行われるのに対して、後者で
はオートファゴソームが一度に多くのタン
パク質を無作為に分解する。細胞内の恒常性
維持において、それぞれの系が異なる役割を
果たすものと考えられている。 
 感音難聴や末梢性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、選択できる治療法は限定されており、根
本的な治療は未だ確立されていない。アミノ
配糖体による薬剤性内耳障害や騒音性難聴、
老人性難聴においては、その発症に有毛細胞
内の酸化ストレスが強く 
関与することが示されている（Someya et al. 
PNAS 2009）。これらの病的状態においては、
異常タンパク質や不良ミトコンドリアなど
が細胞内に蓄積されることから、細胞内タン
パク質分解系によって、これらを除去するこ
とは、細胞の機能維持に重要な役割を果たす
ことが予想される。しかしながら、細胞内タ
ンパク質分解系が内耳障害において果たす
役割に関しての研究はほとんど進められて
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞の品質管理に重要な役割を
果たす細胞内タンパク質分解系が、内耳障害
の際に果たす役割を多角的に解析し、細胞レ
ベルで明らかにすることを目的とする。主た
る細胞内タンパク質分解系である、ユビキチ
ン・プロテアソーム系とオートファジー・リ
ソソーム系の双方に関して、in vitro, in vivo
の両面から解析を行う。具体的には、以下の
検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）内耳におけるオートファジー機能の確
認。 
オートファジーを光学顕微鏡で蛍光的にモ
ニター可能なマウス（green florescence 
protein-labeled microtubule-associated 
protein 1 light chain 3b puncta: GFP-LC3 
マウス）より摘出した蝸牛の器官培養を行い、
オートファゴソームの形成の有無について
検討する。さらに、オートファジーの流れを

阻害するリソソーム阻害剤（E64d および
pepstatin A）を投与した条件で、オートフ
ァゴソームの形成の有無について検討した。 
 
（２）内耳有毛細胞においてオートファジー
機能が欠損したマウスの作製 
オートファジーに不可欠な Atg5 の floxed 
mice と、蝸牛の全ての有毛細胞に発現してい
る蛋白である、Pou4f3-Cre トランスジェニッ
クマウスを掛け合わせ、内耳の有毛細胞のみ
でオートファジー機能が欠損した、
Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)マウス
を作製した。このマウスの蝸牛において、
GFP-LC3 の免疫染色を行い、オートファゴソ
ームの消失、すなわちオートファジーが欠損
しているのを確認した。 
 
（３）内耳有毛細胞におけるオートファジー
機能が欠損したマウスの聴力の解析。 
生後 2週目、4週目、8週目の
Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)マウス
の聴力について、聴性脳幹反応（Auditory 
brainstem response: ABR）にて、評価を行
った。 
 
（４）内耳有毛細胞におけるオートファジー
機能が欠損したマウスの内耳の組織学的解
析 
生後 5日目、14 日目の Pou4f3-Cre (Cre/+); 
Atg5(flox/flox)マウスより蝸牛の器官培養
を行い、有毛細胞の形態学的観察を行うとと
もに、内耳における p62-ユビキチン凝集体の
蓄積の有無について免疫染色について、検討
を行う。さらに、走査型電子顕微鏡にて、内
耳有毛細胞の詳細な形態学的検討を行った。 
 
（５）内耳障害におけるプロテアソーム阻害
剤の影響の検討 
マウス由来の内耳感覚上皮細胞株である、
HEI-OC1 株において、過酸化水素（H2O2）に
て、酸化ストレスを与え、HEI-OC1 の増殖能
に対するプロテアソーム阻害剤（MG-132 およ
び bortezomib）処理の効果について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）内耳におけるオートファジー機能の確
認。 
オートファジーを光学顕微鏡で蛍光的にモ
ニター可能なGFP-LC3より摘出した蝸牛の器
官培養において、リソソーム阻害剤のない状
態では、オートファゴソームの形成は少数で
あったが、リソソーム阻害剤の投与により、
多数のオートファゴソームの形成有毛細胞
内に観察された。このことは、マウスの内耳
において、内耳の有毛細胞においては、継続
的にオートファジーのターンオーバーが生
じていることを示す（図１）。 
 
 



 
 
図１．GFP-LC３マウスの蝸牛におけるオート
フ ァ ジ ー 。 リ ソ ソ ー ム 阻 害 剤
(E64d/pepstatin A）存在下では、多数のオ
ートファゴソームの形成が認められた。 
 
（２）内耳有毛細胞においてオートファジー
機能が欠損したマウスの作製 
オートファジーに不可欠な Atg5 の floxed 
mice と、蝸牛の全ての有毛細胞に発現してい
る蛋白である、Pou4f3-Cre トランスジェニッ
クマウスを掛け合わせ、内耳の有毛細胞のみ
でオートファジー機能が欠損した、
Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)マウス
を作製し、このマウスの蝸牛において、
GFP-LC3 の免疫染色を行い、オートファゴソ
ームの消失、すなわちオートファジーが欠損
しているのを確認した（図２）。 

 
図 2. Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)
マウスでは、オートファゴソームが消失して
いた。 
 
（３）内耳有毛細胞におけるオートファジー
機能が欠損したマウスの聴力解析 
内耳の有毛細胞でオートファジー機能が欠
損したPou4f3-Cre (Cre/+);Atg5(flox/flox)
マウスの聴力を聴性脳幹反応（ABR）にて測

定したところ、生後 2週目の時点で全ての周
波数で約100dBSPLの高度難聴を呈しており、
生後 4週目、生後 8週目のマウスでも同様の
結果であった（図３）。一方、オートファジ
ー機能正常な Atg5(flox/+);Pou4f3-Cre 
(Cre/+)マウスにおいては、生後 2週目、生
後 4週目、生後 8週目のいずれの週齢におい
ても聴力低下を認めなかった。このことは、
内耳有毛細胞におけるオートファジーが聴
力の発達に不可欠なことを示唆する。 

 
図３．Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)
マウスでは、聴性脳幹反応閾値の著明な上昇
を認めた。 
 
（４）内耳有毛細胞におけるオートファジー
機能が欠損したマウスの内耳有毛細胞の形
態学的解析 
内耳の有毛細胞でオートファジー機能が欠
損したPou4f3-Cre (Cre/+);Atg5(flox/flox)
マウスでは、生後 5日目においては、内耳有
毛細胞の形態は正常であったが、生後 2週目
になると、有毛細胞の線毛の形態異常と外有
毛細胞の損傷が認められた。生後 8週目にな
ると、外有毛細胞、内有毛細胞ともに著明な
損傷が認められた（図４）。 
また、走査電子顕微鏡による内耳有毛細胞の
解析においても、生後 5日目の Pou4f3-Cre 
(Cre/+);Atg5(flox/flox)マウス有毛細胞の
線毛の形態はほぼ正常であったが、生後 2週
目、生後 8週目になると、著明な形態異常を
認めた。これらの結果は、オートファジーは、
内耳有毛細胞の形態の維持に不可欠である
ことを示唆する。 
 



 
図４．Atg5(flox/flox);Pou4f3-Cre (Cre/+)
マウスでは、生後 2週目以降に著明な内耳有
毛細胞の損傷を認めた。 
 
（５）内耳障害におけるプロテアソーム阻害
剤の影響の検討 
マウス由来の内耳感覚上皮細胞株
HEI-OC1を用いて検討を行った。過酸化水
素（H2O2）細胞老化モデルにおいて、WST
細胞増殖アッセイを指標に HEI-OC1 の増
殖能に対するプロテアソーム阻害剤
（MG-132および bortezomib）処理の効果を
検証した。その結果は、プロテアソーム阻
害剤が高濃度域では HEI-OC1 の増殖低下
（細胞死と考えられる）をきたすが、低濃
度域では、逆に H2O2老化モデルでの増殖
能の低下を防ぐ効果がみられた（図５）。低
濃度のプロテアソーム阻害剤処理は逆にプ
ロテアソーム活性を高めるとの報告 2があ
るが、今回の検討ではプロテアソーム阻害
剤は dose dependentにプロテアソーム活性
を抑制していた。同様の現象は心臓 3や網
膜由来細胞 4においても報告があり、至適
濃度であれば相対的に cyto-protective な細
胞内分子が蓄積する可能性もあると考えら
れる。 

図５．HEI-OCI の過酸化水素負荷あり・な
し状態での細胞増殖能に対するプロテアソ

ーム阻害薬（MG-132 と bortezomib）の
効果 
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