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研究成果の概要（和文）：体内の抗酸化物質Mn-SODが半減すると加齢により蝸牛の酸化ストレスが増悪し、音響
外傷が増悪した。二酸化ゲルマニウ投与で蝸牛組織変性が生じ、ミトコンドリア機能が低下したが、タウリン等
の投与により障害が抑えられた。ゲンタシンによる半規管の有毛細胞障害は支持細胞分裂により部分再生し、
TrkB agonist投与により有毛細胞がより再生し機能も回復した。内耳不死化細胞は酸化ストレスでミトコンドリ
アの変性が生じ、膜電位が低下し、ミトコンドリアのfusion/fission機構や呼吸能が障害された。蝸牛有毛細胞
にオートファジ―機構が存在し、機能しない場合には進行性の有毛細胞障害が生じた。

研究成果の概要（英文）：When endogenous antioxidant MnSOD was reduced to half, oxidation stress of 
the cochlea was exacerbated by aging and acoustic trauma aggravated it. When GeO2 was given to mice,
 cochlear tissue showed marked degeneration with decrease of mitochondrial function. This damage was
 ameliorated by antioxidant. When gentamycin was injected into the middle ear, hair cell(HC) in 
semicircular canal showed marked degeneration and showed partial recovery due to regeneration via 
cell division of the sopporting cells. When TrkB agonist was given, HC showed significant recovery 
and synapse and afferent fibers were better preserved. When immortalized inner ear cells were 
exposed to oxidation stress, mitochondria were degenerated, mitochondrial membrane potential 
decreased, mitochondrial fusion/fission was impaired, and respiratory capacity was affected. We 
found that the cochlear HC, possess autophagy functoion. When Atg5 was knock out in the cochlear HC,
 these cells exhibited progressive degeneration. 

研究分野：耳鼻咽喉科学
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１．研究開始当初の背景 
老化の原因にはいくつかの説があるが、酸化
ストレス説とミトコンドリア機能障害説の二
つが主に考えられている。蝸牛では加齢によ
り酸化ストレスが増加し、内在性 free 
radical scavenger の superoxide dismutase
（SOD）などが減少すること、Cu/Zn SOD の欠
失マウスでは難聴が加速して進行することが
示されている。我々は C57BL/6 マウスの蝸牛
内では酸化ストレスによるDNA damageが増加
する事、内在性 free radical scavenger の
catalase を過剰発現した mCAT マウスでは老
人性難聴が抑えられる事、ミトコンドリア内
に生じる free radical を target とする
scavenger（CoQ10 など）は老人性難聴を予防
しうる事などを報告してきた。ミトコンドリ
ア障害については、ミトコンドリア DNA 
（mtDNA）の老化に特徴的な欠失が老人性難聴
のヒト側頭骨で増加する事、ラットでもこの
欠失が老化蝸牛で増加して酸化ストレスと相
関する事が示されている。我々は DBA/2J マウ
スの蝸牛を網羅的遺伝子解析し、老化に伴っ
て聴覚やミトコンドリア機能に関する遺伝子
が発現低下し、アポトーシスに関する遺伝子
の発現亢進があること、mtDNA の変異が蓄積
するマウス（POLG マウス）では蝸牛の
apoptosis により早期から進行性難聴を来す
ことを報告し、またカロリー制限により
C57BL/6 マウス蝸牛でのミトコンドリア機能
低下が抑制されて老人性難聴が抑えられる
事）、酸化ストレスによる Bak 発現亢進が
apoptosis を引き起こして老人性難聴が生じ
る事を報告した。我々のこれまでの研究成果
と、ヒトにおける遺伝子多型や疫学データを
もとに、発症機序について仮説を立てるに至
ったが、この発症機序は Ahl 遺伝子異常をも
つ C57BL/6 マウスを用いたものがほとんどで
あり、異なる strain のマウスでも同様の機序
が確認される必要があり、また発症を修飾す
る因子（騒音暴露既往、動脈硬化・高脂血症・
糖尿病・高血圧等）の影響についても検討が
必要である。加齢に伴う平衡機能障害に至っ
ては、前庭・半規管感覚上皮、前庭神経節、
前庭神経核細胞の数の減少などの基礎データ
が報告されているだけであり、その障害メカ
ニズムについてはまったく研究がなされてい
ない。有毛細胞は哺乳類蝸牛では障害後には
再生しないが、前庭ではわずかに、半規管で
は一定の割合で再生のみられることが知られ
ている。ヒト前庭・半規管の再生能と加齢の
関係を調べ、さらに再生を誘導させることは
重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
１）老化に伴い蝸牛・前庭・半規管で発現変
化する遺伝子、カロリー制限,タンパク質制限、

運動で変化が抑制される遺伝子を調べる。 
２）遺伝子改変マウスを用い、老化に伴う蝸
牛・前庭・半規管の組織的・機能的変化につ
いて調べる。 
３）ミトコンドリア機能異常モデル動物を用
いて、難聴の発現機序と酸化ストレスの関係
および水素水・CoQ10・タウリンなど抗酸化
物質の効果を調べる。 
４）ゲンタマイシン（GM）内耳投与による前
庭・半規管有毛細胞障害後の再生能を調べ、
加齢による影響を調べる。またこの再生が分
裂を介したものか、形質転換なのか調べる。
さらに神経再生・賦活因子を投与し、有毛細
胞の再生を誘導する。 
５）内耳不死化細胞を用いて、酸化ストレス
によるミトコンドリア機能への影響を調べる。 
６）細胞の恒常性に重要なオートファジーの
蝸牛有毛細胞への影響を調べる。 

 
３．研究の方法 
１）C57BL/6マウスにおいて、カロリー制限、
タンパク質摂取制限、運動で聴力変化が抑制
されるか検討した。2カ月と 15カ月において
内耳（蝸牛・前庭・半規管）の組織を調べ、
さらに遺伝子発現を調べる方針とした。 
２）遺伝子改変マウスとしてMn-SODヘテロ
マウス、glutathione reductase KOマウスの老化
に伴う蝸牛・前庭・半規管の組織学的・機能
的変化について調べた。 
３）二酸化ゲルマニウム（0.15％）を CBAマ
ウスに摂取させ、難聴の進行を経辞的に ABR
で調べ、難聴の確定した時点で断頭し、蝸牛
の組織変化と遺伝子発現変化を調べた。予防
実験としては水素水、CoQ10、タウリンを投
与した群と非投与群（薬剤コントロール）に
分けて調べた。水素水は水素の抜けない特殊
なボトルで自由摂取とし、CoQ10 及びタウリ
ンは飲料水に混入し、毎日 30mg/kg、300mg/kg
摂取するように調整した。 
４）モルモット中耳にGMを投与して前庭・半
規管の有毛細胞を障害した後の再生能を解析
し、加齢による影響を調べた。この再生が細
胞分裂を介したものか、BrdU、Ki67による免
疫染色、Musashi1とミオシン等の多重免疫染
色を用いて調べた。さらに神経栄養因子BDNF 
を主なリガンドとするTrkB 受容体の作動薬
（TrkB agonist）を食餌に混ぜて投与し、有毛
細胞再生を誘導した。 
５）HEI-OC1細胞株（蝸牛より分離された上
皮細胞の不死化細胞）はProfessor F. Kalinec
（UCLA）より供与された。培養は、10% CO2、
33度で行い、3日から4日毎に継代を行った。
細胞生存率解析では、細胞をDulbecco’s PBS
で洗浄し、0.05w/v% トリプシン、0.53mM 
EDTA 1 分間で剥離し、DPBS に懸濁した後、
0.4% トリパンブルーで1：1 に希釈し、TC10 



Automated Cell Counterで細胞数及び細胞生存
率を計測した。ミトコンドリア膜電位は、JC-1
（Biotium, USA）を用いて計測した(この蛍光
色素は、ミトコンドリア内膜に特異的に集積
し、膜電位が高い時には複合体となって赤い
蛍光を発し、膜電位が低い時には単量体とな
って緑の蛍光を発する）。ミトコンドリア形
態解析では、TMRE（Biotium, USA）も用いた。
共焦点顕微鏡での解析では、HEI-OC1 細胞株
をglass-bottom dish（Greiner, Germany）で培養
し、プレートリーダでの解析と同じ条件で
H2O2 に曝露し、画像はA1R（ニコン，日本）
で撮影した。 TMRE またはMito Tracker 
Orange の撮影では561.4nm 半導体レーザを
用いた。画像解析では、NIS-Elements（ニコン）、
ImageJ、Fiji、Skeletonize3D、AnalyzeSkeleton
を使用した。構造化照明顕微鏡での解析は共
焦点顕微鏡での撮影と同様の条件で細胞株を
TMRE にて染色し、電子増倍型CCD カメラ
を用いて撮影し、解析を行った。酸素消費速
度及び細胞外酸性化速度の計測はXF24 
Extracellular Flux Analyzer （ Sea- horse 
Bioscience）にて計測した。測定は下記の順に
薬剤を添加して行った。 
（1）薬剤非添加時のベースライン速度 
（2）2.5μMオリゴマイシンを添加しATP 合成
酵素及びOXPHOSを停止した際の速度 
（3）1.25μM FCCP を添加し脱共役下での最
大速度 
（4）0.625μM アンチマイシンA を添加し
complex Ⅲを阻害した際の速度 
（5）0.625μM ロテノンを添加し、complex I 
を阻害した際の速度 
６）オートファジーについてはオートファゴ
ソームの形成をモニターすることが可能であ
るgreen fluorescence protein（GFP） -labelled 
microtubule-associated protein 1 light chain 3b
（LC3）トランスジェニックマウス（GFP-LC3
マウス）を作成し、5 日齢の蝸牛を摘出し器
官培養を行い、リソソームプロテアーゼ阻害
剤（pepstatin A とE64d）を投与して非投与群
と比較した。さらにPOU domain, class 4, 
transcription factor 3（Pou4f3）-Cre トランスジ
ェニックマウス（Pou4f3-Cre マウス）とfloxed 
Atg5 マウスを用いて、Cre-loxp システムによ
る蝸牛有毛細胞にてオートファジーが欠損す
るコンディショナルノックアウトマウスを作
製し、機能と組織を解析した。 
７）遺伝子発現については DNAマイクロアレ
イを用いた網羅的遺伝子解析と定量的
RT-PCRを用いた。聴覚・平衡機能については
聴性脳幹反応（ABR）、歪耳音響放射（DPOAE）、
温度眼振、ロータロッドテスト等で評価した。
組織については、内耳では蝸牛・前庭・半規
管の有毛細胞、血管条、ラセン神経節、前庭
神経節の組織評価を行い酸化ストレスや

apoptosis については免疫染色などでも評価し
た。 
４．研究成果 
１）C57BL/6 マウスにカロリー制限した場合
には加齢による難聴が抑えられ、以前の結果
を再確認できた。運動群およびタンパク質摂
取制限群では体重増加の抑制など一定の効果
が見られたが、難聴の軽減効果は乏しく有意
差が得られなかった。組織学的にも有意な結
果が得られず、遺伝子検査はサンプル作成に
とどまっている。なお同時に嗅神経も標本作
成しており、こちらは有意な結果が出ている。 
２）Mn-SOD ヘテロマウスでは組織学的に酸
化ストレスの痕跡が増悪したが、加齢に伴う
難聴の増悪は見られなかった。組織学的にも
有毛細胞、らせん神経節、血管条の変性に差
がなかった。一方、急性障害の音響外傷を与
えた場合にはMn-SODヘテロマウスで難聴が
増悪し、有毛細胞障害の悪化など組織学的に
もその結果が確認された。glutathione reductase 
KOマウスでは 15か月齢まで観察したが、明
らかな難聴の増悪は見られず、組織学的にも
確認された。しかし glutathione reductase を
siRNAでノックダウンすると過酸化水素によ
るマウス蝸牛培養細胞障害が増加し、ミトコ
ンドリアの呼吸率が低下した。 
３）二酸化ゲルマニウム投与によるミトコン
ドリア慢性障害マウスモデルでは、血管条の
変性、有毛細胞の軽度脱落、ラセン神経節細
胞の減少が見られ、DNA マイクロアレイで
apotosis や inflammation などに関する遺伝子
発現の増加、エネルギー代謝、聴覚、DNA修
復などに関する遺伝子発現の低下を、定量的
RT-PCR でミトコンドリア呼吸鎖複合体の代
表的遺伝子発現の低下を確認した。タウリン、
CoQ10、水素水を投与したところ、この順に
聴力低下、組織の変性が抑えられることを見
出した。 C57BL/6マウスをコントロールとし、
Taurin transporter KOマウス、COX7RP KOマ
ウスにおいて聴覚障害が加速するか検討し
たが、ABRおよび温度眼振検査での計時的評
価で有意な差は見られなかった。 
４）モルモット中耳に GMを投与することで
半規管膨大部の有毛細胞がほぼすべて細胞
死を起こすが、type I細胞の 10%以下、type II
細胞の約半数が再生すること、これが支持細
胞からの形質転換ではなく、支持細胞が分裂
して生じることを確認した。TrkB agonistを食
餌に混ぜて障害直後から与えると、有毛細胞
の再生が特に type I 細胞でも認められ、細胞
直下のシナプスや求心性神経の変性予防・再
生誘導も得られ、温度眼振も回復した。 
５）HEI-OCI細胞を用い、有毛細胞のミトコ
ンドリア機能の評価ができるシステムを構
築した。過酸化水素を添加すると細胞死は起
こらないが増殖能が低下し、ミトコンドリア



の変性やオートファジーが生じた。膜電位を
計測すると過酸化水素曝露群で低下し、また
FCCP 投与による膜電位低下も過酸化水素前
処理細胞で悪化した。ミトコンドリアの
fusion/fission 機構も障害され、また最大呼吸
能も障害された。同様の評価機能を P3 マウ
スの蝸牛感覚上皮培養でも構築し、解析を継
続している。 
６）GFP-LC3マウスを用い、リソソームプロ
テアーゼ阻害薬により、蝸牛有毛細胞にもオ
ートファジ―が存在することを確認した。
Cre-loxp システムによる蝸牛有毛細胞にて
Atg5が発現しないコンディショナルノックア
ウトマウスではコルチ器が成熟する前には異
常がないが、その後に進行性の有毛細胞障害
が生じ p14 で高度難聴になることを確認した。 
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