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研究成果の概要（和文）：内耳感覚細胞が障害される際，細胞内シグナル伝達に関わる分子群の活性化が誘導さ
れ，その後に感覚細胞が死滅する。哺乳動物の感覚細胞はひとたび障害されると再生されることはなく，現在の
難聴治療上の障壁となっている。本研究では内耳感覚細胞におけるミトコンドリアに着目した研究を行った。手
段としてRNAによる分子生物学的手法の導入を試みた。
結果として，内耳感覚細胞においてもミトコンドリア機能を保護することで，細胞傷害を抑制できることを明ら
かにした。In vivo動物モデルの構築に難渋したが，他の薬剤を用いたモデルは構築し，英文誌に報告した。

研究成果の概要（英文）：When inner ear sensory cells are damaged, activation of molecules involved 
in intracellular signal transduction is induced, and then sensory cells are killed. Mammalian 
sensory cells are not regenerated once they are impaired, and they constitute a barrier to the 
current treatment of deafness. In this study, we focused on mitochondria in inner ear sensory cells.
 We tried to introduce molecular biological techniques using RNA as a means.
As a result, we also clarified that protecting mitochondrial function in inner ear sensory cells can
 suppress cell damage. Although it was difficult to construct in vivo animal models, models using 
other drugs were constructed and reported in English.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
内耳感覚細胞死のメカニズムは最近の研究で明らかになりつつあるが，まだ治療方法として確立されたものはな
い。本研究は動物実験のレベルであるが，これまでに報告されていない手段を用いて，内耳感覚細胞を保護でき
ることを示した。さらに研究が進展することで，内耳疾患の新しい治療法の一手段につながることを期待してい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 内耳感覚細胞が障害される際，細胞内シグナル伝達に関わる分子群の活性化が誘導され，そ
の後に感覚細胞が死滅する。哺乳動物の感覚細胞はひとたび障害されると再生されることはな
く，現在の難聴治療上の障壁となっている。研究代表者は，これまで内耳感覚細胞死のメカニ
ズムを明らかにするべく基礎的研究を行ってきた。有毛細胞がストレスに曝露される際には，
早期にMAPキナーゼの１種である JNKが活性化することが細胞死に深く関わっていることを
明らかにした（Sugahara et al, 2006）。また，細胞死の最終段階にはカスパーゼ-9 やカスパー
ゼ-3 が重要な役割を果たすことを報告している（Okuda et al, 2005）。しかし，これらのシグナ
ル伝達にミトコンドリアがどのように関わっているかは，内耳感覚細胞では充分に明らかにさ
れたとは言えないのが現状である（右図参照）。 
ミトコンドリアに細胞死のシグナルが伝わると，イオンチャンネル蛋白質（VDAC）が PT pore
と呼ばれる構造を形成し，膜電位の消失，チトクロム Cの放出を引き起こし，これがカスパー
ゼの活性化を誘導し，細胞死が生じると報告されている。研究代表者は，当該研究において，
内耳有毛細胞においてもミトコンドリアに関わる
シグナル伝達が細胞死に関わっているのかどうか
を明らかにしたい。さらに，その知見により，新
たな内耳保護療法の可能性について検討したいと
考える。  
 
２．研究の目的 
 
 内耳感覚細胞死におけるミトコンドリア膜電位
の役割について明らかにする。また，新たな内耳
感覚細胞障害の予防法について検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 有毛細胞障害時のミトコンドリアにおけるシ
グナル伝達の検討 
実験材料として，CBA/N マウスの卵形嚢培養を
用い，有毛細胞のミトコンドリア膜電位を測定する。卵形嚢は過去に報告した方法（Sugahara 
et al, 2006）で行う。その際，両群とも，培地内にミトコンドリア膜電位に応じて蛍光波長が
変化する薬剤（JC-1 等）を溶解させる。ネオマイシン群では,有毛細胞死を誘導するために培
地内にネオマイシン（1 mM）を溶解させる。 
培養は，CO2インキュベーター内で行うが，培養開始後 6，12，18 時間の時点で，蛍光顕微
鏡下に観察し，ミトコンドリアの膜電位を評価する。この実験によって，ネオマイシン曝露後，
ミトコンドリアに細胞死のシグナルが伝わる時期が明らかとなる。 
 
(2) 実験的内耳障害に対するミトコンドリアの役割 
ミトコンドリアに細胞死のシグナルが伝わると，イオンチャンネル蛋白質（VDAC）が，PT 
pore と呼ばれる構造を形成し，膜電位の消失，チトクロムCの放出を引き起こすと報告されて
いる。VDACの阻害剤（Bcl-xL BH44-23 等）を用いて，内耳感覚細胞死におけるミトコンド
リアの役割を明らかにする。 
 
(3)内耳保護療法動物モデルの作成 
（2）で得られた情報を元に，実験動物を用いた in vivo モデルを構築する。 
 
４．研究成果 
(1) 有毛細胞障害時のミトコンドリアにおけるシグナル伝達の検討 
 マウスの培養卵形嚢をアミノグリコシド系薬剤に曝露することで，容易に有毛細胞障害が観
察された。JC-1 を用いて観察すると，暴露後 24 時間の時点で，ミトコンドリア膜電位の消失
と思われる信号の変化を観察できた。卵形嚢における有毛細胞はサイズが小さいという問題が
あり，蛍光顕微鏡レベルでは，それ以上の詳細な検討は困難であった。 
 
(2) 実験的内耳障害に対するミトコンドリアの役割 
ミトコンドリアを保護する目的で，VDACの阻害剤である Bcl-xL 製剤を培地に加えた実験を
行った。Bcl-xL 製剤の培地への添加は，ミトコンドリア電位の消失を抑制し，有毛細胞の生存
率を向上させた。また，細胞死のマーカーである caspase3 の活性化も抑制していた。これらの
結果は現在，海外誌に投稿中である。 
 
(3)内耳保護療法動物モデルの作成 
 Bcl-xL 製剤を用いた in vivo モデルの構築を試みたが，奏功しなかった。代わりにミトコン



ドリアも含めて内耳感覚細胞保護効果が報告されている熱ショック蛋白質を誘導できる物質を
経口投与するモデルを構築した。結果はAuris Nasus Larynx 誌（Shinpei Nagato, et al. 2018）
に報告した。 
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