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研究成果の概要： 
 研究の目的は，ミトコンドリアを保護することを作用機序とした内耳保護療法の可能性
を明らかにし，将来的に臨床応用につながる研究を行うことである。そのため，マウス卵
形嚢の器官培養を用いて実験を行った。ネオマイシンの存在下で培養を行うと感覚細胞の
みに細胞死を認めた。一方で培地中に Bcl-xl を溶解させると，細胞死の程度に影響が見ら
れた。また，Bcl-xl は細胞死のシグナル伝達物質である JNK のリン酸化は阻害しなかっ
たが，カスパーゼの活性化を阻害していた。これらの結果より，ミトコンドリアにおける
シグナル伝達分子が，有毛細胞死にも強く影響していることが示された。これらの結果は
学会で報告済みであるが，現在，海外論文にも投稿中である。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2008 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,400,000 720,000 3,120,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・耳鼻咽喉科学 
キーワード：内耳，有毛細胞，細胞死，ミトコンドリア 
 
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。我々は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
った。 
 他の分野では，細胞死にミトコンドリアが
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深く関わっていることが既に知られている
（Shimizu et al, 1999）。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。 
 本研究において，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，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，本研究を計
画した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は，ミトコンドリアを保護す
ることを作用機序とした内耳保護療法の可
能性を明らかにし，将来的に臨床応用につな
がる研究を行うことである。そのため，内耳
障害においてミトコンドリアのシグナル伝
達がどのような役割を持つのかを明らかに
し，ミトコンドリア保護による内耳治療の動
物モデルを作成，解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 実験的内耳障害に対するミトコンドリア

の役割 
 
 実験動物として生後 4週から 6週の
CBA/N マウスを用いた。多量のペントバル
ビタールを腹腔内投与した後，断頭した。
無菌操作下に両側の側頭骨より卵形嚢を
摘出し，培養液（BME/EBSS 2:1 %v）に浮
遊させ，CO2 インキュベーター内で培養し
た。実験的内耳障害として有毛細胞死を
誘導するために培養液に 2 mM のネオマイ
シンを加えた。また，ミトコンドリア内
のイオンチャンネル蛋白質を阻害する目
的で，Bcl-XL, BH44-23, Bongkrekic Acid
を様々な濃度で培養液に溶解させて用い
た。薬剤は，ネオマイシンを加える 2時
間前に加え，その後にネオマイシンに曝
露されるようにした。培養終了後，組織
を 4%パラホルムアルデヒド（4 ˚C, over 
night）で固定した。PBS で十分洗浄した
後，シリンジポンプと 27G の注射針によ
る水流にて卵形嚢膜や耳石膜を除去し，
感覚上皮を露出させた。その後，標本を
抗カルモデュリン抗体，抗カルビンディ
ン抗体を一次抗体を用いた免疫組織化学
染色を行い，有毛細胞を標識，蛍光顕微
鏡下に評価した。 

 
(2) 有毛細胞におけるミトコンドリアシグナ

ル伝達の位置づけ 
 
 実験（1）で作成した標本を，抗リン酸
化 JNK抗体を用いた免疫組織化学を行い，
JNK の活性化について評価した。また，卵
形嚢培養を修了する 1時間前に，蛍光物
質でラベルされたカスパーゼ-3 阻害剤
（CaspaTag：Chemicon）を，培養液に追
加した。洗浄後，4％パラホルムアルデヒ
ドで固定し，Texas-Red で標識された 
Phalloidin にて有毛細胞を染色，蛍光顕
微鏡下に観察した。 

 
４．研究成果 
(1)実験的内耳障害に対するミトコンドリア
の役割 
 薬剤を加えずに培養を行った卵形嚢では
有毛細胞はほとんど消失しなかったが，2 mM
のネオマイシン存在下では著明に減少して
いた。Bcl-XL を加えると，ネオマイシンによ
る有毛細胞死が抑制されていた。BH44-23,や
Bongkrekic Acid を加えた群では，有毛細胞
の残存率は，ネオマイシンのみの群と有意な
差を認めなかった。 

 
 この結果より，ミトコンドリアにおいて，
イオンチャンネル蛋白質を阻害することで，
内耳感覚細胞の細胞死を抑制できることが
明らかとなった。内耳感覚細胞死にミトコン
ドリアが重要な役割を持つことが示唆され，
有毛細胞保護の標的すべき細胞内小器官で
あると考えた。 
 
(2) 有毛細胞におけるミトコンドリアシグ
ナルの位置づけ 
 ネオマイシンのみと培養された卵形嚢で
は，リン酸化 JNK と caspase-3 の活性化の両
方を認めた。Bcl-XL を加えた群では，
caspase-3 の活性化は抑制されたが，リン酸
化 JNK は抑制されなかった。このことから，
ネオマイシンによる有毛細胞障害において
は，まず，JNK のリン酸化が生じ，それ以降
に，ミトコンドリアにシグナルが伝達され，
caspase-3 が活性化することで細胞死が生じ
るものと考えられた。 
 これらの知見は，前庭器における初めての
知見であり，Bcl-XL は内耳保護を目的とした，
治療薬の候補となりうると考えられる。 
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て 第 17 回 日本耳科学会総会 福岡
2007.10.18 

31. 広瀬敬信，菅原一真，御厨剛史，下郡博
明，山下裕司：コエンザイム Q10 の音響障
害に対する保護効果のメカニズム 第 17
回 日本耳科学会総会 福岡 2007.10.18 

32. 菅原一真，御厨剛史，橋本 誠，広瀬敬
信，下郡博明，山下裕司：DBA/2J マウス
の内耳における変化と熱ショック応答関
連蛋白質の発現について 第 52回 日本聴
覚医学会総会ならびに学術講演会 名古屋
2007.10.4（講演） 

33. 御厨剛史，菅原一真，広瀬敬信，橋本 誠，
下郡博明，山下裕司：DBA/2J マウスでの
熱ショック応答増強・維持による進行性難
聴の保護の試み 第 52回 日本聴覚医学会
総会ならびに学術講演会 名古屋
2007.10.4（講演） 

34. 広瀬敬信，菅原一真，御厨剛史，橋本 誠，
下郡博明，山下裕司：DBA/2J マウスの進
行性難聴に対するコエンザイム Q10の効果 
第 52回 日本聴覚医学会総会ならびに学術
講演会 名古屋 2007.10.4（講演） 

35. 御厨剛史，菅原一真，広瀬敬信，竹本 剛，
橋本 誠，下郡博明，山下裕司：熱ショッ
ク応答誘導剤による内耳熱ショック応答
の修飾と音響ストレスとの関係 第 25 回 
頭頸部自律神経研究会 大阪 2007.8.25（講
演） 

36. 広瀬敬信，菅原一真，御厨剛史，橋本 誠，
下郡博明，山下裕司：モルモットを用いた
音響障害におけるコエンザイム Q10 の蝸
牛保護効果の検討 第 25回 頭頸部自律神
経研究会 大阪 2007.8.25（講演） 

37. 菅原一真，御厨剛史，下郡博明，山下裕
司：DBA/2J マウスの加齢による内耳変化
と保護の試み 第 7回 日本抗加齢医学会
総会 京都 2007.7.20（ポスター） 

38. 菅原一真，広瀬敬信，御厨剛史，橋本 誠，
下郡博明，山下裕司：コエンザイム Q10 を
用いた有毛細胞保護 第 108 回 山口大学
医学会学術講演会並びに平成 19 年度総会 
宇部 2007.7.14（講演） 

39. 御厨剛史，菅原一真，山下裕司：進行性
難聴モデルにおける蝸牛内熱ショック蛋
白質発現の変化と保護の検討 第 1回 聴
覚アンチエイジング研究会 東京 2007.7.6
（講演） 

40. 菅原一真，広瀬敬信，御厨剛史，下郡博
明，山下裕司：コエンザイム Q10 による
有毛細胞保護 第 108 回 日本耳鼻咽喉科
学会総会・学術講演会 金沢 2007.5.17（講
演） 

41. 広瀬敬信，菅原一真，御厨剛史，橋本 誠，
下郡博明，山下裕司：音響障害におけるコ
エンザイム Q10 の蝸牛保護効果の検討 
第 108 回 日本耳鼻咽喉科学会総会・学術
講演会 金沢 2007.5.17（講演） 

42. 御厨剛史，菅原一真，竹本 剛，下郡博
明，山下裕司：モルモット蝸牛における音
響ストレス時と heat shock protein 誘導
剤による Hsf-1 の活性化と Hsps 誘導の検
討 第 108 回 日本耳鼻咽喉科学会総会・
学術講演会 金沢 2007.5.17（講演） 
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