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研究成果の概要（和文）：酸化ストレス下で内耳培養細胞HEI-OC1にオートファジーが誘導されるかどうかを確認する
ため、GFP-LC3をHEI-OC1に遺伝子導入し、共焦点レーザー顕微鏡下にGFP-LC3の発現を細胞質内に確認した。その際に
、形態的にはnecrosisを起こしていることを確認した。また、電子顕微鏡下でautophagic vacuolesを認め、酸化スト
レス内耳培養細胞には、autophagyとnecrosisが同時に誘導されていることを確認した。また、オートファジー誘導剤
であるラパマイシンを活性酸素処理したHEI-OC1に投与したところ、細胞生存率は活性酸素単独処理時と比較して有意
に上昇した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the autophagy in inner ear cultured cell line of HEI-OC1 under the 
oxidative stress condition, GFP-LC3 was introduced to HEI-OC1. As a result, the appearance of GFP-LC3 was 
observed under the confocal microscope in cytoplasm of the cultured cell. In addition the necrosis was con
firmed morphologically. From the observation of autophagic vacuoles was confirmed under the electron micro
scope, the both autophagy and necrosis was observed in the inner ear culture cell under the oxidative stre
ss condition. Rapamysine as a autophagy inducer was applied the HEI-OC1 treated with reactive oxygen, the 
cell viability was significantly improved than Rapamysine (-) condition.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

申請者はストレスや精神疾患と平衡障害に

ついての臨床研究を行い、抗うつ薬による治

療の有効性などについて報告してきた（2007

年めまい平衡医学会賞）。その臨床経験から、

特に酸化ストレスが、様々な内耳疾患の発症

において重要な働きをしていることに着目

し進行したメニエール病において酸化スト

レスに対する脆弱性が亢進していることを

報告した（Bioscience Trends. 2010）。一方、

酸化ストレス下での細胞生死に、オートファ

ジーが重要な役割をはたしていることが報

告されている。オートファジーの破綻は、神

経変性疾患（Hara T, Nature 2006）など様々

な病態と関与しているが、内耳細胞における

オートファジーの機能の詳細は不明である。

今回、内耳細胞でのオートファジーの機能を

解明し、メニエール病、感音難聴などの内耳

障害治療に応用しようと発案したことが研

究の背景である。 

 

 

２．研究の目的 

in vitro において、内耳培養細胞 HEI-OC1 を

用いて酸化ストレス誘導性オートファジー

の分子メカニズムを明らかにする。次に in 

vivo において内耳特異的オートファジー欠

損マウスを作製し、内耳細胞においてオート

ファジーの機能と、内耳細胞生死への関与を

明らかにする。さらに、ターゲットになる薬

剤や遺伝子導入によって、オートファジーを

活性化かせ、内耳細胞死を防止させることが

できるか検討する。 

 

３．研究の方法 

平成 23 年度 

内耳培養細胞を用いた in vitro でのオート

ファジーの検討 

酸化ストレス（H
2

O
2

）、小胞体ストレス誘導剤

あるいはオートファジー阻害剤（3-AB）を加

えた内耳培養細胞をオートファジー誘導剤

(mTOR 阻害剤；ラパマイシン)で処理する。そ

の際に、オートファジーは GFP-LC3 を遺伝子

導入した内耳培養細胞を用いモニタリング

し、蛋白抽出キットを用いタンパク質を抽出

し Western blot を行い、LC3 の定量化を行う。

次に、ATG7, p62 のタンパク質レベルでの発

現検討を行う。連携研究者の小松と連携し、

Western blot の条件等を設定し、タンパク質

の解析を行う。 

siRNA を用いて、ATG7, p62 の内耳培養細胞

での発現を抑制し、オートファジー不全状態

を作り、これらの遺伝子が、内耳培養細胞の

生死にどのように関与するかを検討する。ま

た、オートファジー選択的分解基質と考えら

れている p62 の内耳培養細胞における機能解

析を行う。さらに、内耳培養細胞におけるオ

ートファジー制御伝達経路（mTOR：target of 

rapamycin カスケード）に関係する多様なタ

ンパク質の発現と機能について検討する。 

酸化ストレス（H
2

O
2

）あるいはオートファジ

ー阻害剤で処理された内耳培養細胞の細胞

死は、Necrosis か Apoptosis のいずれが原因

であるかを確認するため、FACscan Analysis

を行う。申請者は、酸化ストレス（H
2

O
2

）処

理された内耳培養細胞  (HEI-OC1)は、

Necrosis Cell が時間依存性に増加すること

（図 6）を確認している。 

同条件下で

ATP/ADP 

ratio kit 

(Bioassay 

Systems) を

用いて、オ

ートファジ

ーを誘起す

る 細 胞 内

ATP 濃度低下と細胞内 ADP 濃度増加を確認す

る。申請者は、酸化ストレス（H
2

O
2

）処理さ

れた内耳培養細胞は、時間依存性に細胞内

ATP 濃度が低下することと ADP/ATP 比が時間

依存性に増加

することを確

認 し て い る

（図 7）。 

平成 24 年度 

GFP-LC3 遺伝

子導入マウス

に よ る in 

vivo でのオー

トファジーの検討 

GFP-LC3 遺伝子導入マウス（理研リソースセ

ンターより購入）を用い、酸化ストレス（H
2

O
2

）

あるいはオートファジー阻害剤（3-AB）を内

耳に直接投与し、月齢ごとに聴性脳幹反応と、

ATG7, p62 を用いた内耳の免疫組織学的検討

を行う。内耳特異的オートファジー欠損マウ

スの内耳に蓄積する異常蛋白質をプロテオ

ーム解析により検討する。 

平成 25 年度 

内耳特異的オートファジー欠損マウス（ATG7 

KO mice）による in vivo でのオートファジ

ーの検討 

内耳特異的オートファジー欠損マウスの作

製を共同研究者の小松と行う。内耳有毛細胞

の発生に特異的に関係している Math1をター

ゲットにした ATG7 KO mice の作製を予定し

ている。 

 

 

４．研究成果 

酸化ストレス下では内耳培養細胞 HEI-OC1に

オートファジーが誘導されるかどうかを確

認することを目的として、GFP-LC3を HEI-OC1

に遺伝子導入し、共焦点レーザー顕微鏡下に

て GFP-LC3 の発現を細胞質内に確認した。そ

の際に、核は扁平化、細胞質は膨張し、形態

的には necrosis を起こしていることを確認

した。

また、



電子顕微鏡下で autophagic vacuoles を認め

た。すなわち、酸化ストレス内耳培養細胞に

は、autophagy と necrosis が同時に誘導され

ていることを確認した。 

 オートファジーが酸化ストレス下で内耳

細胞生死のいずれに関与するのかを確認す

ることを目的として、オートファジー誘導剤

であるラパマイシンを活性酸素処理した

HEI-OC1 に投与したところ、細胞生存率は活

性酸素単独処理時と比較して有意に上昇し

た。逆に、オートファジー関連遺伝子である

Atg7 を siRNA によってノックダウンし、オー

トファジー誘導を止めた場合、細胞生存率は

有意に著しく低下した。この結果は、オート

ファジーが

酸化ストレ

ス下での内

耳細胞生存

に非常に重

要な役割を

果たしてい

ることを示

唆している。 

 Western blot 法にて、酸化ストレス処理し

た HEI-OC1 に p62, Nrf2, Keap1 の時間依存

性の発現増加を確認した。Atg7 を siRNA によ

りノックダウン(KD)すると p62の発現は低下

したが、Nrf2、Keap1 の発現は不変であった。

酸化ストレス下での Atg7KD 細胞では p62、

Nrf2、Keap1 の発現も不変であり、細胞生存

率は Atg7 正常細胞と比較して有意に低下し

た。この結果は、酸化ストレス下での内耳細

胞には p62、Nrf2、Keap1 の間に直接的な分

子クロストークが存在し、この分子クロスト

ークが細胞生存に促進的な役割を果たして

いることを示唆している。 

 オートファジーを誘導することにより、酸

化ストレス下での内耳細胞死を防ぐことが

可能になること、さらに酸化ストレス下にお

いて p62、Nrf2、Keap1 の分子クロストーク

が内耳細胞の酸化ストレス防御機構に重要

な役割を果たしていることを確認した。この

結果は、オートファジーを介して p62、Nrf2、

Keap1 の分子クロストークを活性化すること

が、酸化ストレスから内耳を保護し、新規分

子標的治療につながる可能性を示唆してい

る。 

 内耳培養細胞 HEI-OC1 に、Atg7 siRNA をエ

レクトロポレーション法にて遺伝子導入し、

Atg7 をノックダウン（KD）させることでオー

トファジー不全状態を作製した。Western 

blot 法にて、オートファジー不全状態の内耳

感覚細胞において、Keap1, Nrf2 の発現は著

しく増加したが、p62 の発現は不変であった。

免疫染色による共焦

点レーザー顕微鏡下

での観察では、Nrf2

は核内に完全移行し

ていることを確認し

た。酸化ストレス下

での Atg7 KD 細胞では、Keap1, p62 の発現は

著しく増加したが、逆に Nrf2 は低下した。

また、免疫染色にては、Keap1, p62 が細胞内

に蓄積したが、逆に Nrf2 は完全に消失した

ことを確認した。これは、オートファジー不

全状態の内耳感覚細胞は、酸化ストレス下に

おいて Nrf2 は全く機能しないことを示し、

その結果として、酸化ストレスへの脆弱性が

亢進する可能性を示唆している。また、p62, 

Nrf2, Keap1 の分子間クロストークが内耳細

胞死シグナル伝達において中心的な役割を

果たしていることも示唆している。これは、

平成 23 年度に確認した Atg7 KD 細胞を H
2

O
2

に暴露した場合、細胞生存率が著しく低下し

た結果を裏付ける結果と考える。 

 また、理研より譲渡された GFP-LC3 レポー

ターマウスを用いて、内耳でのオートファジ

ー誘導を可視化した。GFP-LC3 の発現は外有

毛細胞とらせん神経節細胞で活性化してい

た。この結果は、オートファジーは、外有毛

細胞とらせん神経節細胞でのみ誘導される

可能性があることを示している。また、Atg7

を内耳特異的にノックアウトしたオートフ

ァジー欠損マウスを作製した。その結果、組

織学的に、コルチ器では Atg7 の発現は消失

していたが、神経節細胞では Atg7 の発現は

残存していた。ABR にて、高音域に有意な聴

力低下を確認した。この結果は、外有毛細胞

において、オートファジーは、その維持に必

要不可欠であることを示唆している。 

 有毛細胞、らせん神経節細胞、支持細胞に

も分化能のある内耳培養細胞HEI-OC1細胞を

用いた実験を行った。p62 siRNAをエレクトロ

ホレーション法にて遺伝子導入し、p62をノ

ックタウン(KD)させることて、オートフ

ァゴソーム形成不全内耳感覚細胞を作製した。

Western blot法を用いて、p62 KD HEI-OC1細

胞において、LC3-IIの発現は著しく低下する

ことを確認した。ところが、Keap1の発現は低

下したが、Nrf2の発現には変化があまりなか

ったことを確認した。共焦点レーザー顕微鏡

を用いて、p62 KD HEI-OC1細胞におけるNrf2

とKeap1の局在を検討したところ、Nrf2は核内

に移行し、Keap1は細胞

質内に蓄積することを

確認した。さらに、酸

化ストレス下でのp62 

KD内耳感覚細胞は、細

胞内クリアランス低下

により酸化ストレスに

対する脆弱性が増し、

細胞死が促進すること

も確認した。p62は、内耳感覚細胞においてオ

ートファゴソーム形成に中心的な役割を果た

していることが主たる原因であると推察して

いる。さらには、内耳感覚細胞におけるp62

は、オートファジーとNrf2/Keap1 シグナル伝

達を介在し、内耳感覚細胞死制御の中心的な

役割を果たしていることを示唆している。

Nrf2 KD細胞では、Keap1, p62の発現は共に低



下した。Keap1 KD細胞では、Nrf2 とp62の発

現は、共に低下した。これらの結果は、内耳

感覚細胞におけるp62, Nrf2, Keap1の間には、

分子間クロストークが確実に存在することを

示している。この結果は、平成２４年度まで

に行った酸化ストレス下の内耳感覚細胞にお

けるp62, Nrf2, Keap1の相互作用を裏付ける

結果と考えている。 

 平成23年度の研究成果である「酸化ストレ

ス下での内耳感覚細胞において、オートファ

ジー誘導は、細胞生存に中心的な役割を果た

す。」という結果と、平成24年度の成果である

「内耳感覚細胞では、p62を介してオートファ

ジーとKeap1/Nrf2がリンクし、酸化ストレス

から防御している」という結果を基盤にして

研究を進行させ、最終年度である平成25年度

は、免疫組織学的検討において、p62 KD 

HEI-OC1細胞は、無処理状態ではNrf2は細胞を

防御するため核内移行するものの、酸化スト

レス下ではNrf2は核内から消失した。逆に、

Keap1は細胞内に蓄積することを、共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて観察した。Western blot

法において、p62 KD HEI-OC1細胞は、無処理

状態でNrf2の発現は不変であり、Keap1の発現

はやや増加すること、酸化ストレス下では

Nrf2の発現はやや低下し、Keap1は増加するこ

とを確認した。この結果は、酸化ストレス下

での内耳感覚細胞は、p62を介したオートファ

ジーは、Keap1/Nrf2シグナルとクロストーク

を形成し、酸化ストレスに対する内耳感覚細

胞内防御機構の中心的役割を果たしているこ

とを示唆する全く新しい知見である。すなわ

ち、p62, Keap1, Nrf2のクロストークは、急

性感音性難聴の新たなバイオマーカーになり

うると考えている。一方で、in vivo study

にも取り組み、内耳特異的Atg7欠損マウスを

作製し、高音域を中心とする進行性感音難聴

モデルを作製した。この結果は、全く新しい

知見であり、内耳感覚細胞レベルにおけるオ

ートファジーは、個体レベルでの老人性難聴

を含む高音障害型感音難聴の解明を大きく前

進させる研究であると自負している。 
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