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研究成果の概要（和文）：ウロキナーゼは血栓溶解薬として臨床応用されている薬剤であるが、近年その抗アポトーシ
ス効果が報告されるようになってきた。今回我々は、ウロキナーゼの内耳アポトーシス予防効果を検討した。内耳有毛
細胞培養系にてアミノ配糖体によるアポトーシスをウロキナーゼが予防することを示した。同時にウロキナーゼ投与が
アポトーシス経路のP38を活性化することを示しメカニズムの一部を示した。らせん神経節培養系を用い、グルタミン
酸投与によるアポトーシスも抑制することも証明した。以上の結果は今後の内耳治療の一つの選択肢として期待できる
と考える。

研究成果の概要（英文）：Urokinase is a drug used clinically as a thrombolytic agent. Recently, the anti-ap
optotic effect of the urokinase has been reported. In this study, we have examined weather urokinase has t
he anti-apoptotic effect to the inner ear cells. We have shown that urokinase attenuated the inner ear hai
r cell death caused by aminoglicoside using the cochlear organotypic cultures. Expression of P38 could be 
seen in those who had given urokinase concomitantly with aminoglicoside, which suggested that urokinase sh
owed antiapoptotic effect by activating the p38 MAPK pathway. We also showed that urokinase decreased the 
spiral ganglion cells death caused by gulutate. These result showed that urokinase could be one of a promm
ising drug for the inner ear therapy in future.
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１．研究開始当初の背景 
 
内耳障害は騒音、薬剤（アミノ配糖体・シス
プラチン製剤）、血流不全、手術中の機械的
損傷など様々な原因によって起こるが、いず
れにおいてもアポトーシスによる有毛細胞
の障害が重要な役割を果たしていることが
最近の研究から分かってきている（Forge 
and Schah 2000, Matusui et al 2002, 
Adrien a et al, Clifford RE 2009）。内耳領域
の治療戦略としてのアポトーシスの制御は
極めて重要な課題であるといえる。今回我々
は、ウロキナーゼに着目し、その効果を検討
する。ウロキナーゼ(uPA)は血栓溶解剤とし
て臨床応用されている薬剤である。この薬剤
は近年の研究でウロキナーゼレセプター
（uPAR）に作用後、ＭＡＰＫ/ＥＲＫ経路に
作用してアポトーシスを抑制することが解
明されつつある。具体的には乳がん細胞での
アポトーシス抑制が示されており(Ma z et.al 
2001)、逆に uPAR の阻害剤にてメラノーマ
のアポトーシスが促進されることが報告さ
れている（Besch R et.al. 2007）。ただし、腎
臓メサンギウム細胞を用いた実験での場合
は uPA はアポトーシスの刺激によりアポト
ーシスを抑制する場合も促進する場合もあ
りうると報告されておりこの薬剤のアポト
ーシスに対する効果はまだ解明すべき点が
残されている（Tkachuk N et.al. 2008）。 
 
２．研究の目的 

１． ウロキナーゼの内耳有毛細胞に対す
るアポトーシス抑制効果・作用機序の
確認。 
 内耳培養細胞系を用いて、アミノ配
糖体によるアポトーシス障害モデル
を作製し、ウロキナーゼ・ウロキナー
ゼ阻害剤を添加した際の、細胞障害の
変化。アポトーシス関連酵素の発現の
変化を確認する 

２． ウロキナーゼのらせん神経節細胞に
対するアポトーシス予防効果の確認。 
 らせん神経節に対してグルタミン
酸を投与、アポトーシスを起こさせこ
こにウロキナーゼを投与した場合ら
せん神経節の障害を軽減できるかを
検討する。 

 
３．研究の方法 
1-1. 
ウロキナーゼ投与下、内耳有毛細胞のアミノ
配糖体に対する傷害性の比較 
 P4 幼若ＳＤラットを用い蝸牛、コルチ器を
摘出培養を行った。コントロール、硫酸カナ
マイシン（ＫＭ）＋ウロキナーゼ投与群、Ｋ
Ｍ＋ウロキナーゼ・ウロキナーゼインヒビタ
ー投与群そしてＫＭのみ投与群の4群に分け
て 12 時間 30分の細胞培養を行った。コント
ロール群は通常の培養液で培養。ＫＭ＋ウロ

キナーゼ投与群・ＫＭのみ投与群は実験開始
30 分後より 3.5ｍｇ/ｍｌの濃度のＫＭ・お
よび２μＭのウロキナーゼ濃度化の培養液
に変更の上 12 時間培養を継続した。ＫＭ＋
ウロキナーゼ・ウロキナーゼインヒビター投
与群では、先ず 30 分間ウロキナーゼインヒ
ビター濃度 10μg/ml の培養液にて培養後、
KM＋ウロキナーゼと同等の培養液に変更し
12 時間培養を継続した。培養後ホルマリンに
て固定、ロダミン・ファロイジンにて染色を
行い顕微鏡下に生存有毛細胞をカウントし
た。 
 
1-2. 
P3-4 幼若 SD ラット蝸牛コルチ器を摘出し、
KM・ウロキナーゼ投与下で培養 6時間後にホ
ルマリンにて固定。MAPK 経路の代表的シグナ
ルである ERK・P38・JNK 抗体で染色を行いそ
の発現を検討した。 
KM は 3.5mg/ml の濃度、ウロキナーゼは２μM
とした。 
 
1-3． 
P3-4 幼若 SD ラット蝸牛コルチ器を摘出し、
KM・ウロキナーゼ投与と同時に P38 インヒビ
ターの投与行った。P38 投与群は 10μM(低濃
度群)もしくは100μMのP38 濃度の培養液で
培養開始より 2時間培養した。非投与群は通
常培養液下で 2時間培養。その後ウロキナー
ゼ（2μM）・KM（3.5mg/ml）投与下で 12 時間
培養。ホルマリンにて固定、ロダミン・ファ
ロイジンにて有毛細胞を染色・有毛細胞の障
害に変化があるかどうかを検討した。 
 
 
2． 
P3-4幼若SDラット蝸牛らせん神経節を摘出、
分散培養を行った。12 時間の培養の後、3時
間、ウロキナーゼ 1μg/ml の濃度の培養液下
で培養する群と、通常の培養液で培養した群
を作成し、その後グルタミン 200μM の濃度
の培養液で培養。12 時間後にホルマリンにて
固定残存らせん神経節細胞数を比較検討し
た。 
４．研究成果 
 
1-1. 
内有毛細胞・外有毛細胞ともに、ウロキナー
ゼ（URO）の投与により KM による細胞障害の
軽減を認めた。一方でウロキナーゼインヒビ
ター（UPAI）を投与した場合は KM による細
胞障害の軽減は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

内有毛細胞カウント 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-2. 
ウロキナーゼ投与下で P38 の発現を認めた。
ERK,JNK については有意な染色を見つけるこ
とができなかった。このことからウロキナー
ゼが P38 の経路を活性化させることで、KM に
よるアポトーシスに対して抑制的に働くこ
とが示唆された。ただし、アミノ配糖体にお
いてP38はアポトーシス促進的に働くシグナ
ルであるという報告もあり、この解釈には今
後さらなる検討が必要と思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-3 
P38 インヒビター投与下では、内有毛細胞・
外有毛細胞いずれにおいても、KM 投与下、ウ
ロキナーゼによる細胞障害の抑制効果が阻
害された。このことは P38 がアポトーシス抑
制的に働くことを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 
らせん神経節細胞においてもグルタミン酸
投与下でウロキナーゼの投与が細胞死抑制
的に働くことが分かった。 
このことはウロキナーゼが有毛細胞のみな
らずらせん神経節細胞に対しても有効であ
ることを示唆している。 
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