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研究成果の概要（和文）：本研究では、新しい内耳障害の予防戦略を構築するため、mTORC1複合体シグナルに着目した
。mTORC1を抑制すると、異常ミトコンドリアを排除するなど細胞内の品質管理に貢献するオートファジーが誘導される
。我々は、mTORC1の下流シグナルであるオートファジーのモニターが可能であるGFP-LC3トランスジェニックマウスの
蝸牛器官培養系を用い、有毛細胞においてオートファジー活性の検出系を確立し得た。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused on mTORC1 complex signaling to estabilsh a new 
method for inner ear protection. Inhibition of mTORC1 signaling induces autophagy, which contributes to 
the cellular quality control such as clearance of damaged mitochondria. We established the evaluation 
system of the autophagic activity in the cochlear hair cells by using cochlear explant culture of GFP-LC3 
transgenic mice, which can monitor autophagy.
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１．研究開始当初の背景 
内耳は聴覚および平衡覚の末梢受容器で
ある。内耳障害は、薬物、加齢、騒音など様々
な原因で生じるが、多くは不可逆性の障害で
あり有効な治療手段がない。聴覚系の不可逆
性の障害は持続する難聴や耳鳴症状をもた
らし、患者の生活の質は大きく低下する。内
耳障害の原因の一部は、酸化ストレスとの関
連が示唆されている。酸化ストレスは、生体
内で生成する活性酸素群の酸化損傷力と生
体内の抗酸化システムの抗酸化ポテンシャ
ルとの差として定義される。 
加齢性難聴や騒音性難聴においては、有毛
細胞内の活性酸素種の増加が難聴を引き起
こす可能性が示唆されており、近年、酸化ス
トレス制御による内耳障害の予防に関する
研究が、動物実験において進められている。
例えば加齢性難聴おいては、活性酸素除去効
果のあるビタミン C、ビタミン E の加齢性難
聴予防、活性酸素除去効果のあるサプリメン
トの加齢性難聴予防効果、などの報告が挙げ
られる。また、カロリー制限・食餌制限が加
齢性難聴を予防する分子メカニズムとして、
ミトコンドリア脱アセチル化酵素 Sirt3 
(sirtuin 3)が、カロリー制限による酸化スト
レス性のラセン神経節細胞死・有毛細胞死の
抑制に必須であることが解明された。 
薬剤・加齢による内耳障害は、ミトコンド
リアの機能障害も要因として考えられてい
る。ミトコンドリアの機能障害は酸化ストレ
スの増大をもたらす。またミトコンドリア
DNA は、活性酸素の生成部位の近傍に存在
し、ヒストン構造を欠くために酸化傷害を受
けやすく修復能が低い。ミトコンドリアDNA 
の修復機能を持つ polymerase γ に点変異
が導入され、ミトコンドリア DNA の変異加
速的に蓄積するマウスでは、早期から有毛細
胞・ラセン神経節の変性を認める。 
以上の背景から、本研究では、内耳におけ
る不良ミトコンドリアのクリアランス機構
の解明が、内耳障害の予防に繋がるという着
想をもとに、栄養源検知機構である mTOR 
(mammalian target of rapamycin)シグナル
に着目することにした。mTOR は、細胞内
の栄養環境を感知し、細胞の増殖や代謝、生
存における調節因子の役割を果たすセリン
スレオニンキナーゼである。この酵素が形成 
する mTORC1 (mTOR Complex1)複合体シ
グナルは、異常ミトコンドリアを排除するな
ど、恒常的に細胞質成分を入れ替えることで
細胞内品質管理に貢献するオートファジー
を誘導する。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、内耳障害の予防戦略として、
内耳における細胞内品質管理機構の解明を
目 指 す 。 栄 養 源 検 知 機 構 で あ る
mTOR(mammalian target of rapamycin)シ
グナル、その下流の細胞内成分分解機構であ

るオートファジーに着目し、内耳感覚細胞に
おける機能解析および内耳障害に対する予
防効果の検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
本研究で行った具体的な研究方法は以下の
通りである。 
 
(1)マウス内耳器官培養系において、
mTORC1 の下流シグナル応答を検出する実
験系の確立を目指した。mTORC1 の下流シ
グナルであるオートファジーのモニターが
可 能 で あ る GFP(green fluolescence 
protein)-LC3(MAP1LC3, 
microtubule-associated protein 1 light 
chain C)トランスジェニックマウスを導入し
た。本マウスでは、オートファゴソームの形
成が LC3 のドット状の蛍光像(LC3 dots)で
確認できる。成齢 2-5日の内耳器官培養系に
おいて、有毛細胞における LC3 dotsの形成
が確認できるかを検討した。 
 
(2)蝸牛有毛細胞におけるオートファジーの
活性を見るため、成齢 2-5日の内耳器官培養
系に、リソソームプロテアーゼ阻害剤
pepstatin A と E64d を投与し、有毛細胞に
おける非投与群と LC3 dotsの蓄積を比較し
た。 
 
(3) アミノグリコシド系薬剤による内耳有毛
細胞障害の原因の一つとして、ミトコンドリ
アリボソームの障害によるミトコンドリア
機能不全が考えられる。そこで、mTORC1
の下流シグナルであるオートファジーの細
胞内分解機能に着目し、硫酸ゲンタマイシン
による内耳毒性を障害のモデルとし、①②で
確立したオートファジー活性の評価系を用
いて、アミノグリコシド毒性のオートファジ
ーシグナルへの影響を検討した。 
 
(4) mTORC1阻害剤であるラパマイシン投与
による有毛細胞でのオートファジー誘導を、
①②で確立したオートファジー活性の評価
系を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) GFP-LC3 トランスジェニックマウスの
内耳器官培養系において、内・外有毛細胞で
LC3 dotsが多く形成されていた。内耳有毛細
胞においてオートファゴソームが形成され
ていることが確認できた。 
 
(2) GFP-LC3 トランスジェニックマウスの
内耳器官培養系において、pepstatin A と
E64d を 4 時間投与した群と、両薬剤の非投
与群において、有毛細胞における LC3 dots
の蓄積比較したところ、前者において LC3 
dotsの蓄積がより多く認められていた。よっ



て、内耳有毛細胞におけるオートファジーフ
ラックスを確認でき、内耳有毛細胞において
mTORC1 の下流シグナルであるオートファ
ジー活性の検出系を確立しえた。 
 
(3) 

 
上は、成齢 2 日齢のマウス器官培養系に、
硫酸ゲンタマイシン(GM)を 4 時間投与後
wash outし、一晩培養後の 200µm中の内有
毛細胞(inner hair cell; IHC)、外有毛細胞
(outer hair cell; OHC)の細胞数を示した図
である。硫酸ゲンタマイシン 0.6mM 投与群
では、4 時間投与直後は有毛細胞の障害が認
められないが、wash outし一晩培養後には外
有毛細胞の約 50%が障害されている。 
このデータをもとに、硫酸ゲンタマイシン

(0.2mM, 0.6mM) 4時間投与群と非投与群に
おいて、それぞれ内耳有毛細胞におけるオー
トファジーフラックスを比較した。0.2mM投
与群、0.6mM投与群ともに、4時間投与直後
の時点では、有毛細胞の障害は認められなか
った。また、pepstatin A と E64d 投与によ
る LC3 dotsの蓄積量の変化は明らかではな
かった。 
 
(4)  
ラパマイシン投与による有毛細胞でのオ
ートファジー誘導については、現在検討を行
っている。 
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