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研究成果の概要（和文）：アミノグリコシド抗生剤（AG）による難聴発症のメカニズム解明を目的とし、AG高感
受性ミトコンドリア1555変異疾患iPS細胞を用いた薬物障害実験系の確立をほぼ完了した。これはモデルマウス
作製が不可能である以上、唯一の機能解析系といえる。
有毛細胞と異なり、一般の細胞ではAGの取り込み機構がないため薬剤障害が起きない。そこでAGをiPS細胞内へ
の移行すべくナノキャリアを検討した。まずHeLa細胞にAG搭載ナノキャリアを添加すると、濃度依存的に細胞死
を起こすことが明らかとなった。また、疾患iPS細胞のキャラクタライズを行い、hiPS細胞に最適なナノキャリ
ア組成の決定を行った。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of ototoxicity with aminoglycoside antibiotice 
AG), we have established the experiment systems of ototoxicity for MtDNA1555AG iPSC. In the recent 
technology, it is impossible to make transgenic mouse for this mitochondrial SNP mutation.
Compared with hair cells, most cells don't have any transport systems for taking AG into the cells. 
We therefore use nanocarrier encapsulated AG. When we use this nanocarrier for Hela cell line, only 
mitochondria specific carrier showed cell death dose-dependently. We established patient drived iPSC
 cell lines and characterized them. We further optimized the composition of nanocarrier for iPSC, 
and Ag encapsulated nanocarrier are now preparing. 

研究分野： 耳科学

キーワード： ミトコンドリア　アミノグリコシド系抗生剤　ヒトiPS細胞　ナノキャリア
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1１．研究開始当初の背景 
宇佐見ら（信州大）によると、日本人では

感音難聴患者の約 3%、そして AG の投与歴
がある難聴患者の 10-30%にこの遺伝子変異
が見出されている 1)。AG は世界的にみて最
も高頻度に用いられている抗生剤であるが、
これを投与する場合に患者が受けるのは家
族歴による薬剤性難聴の事前確認と投与期
間中の血中濃度モニタリング・聴覚検査によ
る管理のみであり、しかも mtDNA 変異では
血中 AG 濃度が低くても難聴を発症する。
AG による内耳有毛細胞の障害機序につい
ては、リソソーム内への蓄積・酵素漏出によ
る細胞自己消化や、ミトコンドリアでの活性
酸素増加によるアポトーシスなど様々が報
告されているものの、抗酸化剤による内耳保
護効果が報告されるのみで、いまだ AG の臨
床使用に応用可能な内耳保護薬は報告され
ていない。 
また一般にミトコンドリア疾患の研究で

は、mtDNA 欠損 Rho-0 細胞株に mtDNA 
変異患者の細胞質を融合作製した細胞質雑
種（ Cybrid）株が用いられ、これまで
mtDNA1555 変異患者においても Cybrid 
株による検討がなされた。その結果、rRNA 
変異による AG との親和性の増大ならびに
翻訳活性の有意な低下が報告されているが、
実際にはミトコンドリア構成タンパクは、
mtDNA だけでなく核ゲノムでもコードさ
れているため、得られた結果が本来の疾患発
現とは単純に結びつかず、詳細な障害機序は
いまだ不明である。最近、林ら（筑波大）に
よ り 世 界 初 の mtDNA 変 異 マ ウ ス
（mito-mouse）が登場したが、大規模欠失の
変異モデルに限られており、mtDNA の多様
な病態と関連する一塩基変異モデルは未だ
作られていない 2）。 
このような背景において、現在最も有用な

解析材料は mtDNA1555 変異患者から樹立
された iPS 細胞といえる。この iPS 細胞で
の AG 障害機序は患者由来と健常者由来と
でどのように異なるか？そもそも患者由来
の iPS 細胞の代謝能は正常であるのか？AG
が細胞内に取り込まれてから細胞障害を発
現するまでに防ぐ対策はあるのか？等、これ
まで内耳組織で検討できなかった課題が一
気に明らかとなり、多くの新知見が得られる
と考えられる。 
1)RegenMed. 2012;7:769. 
2)ProcNatlAcadSci USA. 2005;102:16765. 
 
 
２．研究の目的 
「ミトコンドリア（mt）DNA1555変異と

薬剤性難聴」という未解決のテーマに挑む。
アミノ配糖体系抗生剤（AG）は世界で繁用
されている抗生剤であるが、この変異を有す
ると AG の副作用として難聴を高頻度に発
症する。そもそも AGによる細胞毒性の機序
には不明な点が多く、臨床において内耳毒性

の有効な軽減策は存在しない。我々は、
mtDNA1555 変異患者由来細胞（疾患 iPS
細胞）と標的指向デバイス MITO-Porter を
用い、mtDNA1555 変異による有毛細胞障害
の発生機序を詳細に解析する。変異を有しな
い患者においても、高用量 AGの長期投与に
より難聴を発症するとされている。本研究は、
AG による内耳障害を回避しうる薬剤（遺伝
子）の探索が可能となることから、薬剤性難
聴の克服を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本研究は３年間で遂行した。当初の予定で

は、AG 送達デバイス（ラベル体 AG 含む）
を作成し、ヒト iPS細胞（mtDNA1555 変異
患者由来細胞と健常者由来細胞）に添加して
細胞障害を起こし、サンプルの網羅的遺伝子
発現解析により、内耳保護薬の候補となる阻
害剤のスクリーニングをすることになって
いた。しかしながら様々な問題が生じ、以下
の検討内容となった。本研究は遅れているも
のの、本研究目的に向けて確実に進展してい
る。 
 
（１）	 従来型ナノキャリアの細胞内取り込

み実験 
 
	 野生型ヒト iPS細胞へのナノキャリアの取
り込みを調べるために、NBD にてラベルし
た蛍光ナノキャリアを調製し、培養液に添加
して取り込みを調べた。細胞種によって、ナ
ノキャリアの取り込み効率が異なることか
ら、ナノキャリアの組成は、北大にて繁用さ
れているHeLa細胞に最適な比率とし、HeLa
細胞との比較を行った。また、マウス内耳蝸
牛器官培養においても細胞内取り込み実験
を行った。 
具体的には、細胞継代の翌日にナノキャリ

アを培地（serum free）に一定量添加し、1
時間インキュベートした後、ヘパリン含有
cold PBS(-)で washして顕微鏡観察した。 
さらに、ミトコンドリア標的指向デバイス

MITO-Porterも作成した。 
 
（２）	 ヒト iPS 細胞に最適なナノキャリア

の調製および細胞内取り込み実験 
	  
（１）で調製したナノキャリアの iPS細胞へ
の取り込みが低かったため、取り込み効率を
あげるために、様々な組成のナノキャリアを
調製し、その細胞内取り込みを FACS Aria
にて解析した。３種類の wild-type ヒト iPS
細胞（B2、B7、G4）と１種類の疾患 iPS細
胞を用いた。ナノキャリア添加は（１）と同
様に行い、その後トリプシン処理で細胞を単
離してから FBS含有 PBSで反応を停止した。
再度washとDAPI染色後のwashを経て cell 
strainerを通したサンプルをFACSにかけた。
DAPI 染色による死細胞除去の後、生細胞中



の NBD蛍光陽性細胞の比率を算出した。 
 
（３）	 HeLa 細胞での AG ナノキャリアの

検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
[図１] 
 
	 AG含有蛍光ナノキャリアを調製し、HeLa
細胞での細胞毒性実験を行った（図 1）。AG
としてゲンタマイシン硫酸塩を用い、細胞内
移行の異なる３種類の組成からなる NBD ラ
ベ ル ナ ノ キ ャ リ ア （ GM-MITO-Porter, 
GM-R8-EPC-LP, GM-DOPE-LP）を調製し
た。前者２つは細胞内取り込みが高く、うち
MITO-Porter はミトコンドリア標的指向型
である。後者は細胞内取り込みの低い組成の
ものである。 
 
（４）	 ヒト iPS 細胞への AG の細胞内導入

のための TRPA1 チャネル発現系の
検討 

	  
（１）（２）にて、ヒト iPS 細胞に最適なナ
ノキャリアの調製検討の必要があり、時間が
かかることが想定されたため、内耳有毛細胞
において AG の取り込みに関わると報告さ
れているヒト TRPA1 チャネルのプラスミ
ドを京都大学・工学部・森泰生教授から分与
頂き、ヒト iPS細胞への遺伝子導入発現を試
みた。 
分与されたプラスミドでは、ヒト iPS細胞

での発現効率が低く、蛍光タグがなかったた
め、プロモーターが CAGで mCherryタグの
ある別のプラスミドにサブクローニングし
た。この TRPA1 チャネルは温度等の刺激に
より物質輸送機能を示すことから、様々な条
件での細胞状態を観察した。 
 
 
（５）	 疾患 iPS 細胞のキャラクタリゼーシ

ョン 
 
	 ヘテロプラスミーのミトコンドリア遺伝
子変異を有する疾患 iPS細胞の場合、一般的
に、細胞継代に伴い、その割合が変化すると
言われている。本研究において用いている疾
患 iPS細胞の由来患者（MtDNA1555変異）
はホモプラスミーであったが、同様なヘテロ

プラスミー割合の変化が起こらないか調べ
た。外部委託によるインベーダー法（BML）
により行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）	 従来型ナノキャリアの細胞内取り込

み実験 
	  
	 HeLa 細胞へのナノキャリアの取り込み比
率は、既報と同様、ほぼ 100％であった。一
方、ヒト iPS 細胞への取り込みは 20％程度
で、しかもミトコンドリアへの移行率はごく
僅かであった（表 1）。また、マウス内耳組織
で NBD-MITO-Porter が有毛細胞のミトコ
ンドリアへ局在するかについて、器官培養実
験を行った結果、NBD-MITO-Porterは有毛
細胞のミトコンドリアへ移行していた。 
 
[表１] 

HeLa 細胞や内有毛細胞と異なり、iPS 細胞
への MITO-Porter の取り込みが少なかった
ことから、細胞種によりナノキャリアの組成
の変更が必要と考えられた。 
 
（２）	 ヒト iPS 細胞に最適なナノキャリア

の調製および細胞内取り込み実験 
	  
（１）で調製した従来型ナノキャリアは iPS
細胞への取り込みが極端に低かったことか
ら、本研究を進める上で、組成の異なるナノ
キャリアの調製が必須と考えられた。10種類
の組成の異なるナノキャリアを比較検討し
た。すなわち、脂質膜成分:DC-Chol/EPC/SM 
(3:4:3) 、 DOTAP/EPC/SM (3:4:3) 、
DDAB/EPC/SM (3:4:3)、DOTMA/EPC/SM 
(3:4:3) 、 DC-Chol/EPC/CHEMS (3:4:3) 、
DC-Chol/EPC/PS (3:4:3) 、
DC-Chol/EPC/Chol (3:4:3) 、
DC-Chol/EPC/PI (3:4:3)、DC-Chol/EPC/CL 
(3:4:3)、DC-Chol/EPC/PA (3:4:3)である。３
種類の wild-type ヒト iPS 細胞（B2、B7、
G4）でも１種類の疾患 iPS細胞でも同様に以
下の結果が得られた。 
外膜を構成するアルギニン 8分子を２倍量

にしたところ、高いカチオン密度により細胞
内取り込みが増加し、ミトコンドリアへの移
行も 36％に増加した。そこでさらに組成変更
を行った結果、ほぼ 100％に近い取り込み効
率を示す組成が見つかった。すなわちナノキ
ャ リ ア の 材 料 と し て 、
「 DC-Chol/EPC/SM(3:4:3) ま た は
DC-Chol/EPC/CL(3:4:3)」が適切であること



が判明した*。 
* ： DC-Chol(DC-cholesterol), EPC(egg 

phosphatidylcholine), SM(Sphingomyelin), 
CL(Cardiolipin) 
 
 
（３）	 HeLa 細胞での AG ナノキャリアの

検討 
 
	 従来型ナノキャリアでの実績を有する
HeLa 細胞を用いて、ゲンタマイシン搭載
MITO-Porterでの細胞障害実験を行った。そ
の結果、MITO-Porterにおいて、ミトコンド
リアへの高い移行性が確認された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
[図 2] 
 
また、MITO-Porterの場合にのみ細胞死が確
認され、しかもゲンタマイシンの濃度依存性
も認められた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
[図 3] 
 
（４） ヒト iPS細胞へのAGの細胞内導入
のための TRPA1チャネル発現系の検討 
	  

CAG プロモーターを用いることで、
TRPA1 チャネルをヒト iPS 細胞に効率よく
発現できたが、ゲンタマイシンの取り込み上
昇にはつながらなかった。一般に TRPA1 チ
ャネルが輸送体として機能するには、細胞負
荷が必要であるため、「低温および薬剤負荷
による酸化ストレス」条件下で検討した。結

果、その細胞負荷による細胞死が顕著で、ゲ
ンタマイシン傷害を評価することができな
かった。 
 
 
（５） 疾患 iPS 細胞のキャラクタリゼー
ション 
 
疾患 hiPS 細胞について、継代に関わるヘ

テロプラスミーの比率変化が報告されてい
ることから、継代５世代までの変異率をイン
ベーダー法で検討した。結果、今回用いてい
る疾患 iPS細胞は 100％がホモプラスミーで
あることが確認された。 
 
	 聴覚障害は、主に内耳有毛細胞の障害によ
りおこるとされているが、その障害発症メカ
ニズムは未だにわかっておらず、そのため臨
床可能な予防薬ならびに治療薬もない。本研
究は、アミノグリコシド系抗生剤に対する感
受性が非常に高い患者から樹立した疾患 iPS
細胞を用いて、その薬剤障害の機序の解明を
目指したものである。ヒト iPS細胞に適した
ナノキャリアの選定に手間取り、道半ばでは
あるが、増殖旺盛なガン細胞の HeLa細胞に
おいて、MITO-Porterによるミトコンドリア
選択的なゲンタマイシン送達においてのみ、
殺傷効果が得られたのは、大きな成果と考え
られる。 
引き続き我々は、ヒト iPS細胞に最適なナ

ノキャリアを用いてゲンタマイシンを送達
し、内耳有毛細胞では行えなかった包括的な
メタボローム解析を行うことにより、聴覚障
害への予防薬・治療薬の開発に向けた挑戦的
な研究を行いたい。 
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