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転写因子AP-1構 成タンパ クの内耳支持細胞 における

発現誘導と感音難聴に対する防御的役割

内容の要旨

志 津 木

 感音難聴 の代表的 モデル である音響外傷 では、蝸牛 内の血管条 で

reactive oxygen species(ROS)の 産 生が確認 されてい る。 このROSは

有毛細胞 を傷害す る主要 な原 因で はないか と疑 われてい る。ROSの

よ うな 酸化 的 ス トレス で誘 導 され る転 写 因 子 のひ とつActivator

protein-1(AP-1)は 、音響 外傷 の場合 に も蝸 牛 内で誘 導 され、その
一部 はc-Fosに よる ことが、既 に明 らか にな ってい る。 本研 究 では、

AP-1が 転写制御 を介 して防御 的機 能 と関連す る可能性 を考 察す るこ

とを目的 とした。そ のために、有毛細胞 にアポ トーシス を生 じない

可逆的 閾値 変動temporary threshold shift(TTS)を きたす音響 外傷 を

モルモ ッ トに加 え、AP-1構 成 タンパ クの コル チ器 にお ける発 現 を検

討 した。聴覚 閾値変 動 をABRに て確 認 し、 TTSモ デル動 物 を作成。

その音響負荷後 に蝸牛 コル チ器 を採取 して、AP-1構 成 タンパ クに対

す る抗 体を用い た ウェス タンブ ロッ ト解 析 と、SUdace preparation法

に よる蝸牛 回転別免疫組 織染色 を行 い、発現 の有 無 と局在 を確 認 し

た。 その結 果、少な くともc-Fos, Fra-2, c-Junの発現 を、ヘ ンゼ ン細

胞 、クラ ウデ ィ ウス細胞、 ダイ テルス細胞 な どの支 持細胞群 の核内

に確認 した。発 現は、蝸牛基底 回転 か ら第2回 転 に認 め られ、音響

負 荷 の直接 的影 響 を受 け る特 徴周波 数領 域 よ りも広範 に生 じてい

た。 また 、音 響負 荷後1時 間 とい う早 期 に広範 な発 現 が確 認 され

た。 よ り長い5時 間音響負 荷で は、外有 毛細胞直 下のダイ テルス細

胞 に も発 現が確認 され た。 これ ら支 持細胞 は、音 響外傷 によって有

毛細胞 の よ うには障害 されな い上、TTSは 有 毛細胞 に もア ポ トー シ

スを生 じない。 したがっ て、AP-1の 役 割は防御的 な もの である と推

測 した。 ダイテル ス細胞 は、クラ ウデ ィ ウス細胞や ヘ ンゼ ン細 胞 に

比 べ る と、血 管条 か らの距離 が遠 いの で、 よ り大 量のROS産 生 下

や 、外 有毛細胞 に強い負荷 が加 わった場合 にAP-1が 誘導 され るのだ

ろ う。支 持細胞 が細胞内ROSレ ベル を低減 す る能力 を持 つ 可能性 が

報告 されてい るので、支持細胞 に は、音響負 荷な どの酸化 ス トレス

下 で、AP-1に よ る転写制御 を介 してROSス カベ ンジャー を誘導 す る

機構 があるかも しれ ない。c-Fos, Fra-2, c-Junの発現 が急速 かっ広範

であった ことは、支持 細胞の持 っ シグナル伝 達の入力 系の鋭敏 さを

示 し、期待 され る蝸 牛防御機能 の迅速性 も予想 され た。感音難聴 を

予 防す るた めに有 毛細胞障 害を防 ぐべ きであ るこ とは言 うまで もな

い が、支 持細胞機能 を維持 または賦活化 す る戦略 も、臨床上有 用で

あると予想 され る。

健

論文審査の要旨

 感 音 難 聴 の モ デ ル で あ る音 響 外 傷 で は、不 可 逆 的 音 響 外 傷

(permanent threshold shift:PTS)の コル チ器 で転 写 因 子Activator

protein-1(AP-1)が 誘導 され る。 しか し、 このAP-1の 誘導 が細胞 障

害 のた めなのか、細胞防御 のた めなのかが不 明であ った。本研 究で

は可 逆的 音響 外 傷(temporary threshold shift:TTS)モ デル を用 い

て、AP-1構 成 タンパ クであ るc-Fos, Fra-2がコル チ器 で音響負荷 後に

発 現増強す る ことが ウエス タンブ ロッ トに よ り示 され た。 また、免

疫組織染色 によ り、c-Fos, Fra-2, c-∫unが、音響負荷後 のヘ ンゼ ン細

胞、 クラ ウデ ィウス細胞、 ダイ テルス細胞 な どの支持 細胞の核 に発

現す るこ とが確認 され た。TTSで は支 持細胞 は障害 を受 けず 、有 毛

細胞障 害 も限定 的で細胞死 は生 じない こ とを考慮す る と、..は 防

御 的に機能 してい るこ とが示唆 された。 また、音響 外傷で は血 管条

でROS(reactive oxygen species)が 発 生す るた め、 これがAP-1を 誘 導

す る可能性が考 え られ 、支持細 胞 にお けるAP-1の 役割 もROSに 対す

る抗酸 化能 の誘 導が考 え られ た。 また、支 持細胞 にお ける抗酸化 能

は、 ギャ ップ ジャン クシ ョン機 能 を維 持 し、カ リウム を有毛細胞 か

ら支持 細胞経 由で血管条へ とリサイ クル す るのに役 立 って いる と考

察 した。

 審 査 で は、まず、 ウエ スタ ンブ ロッ トで発 現 量 を比較 す るた め

に、定量的検 討が必要 であ るとの指摘 があ った。つ ぎにc-Fosな どの

タンパ クがAP-1と して機 能 している と言 えるか と質問 され 、先 に行

な われ たPTSに お け るスーパ ー シフ トア ッセイ でc-Fosが構 成 タンパ

クと して関与す る ことが示 され てお り、今 回の実験で もAP-1と して

機能 してい ると考 えてい る と回答 した。 さらに、.・ が細胞防御 に

関 与 して い る と結論 す る ため に は、今後 、AP-1の カス ケー ドを阻

害、 またはAP4を ノ ックア ウ トす る実験が必要 であ ると回答 した。

ROSがAP-1を 誘 導す る機 序 と して、チオ レ ドキシ ン とRef-1に よる

AP-1発 現調節 が レ ドックス調節 を受けてい るこ と、チオ レ ドキシン

は 酸化型 にな る とカ スケ ー ドの リン酸化 が促進 され る例が あ るこ

と、酸化 ス トレスで核 内異 動 をきたす例 があ るこ とを述べ、ROSに

よ るAP-1誘 導証 明 の た め に は、グル タチ オ ンな どROSス カ ベ ン

ジャー に よる..発 現抑 制 を確認 す る こ とが必要 で あ る と回答 し

た。有毛細 胞 でのAP-1発 現 の可能性 に 関す る質 問に対 して、 PTSで

は負荷 直後だ けではな く負 荷後約15時 間に も発現 の ピー クがあ り、

この ときは有毛細胞 に もAP-1が 発 現 してい るこ とか ら、有毛細胞 障

害 との関連 が 疑 われ る と回答 した。 さ らに、ROSに よるギ ャ ップ

ジャンク シ ョンの障害機序 にっ いての質 問に対 して、ROSが 細胞 内

Ca2+の上昇 を招 くと、 Ca2+が ギャ ップジャンクシ ョンに結合 し、コン

ダ クタンスが低下す ると回答 した。

 以上 の よ うに、本研 究は なお検討 され るべ き課題 を残 してい る も

のの、音響外 傷 にお ける コルチ器 内AP4構 成 タンパ クの発現 を明 ら

か に し、支持 細胞 に蝸 牛防御機 能が存在す る可能性 を示 した点 で有

意義な研 究 と評価 された。
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