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Nuclear　 factor-kappa　 B　nuclear　 translocation　 in　the　 cochlea

　　　　　 of　mice　 following　 acoustic　 overstimulation

　　　　　 (強 大音 曝露 後 のマ ウス蝸 牛NF-xBの 細 胞 核 内移行)

増　田 正　次

内容の要旨 鎗文審査の嬰冒

　 強 大 音曝露 後 に生 じる蝸 牛音 響匿害 に は醸 々 な メカニ ズム が関 与

してい る。 よっ て、蝸牛 音 響障 害の治 療 のた め には 、単一 の障 害経

路 を治 療の ター ゲ ッ トにす るよn,複 数 の経 路 を ター ゲ ッ トiii治療

を した 方 が効 果的 で あ る と考 え られ る。 その 点 、転 写 因子 は一 つ の

ス トレス に応 じて複 数の ス トレス応 答因 子の 発 現 を鋼節 して お り、

治療 の 良 いター ゲ ッ トにな る可能 性が あ る。 そ こ で、我 々は転 写因

子の 一 つ であ るnロde訂 伽or。㎞ppa　B〔NF・KB)に 注 目 した。　NF・KB

は、p65やp50等 、数 税の 分子 の ホモ また はヘ テO二 肚体 か らな り.

阻害 繊 自が結 合 してい るr_め に 細胞 質 に 不 活化 され た状 態 で 存在

し.細 胞1こス トレス が加 わ る と阻轡 蛋 自が分 解 され核 内へ 移動 後 、

特定 のDNA韻 域 に結合 し下 流 の遺伝 子の 発現 を囲 節す る。 例 えf｣,

inducible　nitric　oxide　rynthazc(iNOS)はNF-KBに よ り発 現 が冗 巡 し.

逸剰 なiNOSの 発 現が 一酸 化窟 素の発 生 を惹起 し組織 障省 を引 き起 こ

す こ とが知 られ てい る。今 回4Ra13、 強 大音 曝謝 後の 蝸牛 にお ける

NF・KQのDNA結 合 居 性 の 経 時 的 変 化 を ゲ ル シ フ ト分 析

(dccirophmaic　 mobility舘1in　a弱町IEMSA)に よ り、p65ま た はp50

のい ずれ がDNA結 合 活 性に 閥 与 して いるか をスーバ ー シフ ト法 によ

り、NFKB活 性 化 の局在 とiNQS発 現 との 関係 を免 疫組 織染 色 に より

分祈 し、NF・KBが 蝸 牛音響 障害 に おい て どの よ うな役 割 を担 って い

るか を検附 した。

　 5週 齢 のC57趾 ノ甜マ ウス を強大 音 に曝露 させ た。 曝露 前、曝 露 後

2,8、u..　 za.72時 問 俄 に蝸 牛 を揃 出 し、　EMSAを 用 い た と ころ

2時 聞 を ピー ク に6時 間 ま で騒 音 囑 露 前 と比鮫 し有 為 にNF-KBの

DNAF'a合 活性 が 上昇 してい た。 また、 スー パ ー シ フ ト法に よ りρ65

をSむ 二最体 が このDNA　 ｰo活 性 上昇 に 寄与 して いる こ とが 示唆 さ

れた。2時 間 後 の検 体 を用 い た免疫 組織 学 的検 酎 で も、EMSAの 結

果に 一 致 してNF・KBの 核 内 陽性}&fii83cｰ2さ れ た。 この よ うなNF・KB

の活性 化 は鍋 牛外 卸 堕で 生 じてお り、感 覚細 胞 を含む コル チ 器で は

観姻 され なか った。 ま た.NF・K8該 内陽 性 像 を示す 細 胞 に眠局 して

iNOSの 隅性 像 も紹 めT3d　 7,蝸 牛音響障 害 にお いてNF-icBがiNOSの

発現 を細 節 してい る 可能性 が示 唆 され た。 よ ってNF-cBがiNOS発 覗

を通 して、蝸 牛に 隙害的 な役割 を果 た して い ると 考え られ た。 一方

で.NF-KBの 核 内 陽性 像が 見 られ た外 側壁 の細 胞 では 明 らか な形 態

的 変 化 を認 めなか ったの に対 し、核 内陽 性像 が 見 られ な かっ た コル

チ器 の眠覚 細胞 では綿飽 の慶性 を認 めた。

　 この ことは、NF-KBがss牛 とい う器 官 の レベ ル では 障害 的 に槻能

してい る 一)iで.細 胞 個 々の レベル では 保纒 的 に機能 してい る可 能

性 を示 唆 してお り、NF・翼Bが 治 療 の ター ゲ ッ トに な りfiRる.か否 か は

さらな る検 対 を要 す ると考 えた。

　蝸牛の膏響障宵は様々なメカニズムにより生じるため、その治療

では護数のメカニズムをターゲットにしたほうがより効果的である

と予想される。その点、NF・KBは約200の遺伝子の発現をコントロー

ルしており、音響瞭害においても良い治療のターゲットとなり得

る。本研究は、強大音曝露数時間後にマウス蝸牛外側壁において活

性化されたNF・KBiが.　iNosの 発現を上昇させることでコルチ器の外

有毛細飽障害を含めた蝸牛障害つまりは感音難穂の出現に関与して

いる可能性を示した。一方で、sa牛外側壁ではNF・K8の僧性化が細

胞保護に働いている可能性も示唆した。

　審査では、まず本研究の実験方法に関して、iNOSがNF・KBの 転写

制御を受けていることを明確に示すためにクロマチン免疫沈降法を

用いるべきであるとの指簡があった。また、蝸牛におけるゲルシフ

ト移動法の至適条件、免疫組搬染色で使用した抗体の抗原特異性に

ついて更1こ検肘を加えるべきであるとの指摘があった.次 に、音響

障害におけるNF-KBの 役翻に関する考察ついて以下の醗論があっ

た。蝸牛外側壁においては、NF一｢Bの活性化が縞胞障害に働く,ham

だけではなく、細胞保護に働く凱臼の発現も促進しているのではな

いかとの質nnに 対しては、　NF。KBが蝸牛内グルタチオンの上昇に寄

与しているという紐告もあり、NF咲Bが 蝸牛に対して保謹的に働く

可能性も考えられるため、なるべくNF-KBの 外有毛綿胞障害作用を

抑え、鰻牛外側㎎における細胞保護作用を失わないような投与薬

剤、方法、量の検肘を盤すると回答した。このような作用の二面性

という点ではiNOSも また組織保蟹にも瞳害にも働 く可能性がある

が、蝸牛においてはiNOS阻 害丞が蝸牛保獲に働 くという報告があ

る。今後、他職器において示されているステロイ ドのNF-KU抑 制機

序、NF・KB　decoy利 用によるNF-KB抑 制効果応用の可能性について検

討したいと回答した,ま た、蝸牛外側壁でNF一賦Bが活性化を示す紀

胞が線維紹胞なのか.蝸 牛内に浸潤するマクロファージなのかを明

砲にするためCD弱 等の白血球マーカーの免疫染色を用いる必要性が

あることを述ぺた。次いで、本研究におけるNF-KBの サブユニット

構成の違いの意鵯,す なわちp65を含む二量体とpsoを含む二量体の

DNA$o合 能の差は、構成璽自の異なるNF-KBが 異なる機能を有して

いる可能性を示唆するのではないかとの指摘を受けた。これに対し

ては、NF-cBの 構成の違いによnnNA篇 合能を発揮し易い細胞内酸

化ストレス強度や塩基配列がtic　4、 結果として標的m伝 子の追い

を生じるという殿告に一致する結果であると回答 した。また.細 胞

種によって、裕互作用をきたす他の転写因子、転写補助因子等の活

性度や異なることもNF・KBが異なる作用を有する一因になっている

可能性があると付け加えた。

　以上、今LxiNF・KBをターゲットとした感音難聴の治療を計画する
には研究方法の改否を要するfig.音轡障害にNF・KBを介したwosの

発現が関与している可能性を示したことは臨床的にも意毅深く.更

なる発展が期待される研究と評価された。
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