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研究成果の概要（和文）：蝸牛におけるオートファジーの活性化部位の同定と、その生理的機能を明らかにする
ことを目的とした。
GFP-LC3レポーターマウスを用いて蝸牛におけるオートファジー活性可視化を試みたところ、外有毛細胞を含む
蝸牛感覚上皮に恒久的オートファジーが生じていることが示唆された。有毛細胞特異的オートファジー欠損マウ
スは高音優位な進行性難聴を認めた。また、4-HNEを用いた免疫組織染色で、オートファジーによる蝸牛有毛細
胞での酸化ストレスに対する保護作用が示唆された。
蝸牛有毛細胞においてオートファジーは有毛細胞を保護する作用を有しており、とくに酸化ストレス抑制を介し
て細胞老化を抑制している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was to identify the location and physiologic 
function of autophagy in the cochlea.
We tried to visualize autophagy-activated area in the cochlea. GFP-LC3 reporter mouse revealed 
autophagy-activation at the cochlear neuroepithelium including outer hair cell. Then, outer hair 
cell specific autophagy deficit model mouse showed progressive high-frequency hearing loss. Also, 
immunostaining with 4-HNE indicated the protective action of autophagy against oxidative stress in 
outer hair cell.
At outer hair cell, autophagy may maintain homeostasis to the external environment. Suppressive 
function of autophagy against oxidative stress may inhibit cellular aging in the cochlea.

研究分野： 耳科、聴覚医学

キーワード： 内耳　オートファジー
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１．研究開始当初の背景 
 
オートファジーの現象そのものは古くから知られ
ており、哺乳類でも 1960 年代から報告されてい
た。その実態は永らく謎に包まれていたが、遺伝
学や分子生物学・発生工学的アプローチによっ
て昨今急速に解明が進み、その重要性が次々
と明らかにされている。例えば肝細胞において
は異常蛋白の蓄積をきたし腫瘍発生の一因と考
えられ(Komatsu et al 2005)、神経細胞ではオー
トファジー機能障害によるアミロイドやグルタミン、
異常ミトコンドリアの蓄積が神経変性疾患の病態
と深く関わっていることが示唆されている。しかし、
蝸牛におけるオートファジーの生理的意義はほ
とんど明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では蝸牛におけるオートファジーの活性
化部位の同定と、蝸牛・末梢聴覚系におけるオ
ートファジーのin vivoでの役割を明らかにするこ
とを第一の目的とした。また予備実験で蝸牛感
覚上皮において酸化ストレスとの関連性が示唆
されていたため、遺伝子改変動物を用いてその
詳細を検討し、蝸牛におけるオートファジーの生
理的意義と、蝸牛疾患、すなわち内耳性難聴に
おけるオートファジーの治療標的としての可能
性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
当研究では細胞内代謝系の 1 つであり、細胞の
恒常性維持に必須の機能であるオートファジー
が蝸牛においていかなる生理的意義を持つか
生体レベルで明らかにする。まず蝸牛内での生
理現象としてのオートファジー活性をレポーター
マウスを用いて in vivo で示し、続いて条件付け
ノックアウトマウスを用いて loss of function 解析
することによりその作用機序に迫ることとした。 
 
具体的には、以下の研究を行った。 
 
（１）GFP-LC3 レポーターマウスを用い、蝸牛に
おけるオートファジー活性を可視化し、時空間
的な蝸牛内におけるオートファジー活性の変化
を解析した。 
本マウスにおいては、オートファゴソーム構成タ
ンパクである LC3 に蛍光色素の GFP を融合さ
せたレポーター遺伝子が全身に発現している。
このタンパクはオートファジーが実行される際に
細胞内に凝集体を形成することが知られている
ため、GFP 凝集体の経時的発現を観察すること
でオートファジーの可視化が概ね可能となって
いる。 
 
（２）内耳有毛細胞特異的ノックアウトマウスとし

て Pou4f3Cre; flox-Atg7 を樹立し、有毛細胞選
択的に、オートファジー実行に必須な遺伝子で
ある Atg7 を欠損したマウスを作製した。このマウ
スに於いて、経時的な聴力および組織学的変
化を観察した。  
 
（３）（２）の結果から両側進行性難聴が誘導され、
加齢性難聴の進行が促進している所見とも考え
られた。オートファジーはタンパク質や小器官の
品質維持を行う細胞内でのクリアランス系として
機能し、近年、ミトコンドリアの品質維持機構とし
てもオートファジーが働くことが示されている。加
齢性難聴のメカニズムとして酸化ストレスの関与
が古くから言われていることを鑑み、今回、オー
トファジー欠損マウスでの酸化ストレスを、酸化ス
トレス発生時の代謝産物に対する免疫組織化学
染色を行うことで検討した。 
 
（４）内耳神経節有毛細胞ノックアウトマウスとし
て Ngn1Cre; flox-Atg7 を樹立し、神経節細胞で
オートファジー実行に必須な遺伝子である Atg7
を欠損したマウスを作製した。このマウスにおい
て、聴力および組織学的変化を観察した。 
 
４．研究成果 
 
（１）GFP-LC3 レポーターマウスの解析では、レ
ポーター活性を外有毛細胞を含む蝸牛感覚上
皮に認め、恒久的オートファジーが生じているこ
とが示唆された。 
 
（２）有毛細胞特異的な Atg7 のノックアウトマウス
を作製し、その表現形を検討することしたところ、
有毛細胞特異的オートファジー欠損マウスは 8
週齢で同腹対照群と比べて高音に優位な進行
性難聴を認めた（Fig. 1）。組織学的検討を行っ
たところ、基底回転を中心にコルチ器の脱落と
scar formation の像を認めた（Fig.2）。 
 

Fig. 1 有毛細胞特異的オートファジー欠損モデ
ルマウスにおける早期難聴 
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