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要旨

HEI-OC1蝸牛細胞培養株において早期老化モデルにおけるミトコンドリア機能の評価を

試みた。H2O2への曝露により, 早期老化現象が生じることが判明した。ミトコンドリア画

像の骨格化図の枝と接合点の特性値は有意に減少し, ミトコンドリア膜電位はH2O2濃度依

存性に低下した。ミトコンドリアの予備呼吸能も障害されたが, ベースラインからの ATP

生成比率は予備呼吸能の障害変化に比べ小さかった。また, ミトコンドリア膜電位の脱共役

剤に対する脆弱性は上昇した。以上の結果から, 蝸牛細胞における早期老化の過程において

ミトコンドリア機能が低下し, ミトコンドリアの融合と分離の平衡状態の破綻によりミトコ

ンドリアネットワークが崩壊することが示唆された。
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序文

加齢性難聴は高齢化社会における重要な課題の一つである [1–3]。最近の研究において聴

力低下によって認知能力やコミュニケーション能力が加速的に低下することが示されてい

る [4]。

加齢性難聴は, 蝸牛の有毛細胞・らせん神経節細胞・血管条細胞の障害と機能不全により

生じ [5], 騒音への曝露により起こる神経の変性も影響する [6]。しかし, この加齢性難聴の

分子的過程については未だに不明な点が多い。

ミトコンドリアは, 細胞の代謝・老化・細胞死等の細胞の機能の多くを制御している。ミ

トコンドリアの恒常性の安定性は細胞の生死を左右する。近年の研究により, ミトコンドリ

アの機能不全がほ乳類の老化における様々な臓器の障害に関わっていることがわかってき

た [7]。老化におけるミトコンドリアの機能不全は, フリーラジカルの生成によってミトコン

ドリア DNAが障害されそれが蓄積することで起こると考えられている [8, 9]。老化やスト

レスにおいて, ミトコンドリアの酸化・還元のバランスの破綻やミトコンドリアDNAの変

異によって蝸牛が障害を受けることが最近の研究で示され [5, 10], 加齢性難聴における酸化

ストレスとミトコンドリア機能不全の関連性も指摘されている [11]。しかし, 加齢性難聴に

おけるミトコンドリアの形態や生理学的機能に関しては不明な点が多い。

老化や代謝関連疾患においては, ミトコンドリア機能の制御不全が細胞恒常性に悪影響を

及ぼし, 代謝障害, 腫瘍, 神経の変性につながるとされている [12]。ミトコンドリアの形態は

非常に動的で, それぞれがばらばらに分離した構造から網状のネットワーク構造まで様々に

変化し, この過程ではミトコンドリアの融合と分離が生じている [13]。ミトコンドリアの動

的平衡状態や細胞内局在は, ミトコンドリアや細胞の機能とも深く関連する [14–16]。ミト

コンドリアの融合と分離の過程の障害により, ミトコンドリアネットワークの恒常性が保た

れなくなり細胞の老化につながると考えられている [17,18]。しかし, 加齢性難聴におけるミ
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トコンドリアの動的平衡状態に関してはこれまで研究がなされていない。

細胞のエネルギーの観点からみると, ほ乳類の老化におけるミトコンドリアの機能障害で

は, 一般的に ATP生成能力の低下・膜電位の低下・ミトコンドリア呼吸鎖能の低下が見ら

れる [19,20]。有毛細胞を含めた蝸牛の細胞では, ミトコンドリアによるATP生成にエネル

ギーを高度に依存している [21]。しかし, 有毛細胞を含め蝸牛の細胞における老化と細胞エ

ネルギーの関連性は不明な点が多い。これらのことから, 本研究では, 加齢性難聴における

細胞エネルギーとミトコンドリアネットワークの役割を探ることとした。

ミトコンドリアの評価には, 細胞レベルでの酸素消費速度や膜電位計測等の動的な評価が

欠かせない [22]。しかし, 蝸牛有毛細胞は個体あたり数千個程度であり, さらに, 非常に硬

い骨に囲まれて存在するため, 蝸牛有毛細胞を損傷なく個体より取り出して評価する方法は,

現在の技術には存在しない。そこで, 本研究においては, 細胞株におけるミトコンドリア機

能評価方法を, マウス等の個体におけるミトコンドリア機能評価に応用することを念頭に置

き, まず, 樹立された蝸牛細胞株においてミトコンドリア機能評価を行うこととした。

哺乳動物の蝸牛細胞を元として樹立された培養株は多数存在する [23]。本研究では, pubmed

において最も論文数が多く,薬剤感受性評価に関しての報告論文数も最も多い Immortomouse

(Charles River Laboratories)の蝸牛細胞の培養株である HEI-OC1 (House Ear Institute-

Organ of Corti 1) [24]を使用した。この細胞株は不死化されており, 通常の老化が生じない

ため, 早期老化のモデルとして提唱されているH2O2(過酸化水素)への短時間曝露 [25]を使

用した。

本研究では, HEI-OC1蝸牛細胞培養株において, 早期老化の過程でミトコンドリアの代謝

やミトコンドリアネットワークにどのような変化が現れるかを調べた。
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方法

細胞培養

HEI-OC1細胞株は蝸牛より分離された上皮細胞の不死化細胞で, Professor F. Kalinec

(UCLA, Los Angeles, CA, USA)より供与された。培地は high-glucose Dulbecco’s modified

medium (Life Technologies, Inc., NY, USA), 10% fetal bovine serum (Life Technologies,

Inc., NY, USA), 0.06% w/v ペニシリン (ナカライテスク, 京都, 日本)を使用した。培養は

10% CO2, 33
◦Cで行い, 後述の細胞生存率解析及び細胞倍加速度解析でも同様の環境を使

用した。この条件は, “permissive condition” [24]と呼ばれている。3日から 4日毎に継代

を行った。HBSS緩衝液に溶解した 0.05 g/L トリプシン, 0.53 mM EDTA(ナカライテス

ク, 京都, 日本)で剥離し, 培地 10mLと T-75フラスコにて継代を行った。培養密度は上限

80–90%の範囲にて行った。

細胞生存率解析と細胞倍加速度解析

HEI-OC1細胞株を 12穴プレートに 4 × 104 cells/wellの濃度で播種し, 4群に分け, 複数

の濃度 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM)の H2O2(ナカライテスク, 京都, 日本)を追加した

培地で各群をそれぞれ 1時間培養した。1時間後にH2O2を含まない培地に置換した。対照

群の細胞は, はじめからH2O2を含まない培地で培養した。

細胞生存率解析では, 細胞を Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) で洗浄し,

0.05w/v% トリプシン, 0.53 mM EDTA 1分間で剥離後, DPBSに懸濁した。その後 0.4%

トリパンブルーで 1:1に希釈し, TC10 Automated Cell Counter (Bio-Rad, USA)で細胞数

及び細胞生存率を計測した。細胞倍加速度解析の方法に関しては, 既報 [25, 26]と同じ方法

を用いた。
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ミトコンドリア膜電位及び形態の解析

ミトコンドリア膜電位は, JC-1 (5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’-tetraethyl benzimida-

zolyl carbocyanine iodide) (Biotium, USA)を用いて計測した。この蛍光色素は, ミトコン

ドリア内膜に特異的に集積し, 膜電位が高い時には複合体となって赤い蛍光を発し, 膜電位

が低い時には単量体となって緑の蛍光を発する [27]。ミトコンドリア形態解析では, TMRE

(tetramethylrhodamine, ethyl ester) (Biotium, USA)も用いた。

プレートリーダでのミトコンドリア膜電位解析では, HEI-OC1を ibiTreat micro-Plate 24

well (ibidi, Germany)で培養し, H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM)に 1時間曝露した。

その後 H2O2を含まない通常の培地に戻した後, JC-1 (200 nM)を添加した培地で 15分間

permissive condition下で培養した後, 通常の培地に戻して permissive condition下でプレー

トリーダでの計測・解析を行った。

蛍光比の解析では, 温度及び CO2 濃度の管理可能な Infinite M200 PRO plate-reader

(TECAN, USA)を使用した。緑の蛍光は 485/9 nm励起 535/20 nm蛍光, 赤の蛍光は 535/9

nm励起 590/20 nm蛍光の条件で計測した。計測条件はmultiple reads per well (circle, 4 ×

4)を使用した。

共焦点顕微鏡での解析では, HEI-OC1細胞株を glass-bottom dish (Greiner, Germany)

で培養し, プレートリーダでの解析と同じ条件でH2O2に曝露した。ミトコンドリアは JC-1

(2.5 µM), TMRE (200 nM), MitoTracker Orange CMTMRos (500 nM)で 20分間染色

し, 通常の培地に戻した。画像は A1R(ニコン, 日本)で撮影した。60× (NA 1.4) 油浸レン

ズを使用し, JC-1の撮影では 487.5 nm半導体レーザと 561.4 nm半導体レーザを用いた。

TMREまたはMitoTracker Orangeの撮影では 561.4 nm半導体レーザを用いた。それぞれ

の蛍光は 405/488/561 nmダイクロイックミラーと 525/50 nmまたは 595/50 nmバンドパ

スフィルタを用いて撮影した。画像解析では, NIS-Elements (ニコン, 日本), ImageJ, Fiji,
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Skeletonize3D, AnalyzeSkeleton [28–30]を使用した。

構造化照明顕微鏡での解析

SIM(structured illumination microscope, 構造化照明顕微鏡)での解析は, 共焦点顕微鏡

での撮影と同様の条件でHEI-OC1細胞株をTMREにて染色し, Ti-E(ニコン, 日本), 100 ×

NA1.49 CFI Apo TIRF 対物レンズ, 電子増倍型CCDカメラ (iXon Em-CCD, Andor)を用

いて撮影し, 解析を行った。

酸素消費速度及び細胞外酸性化速度の計測

OCR(酸素消費速度)及び ECAR(細胞外酸性化速度)は, XF24 Extracellular Flux Ana-

lyzer (Seahorse Bioscience, Billerica, MA)にて計測し, Seahorse XF24マニュアルに準じて

解析を行った。

HEI-OC1細胞株を専用の 24穴プレートにて一晩培養し, H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM,

1 mM)に 1時間曝露し, さらに一晩培養した。その後, 細胞をXF assay medium (DMEM,

NaHCO3なし, 2 mM Glutamax; Seahorse Bioscience, Billerica, MA, USA)に 25 mM D-グ

ルコース (大塚製薬, 徳島, 日本) と 1 mM ピルビン酸ナトリウム (ナカライテスク, 京都,

日本)を追加した培地 675 µL で２回洗浄した。細胞を空気中, 33 ◦Cで 1時間培養した後,

OCR及びECARをXF24 Extracellular Flux Analyzerで測定した。測定は下記の順に薬剤

を添加して行った。(1) 薬剤非添加時のベースライン速度 (2) 2.5 µM オリゴマイシンを添

加しATP合成酵素及びOXPHOSを停止した際の速度 (3) 1.25 µM FCCPを添加し脱共役

下での最大速度 (4) 0.625 µM アンチマイシンAを添加し complex IIIを阻害した際の速度

(5) 0.625 µM ロテノンを添加し, complex Iを阻害した際の速度 (図 1)。細胞密度及びそれ

ぞれの薬剤の最適濃度の決定は, Seahorse XF24マニュアルに準じて行った (図 2)。

6



ミトコンドリア膜透過性遷移の解析

ミトコンドリア膜透過性遷移孔 (mPTP: mitochondrial permeability transition pore)の

機能を, FCCP投与による TMREの蛍光強度の減衰の計測により解析した。HEI-OC1細

胞株は共焦点顕微鏡での解析と同様の方法で準備し, 培地 200 µLにて置換した。5% CO2,

33 ◦Cの条件下で細胞の TMREの蛍光画像を 1分あたり 1枚撮像し, 同時に 1分あたり 50

µLの速度で 1.375 µMまたは 2.75 µM FCCPを投入した。計算上の培地中の FCCPの濃度

を図 3Aに示す。解析対象の各細胞を対象領域 (ROI)として選択し, 強度平均を図にした。

FCCPを投入しない場合は, 撮像中に蛍光の強度は変化しなかった (図 3B, C)。

mPTPの阻害剤投与時の解析では, 1 µM CyA (cyclosporine A) (Sigma; USA)を 20分

間曝露した後に同様の解析を行った。

透過型電子顕微鏡での解析

透過型電子顕微鏡での観察では, 以下の方法で標本を用意した。HEI-OC1細胞株をトリ

プシンで剥離し, 2% グルタルアルデヒド, 0.1 Mカコジル酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.2)で 1

時間固定し, 1% 四酸化オスミウム, 0.1 Mカコジル酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.2)にて２時

間固定した。0.5%酢酸ウラニル水溶液で染色し, 4 ◦Cアルコールで脱水し, 100% エポンア

ラルダイト樹脂で置換した。薄切 (70nm)はダイヤモンドナイフにて行い, EMグリッドに

載せ, Reynoldsのクエン酸鉛染色液にて染色し, 洗浄, 乾燥し, H-7000 (日立, 東京, 日本)に

て観察した。
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統計解析

統計解析は R 3.2.4 (R Core Team; R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria, 2016)を用いて行い, 一元配置分散分析, スチューデントの t検定を行った。P<0.05

を有意とした。値は平均±標準偏差で表示した。
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結果

H2O2曝露によりHEI-OC1細胞株で早期老化が生じる

過去の研究では, H2O2の曝露により, 細胞の早期老化が濃度依存性に起こるとされてい

る [25,31]。HEI-OC1細胞株を, 3種類の異なる濃度のH2O2で曝露し,細胞増殖速度と細胞生

存率を評価し,蝸牛細胞において酸化ストレスが早期老化を生じさせるかを調べた。HEI-OC1

細胞株を 3種類の濃度のH2O2に 1時間曝露し,通常の培地に戻した後, permissive condition

で２日間培養した。H2O2 1時間曝露群では, 2日後の細胞倍加速度が濃度依存性に有意に

低下したが (図 4A), この 3つの濃度のH2O2 1時間曝露では, 細胞生存率に変化は見られな

かった (図 4B)。これらの結果から, 上記の条件 (100 µM, 300 µM, 1 mM H2O2 1時間曝露,

permissive conditionで 2日間培養)により, 細胞増殖を低下させうることが確認された。

H2O2曝露によりHEI-OC1細胞株においてミトコンドリア微細構造

の変化が生じる

共焦点顕微鏡及び SIMでの解析では, H2O2曝露 (1 mM, 1 時間)の 1日後, HEI-OC1細

胞株のミトンドリアの構造に変化が見られた (図 5)。対照群の細胞では, ミトコンドリアの

分裂と融合のバランスが動的に保たれ, ミトコンドリアは糸状の構造を持つが (図 5A, C),

H2O2曝露した細胞では, 分離した球状のミトコンドリアや過度に融合し巨大化したミトコ

ンドリアが見られた (図 5B, D)。

透過型電子顕微鏡において H2O2曝露下 (1 mM, 1時間)でのミトコンドリアの構造変化

を評価したところ, 対照群の細胞では正常の状態のミトコンドリア (M)と小胞体 (ER)が見

られた (図 6A, C, E)のに対し, H2O2曝露 (1 mM, 1時間)群では, 1日後には障害されたミ
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トコンドリアや凝集した細胞小器官を取り込んだオートファゴソームが観察された (図 6B)。

また, 障害されたミトコンドリアと小胞体の近くにオートファゴソームを認め, 円状の二重

膜構造を認めた (図 6D)。その他, 過度に融合したミトコンドリアや分離した球状のミトコ

ンドリアの融合などの異常が観察された (図 6F)。

H2O2曝露によりHEI-OC1細胞株においてミトコンドリアのネット

ワークは減弱する

ミトコンドリアの形態変化及び動的変化によりミトコンドリアのネットワークに変化が

生じることが知られているため [13,18], 分離及び融合の変化を静止画像を用いて解析した。

ミトコンドリアの分離と融合の仕組みとして, 1)端同士, 2)側面同士, 3)端と側面, の数種

類の組み合わせがある。この組み合わせにより, ネットワークの節 (node)が形作られる (図

7A)。そして, この分離及び融合の仕組みにより, 糸状構造と網目構造が形作られる。ネット

ワーク構造の中には他のどの部分とも接続しない構造が存在し, 単に寄り集まっただけのク

ラスタとなっている。対照群では, 糸状の構造が認められた (図 7B)。それに対し H2O2曝

露群では, ミトコンドリアは粒状に分かれクラスタとなり, ミトコンドリアのネットワーク

は断片化していた (図 7B)。数値的な評価としては, ミトコンドリア画像の骨格化図におけ

る 1)枝の数, 2)分岐点の数, 3)分岐までの長さは, H2O2 曝露群で有意に減少した (図 7C,

D, E, F)。
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H2O2曝露によりHEI-OC1細胞株においてミトコンドリア膜電位は

減少する

JC-1ミトコンドリア膜電位感受性蛍光色素による解析を行ったところ, H2O2曝露によっ

てミトコンドリアの脱分極が生じることが示された。図 8A, Bにおいて, 緑の蛍光部分はミ

トコンドリア膜電位の低い部分で, 赤の蛍光部分はミトコンドリア膜電位の高い部分である。

対照群の細胞のミトコンドリアでは赤の蛍光が多く見られた (図 8A)のに対し, H2O2曝露

群の細胞では小さなクラスタに分離したミトコンドリアが緑の蛍光を持ち, これに対して過

度に融合した部分は赤の蛍光を呈していた (図 8B)。

ミトコンドリア膜電位の状態として赤／緑の蛍光比を数値的に評価したところ, H2O2の

1時間曝露により赤／緑の蛍光比は濃度依存性に減少していた (図 8C)。ただし, H2O2曝露

群においても分極したミトコンドリアは完全には消失しなかった (図 8B)。

H2O2曝露によりHEI-OC1細胞株において, 最大酸素消費速度は半

分程度に減少するが, ATP生成への寄与は小さい

ミトコンドリア機能の評価として, ミトコンドリア脱共役剤である FCCP投与時の最大

呼吸速度とオリゴマイシン投与時の呼吸速度を計測した。ミトコンドリア呼吸鎖阻害剤と

FCCPの投与により, 酸素消費速度が変化する (図 1)。この方法を用いて対照群とH2O2曝

露群を比較したところ, H2O2 曝露により濃度依存性に酸素消費速度が減少し (図 9A, B),

FCCP投与時の呼吸速度の変化率は, H2O2曝露群により濃度依存性に減少した (図 9B)。ア

ンチマイシンA及びロテノン投与時の呼吸速度の変化は, 対照群とH2O2曝露群とで有意差

がなかった (図 9D, E)。オリゴマイシン投与後のATP生成に関する酸素消費速度は, H2O2

曝露後 24時間時点で群間にわずかに有意差を認めたものの (図 9C), H2O2曝露後 48時間時
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点では有意差は無くなり (図 9H), H2O2曝露によるATP生成への寄与は小さいことが推察

された。なお, H2O2の 12時間連続曝露では細胞死が引き起こされ, 異なる形のミトコンド

リア機能障害が見られた。このH2O212時間曝露による障害では, ベースラインの酸素消費

速度はH2O2曝露群で濃度依存性に低下し, ATP生成に関する酸素消費速度と最大呼吸速度

はいずれも低下した (図 9F)。

HEI-OC1細胞株において, H2O2曝露によりミトコンドリア膜電位

の脆弱性が生じ, ミトコンドリア膜透過性遷移孔の阻害剤によっても

保護されない

FCCPの投与により, mPTP が開口しミトコンドリア膜電位が低下する現象を用いて,

mPTPの機能評価を行った。H2O2曝露群においては, FCCPの投与によるミトコンドリア

膜電位低下率は対照群に比べ有意に上昇した (図 10B, C, D)。

CyAはmPTPの阻害剤であり, FCCP投与前に CyAを処理することで FCCP投与によ

るミトコンドリア膜電位の低下を阻止できることが予想されたが, HEI-OC1に対するH2O2

曝露ではその効果は限定的であり (図 11A, B, C), ミトコンドリア膜電位の低下開始までの

時間は変化せず (図 11D)それ以降は膜電位の低下が見られた。

酸素消費速度に関して, 対照群においては CyA処理を行ってもベースラインからの最大

呼吸速度は変化しなかったが (図 11E), H2O2曝露群ではCyA処理によっても最大呼吸速度

は保護されなかった (図 11E)。
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考察

本研究では, HEI-OC1細胞株において早期老化現象を引き起こすH2O2の曝露により, ミ

トコンドリア機能が障害され最大呼吸速度が減少し, ミトコンドリア膜電位が低下すること

が示された。形態的には, ミトコンドリアの融合と分離のバランスが, 蝸牛細胞の早期老化

の過程において重要な役割を果たしていることが示された。本研究の結果から, ミトコンド

リアの代謝とミトコンドリアネットワークは, 蝸牛細胞の早期老化において互いに重要な関

連性があることが示唆された。

本研究では, 蝸牛細胞の早期老化のモデルとして, 3種類の濃度の H2O2に 1時間曝露す

る方法を用いた。H2O2は酸化ストレスにより早期老化を引き起こす薬剤として広く使われ

ている [32,33]。HEI-OC1細胞株の処理の際の条件は, ミトコンドリアの機能の評価を目標

として, 過去の報告 [25]に基づいて決定した。H2O2の 1時間曝露により, 曝露しない対照

群に比べ細胞増殖率は有意に減少したが, 細胞生存率は減少しなかった。H2O2曝露により,

蝸牛細胞のミトコンドリアの形態や膜電位がどのように変化するかを評価し, ミトコンドリ

アの機能がどのように変化するかを調べたところ, 透過型電子顕微鏡による評価では, H2O2

曝露群において障害されたミトコンドリアと凝集した細胞小器官を取り込んだオートファゴ

ソームが観察された。ミトコンドリアの融合と分離は, 対照群とH2O2曝露群の両方で観察

されたが, SIMの評価では, 対照群の細胞において長く伸びた形状のミトコンドリアが多く

観察されたのに対し, H2O2曝露群では球状で短い形状のミトコンドリアが多く観察された。

このことから, 球状の分離したミトコンドリアは, ミトコンドリアの動的平衡のバランスの

変化 (融合<分離)により生じたと考えられる。一般的に, ミトコンドリアは, 融合と分離を

繰り返す動的平衡状態にあると考えられている。融合により, 互いにつながった長い形状の

ミトコンドリアがネットワークを形成し, このネットワークはそれぞれのミトコンドリア間

の膜電位の保持に寄与している [34]。ミトコンドリアの分離の現象は, 障害されたミトコン
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ドリアを新しいミトコンドリアで置換して細胞の状態を保ち, 細胞ストレスの強い状態では

細胞をアポトーシスから保護する役割があると考えられている。ミトコンドリアの融合と分

離の平衡状態が保たれることにより, ストレス下の細胞においてミトコンドリアの機能が保

たれると考えられる。

ミトコンドリア画像の骨格化処理により算出された 1) 枝の数, 2) 分岐点の数, 3) 分岐ま

での長さの値は, 対照群に比べて H2O2処理群で有意に減少した。融合と分離の状態は, 骨

格化処理により算出した値から推定することができる。ミトコンドリアの融合と分離のバラ

ンスによりミトコンドリアのネットワーク構造が変化し, 融合に傾くと枝状に分かれた網状

の構造が形成され, 分離に傾くとばらばらの構造となると考えられている [35]。従って, ミ

トコンドリアの動的平衡状態やオートファジーによる分解処理機能の不全が, 蝸牛細胞での

早期老化の発現に欠かせない要素となっていると考えられる。ミトコンドリアの機能不全は

ミトコンドリア融合の抑制に影響され, その結果, ミトコンドリアネットワークは, 小型のミ

トコンドリアやたくさんの小さなクラスタに分離した状態になり [36], オートファゴソーム

の形成に寄与する [37]。細胞エネルギーの観点からは, H2O2曝露により, 濃度依存性にミト

コンドリア膜電位が減少した。分離して球状になった状態のミトコンドリア (融合<分離)

では, 膜電位が低下していたが, 過度に融合したミトコンドリア (融合>分離)では, 膜電位

が保たれた状態であった。これに対し, 対照群のミトコンドリアでは, 融合と分離が動的平

衡状態にありミトコンドリア膜電位が保たれていた。これらのことは, 早期老化によるエネ

ルギー状態の変化とミトコンドリアの融合と分離が, 少なくとも蝸牛細胞において重要な役

割を果たしていることを示しており, ミトコンドリアの融合の破綻によりミトコンドリアが

機能不全を起こすという過去の報告 [38, 39]と合致する。蝸牛細胞においても, ミトコンド

リアの代謝状態とミトコンドリアネットワークの形成は, 機能的に相互依存する [40, 41]と

いえる。

最大呼吸速度はミトコンドリア脱共役剤投与時の呼吸速度として定義される。ミトコンド
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リアの予備呼吸能は, 細胞の酸化ストレスやエネルギー不全に関する重要な鍵として近年注

目されており [42–44], 酸化ストレスや基質不足等の多種のストレスから細胞を保護する予

備能として考えられている [45]。最大呼吸速度は, 主に基質補給能に依存すると考えられて

いる [45]。本研究では, H2O2曝露によりミトコンドリア予備呼吸能が障害されるが, ベース

ラインのATP生成速度は影響されないことが示された。このミトコンドリア呼吸鎖の機能

低下は, 蝸牛細胞の早期老化の過程で早期 (1日)に生じた。ミトコンドリアの動的平衡の観

点からは, 蝸牛細胞において通常より高い代謝状態におけるミトコンドリアの融合が, 呼吸

能に重要な役割を果たすといえる。

ミトコンドリア膜電位の脱共役剤に対する脆弱性は, H2O2曝露により悪化した。FCCP

の投与により mPTPが開口し, ミトコンドリア膜電位が低下する。CyAは mPTPの阻害

剤であり, ミトコンドリア膜電位の低下を保護するが, CyAの投与によっても対照群と比較

して H2O2 曝露群では膜電位低下までの時間は変わらなかった。ミトコンドリア脱共役剤

に対する耐性や脆弱性に関しては, 癌細胞 [46], 心筋細胞モデルでの心保護剤や麻酔薬の評

価 [47–50], HeLa細胞のモデル [51]等で広く報告されている。ミトコンドリア膜電位の低下

は, mPTPの機能に多くを依存し, CyAやシクロスポリンH等のmPTPの阻害剤によって

mPTPの機能を評価することができると考えられる。しかし, 他の要素もミトコンドリア膜

電位の低下に関わっており, ミトコンドリア膜電位のみの評価では困難な場合もある。神経

細胞のモデルでは, mPTPを構成するサイクロフィリンDの発現亢進によるmPTPの活性

化によって, アポトーシスやネクローシスの誘導とは逆の効果をもたらすという報告 [52]が

ある。本研究では, H2O2曝露によってもミトコンドリア膜電位の低下開始の時間は変化せ

ず, CyAの投与によってもそれは延長しなかった。しかし, ミトコンドリア膜電位の低下開

始後は, 対照群に比べてH2O2曝露群ではミトコンドリア膜電位は有意に低下した。このこ

とから, mPTP以外にミトコンドリア膜電位を保持する要素があり, H2O2曝露によってこ

の要素が障害される可能性が示唆された。
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本研究では, 蝸牛細胞において, 早期老化により予備呼吸能に大幅な機能低下が生じるが,

ベースの ATP生成に関する呼吸の変化は予備呼吸能の変化に比べ小さいことが示された。

酸素消費速度の低下としてのミトコンドリア機能低下は, ミトコンドリアの融合と分離の動

的平衡の崩れにつながり, ミトコンドリアネットワークが断片化する。本研究は, 蝸牛細胞

の早期老化において, ミトコンドリアの動的平衡状態とミトコンドリアの呼吸鎖の機能を調

べた初の報告となる。

蝸牛細胞株と他の細胞株とのミトコンドリア機能の定性的な比較という観点では, HEI-

OC1はミトコンドリア呼吸鎖阻害剤のうちオリゴマイシンへの感受性がやや低い傾向にあっ

た。予備実験の結果 (図 2)オリゴマイシンの濃度として 2.5 µMを使用したが, 他の実験系

では 1 µM近辺を使用している論文が多かった [53–57]。このことから, 蝸牛細胞においてミ

トコンドリア呼吸鎖 complex Vの状態が他の組織と異なることが予想された。尚, 最大酸素

消費速度に関しては, 本研究ではベースラインと比較し 200%程度までの上昇で, 他の実験系

での結果と大きな違いは見られなかった [53–57]。よって, 他の組織とのミトコンドリア機

能の違いとして, ミトコンドリア呼吸鎖 complex Vより前の電子伝達系または水素供給源に

関しては, complex Vに比べてその機能の差が小さいことが予想された。形態や膜電位に関

しては, 直接に比較可能な結果の掲載されている論文がなく, 比較は困難であったが, 定性的

には大きな差はないと考えた。

今後, 本研究において施行したミトコンドリア機能評価方法を個体での評価実験に応用す

る方法の探索, 細胞株での早期老化モデルと通常の個体における老化との比較, そして, 老化

にともなう聴力低下の原因との関連についてさらなる研究が必要である。
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図の説明

図1. 酸素消費速度解析の経過

典型的な酸素消費速度解析の経過。オリゴマイシン, FCCP, アンチマイシンA, ロテノン

を順に投入し, 酸素消費速度の変化を連続的に測定した。すべての値は平均±標準偏差で表
示した。

図2. 最適細胞数とミトコンドリア呼吸鎖阻害剤の最適濃度の決定

A) 異なる細胞数での酸素消費速度 (1グループあたり n = 5)。酸素消費速度は細胞数の多

いグループで速かった。ある程度細胞数が多いと, 酸素消費速度は比例的に増大しなかった。

B) オリゴマイシン, FCCP, アンチマイシンA, ロテノンを順に投入し, 酸素消費速度の変

化を連続的に測定した。各濃度は, 0 µM, 0.3 µM, 0.6 µM, 1.25 µM, 2.5 µM (1グループあ

たり n = 4)。投与時に最大の変化の見られた濃度は, オリゴマイシンでは 2.5 µM, FCCPで

は 1.25 µMだった。アンチマイシンAとロテノンに関しては, 0.6 µM 以上で変化が見られ

た。すべての値は平均±標準偏差で表示した。

図3. FCCP投与時の濃度の変化と, FCCP非投与時の蛍光変化

A) TMRE蛍光強度解析の際の FCCP投与時の計算上の濃度変化。最初に 200 µLの培

地を用意し, 1.375 µMまたは 2.75 µM FCCPを一分毎に 50 µLずつ投入した。FCCP非

投与時には, B) 対照群 C) H2O2曝露群ともに蛍光強度の変化はなかった。D,E) 対照群と

H2O2曝露群とで蛍光強度の変化率に有意差はなかった。すべての値は平均±標準偏差で表
示した。

図4. H2O2曝露による細胞倍加速度と細胞生存率

A) 細胞倍加速度。B) 細胞生存率。トリパンブルー染色により測定した。H2O2 (0 µM,

100 µM, 300 µM, 1 mM)を 1時間曝露, それぞれの濃度に対する結果を図に示した。値は平

均±標準偏差で表示した。1グループあたり n = 6。*P < 0.05。

図5. H2O2曝露によるミトコンドリアの形態変化

H2O2曝露により, HEI-OC1細胞株でミトコンドリアの形態が変化した。細胞は TMRE

により染色した。A) 共焦点顕微鏡で撮影した対照群の細胞。ミトコンドリアの形状は糸状

である。スケールバー, 10 µm。B) 共焦点顕微鏡で撮影したH2O2 100 µM 1時間曝露群の

細胞。ミトコンドリアの形状は球状である。スケールバー, 10 µm。C) SIMで撮影した対照

群の細胞。スケールバー, 5 µm, 拡大図は原図の 2倍。D) SIMで撮影したH2O2曝露群の細

胞。ミトコンドリアの太さは対照群より太い。スケールバー, 5 µm, 拡大図は原図の 2 倍。
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図6. H2O2曝露によるミトコンドリアの微細構造の変化

透過型電子顕微鏡による HEI-OC1細胞株の画像。A, C, E) 対照群。 B, D, F) 1 mM

H2O2 1時間曝露後翌日。AP, オートファゴソーム; ER, 小胞体; GL, ゴルジ体; L, ライソ

ソーム; M, ミトコンドリア。スケールバー, A, B) 200 nm, C, D, E, F) 100nm。

図7. H2O2曝露によるミトコンドリアの構造変化の数値的解析

H2O2 曝露によるミトコンドリアの構造変化を数値的に解析した。細胞は MitoTracker

Orange CMTMRos 500 nMにて染色し, 共焦点顕微鏡にて撮影した。A) ミトコンドリアに

おける分離と融合の形式。端点同士, 端点と横, 横同士の融合と分離が存在する。B) ImageJ

においてバンドパスフィルタ及び Skeletonizeプラグインで処理した対照群とH2O2曝露群の

画像。赤はバンドパスフィルタ処理前の画像で, 緑は Skeletonizeプラグイン処理後の画像。

一部を拡大し, 骨格化画像のネットワークを示した。赤点が端点, 青点が分岐点。C) 枝の数

(Branch) D) 分岐点の数 (Branching point) E) 分岐までの平均長 (Average Branch Length)

パラメータの比較。H2O2曝露により, それぞれのパラメータは減少し, 有意差を認めた (P

< 0.05)。すべての値は平均±標準偏差で表示した。F) パラメータの説明。

図8. H2O2曝露によるミトコンドリア膜電位の変化

細胞は JC-1 2.5 µMにて染色し, 共焦点顕微鏡にて撮影した。ミトコンドリア膜電位の高

い部分では JC-1は複合体を形成し赤い蛍光を発し, 低い部分では, JC-1は単量体となって

緑の蛍光を発する。A) 対照群。B) H2O2曝露（1 mM, 1時間）群, ミトコンドリア膜電位

の低下した部分は緑の蛍光を発する。C) プレートリーダを使用した JC-1によるミトコンド

リア膜電位の解析。H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM)を 1時間曝露し, 翌日 JC-1で染

色し, 蛍光を測定した。赤の蛍光 (590 nm)と緑の蛍光 (535 nm)とを測定し, 蛍光強度比を

計算した。すべての値は平均±標準偏差で表示した。1グループあたり n = 6。*P < 0.05。

(スケールバー, 10 µm).

図9. H2O2曝露による酸素消費速度の変化

A) H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM を 1時間)曝露の翌日に酸素消費速度を測定し

た。相対酸素消費速度は, ベースラインの酸素消費速度からの相対値を計算した。ミトコン

ドリア呼吸鎖複合体の阻害剤と脱共役剤を順に投入し, 酸素消費速度の変化を測定した。B)

FCCP, C) オリゴマイシン, D) アンチマイシン A, E) ロテノン投与後の酸素消費速度の変

化をAUC (area under curve)を計算して比較した。FCCP投入時の酸素消費速度の変化は,

H2O2曝露群において, 濃度依存性に減少した (0.1 mM: 108%, 0.3 mM: 69%, 1 mM: 66%,

コントロール群: 184%)。すべての値は平均±標準偏差で表示した。1グループあたり n =

5。*P < 0.05。
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F) H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM を 1時間)曝露翌々日の相対酸素消費速度。G)

FCCP, H) オリゴマイシン, I) アンチマイシンA, J) ロテノン投与後の酸素消費速度の変化

を AUC (area under curve)を計算して比較した。FCCP投入時の酸素消費速度の変化は,

H2O2曝露群において, 濃度依存性に減少した。すべての値は平均 ±標準偏差で表示した。
1グループあたり n = 5。*P < 0.05。

K) H2O2 (0 µM, 100 µM, 300 µM, 1 mM を 12時間)曝露の後に酸素消費速度を測定

した。

図10. H2O2曝露によるミトコンドリア膜電位の脆弱性とミトコンド

リア膜透過性遷移孔の解析

ミトコンドリアを TMRE 200 nMで染色し, FCCPの投入により膜透過性遷移現象を引

き起こし, その際のミトコンドリア膜電位の変化を解析した。共焦点顕微鏡でTMREの蛍光

を継続的に撮像し, 撮像中に 1.375 µM FCCPを断続的に投入した。典型的な経時的変化で

は, 継続的な蛍光強度の減少が見られた (A)。解析対象の各細胞を画像上で対象領域 (ROI)

として選択し, ROIの蛍光強度の平均を描画した (B: 対照群, C: H2O2曝露群)。H2O2曝露

群では, 対照群に比べて蛍光強度が早く低下した (D)。相対蛍光強度平均は, 対照群に比べ

有意に低下した。すべての値は平均±標準偏差で表示した。*P < 0.05。

図 11. H2O2曝露によるミトコンドリア膜電位の脆弱性のCyA投与

による変化と酸素消費速度の変化

CyA処理により, FCCP投与時の蛍光強度の低下までの時間が延長した (A: 対照群, B:

CyA 1 µM 20分間処理群)。H2O2曝露群では, 蛍光強度は対照群に比べて低下した (C)。平

均蛍光強度の低下は, 対照群と曝露群とで有意差を認めた (D)。CyA処理群では, ミトコンド

リア膜電位の低下開始時間がいずれのグループでも約 600秒であった。*P < 0.05。E) H2O2

曝露 (300 µM, 1時間)の翌日, 酸素消費速度を計測し, ベースラインの酸素消費速度からの

相対値を計算した。CyA 1 µM(ミトコンドリア膜透過性遷移孔阻害剤), ミトコンドリア呼

吸鎖阻害剤, ミトコンドリア脱共役剤を順に投入し, 酸素消費速度を計測した。H2O2曝露群

では, FCCP投与時の酸素消費速度の上昇率は対照群より低下し, この低下は, CyAによっ

て改善しなかった。すべての値は平均±標準偏差で表示した。1グループあたり n = 5。

27





A)
図 2

B)



A) B) C)

D) E)

図 3



A) B)
図 4



A) B)

C) D)

図 5



A) B)

C) D)

F)E)

GL

M

M M

ER
M

ER

ER

M

M
ER

ER

M M

M
ER

AP

AP

L

図 6



B)

C) E)

A)

D)

+

+

+

tip to tip

tip to side

side to side

Control cells

exposed cells

図 7

F)

ネットワークパラメータ 説明

Branch count
Branching point
Average branch length
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