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第Ⅰ章 研究の概要 

本研究は、内耳感覚細胞の小胞体ストレスに対する防御反応として誘導される小

胞体ストレス応答(Unfolded protein response: UPR)とオートファジーの関係を明らか

にすることを目的として、マウス由来の内耳培養細胞である HEI-OC1 細胞を用いて

小胞体ストレス応答因子 X-box-binding protein 1 unspliced, spliced (XBP1u, s)、

Forkhead box O1 (FoxO1)とオートファジー間のクロストークによるシグナル伝達を

検討した。 

本研究では、小胞体ストレス誘導剤(ツニカマイシン)処理による小胞体ストレス

下の内耳感覚細胞において、Inositol-requiring protein1α (IRE1α)を介する XBP1 

mRNA スプライシングと FoxO1 の発現誘導が小胞体ストレス誘導性オートファジー

の誘導に深く関与すること、XBP1u, s は FoxO1 の発現を負に制御していることを実

験的に証明した(図 10)。すなわち、我々は小胞体ストレス下の内耳感覚細胞におい

て、XBP1u, s - FoxO1 間の相互作用がオートファジー誘導に深く関与し、細胞死を

制御していることを世界に先駆け報告した。我々の結果は、小胞体ストレスによる

オートファジーの誘導が内耳感覚細胞機能に与える影響を基礎的に検討したことに

よって、内耳障害の根底にある病態解明と感音難聴に対する新規治療の開発に大き

く貢献しうる。また、本研究の要旨は下記 Scientific Reports 誌に掲載された。 

Kishino A, Hayashi K, Hidai C, Masuda T, Nomura Y, Oshima T.  

XBP1-FoxO1 interaction regulates ER stress-induced autophagy in auditory cells.  

Scientific Reports. 2017;7: 4442. doi: 10.1038/s41598-017-02960-1. 
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第Ⅱ章 緒言 

本研究の目的は、内耳培養細胞において小胞体ストレス下での XBP1 および

FoxO1 の機能と UPR およびオートファジーのクロストークを検討することである。 

下記の知見に基づき、本研究を行った。 

 

1．感音難聴 

感音難聴は、蝸牛に障害のある内耳性(迷路性)難聴と蝸牛神経から皮質聴覚野を

含む区間の聴覚伝導路に障害のある後迷路性難聴に分けられるが、その原因の多く

は突発性難聴、メニエール病、急性音響性外傷、ウイルス性難聴などの内耳障害で

あると考えられている。世界で最も頻度の高い身体障害の一つであり、QOL の低下

は著しく患者の社会的生活に多大な影響を及ぼす。加齢による感音難聴について

は、高齢化社会の進行に伴い、患者数のさらなる増加が予想される。しかし、感音

難聴の病態生理については広範な研究と大きな臨床的関心にもかかわらず、依然と

して不明であり、有効性の明白なエビデンスを有する治療法は存在しない。急性内

耳障害は慢性内耳障害と比較すれば、発症早期にステロイド治療が施され効果を奏

する場合はあるが、エビデンスは乏しくその有効性は確立されていない。また、感

音難聴の発症や予後を予想する客観性のある分子マーカーも存在しない。感音難聴

に対する有効な新規治療法の確立の為にも更なる病態生理の解明が求められる。こ

れまでに感音難聴の内耳障害については、細胞死の観点から様々な基礎研究がなさ
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れてきた。近年、小胞体ストレスが蝸牛有毛細胞とラセン神経節細胞におけるアポ

トーシスを誘導し、感音難聴の発症に深く関与することが報告された 1,2。 

 

2．小胞体ストレスと小胞体ストレス応答 

細胞は、飢餓や虚血および酸化ストレスのような外因性ストレスだけでなく、小

胞体ストレスのような細胞内ストレスにも絶えず曝露されている。小胞体はタンパ

ク質の高次構造の形成および分泌に関与する非常に重要な細胞小器官である 3,4。細

胞が新たに合成するタンパク質の多くは正しい高次構造をとっていない不良タンパ

ク質である。真核生物において合成されたタンパク質は小胞体に挿入されて高次構

造が形成されて機能的なタンパク質となる。しかし、細胞が様々なストレスに曝さ

れるとタンパク質の高次構造の形成が障害される。小胞体ストレスは、高次構造の

異常な不良タンパク質が小胞体内に蓄積することによって引き起こされ、細胞は小

胞体ストレス応答(Unfolded protein response: UPR)として知られる適応反応を誘導す

る 5,6。小胞体の恒常性を維持するために、UPR は新規タンパク質合成の抑制、小胞

体関連タンパク質分解(ER-associated protein degradation: ERAD)および小胞体シャペ

ロン遺伝子の転写を活性化することなどによって小胞体ストレスを緩和する 7。しか

しながら、UPR によるストレス回避能を超える小胞体ストレスが負荷された場合に

は細胞死が誘導される(図 1)。 

ツニカマイシンは、N-アセチルグルコサミントランスフェラーゼの阻害剤であ
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り、広く使用されている小胞体ストレス誘導因子の 1 つである 8。ツニカマイシンは

未成熟タンパク質の N-末端への糖鎖付加を阻害する 9。N-末端への糖付加の阻害

は、小胞体における高次構造の異常なタンパク質の蓄積をもたらして小胞体ストレ

スを誘導し、そして最終的に長期のストレスは細胞死を誘導する 10。過去の報告で

は、ツニカマイシン処理が蝸牛の有毛細胞および神経節細胞における特異的小胞体

ストレス関連アポトーシス促進因子である C/EBP homologous protein (CHOP)の発現

を誘導し、有毛細胞と神経節細胞の変性を引き起こしたことが報告されている 1,2。

また、有毛細胞および神経節細胞においてツニカマイシンによって誘導された細胞

死は、アポトーシスの特徴を示した 11。 

 

3．XBP1 mRNA スプライシング 

哺乳動物細胞において Inositol-requiring protein1α (IRE1α)、PKR-like ER kinase  

(PERK) および activating transcription factor 6 (ATF6)の 3 種類の小胞体ストレス受容

体が小胞体膜に同定されている 12-14。これらの小胞体膜タンパク質は小胞体ストレ

スを感知し、不良タンパク質による負担を軽減するために UPR 伝達経路を活性化す

る。これらの 3 つの小胞体ストレス受容体のうち、IRE1αシグナル伝達経路は酵母

から哺乳類まで最も進化的に保存されている。IRE1αは X-box binding protein 1 

(XBP1) mRNA スプライシングに関与する小胞体膜貫通型 RNase である 15,16。XBP1

は小胞体ストレスへ適応する UPR における重要な制御因子の一つである。XBP1
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は、スプライシングされた spliced XBP1 mRNA (XBP1s mRNA)から産生されるタン

パク質 XBP1s、およびスプライシングを受けない unspliced XBP1 mRNA (XBP1u 

mRNA)から産生されるタンパク質 XBP1u の 2 つのアイソフォームを有する。XBP1s

は UPR に関与する遺伝子の転写を制御する重要な転写因子であり、XBP1u は転写

活性のない不活性型である 17。IRE1αは細胞質側にキナーゼドメインと RNase ドメ

インの両方を持ち、小胞体ストレスを感知するとキナーゼドメインが二量体化して

自己リン酸化することによって RNase ドメインが活性化する 18。定常状態では

XBP1u mRNA は持続的に産生され、翻訳され合成されたタンパク質 XBP1u はプロ

テアソームによる迅速な分解を受ける 19。小胞体ストレス下では、リン酸化された

IRE1α (p-IRE1α)による小胞体膜上の細胞質スプライシングによって XBP1u mRNA

のオープンリーディングフレームから 26 塩基のイントロンが切除され、フレームス

イッチが起こり、XBP1s mRNA が生成される 20。XBP1s mRNA は機能的な転写因子

であるタンパク質 XBP1s に翻訳され、核内に移動して UPR および ERAD に関わる

遺伝子の転写を誘導する 15,21。小胞体ストレスは神経変性疾患、精神疾患、老化の

病態に関与し 22-24、また感音難聴や加齢性難聴を引き起こすことが示されている

1,2,11,25。さらに、XBP1 の異常はパーキンソン病およびアルツハイマー病を含む神経

変性疾患だけでなく、代謝障害、炎症性疾患および癌の発症にも関与することが報

告されている 26-46。Oishi らは、マウスモデルを用いて、XBP1 欠損がアミノグリコ

シドによる小胞体ストレス誘導性感音難聴の発症に寄与していることを明らかにし
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た 11。小胞体ストレスは内耳感覚細胞におけるアポトーシスを誘導し、感音難聴を

引き起こすが、臨床的に永続的でない大きく変動する感音難聴をアポトーシスによ

る細胞死の観点からのみで説明することは困難である。そこで、アポトーシスや細

胞機能不全に拮抗する細胞内現象としてオートファジーという概念に着目した。

IRE1αシグナル伝達経路は、XBP1 mRNA スプライシングを介した UPR とオートフ

ァジーを誘導することによって蓄積された高次構造の異常なタンパク質を分解し、

小胞体ストレスを緩和することが明らかになっている 47。 

 

4．オートファジー 

オートファジーは、真核細胞における恒常性および生物学的エネルギーの維持に

非常に重要な役割を果たすリソソームを分解の場とする細胞内主要分解機構であ

る。オートファジーは細胞質に出現した隔離膜が傷んだ細胞小器官や老廃物を取り

囲み、徐々に伸長して二重膜構造をもつオートファゴソームという小胞が形成され

る過程と、オートファゴソームに分解酵素を含むリソソームが融合し、オートリソ

ソームとなり内容物を加水分解する過程からなる(図 2)。内耳感覚細胞においてもオ

ートファジーは確認されており、細胞生死または老化に関与する 48,49。オートファ

ジーは異なる生理学的条件下で生存促進または細胞死の 2 つの役割を有することが

報告されている。オートファジーは自食作用による細胞死を回避するためにストレ

スに応答して持続的に活性化されることは滅多にないが、オートファジーの過剰誘
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導は細胞死をもたらす 50。これまでにオートファジーの機能障害は、神経変性疾患

や加齢などのさまざまな障害を引き起こすことが報告されている 51。また、オート

ファジーの障害が感音難聴の発症に関与することが報告されている 52。 

 

5．FoxO1 

Forkhead box O1 (FoxO1)は、細胞周期の停止、アポトーシス、老化などの重要な

生物学的プロセスに関与している転写因子である 53,54。神経細胞およびヒト癌細胞

株において細胞質活性または転写活性を介したオートファジーの誘導における

FoxO1 の関与が報告されている 55-57。さらに、FoxO1 と XBP1 との潜在的な相互作

用を実証するいくつかの研究がある。Zhao らは、癌細胞において XBP1u が 20S プ

ロテアソームを介した FoxO1 の分解によってオートファジーを抑制することを報告

している 58。一方で Zhou らは、膵臓β細胞において XBP1s がプロテアソームを介

した分解によって FoxO1 を負に制御することを報告している 59。過去の報告では、

FoxO1 がオートファジーの制御において重要な機能を有することが実証されている

が、内耳感覚細胞において、XBP1 と FoxO1 の制御の関連性は明らかになっておら

ず、また UPR 伝達経路とオートファジーとの関係についても依然として不明であ

る。  

 

6．研究の目的 
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小胞体ストレスは、細胞機能不全およびアポトーシスを誘導することが報告され

ている 9。しかしながら、永続的でない大きく変動する聴力障害を細胞レベルのアポ

トーシスの観点からのみで説明することは困難である。したがって、UPR とオート

ファジーの両方の観点から内耳保護効果を分析する必要がある。小胞体ストレス下

での内耳感覚細胞では、UPR とオートファジーとの関連性は依然として不明であ

る。我々は、内耳感覚細胞における小胞体ストレスの研究が感音難聴を含む内耳疾

患の病態の理解に重要な貢献に寄与し、新規治療法の開発につながると考えてい

る。そこで、XBP1、FoxO1 およびオートファジーの機能に焦点を当てて、内耳培養

細胞である HEI-OC1 細胞に対するツニカマイシンを用いた小胞体ストレスの影響を

解析した。  
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第Ⅲ章 対象と方法 

1．試薬および抗体 

ツニカマイシンは Sigma-Aldrich 社 (St. Louis, MO, USA)より、クロロキン、バフ

ィロマイシン A1 は MBL 社 (Nagoya, Japan)より入手した。一次抗体である抗 IRE1α

抗体、抗 XBP1s 抗体、抗 FoxO1 抗体、抗 caspase-3 抗体、抗 HDAC1 抗体、抗

GAPDH 抗体、抗β-actin 抗体は Cell Signaling Technology 社 (Danvers, MA, USA)よ

り、抗 XBP1u 抗体は Santa Cruz Biotechnology 社 (Dallas, TX, USA)より、抗 LC3 抗

体は MBL 社より、抗 p-IRE1α抗体は Abcam 社 (Cambridge, UK)より入手した。二次

抗体である抗 mouse IgG 抗体は Cell Signaling Technology 社より、抗 rabbit IgG 抗体

は Santa Cruz Biotechnology 社より入手した。XBP1、IRE1αおよびコントロールの

Small interfering RNA (siRNA)は Santa Cruz Biotechnology 社より入手した。FoxO1 

siRNA は Cell Signaling Technology 社より入手した。細胞質・核内タンパク質抽出キ

ットは 101 Bio 社 (Palo Alto, CA, USA)より入手した。  

 

2．細胞培養および培養条件 

内耳培養細胞として Kalinec らによって、温度感受性 SV 40 Large T 抗原遺伝子導

入トランスジェニックマウスの蝸牛の Corti 器より樹立された House Ear Institute-

Organ of Corti 1 (HEI-OC1)を用いた。HEI-OC1 には、Myosin7a、Calretinin や Atoh1

など内耳感覚細胞として機能する遺伝子の発現が確認されている 60。HEI-OC1 は
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33℃、10%CO2 の培養条件では脱分化の状態で細胞増殖するが、39℃、5%CO2 の培

養条件では分化し、培養 48 時間で細胞増殖は停止する特徴を示す。培養液は high-

glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Grand Island, USA)を用

い、10% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)、1% penicillin-

streptomycin (Gibco)、50 U/ml mouse IFN-γ (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)を添

加した。培養条件は 33℃、10% CO2 とした。 

 

3．細胞生存率測定 

HEI-OC1 細胞(5×104 cells/ml)を 24 ウェルプレートに播種して 24 時間培養した

後、ツニカマイシン(5, 50, 100 µg/ml) を添加することによって小胞体ストレスを誘

導して 12、24、48 時間培養した。細胞生存率の測定は 0.4%トリパンブルー(Gibco)

を添加して血球計算盤を用いて計測を行った。青く染まった細胞を死細胞、染まら

なかった細胞を生細胞とした。細胞生存率は生細胞/全細胞(%)として評価した。 

 

4．フローサイトメトリーと蛍光顕微鏡による細胞死の検出 

細胞死の検出には Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Abcam)を用いた。蛍光

顕微鏡法では細胞浮遊液(5×104 cells/ml)を 96 ウェルプレート、フローサイトメトリ

ーでは細胞浮遊液(6×105 cells/ml)を 24 ウェルプレートに播種し 24 時間培養した後、

ツニカマイシン(50 µg/ml)を添加して 12、24、48 時間培養した。培養液を除去した
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後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄した。次いで、5 µl の Annexin V-FITC

および 5 µl のヨウ化プロピジウム(PI)を添加し、室温で 5 分間、暗所で培養した。

イメージングのために、蛍光顕微鏡(BZ-X710, KEYENCE, Osaka, Japan)を用いて細胞

を観察した。フローサイトメトリーでは、フローサイトメーター(Gallios Flow 

Cytometer, Beckman Coulter, CA, USA)により細胞を取得し、FlowJo ソフトウェア

(FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA)を用いて解析した。PI 陰性および Annexin V 陰性で

ある細胞は生細胞、PI 陰性および Annexin V 陽性の細胞は早期アポトーシス、PI お

よび Annexin V の両方が陽性の細胞は後期アポトーシスおよびネクローシスとし

た。 

 

5．ウェスタンブロット解析 

処理細胞の抽出液(10 μg)をドデシル硫酸ナトリウム(SDS)‐ポリアクリルアミドゲ

ル(4〜12%、12%)上で 90～120 分間電気泳動し、次いで iBlot (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA)を用いてポリフッ化ビニリデン(PVDF)メンブレンに転写した。

Tween20 含有トリス緩衝生理食塩水(TBS-T)中に 1：1000〜1：3000 希釈の一次抗体

の存在下で、メンブレンを 4℃で一晩インキュベートした。メンブレンを TBS-T で

3 回洗浄した後、TBS-T 中で 1：2000〜1：3000 の希釈率で対応する二次抗体と共に

1 時間インキュベートした。次いで、Amersham ECL Prime (Sigma-Aldrich)を用いて

化学発光させたメンブレン上のタンパク質を LAS-4000 mini (FUJIFILM, Tokyo, 
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Japan)を用いて検出した。 

 

6. 細胞質・核内タンパク質抽出 

24 ウェルプレートに 90～100%コンフルエントの状態まで細胞を培養し、PBS で

2 回洗浄した。細胞質抽出バッファーを 300 µl 添加して、氷上で 5 分間インキュベ

ートした。細胞溶解液を 15 秒間ボルテックスして、4℃14000～15000 rpm で 5 分間

遠心した。上清を細胞質タンパク質として抽出した。次いで、核抽出バッファー150 

µl をペレットに添加して、15 秒間ボルテックス、氷上で 1 分間インキュベートを 4

回繰り返した。4℃14000～15000 rpm で 30 秒間遠心して、この上清を核内タンパク

質として抽出した。 

 

7．共免疫沈降法 

Dynabeads® Protein G Immunoprecipitation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA)を用いて共免疫沈降法を行った。細胞を 50 µg/ml のツニカマイシンを添加して

24 時間培養し、次いでプロテアーゼ阻害剤(Nacalai, Tokyo, Japan)を用いて RIPA 緩衝

液(Wako, Tokyo, Japan)に溶解した。細胞溶解液を一次抗体と共に 4℃でローテーター

で回しながら一晩インキュベートした。Protein G 結合磁気ビーズの添加後、ローテ

ーターで回しながら 90 分間インキュベートした。免疫沈降物を洗浄バッファーで 3

回洗浄し、SDS サンプルバッファーを加え 70℃で 10 分間煮沸することによりビー
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ズから抽出した。サンプルはウェスタンブロット解析に供した。 

 

8．透過型電子顕微鏡 

細胞を 0.1M カコジル酸緩衝液(pH7.4)中の 2.5%グルタルアルデヒドで一晩固定

し、0.1M カコジル酸緩衝液(pH7.4)中の 1%オスミウム四酸化物で 2 時間後固定し

た。勾配エタノールで脱水し、Quetol-812 に包埋した。超薄切片をウルトラミクロ

トーム(ULTRACUT UCT, Leica, Wien, Austria)上でダイヤモンドナイフで切断した。

薄片を酢酸ウランおよびクエン酸鉛で染色し、透過型電子顕微鏡(JEM-1200EX, 

JEOL, Tokyo, Japan)を用いて観察した。 

 

9．Small interfering RNA トランスフェクション 

XBP1、IRE1αおよび FoxO1 遺伝子のノックダウンには、XBP1、IRE1α (Santa 

Cruz Biotechnology)、FoxO1 (Cell Signaling Technology)およびコントロール(Santa Cruz 

Biotechnology)に対する small interfering RNA を用いた。24 ウェルプレートに細胞を

60〜80%コンフルエントの状態まで培養し、Lipofectamin® RNAiMAX Reagent 

(Thermo Fisher Scientific)と Opti-MEM Medium (Thermo Fisher Scientific)を用いて

siRNA を 48 時間トランスフェクションした。 

 

10．逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR) 



 
 

14 
 

Total RNA を RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)で抽出した。Oligo (dT) 

12-18 Primer (Invitrogen)、dNTP Mix(Invitrogen )、RNase Inhibitor (Ambion, Austin, TX, 

USA)および SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen)を用いて逆転写反応し、

cDNA を合成した。プライマーと KOD-Plus-Neo (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて

PCR を施行した(94℃2 分、98℃15 秒、55℃10 秒、68℃30 秒、68℃3 分を 35 サイク

ル)。得られた PCR 産物をマイクロチップ電気泳動システム(MCE-292 MultiNA, 

Shimadzu, Kyoto, Japan)を用いて電気泳動し、MultiNA Viewer ソフトウェアで定量し

た。PCR 産物を各マイクロチップ(88×50 µm)に導入し、キャピラリー電気泳動緩衝

液を用いて電気泳動を行った。移動する核酸は、SYBR Gold による蛍光検出によっ

て検出した。PCR 産物のサイズを検出するためのサイズ検量線は、ラダーの泳動時

間および断片サイズから作成された。各ピークの DNA 濃度はサンプルピーク面積

および上部マーカー(UM)ピーク面積から定量した。測定結果は、古典的な電気泳動

ゲル様画像に変換することによって表現された 61,62。 

XBP1 および GAPDH のプライマーは以下の通りである。 

XBP1  5'-GAACCAGGAGTTAAGAACACG-3 ', 5'-AGGCAACAGTGTCAGAGTCC-3' 

GAPDH  5'-CCATCACCATCTTCCAGGAG-3 ', 5'-ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT-3' 

 

11．統計解析 

全データを平均±標準偏差(S.D.)として表示した。統計解析は 2 群間の検定は
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Student's t-test を行い、3 群間以上の検定は一元配置分散分析を行い、有意差が認め

られた場合 Tukey-Kramer test を用いて多重比較検定を行った。P<0.05 を統計学的有

意差ありとした。 
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第Ⅳ章 結果 

1．ツニカマイシン処理による小胞体ストレスは後期アポトーシスおよびネクロー

シスの両方を誘導する 

HEI-OC1 細胞に対する小胞体ストレスの影響を検討するために、細胞を異なる濃

度のツニカマイシン(0, 5, 50 および 100 µg/ml)で処理し、細胞生存率の解析を行っ

た。図 3A および B に示すように、ツニカマイシン処理した細胞は用量依存的およ

び時間依存的な細胞死を示した。ツニカマイシン(50 µg/ml)への曝露は、48 時間処理

で細胞生存率を 25.6%まで低下した。 

次に、光学顕微鏡下で細胞形態を観察した。ツニカマイシン処理後 24 時間で細胞

膜と核の両方が膨大し、最終的に処理後 48 時間で細胞膜が破裂して細胞質の漏出を

認めた。これらの細胞の形態変化はネクローシス様の形態を示した(図 3C)。 

ツニカマイシン処理が HEI-OC1 細胞においてアポトーシスまたはネクローシスを

誘導するかどうかを確認するために、細胞を Annexin V-FITC および PI 染色に供し

た後、フローサイトメトリー解析を行った(図 1D)。図 1E に示すように、ツニカマ

イシン曝露は後期アポトーシスおよびネクローシスの両方を誘導した。 

次に、ツニカマイシン処理が HEI-OC1 細胞におけるアポトーシス伝達経路を活性

化するかどうかを確認するために、ウェスタンブロット法によって cleaved caspase-3

の発現を解析した。図 1F に示すように、cleaved caspase-3 の発現は増加し、full 

length caspase-3 の発現は減少した。 

これらの結果は、ツニカマイシン処理による小胞体ストレスが、内耳感覚細胞に
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おいて後期アポトーシスおよびネクローシスの両方を誘導することを示した。 

 

2．小胞体ストレスは XBP1 mRNA スプライシングを誘導する 

内耳感覚細胞において小胞体ストレスが XBP1 mRNA スプライシングを誘導する

ことを確認するために、ウェスタンブロット法により p-IRE1α、IRE1α、XBP1u お

よび XBP1s の発現を解析した。p-IRE1αおよび IRE1αの発現レベルは、ツニカマイ

シン処理後 12 時間でピークに達し、処理後 24 時間で減少した(図 4A)。XBP1u の発

現レベルは処理後 24 時間でピークに達し、処理後 48 時間で減少した(図 4B)。

XBP1s の発現レベルは、12 時間でピークに達し、処理後 24 時間から減少した(図

4C)。これらの結果は、XBP1 mRNA スプライシングが、内耳感覚細胞における

IRE1αの活性化と関連している可能性が高いことを示している。 

次に、小胞体ストレス下で XBP1u, s が細胞の核内に移動するかどうかを評価する

ために、核内および細胞質蛋白質を抽出し、ウェスタンブロット法によって核内、

細胞質の XBP1u, s の発現を解析した。図 4D に示すように、細胞質における XBP1u

の発現レベルは、ツニカマイシン処理 24 時間後にピークに達したが、核内の

XBP1u の発現は検出できなかった。一方、核内の XBP1s の発現レベルは、処理 12

時間後にピークに達したが、細胞質 XBP1s の発現は検出できなかった(図 4E)。これ

らの結果は内耳感覚細胞において XBP1u が主に細胞質内に局在し、XBP1s は核内に

局在することを示している。 
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次に、小胞体ストレス下での内耳感覚細胞における XBP1 mRNA スプライシング

を検出するために RT-PCR 法を用いて解析を行った。図 4F および G に示すよう

に、ツニカマイシン未処理の細胞は、低い XBP1s mRNA の発現レベルと高い

XBP1u mRNA の発現レベルを示した。一方でツニカマイシン処理細胞の場合では、

XBP1s mRNA の発現レベルは有意に増加し、処理 12 時間後から高い発現レベルが

維持された。一方、XBP1u mRNA の発現レベルは、ツニカマイシン処理 12 時間後

から低いままであった。これらの結果は、小胞体ストレスが内耳感覚細胞において

XBP1 mRNA スプライシングを誘導することを示している。 

 

3．小胞体ストレスはオートファジーを誘導する 

内耳感覚細胞における小胞体ストレスとオートファジーとの関連性を検討するた

めに、オートファジーの指標となる microtubule-associated protein 1 light chain 3-II 

(LC3-II)の発現をウェスタンブロット法により解析を行った。細胞質に存在する前駆

体である LC3-I はオートファジーの誘導にともなって LC3-II に変換される。LC3-II

はオートファゴソームの膜に特異的に局在し、オートファゴソームの数に比例する

ため、その発現はオートファジーの誘導を反映する 63。LC3-II の発現レベルは、ツ

ニカマイシン処理 24 時間後でピークに達し、処理後 48 時間で減少した(図 5A)。重

要なことに、クロロキンまたはバフィロマイシン A1(リソソームとオートファゴソ

ームとの融合の阻害剤)の存在下でのツニカマイシン処理細胞は、LC3-II 発現レベル
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の更なる増加を示した(図 5B)。 

次に、小胞体ストレス下での内耳感覚細胞の超微細構造変化を透過型電子顕微鏡

(TEM)を用いて観察した。ツニカマイシンで 24 時間処理した細胞は、細胞質内にオ

ートファジーの特徴であるオートファゴソームの形成および小胞体内腔の軽度の膨

大が明らかになった。この時点で、オートファゴソームは細胞小器官だけでなく、

凝集体のような内容物も含んでいた。ツニカマイシンで処理 48 時間後の細胞では、

顕著に膨大した細胞膜と縮小した核を認めた。ツニカマイシン処理 48 時間後の細胞

では、小胞体内腔の面積の拡大は処理 24 時間後の細胞よりも有意な増加を示した

(図 5C)。オートファゴソームの数は、ツニカマイシン処理 24 時間でピークに達し、

処理後 48 時間で減少した(図 5D)。また、オートファゴソームの数はコントロール

細胞とツニカマイシン処理細胞との間に有意差が認められた。小胞体の内腔面積の

大きさは、ツニカマイシン処理細胞において増加を示した(図 5E)。これらの結果

は、内耳感覚細胞においてツニカマイシン処理による小胞体ストレスがオートファ

ジーを誘導することを示している。 

 

4．XBP1 はオートファジーの誘導に関与する 

XBP1 を siRNA によりノックダウン(KD)し、内耳感覚細胞における UPR とオート

ファジー誘導との関連性を調べた。ウェスタンブロット法による解析では、IRE1α

および p-IRE1αの発現は、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞において有意に増
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加した(図 6A, B および C)。LC3-II の発現は、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細

胞において有意に抑制された(図 6D)。また、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細

胞(50 µg/ml、48 時間)における細胞生存率はコントロール細胞と比較して有意に低下

を示した(図 6E)。 

TEM によるツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞(50 µg/ml、24 時間)の形態観察

では、細胞質内にオートファゴソームの存在は確認されなかったが、凝集体の存在

が明らかとなった。図 6F に示すように、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞に

おける小胞体内腔の面積は増大したが、ツニカマイシン処理したコントロール細胞

(50 µg/ml、48 時間)よりも小さかった。その上、小胞体の内部には脂質様の物質がほ

とんど観察されなかった。ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞におけるオート

ファゴソームの数は、ツニカマイシン処理したコントロール細胞よりも有意に少な

かった(図 6G)。また、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞とコントロール細胞

との間に小胞体内腔の面積の大きさに有意差があった(図 4H)。これらの結果は、内

耳感覚細胞において XBP1 が小胞体ストレス下でのオートファジーの誘導に関与す

ることを示している。 

 

5．IRE1αによる XBP1 mRNA スプライシングは小胞体ストレス誘導性オートファ

ジーに必要である 

IRE1αが小胞体ストレス下で XBP1 mRNA スプライシングに直接影響を与えるか
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どうかを確認するために、siRNA 処理で IRE1αをノックダウンし、RT-PCR を用い

て XBP1 mRNA の発現を解析した。ツニカマイシン処理 24 時間後のコントロール細

胞と比較して IRE1α KD 細胞では、XBP1u mRNA の発現レベルは有意に増加し、

XBP1s mRNA の発現レベルは有意に低下した(図 7A)。これらの結果は、IRE1αが内

耳感覚細胞における XBP1 mRNA スプライシングに直接的な影響を与えることを示

唆している。 

次に、ツニカマイシン処理 IRE1α KD 細胞における LC3-II の発現をウェスタンブ

ロット法で解析し、XBP1 mRNA スプライシングが小胞体ストレス下で内耳感覚細

胞においてオートファジーを誘導するかどうかを検討した。LC3-II の誘導は、ツニ

カマイシン処理 IRE1α KD 細胞において有意に抑制された(図 7B)。また、ツニカマ

イシン処理 IRE1α KD 細胞(50 µg/ml、48 時間)の細胞生存率はコントロール細胞と比

較して有意に低下した(図 7C)。これらの結果は、XBP1 mRNA スプライシングが内

耳感覚細胞における小胞体ストレス誘導性オートファジーに必要であり、オートフ

ァジーが小胞体ストレスによる細胞死に拮抗する細胞保護機構として機能すること

を示している。 

 

6．FoxO1 は小胞体ストレス下でのオートファジー誘導に関与する 

FoxO1 が小胞体ストレス下での内耳感覚細胞におけるオートファジー誘導の制御

因子として機能するかどうかを検討するために、ウェスタンブロット法によってツ
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ニカマイシン処理した細胞の FoxO1 の発現、および FoxO1 KD 細胞における LC3-II

の発現を解析した。FoxO1 の発現は減少を示した(図 8A)。核内および細胞質におけ

る両方の FoxO1 の発現は減少を示した(図 8B)。LC3-II の誘導はコントロール細胞と

比較して FoxO1 KD 細胞において有意に抑制された(図 8C および D)。ツニカマイシ

ン処理した FoxO1 KD 細胞(50 µg/ml、48 時間)の細胞生存率はコントロール細胞と比

較して有意に低下を示した(図 8E)。これらの結果は、FoxO1 が内耳感覚細胞におけ

る小胞体ストレス誘導性オートファジーに関与していることを示している。 

 

7．XBP1 は小胞体ストレス下での FoxO1 の発現を制御する 

内耳感覚細胞における XBP1 と FoxO1 との相互作用を確認するために、ツニカマ

イシン処理した XBP1 KD 細胞およびツニカマイシン処理した FoxO1 KD 細胞にお

ける XBP1u, s と FoxO1 の発現をウェスタンブロット法で解析した。興味深いこと

に、コントロール細胞では、ツニカマイシンの処理時間が長くなったときに FoxO1

発現レベルが低下したが、XBP1 KD 細胞では、ツニカマイシンの処理時間にかかわ

らず FoxO1 発現レベルは低下を示さなかった(図 9A)。一方、XBP1u, s の発現は、ツ

ニカマイシン処理したコントロール細胞と FoxO1 KD 細胞との間に有意差は観察さ

れなかった(図 9B および C)。 

次に、XBP1 と FoxO1 との間の直接的な相互作用を検出するために共免疫沈降法

による解析を行った。共免疫沈降法では、XBP1u, s と FoxO1 との間の直接的な相互
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作用が明らかになった(図 9D)。また、興味深いことに XBP1u と XBP1s との間の直

接的な相互作用も明らかになった。これらの結果は、FoxO1 が小胞体ストレス下で

の内耳感覚細胞における XBP1u および XBP1s の誘導に影響を与えなかったのに対

して、XBP1 が FoxO1 の発現を制御することを示している。 

 

第Ⅴ章 考察 

本研究では、XBP1 mRNA スプライシングが、小胞体ストレス下で FoxO1 の転写

制御を介して内耳感覚細胞におけるオートファジーの誘導に関与することを明らか

にした。内耳感覚細胞における siRNA による XBP1、IRE1αまたは FoxO1 のノック

ダウンは、LC3-II の発現を有意に抑制した(図 6D, 7B および 8D)。また、内耳感覚細

胞における XBP1 のノックダウンは、FoxO1 レベルを制御した(図 9A および D)。こ

れらの結果は、XBP1 と FoxO1 の相互作用が内耳感覚細胞における小胞体ストレス

誘導性オートファジーを制御することを示している。 

まず我々は、XBP1 mRNA のレベルと比較してタンパク質 XBP1 の発現が異なる

動態を示すことを確認した(図 4B, C, F および G)。過去の研究では、HeLa 細胞にお

いて、小胞体ストレスの後期にタンパク質 XBP1u がプロテアソーム分解を介して負

のフィードバック制御因子として XBP1s と相互作用することが報告されている 64。

我々の結果もまた、XBP1 mRNA の発現レベルとタンパク質 XBP1 の発現レベルが

異なる動態を示すこと、XBP1u の発現後に XBP1s の発現が低下すること、タンパク
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質 XBP1u と XBP1s との間に直接的な結合を認めたことから細胞質中のタンパク質

XBP1u が小胞体ストレス下で内耳感覚細胞の核内の XBP1s と相互作用し、負のフィ

ードバック制御因子として機能することを示唆している。また我々は以下のことを

推測した。小胞体ストレス時に、IRE1αはアップレギュレートし、リン酸化によっ

て活性化され(図 4A)、活性化された IRE1αは、XBP1u mRNA を XBP1s mRNA にス

プライシングし、そこからタンパク質 XBP1s が翻訳され、次に小胞体ストレスの初

期(ツニカマイシン処理後 12 時間)に核内に移行した(図 4E, F および G)。タンパク質

XBP1s は UPR エレメントに結合し、UPR および ERAD に必要な遺伝子の転写を活

性化する。小胞体ストレスの後期(ツニカマイシン処理後 24 時間)に、XBP1 mRNA

スプライシングは継続するが、タンパク質 XBP1u が増加し、タンパク質 XBP1s を

負に制御して UPR を落ち着かせる (図 4B, C および 9D)。まとめると、我々の結果

は、IRE1αを介した XBP1 mRNA スプライシング、およびタンパク質 XBP1s が内耳

感覚細胞における XBP1u の負の制御を受けながら小胞体ストレスを軽減する転写因

子として主要な役割を果たすことを示した。 

オートファジーは、栄養の枯渇など様々なストレスに対応する細胞の恒常性の維

持のための主要なタンパク質分解機構の 1 つである 65。これまでの多くの報告で、

小胞体ストレスとオートファジーの誘導との関連性が既に示されている 66-68。最近

の研究では、XBP1 mRNA スプライシングが血管内皮細胞のオートファジーの制御

に関与していることが報告されている 21。本研究では、オートファゴソーム形成の
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過程に必要な LC3-II の発現レベルは、ツニカマイシン処理 24 時間後をピークに増

加した(図 5A および B)69-71。さらに、細胞質内で観察されたオートファゴソームの

数も、LC3-II の発現レベルと同様にツニカマイシン処理 24 時間後をピークに増加し

た (図 5C および D)。これらの結果は、内耳感覚細胞においてツニカマイシンの処

理 24 時間後にオートファジーが誘導されたことを示唆している。図 5E に示すよう

に小胞体の内腔面積の大きさは、ツニカマイシン処理細胞において増加し、脂質様

の小胞体含有物質の膨大が処理後 24 時間に確認された。                                                                                                                                                                                           

マクロファージや癌細胞においてもツニカマイシン処理を含む小胞体ストレスが

UPR を誘導した結果、小胞体内腔の膨大を引き起こすと報告されている 72,73。しか

し、UPR を介した脂質生合成の活性化による小胞体内腔の膨大において、小胞体の

表面積および内腔の拡張は小胞体ストレスを緩和するが、持続的な小胞体の膨大は

細胞死をもたらす 74。オートファゴソームの存在および軽度の小胞体内腔の膨大が

同時に観察されることは、UPR とオートファジーとの間の強い相関関係を意味す

る。処理後 48 時間でオートファゴソームの数は減少し、一方、小胞体内腔の膨大は

はるかに大きかった(図 5D および E)。興味深いことに、XBP1s および LC3-II の発

現は、処理後 48 時間で減少した(図 4C および 5A)。換言すれば、オートファジーは

処理後 48 時間で機能低下した。これは、小胞体ストレスがオートファジーを凌駕し

て細胞死を引き起こしたことを示唆し、内耳感覚細胞における細胞保護機構の破綻

を意味する。ツニカマイシン処理 48 時間後の著明な細胞生存率の低下もまた細胞保
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護機構の破綻を示唆する結果である(図 3A および B)。 

次に、内耳感覚細胞における UPR とオートファジー誘導との関連性を検討するた

めに、siRNA を用いて XBP1 または IRE1αをノックダウンした。予想通り、ツニカ

マイシン処理した XBP1 または IRE1α KD 細胞では LC3-II の発現が有意に抑制され

た(図 6D および 7B)。また図 6E および 7C 示すように、ツニカマイシン処理した

XBP1 または IRE1α KD 細胞の細胞生存率も有意な低下を示した。さらに TEM によ

る形態観察では、ツニカマイシン処理した XBP1 KD 細胞の細胞質ではオートファ

ゴソームの数が有意に減少し、多数の凝集体が存在することを確認した(図 6F およ

び G)。これらの結果は、XBP1 のノックダウンが内耳感覚細胞におけるオートファ

ジーの障害を引き起こしたことを示唆している。これらの結果は、XBP1 mRNA ス

プライシングが小胞体ストレス下の内耳感覚細胞においてオートファジーを誘導

し、小胞体ストレス誘導性オートファジーはツニカマイシンによる細胞死から細胞

を保護する細胞保護機構として機能することを逆説的に実証している。 

 前述のように、小胞体ストレスは内耳感覚細胞において小胞体内腔の膨大を引き

起こす。過去の研究では、XBP1s が線維芽細胞における小胞体タンパク質の遺伝子

発現および脂質生合成の増加によって小胞体内腔の拡張を誘導することが報告され

ている 75,76。本研究において、小胞体内腔の大きさは、コントロール細胞と比較し

て、XBP1 KD 細胞において有意に減少した(図 6H)。我々の結果は、XBP1 が内耳感

覚細胞の小胞体ストレス下で小胞体内腔の拡張を誘導することを示唆している。
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XBP1 の機能は、内耳感覚細胞において UPR およびオートファジーを誘導すること

に加えて、小胞体ストレスを緩和するために小胞体内腔の容量を増大させることに

よっても細胞生存に寄与すると考えられる。 

 転写因子 FoxO1 は、いくつかの細胞株で細胞質または転写活性を介してオートフ

ァジーの誘導に関与することが報告されている 55-57。本研究では、ツニカマイシン

処理した FoxO1 KD 細胞において LC3-II の発現が有意に抑制されたため、FoxO1 が

オートファジーの誘導に関与していることが明らかになった(図 8D)。最近の報告で

は、FoxO1 と XBP1 との相互作用が報告されている。Zhao ら 58 によって、XBP1u が

FoxO1 と直接相互作用し、細胞質における 20S プロテアソームによる FoxO1 の分解

を媒介することが報告された。一方、Zhou ら 59 は、膵臓β細胞におけるプロテアソ

ーム媒介分解によって XBP1s が FoxO1 を負に制御することを報告している。これ

らの研究に基づいて、XBP1 と FoxO1 との相互作用が内耳感覚細胞に存在するとい

う仮説を立てた。XBP1 と FoxO1 の関係を確認するために、ツニカマイシン処理し

た XBP1 KD 細胞における FoxO1 の発現およびツニカマイシン処理した FoxO1 KD

細胞における XBP1u, s の発現を解析した。図 9A に示すように、コントロール細胞

ではツニカマイシン処理した場合、FoxO1 の発現は有意に低下するが、ツニカマイ

シン処理 XBP1 KD 細胞は、ツニカマイシンの処理時間にかかわらず FoxO1 の発現

は低下を示さなかった。この結果は、ツニカマイシンによる小胞体ストレスは、

XBP1 機能が低下した場合に FoxO1 の発現を抑制できないことを示している。すな
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わち、XBP1 は FoxO1 の発現を制御していることを逆説的に示唆する結果である。

一方で非常に興味深いことに、ツニカマイシン処理 FoxO1 KD 細胞ではコントロー

ル細胞と比較して XBP1u, s レベルに有意差は無かった(図 9Ｂおよび C)。この結果

は、FoxO1 は小胞体ストレス下での内耳感覚細胞における XBP1u, s の誘導には影響

しないことを示唆している。次に XBP1u, s と FoxO1 との間の直接的な結合の有無

を観察するために共免疫沈降法を行い、XBP1u, s と FoxO1 との間のタンパク質レベ

ルでの直接的な結合を確認した(図 9D)。これらの結果は、XBP1u, s は FoxO1 に直接

結合し、FoxO1 の発現を制御していることを示唆する結果である。 

以上の結果より、我々は小胞体ストレス下の内耳感覚細胞において XBP1 は

FoxO1 の相互作用を介してオートファジーを制御することを実験的に証明すること

ができた(図 10)。 

 

第Ⅵ章 まとめ 

小胞体ストレス下の内耳感覚細胞において XBP1 は FoxO1 の相互作用を介してオ

ートファジーを制御することを示した。我々の知りうる限り、本研究は内耳感覚細

胞において XBP1 と FoxO1 の相互作用によって制御されるオートファジーと小胞体

ストレスの関連性を示した初めての研究である。我々の結果は、小胞体ストレスに

よるオートファジーの誘導が内耳感覚細胞機能に与える影響を基礎的に検討したこ

とによって、聴力障害の根底にある病態解明と感音難聴に対する新規治療の開発に
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大きく貢献しうる。しかしながら、聴力障害の発症機序の完全になる解明には、さ

らなる研究が必要であることを念頭に置き、今後も内耳研究に邁進したい。 

本研究の要旨は「Scientific Reports」誌に掲載された。 
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図 1．小胞体ストレスと小胞体ストレス応答 

細胞内で新たに合成された折りたたみ不良タンパク質は小胞体に挿入され、その高

次構造が形成されて成熟したタンパク質となる。細胞が様々なストレスに曝露され

るとタンパク質の高次構造の形成が障害され、折りたたみ不良タンパク質が小胞体

内に蓄積して小胞体ストレスとなる。細胞は小胞体ストレスを緩和するための適応

反応として小胞体ストレス応答(Unfolded protein response: UPR)を誘導する。しか

し、UPR によるストレス回避能を超える小胞体ストレスが負荷された場合あるいは

UPR 機能そのものが機能不全を起こした場合には細胞死が誘導される。 
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図 2．オートファジー 

オートファジーは細胞の恒常性維持のために非常に重要な役割を果たす細胞内分解

機構である。オートファジーは細胞質に出現した隔離膜が細胞質成分を取り囲み、

二重膜構造をもつオートファゴソームという小胞を形成する。オートファゴソーム

に分解酵素を含むリソソームが融合し、オートリソソームとなり内容物を加水分解

する。 
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図 3. ツニカマイシン処理による小胞体ストレスは後期アポトーシスおよびネクロ

ーシスの両方を誘導する．(A) ツニカマイシン処理した HEI-OC1 細胞の細胞生存率

は用量依存的な低下を示した。データは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.とし

て示す(* p <0.05 対 DMSO、† p <0.05 対 5 µg/ml、‡ p <0.05 対対 50 µg/ml、Tukey-

Kramer test)。細胞は異なる濃度のツニカマイシン(5, 50, 100 µg/ml)で 12、24、48 時

間培養した。(B) ツニカマイシン処理した HEI-OC1 細胞の細胞生存率は時間依存的

な低下を示した。データは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p 

<0.05 対 0 時間、† p <0.05 対 12 時間、‡ p <0.05 対 24 時間、Tukey-Kramer test)。(C) 

細胞をツニカマイシン(50 µg/ml)処理して 12、24、48 時間培養した後、光学顕微鏡

下で細胞形態を観察した。処理後 0、12 時間後の細胞では、核構造は正常で細胞突

起は長く樹状であった。処理後 24 時間後の細胞では、細胞膜は膨大し、核の拡大を

認めた。処理後 48 時間後では、細胞膜は破裂して、細胞質の漏出を認めた。スケー

ルバー；100 µm (上)および 50 µm (下)。(D) ツニカマイシン(50 µg/ml)処理し、12、

24、48 時間培養した後、Annexin V (緑)および PI (赤)染色に供して蛍光顕微鏡で観察

した。スケールバー；50 µm。(E) フローサイトメトリー解析では、後期アポトーシ

スおよびネクローシス(Annexin V +、PI +)の割合の増加を示した。データは 3 つ以上

の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対 0 時間、Tukey-Kramer test)。(F) 

ウェスタンブロット法による解析では、cleaved caspase-3 の発現は増加し、full length 

caspase-3 の発現は減少した。β-actin はローディングコントロールとして示す。Full 
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length および cleaved caspase-3 の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±

S.D.として示す(* p <0.05 対 0 時間、Tukey-Kramer test)。  
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図 4. 小胞体ストレスは XBP1 mRNA スプライシングを誘導する．(A, B および C) 

ウェスタンブロット法を用いて、(A) p-IRE1α、IRE1α、(B) XBP1u、(C) XBP1s の発

現を解析した。(A) p-IRE1αおよび IRE1αの発現レベルは、ツニカマイシン(50 µg/ml)

処理後 12 時間でピークに達し、処理後 24 時間で減少した。(B) XBP1u の発現レベ

ルは処理後 24 時間でピークに達し、処理後 48 時間で減少した。(C) XBP1s の発現

レベルは、12 時間でピークに達し、処理後 24 時間から減少した。β-actin はローデ

ィングコントロールとして示す。p-IRE1α、IRE1α、XBP1u および XBP1s の発現量

のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対 0 時間、

Tukey-Kramer test)。(D および E) ウェスタンブロット法によってツニカマイシン(50 

µg/ml)処理した細胞の細胞質および核内の XBP1u、XBP1s の発現を解析した。

GAPDH は細胞質タンパク質、HDAC1 は核内タンパク質ローディングコントロール

として示す。XBP1u の発現は細胞質でのみ検出され、XBP1s の発現は核内でのみ検

出された。XBP1u および XBP1s の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均

±S.D.として示す(* p <0.05 対 0 時間、Tukey-Kramer test)。(F および G) RT-PCR 法を

用いて、未処理細胞またはツニカマイシン(50 µg/ml)処理細胞の XBP1u mRNA およ

び XBP1s mRNA の発現の解析を行った。GAPDH はローディングコントロールとし

て示す。XBP1u mRNA および XBP1s mRNA の発現量のデータは 3 つ以上の独立し

た実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-test)。  
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図 5 小胞体ストレスはオートファジーを誘導する．(A) ウェスタンブロット法を用

いて LC3-II の発現を解析した。β-actin はローディングコントロールとして示す。

LC3-II の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p 

<0.05 対 0 時間、Tukey-Kramer test)。(B) 細胞をクロロキン(50 µM)またはバフィロ

マイシン A1(100 nM)の存在下でツニカマイシン(50 µg/ml、24 時間)処理し、ウェス

タンブロット法を用いて解析した。ツニカマイシン処理細胞における LC3-II の発現

は、リソソーム阻害剤によって有意に増加した。β-actin はローディングコントロー

ルとして示す。LC3-II の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.と

して示す(* p <0.05 対コントロール群、Tukey-Kramer test)。(C) ツニカマイシン(50 

µg/ml、24 および 48 時間)処理した HEI-OC1 細胞の透過型電子顕微鏡像を示す。コ

ントロール細胞では、核および細胞小器官の構造は正常である(左、×10,000)。ツニ

カマイシン(50 µg/ml、24 時間)処理細胞では、オートファゴソームの形成および軽度

の小胞体内腔の拡張が観察された(中央、×10,000)。ツニカマイシン(50 µg/ml、48 時

間)処理細胞では、オートファゴソームの形成および小胞体内腔の高度な拡張が観察

された(右、×10,000)。M；ミトコンドリア、ER；小胞体、AP；オートファゴソー

ム。(D) 1 細胞あたりのオートファゴソームの数を測定した。データは 3 つ以上の独

立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Tukey-Kramer 

test)。(E) 1 細胞あたりの小胞体内腔の面積を測定した。データは 3 つ以上の独立し

た実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Tukey-Kramer test)。  



 
 

42 
 

 
  



 
 

43 
 

図 6. XBP1 はオートファジーの誘導に関与する．(A, B, C および D) ウェスタンブロ

ット法によってツニカマイシン(50 µg/ml)処理した XBP1 KD 細胞における(A) 

XBP1u、(B) XBP1s、(C) p-IRE1α、IRE1α、(D) LC3-II の発現を解析した。XBP1 KD

細胞における LC3-II の発現は有意に抑制された。β-actin はローディングコントロー

ルとして示す。XBP1u、XBP1s、p-IRE1α、IRE1αおよび LC3-II の発現量のデータは

3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、

Student's t-test)。(E) XBP1 およびコントロール siRNA を 48 時間トランスフェクショ

ンした後、細胞をツニカマイシン(50 µg/ml、48 時間)処理して細胞生存率を測定し

た。データは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロ

ール群、Student's t-test)。(F) ツニカマイシン(50 µg/ml、24 および 48 時間)処理した

XBP1 KD 細胞の透過型電子顕微鏡像を示す。コントロール細胞では、核および細胞

小器官の構造は正常である(左、×30,000)。ツニカマイシン(50 µg/ml、24 時間)処理

XBP1 KD 細胞では、細胞質に凝集体を認めたが、オートファゴソームは観察されな

かった(中央、×30,000)。ツニカマイシン(50 µg/ml、48 時間)処理 XBP1 KD 細胞にお

ける小胞体内腔の拡張はコントロール細胞よりも小さかった(右、×30,000)。M；ミ

トコンドリア、ER；小胞体、矢印；凝集体。(G) 1 細胞あたりのオートファゴソー

ムの数を測定した。データは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p 

<0.05 対コントロール群、Student's t-test)。(H) 1 細胞あたりの小胞体内腔の面積を測

定した。データは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コン
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トロール群、Student's t-test)。  
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図 7. IRE1αによる XBP1 mRNA スプライシングは小胞体ストレス誘導性オートファ

ジーに必要である．(A) RT-PCR 法を用いて、ツニカマイシン(50 µg/ml、24 時間)処

理した IRE1α KD 細胞の XBP1u mRNA および XBP1s mRNA の発現の解析を行っ

た。GAPDH はローディングコントロールとして示す。XBP1u mRNA および XBP1s 

mRNA の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p 

<0.05 対コントロール群、Student's t-test)。(B) ウェスタンブロット法によってツニカ

マイシン(50 µg/ml)処理した IRE1α KD 細胞における LC3-II の発現を解析した。

IRE1α KD 細胞における LC3-II の発現は有意に抑制された。β-actin はローディング

コントロールとして示す。LC3-II の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平

均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-test)。(C) IRE1αおよび

コントロール siRNA を 48 時間トランスフェクションした後、細胞をツニカマイシ

ン(50 µg/ml、48 時間)処理して細胞生存率を測定した。データは 3 つ以上の独立した

実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-test)。  

  



 
 

47 
 

 
  



 
 

48 
 

図 8. FoxO1 は小胞体ストレス下でのオートファジー誘導に関与する．(A) ウェスタ

ンブロット法を用いて FoxO1 の発現を解析した。β-actin はローディングコントロー

ルとして示す。FoxO1 の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.と

して示す(* p <0.05 対 0 時間、Tukey-Kramer test)。(B) ウェスタンブロット法によっ

てツニカマイシン(50 µg/ml)処理した細胞の細胞質および核内の FoxO1 の発現を解析

した。GAPDH は細胞質タンパク質、HDAC1 は核内タンパク質ローディングコント

ロールとして示す。FoxO1 の発現は細胞質および核内の両方で検出された。FoxO1

の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対 0

時間、Tukey-Kramer test)。(C および D) ウェスタンブロット法によってツニカマイ

シン(50 µg/ml)処理した FoxO1 KD 細胞における LC3-II の発現を解析した。FoxO1 

KD 細胞における LC3-II の発現は有意に抑制された。β-actin はローディングコント

ロールとして示す。LC3-II の発現量のデータは 3 つ以上の独立した実験の平均±

S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-test)。(E) FoxO1 およびコン

トロール siRNA を 48 時間トランスフェクションした後、細胞をツニカマイシン(50 

µg/ml、48 時間)処理して細胞生存率を測定した。データは 3 つ以上の独立した実験

の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-test)。 
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図 9. XBP1 は小胞体ストレス下での FoxO1 の発現を制御する．(A) ツニカマイシン

(50 µg/ml)処理した XBP1 KD 細胞における FoxO1 の発現をウェスタンブロット法で

解析した。XBP1 KD 細胞における FoxO1 の発現は有意な変化を示さなかった。β-

actin はローディングコントロールとして示す。FoxO1 の発現量のデータは 3 つ以上

の独立した実験の平均±S.D.として示す(* p <0.05 対コントロール群、Student's t-

test)。(B および C) ツニカマイシン(50 µg/ml)処理した FoxO1 KD 細胞における

XBP1u, s の発現をウェスタンブロット法で解析した。FoxO1 KD 細胞は、コントロ

ール細胞と比較して、XBP1u および XBP1s の発現の有意差を示さなかった。β-actin

はローディングコントロールとして示す。XBP1u および XBP1s の発現量のデータは

3 つ以上の独立した実験の平均±S.D.として示す。(D) 共免疫沈降法により、

XBP1u, s と FoxO1 との間の直接的な相互作用が明らかになった。また、XBP1u と

XBP1s との間の直接的な相互作用も明らかになった。示されたデータは、3 つの独

立した実験の代表である。 
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図 10. 内耳感覚細胞において小胞体ストレス下で XBP1 は FoxO1 との相互作用を介

してオートファジーを制御する．内耳感覚細胞において XBP1 スプライシングが

FoxO1 の転写制御を介して小胞体ストレス誘導性のオートファジーを誘導する。  
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