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略語・同義語一覧 
 

4HNE：4-hydroxy-2-nonenal 

ATM：ataxia telangiectasia mutated 

ATG：autophagy related gene  

BafA1：bafilomycin A1 

bHLH-Zipper：basic helix-loop-helix-leucine zipper 

BSA：bovine serum albumin 

CDKN：cyclin dependent kinase  

cDNA：complementary DNA 

CQ：chloroquine diphosphate salt 

CXCL C-X-C motif chemokine ligand  

DAPI：4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DCFH-DA：2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin diacetates 

DDR：dna damage response 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle medium 

DNA：deoxyribonucleic acid 

EBSS：Earle’s balanced salt solution 

EDTA：2-({2-[bis(carboxymethyl)amino] ethyl} (carboxymethyl)amino) 

acetic acid 

ER：endoplasmic reticulum 

FBS：fetal bovine serum 

FGF-R：fibroblast growth factor receptor 

GAPDH：glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HADC1：histone deacetylase 1 

IL：interleukin 

LAMP1：lysosomal-associated membrane protein 1 

MCOLIN：mucolipin TRP cation channel 

MiT/TFE：microphthalmia/transcription factor E 

mTORC1：mammalian target of rapamycin complex 1 

PIK3：phosphoinocitide 3-kinase 

PBS：phosphate buffered saline 
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RNA：ribonucleic acid 

ROS：reactive oxygen species 

RT-PCR：reverse transcription-polymerase chain reaction 

SAMP：senescence accelerated mouse-prone 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

SOD1：superoxide dismutase 1 

TFEB：transcription factor EB 

ULK1：unc-51 like autophagy activating kinase 1 
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第1章 概要 
 
 加齢性難聴は社会的孤立や認知症のリスクファクターであり、高齢

化社会における重要な課題の一つである。加齢に伴い緩徐に進行する

感音難聴であり、有効な治療法は補聴器や人工内耳のみである。 
加齢に伴う慢性疾患では、組織における細胞老化が発症・増悪に寄

与することが知られている。細胞老化は様々な細胞ストレスによる

DNA 損傷によって誘導され、加齢性難聴においては酸化ストレスに

よる有毛細胞の細胞老化が病態の一つとして考えられている。 

オートファジー・ライソゾーム系による細胞内分解機構は、細胞老

化に拮抗するメカニズムの一つとして知られ、近年、細胞ストレスに

応答したオートファジー・ライソゾーム系の調節因子として

transcription factor EB (TFEB) が同定された。TFEB は個体老化や加齢

性疾患に関与することが知られているが、有毛細胞の細胞老化におけ

る役割は不明な点が多い。 
 本研究では、マウス培養内耳細胞 HEI-OC1 に亜ヒ酸ナトリウム 

(sodium arsenite ; NaAsO2) を処理することで酸化ストレス誘導性の早

期老化モデルを作製し、TFEB を介したオートファジー・ライソゾー

ム系がどのように機能するかを検討した。HEI-OC1 細胞に NaAsO2を

250 µMから 500 µM の濃度で 60 分間曝露させ、通常培地に戻して培

養を継続した。NaAsO2 曝露後の HEI-OC1 細胞は、3 日間の培養後に

複数の細胞老化表現型を示したことから、酸化ストレス誘導性の早期

老化モデルとして解析を行なった。NaAsO2 曝露後に TFEB は核内移

行を示し、同時にオートファジー・ライソゾーム関連遺伝子の発現増

加や、ライソゾーム生合成の促進がみられた。siRNA を用いて TFEB

をノックダウンすることにより、これらは有意に抑制され、TFEB が

酸化ストレス応答性にオートファジー・ライソゾーム機能を転写レベ

ルで制御していることが示された。TFEB ノックダウン細胞では、

NaAsO2 曝露によって誘導された細胞老化表現型がさらに顕著に認め

られた。本研究成果は、マウス内耳培養細胞において TFEB がストレ

ス応答としての機能を持ち、オートファジー・ライソゾーム系を制御

することにより細胞老化に拮抗することを示唆している。 
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第2章 緒言 
 
2-1  加齢性難聴について 
 加齢性難聴は、加齢に伴う進行性の聴力低下であり、純音聴力の

低下、語音聴取能の低下1,2などが主な特徴として知られる。この結

果、日常会話や社会活動が困難になり、近年では認知症3–5、うつ病
6,7、社会的孤立8のリスクファクターとしても重要とされる。 
 2008~2010年に国内で実施された老化に関する長期横断疫学研究 

(NILS-LSA)9によれば、日本における難聴の有病率は男女ともに65歳

以上で急速に増加し、男性では 65~69 歳:43.7%，70~74 歳:51.1%，

75~79 歳:71.4%，80 歳以上:84.3%，女性では年齢群順にそれぞれ 

27.7%， 41.8%，67.3%，73.3% と推計される。全国の高齢難聴人口

は1,500万人を超え、代表的な加齢性疾患と言える。加齢性難聴は感

音難聴の一つに分類され、蝸牛内耳組織の有毛細胞及びらせん神経

節細胞が加齢に伴い脱落、変性することが主な病理形態学的変化と

して知られている10。これらの細胞は再生能を持たないため、聴力低

下は不可逆的な臨床経過を辿り、治療は補聴器や人工内耳といった

デバイスによる介入のみである11。 
 一般に加齢性難聴の発症や程度に影響する因子としては、遺伝要

因 12–14の他、騒音曝露歴 15,16、喫煙 17、糖尿病・循環器疾患等の合併
15,18などが挙げられている。 これらに共通する要素として、蝸牛内

耳組織内での酸化ストレスの影響が考えられている。騒音曝露によ

り感音難聴を呈したマウスの蝸牛内耳組織では、正常聴力のマウス

と比較し、酸化ストレスマーカー 4-hydroxy-2-nonenal (4HNE) の蓄

積が高度に認められることや 19、生体に有害なスーパーオキサイド

を毒性の弱い過酸化水素と水に変換する酵素である Superoxide 

dismutase 1 (SOD1) を欠損したマウスは早期から感音難聴を呈する
20,21ことなど、活性酸素種 (reactive oxygen species：ROS) による有毛

細胞及びらせん神経節細胞の障害が聴力低下と関連することが報告

されている。先行研究から、過剰な ROS産生に伴うミトコンドリア

DNA の損傷集積、ミトコンドリア機能低下に起因する有毛細胞のア

ポトーシスが主流なメカニズムと考えられているが 16,22,23、多様な臨
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床像を持つ感音難聴においては、未だに明らかにされていない点も

多い。 

 

2-2 細胞老化について 
ヒト線維芽細胞を繰り返し継代培養すると、対数増殖期にあった細

胞が不可逆的な増殖停止に至ることが 1960年代に L.Hayflickにより

見出された 24。この現象は細胞老化と名付けられ、彼らによって初め

て提唱された概念である。ほとんどの体細胞では細胞分裂の繰り返し

によって徐々にテロメアが短小化し、ある一定の長さに達したテロメ

アは DNA 二重鎖切断として認識される 25,26。そこにgH2AX (セリン

の 139番目がリン酸化されたヒストン H2AX)や 53BP1 などの DNA損

傷応答因子が集積し 27、そこから生ずる持続的な DNA損傷応答 (DNA 

damage response；DDR) が細胞周期阻害因子 p21もしくは p16 を誘導

し、細胞の増殖停止を引き起こすことが知られている 28。このような

テロメア短小化に依存した細胞老化は複製老化と呼ばれている 25,29,30。 
 一方で、さまざまな物理化学的ストレスによって生じた DNA 損傷

によって、テロメア長とは無関係に速やかに細胞老化表現型が誘導さ

れることが明らかにされている。酸化ストレスや電離放射線、紫外線

などによる DNA 二重鎖切断 31–33、あるいはがん遺伝子の過剰発現 34

によって、DDR を介した増殖停止を引き起こす。これらのテロメア非

依存的な外的ストレスによって誘導される細胞老化は早期老化と称

される (図 1a) 。複製老化と早期老化は、いずれにおいても共通した

老化表現型を呈し、不可逆的な増殖停止に加えて、老化関連b-ガラク

トシダーゼ(Senescence-associated b galactosidase；SA-bgal) 活性 35,36、

サイトカイン、ケモカインなどの老化随伴分泌因子 (Senescence-

associated secretory phenotype ; SASP) の発現亢進 37,38、ならびにアポト

ーシス抵抗性 39,40などの特徴を示す（図 1b）。 

 細胞老化は、DNA 損傷により不安定なゲノムを有した細胞の異常

増殖を防ぐ発癌抑制 41,42や SASP による組織修復機能 43として、生体

の恒常性維持を担うと考えられていた。しかし、近年になり、SASP に

よる慢性炎症や様々な生理活性変化に起因し、細胞老化が慢性疾患の

発症・増悪に関与することが明らかになった 44。また、p16 陽性の老
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化細胞特異的にアポトーシスを誘導する遺伝子改変マウスにおいて、

組織に蓄積した老化細胞を選択的に除去することで加齢性疾患の症

状改善が見られた 45。このように、細胞老化と加齢性疾患の相関が直

接的に示され、加齢に伴う慢性疾患の治療戦略として細胞老化に対す

る制御メカニズムの解明が必要とされている。 

 
2-3 TFEB を介したオートファジー・ライソゾーム経路について  
 オートファジーとは細胞が栄養飢餓などの危機的状態に置かれた

時に、自らの細胞質成分を分解して生存に必須なエネルギーなどを獲

得する機構として知られる 46–48。種々の細胞ストレスに対しても応答

し、損傷したミトコンドリアや構造異常タンパク質を分解することで

細胞の恒常性を維持する機能を持つ。加齢性難聴においては、ATG5
及び ATG7 を欠損させたオートファジー不全マウスが早期から難聴

を呈することや 49,50、ATG7 をノックダウンした内耳培養細胞で細胞

老化表現型が顕著に見られたことが報告され 51、オートファジーが蝸

牛有毛細胞の細胞老化に対して抑制的に働くことが考えられる。 

オートファジーの初期過程では、栄養飢餓や種々のストレスを発端

としてセリン・スレオニンキナーゼ mammalian target of rapamycin 

complex1 (mTORC1) を抑制し 52、unc-51 like autophagy activating kinase 

(ULK1)の活性化により Atg タンパク質(autophagy-related gene；Atg) を

リン酸化することで隔離膜（オートファゴソーム）を形成する 53。オ

ートファゴソームの膜タンパクとして microtubule protein 1 light chain 

3 (LC3)が同定され、隔離膜の伸長に必須とされる 54。また、オートフ

ァジーにおける選択的基質として p62/SQSTM1 (以下 p62 ) が知られ

ている。p62 は LC3 と結合し、ユビキチン化された特異的タンパク質

や細胞小器官をオートファゴソームへ誘導する受容体タンパク質と

して分解を受けることが知られている 55,56。オートファゴソームは、

細胞小器官を隔離した後にライソゾームと融合することでオートリ

ソソームを形成し、ライソゾーム内の加水分解酵素によって分解を行

う 57,58。これらの一連の過程はオートファジー・ライソゾーム経路と

呼ばれている 59（図 2）。 
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以上のように、オートファジーの制御は主に上記のタンパク質の翻

訳後修飾により行われていると考えられている。しかしその一方で、

一連の細胞内分解機構の効率化のためには、これら遺伝子の発現上昇

によるライソゾーム内の加水分解酵素の活性や、ライソゾーム生合成

の上昇が必要であることが示され 60,61、前述のタンパク質の発現を協

調的に制御する転写因子として TFEB が同定された 61。TFEB は bHLH-

Zipper 型の転写因子である MiT/TFEサブファミリーの一つであり、オ

ートファジー・ライソゾーム関連遺伝子のプロモーター領域上にある

共通配列に TFEB が結合することが明らかにされている 62,63。栄養飢

餓などのさまざまな刺激により TFEB の脱リン酸化が起こると、TFEB

は核に移行してオートファジー・ライソゾーム関連遺伝子を同時に発

現上昇させることが知られている 64。TFEB は、線虫の寿命制御 65や、

マウスにおける神経変性疾患 66,67、代謝疾患 68,69 などに関与すること

が報告されている。感音難聴においては、ライソゾーム機能調節を担

う Caチャネル mucolipin TRP cation channel (MCOLIN) 1 及び 3 の欠損

マウスで早期から感音難聴が見られることが報告され 70、ライソゾー

ム機能との関連が示唆されているが、TFEB が有毛細胞の早期老化に

どのように影響するかは明らかではない。 

 

2-4 蝸牛内耳における酸化ストレス誘導性早期老化モデル 
 本研究では、加齢性難聴における細胞老化の関与、及び、そこに

TFEB を介したオートファジー・ライソゾーム系がどのように関わっ

ているかを調べるために、研究モデルの探索を行った。加齢性難聴に

おいては、マウス有毛細胞の細胞老化を示す報告がある。老化関連病

態を系統特異的に発症する老化促進モデルマウスである senescence 

accelerated mouse-prone 8 (SAMP8）は感音難聴を発症することが知ら

れているが 71、その有毛細胞では SA-bgal 活性の増加をはじめとする

細胞老化表現型が確認されている 72。これに関連して、蝸牛内耳組織

では抗酸化ストレス因子の発現低下と DNA 損傷マーカーの上昇が認

められている。これらの報告から、加齢性難聴の背景には ROS に対

する脆弱性に起因する酸化ストレスの上昇と、それに伴う DNA 損傷

応答によって引き起こされる早期老化の関与が示唆されている 73,74。
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以上のことから、内耳培養細胞や蝸牛組織の器官培養系において、酸

化ストレス誘導剤を用いて早期老化を誘導したモデルが加齢性難聴

の病態解明を目的として利用されている。そこで、本研究ではいくつ

かの細胞株で早期老化の誘導が報告されている NaAsO2に着目した 75–

78。実際に、NaAsO2長期曝露によるヒトの聴覚への影響に関する疫学

研究では、飲料水に含まれるヒ素摂取によって高音障害型の聴覚低下

といった加齢性難聴や騒音性難聴に類似する特徴的な聴力像を示す

ことが報告されている 79,80。また、マウスにおいては NaAsO2 を含む

水溶液の経口摂取により、ヒト同様に聴覚障害が見られることが報告

されている 80。NaAsO2を含む無機ヒ素化合物においては、ヒ素の 3 価

から 5価への酸化反応に伴いメチル基が導入される酸化的メチル化反

応が主要な代謝機構であり、その過程で ROS が生じることで酸化ス

トレスを誘発することが知られている 81,82。さらに、ヒ素化合物とタ

ンパク質の SH基との親和性に起因し、チオレドキシン還元酵素及び

グルタチオン還元酵素などの阻害により間接的に細胞の酸化ストレ

スを上昇させることが報告されている 83。これらの知見を元に、内耳

培養細胞HEI-OC1においてNaAsO2を用いた酸化ストレス誘導性早期

老化モデルを構築し、以下の研究を行った。 
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第 3 章 研究の目的 

 

加齢性難聴をはじめとする感音難聴は、超高齢化を迎える現代に

おいて社会活動への影響が懸念されるが、現時点では詳細な病態が

明らかではなく有効な予防法もない。加齢性難聴では、酸化ストレ

スによる蝸牛有毛細胞の早期老化が病態に関与することが示唆さ

れ、これらの抑制により聴力低下の進行を防ぐことが期待される。

オートファジーは細胞内分解機構の一つであり、酸化ストレスによ

って生じる損傷オルガネラや凝集タンパク質を隔離し除去すること

から、細胞老化を抑制することが知られている。これまで、オート

ファジーの誘導に必須とされる Atg5 及び Atg7遺伝子のノックアウ

トマウスが早期から感音難聴を呈することが報告され、オートファ

ジーが蝸牛有毛細胞に対して保護的な役割を持つことが既に示され

ている。しかし、Atg によるオートファジーの誘導、隔離膜の形成

のみならず、ライソゾームとの融合と分解過程を含めた一連の過程

（オートファジー・ライソゾーム系）が正常に機能することで自食

作用が完結することから、ライソゾームの機能調節を含めた協調的

な制御メカニズムの存在が想定される。近年、ライソゾームの機能

低下が老化の一要因とされ、オートファジー・ライソゾーム系を調

節する転写因子 TFEB の活性化が、線虫の寿命を延長し 65、マウス

のパーキンソン病やライソゾーム病の病態を抑制することが明らか

になった 66,67。しかし、加齢性難聴における TFEB についての報告は

なく、有毛細胞において、TFEB によるオートファジー・ライソゾ

ーム系の遺伝子発現調節が細胞老化にどのように影響するかどうか

は明らかではない。 

  本研究では、加齢性難聴の細胞モデルとして、内耳培養細胞に

NaAsO2を用いた酸化ストレスによる早期老化を誘導し、TFEB を

介したオートファジー・ライソゾーム系が早期老化に対してどのよ

うな役割を果たすかを検討した。 
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第 4 章 材料と方法 

 

4-1 使用試薬と抗体 
亜ヒ酸ナトリウム (sodium arsenite, NaAsO2)、クロロキン二リン酸塩 

(Chloroquine diphosphate salt, CQ)、N-アセチル-L-システイン(N-Acetyl-

L-cysteine, NAC) は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より、バフィ

ロ マ イ シ ン  A１ (Bafilomycin A1, BafA1) 及 び ラ パ マ イ シ ン 

(Rapamycin) は Selleck (Houston, USA) より入手した。ウェスタンブロ

ット及び細胞蛍光免疫染色に使用した 1 次抗体については、抗 TFEB

抗体、抗 p62/SQSTM1 抗体、抗 Cathepsin-B 抗体、抗 HDAC1 抗体、抗

GAPDH 抗体、抗gH2AX 抗体は Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 

USA)より、抗 p16 抗体、抗 p21 抗体、Alexa488 標識抗 LAMP1 抗体

は Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)より、抗 LC3 抗体は MBL 

(Nagoya, Japan)、抗b-actin 抗体は Dako  (Glostrup, Denmark) より入手

した。2 次抗体については、HRP標識抗マウス IgG 及び抗ウサギ IgG

抗体、Alexa555 標識抗ウサギ IgG 抗体は Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, USA) より入手した。 

 
 
4-2 細胞及び細胞培養 

マウス内耳培養細胞として温度感受性 SV40 Large T 抗原導入トラ

ンスジェニックマウスの蝸牛より分離された House Ear Institute-Organ 

of Corti 1 (HEI-OC1)を用いた。HEI-OC1 細胞には、有毛細胞特異的な

遺伝子として Myosin7a、Prestin や Atoh1 などの遺伝子の発現が確認

されている。また、蝸牛支持細胞のマーカー分子である Connexin 26、

fibroblast growth factor receptor (FGF-R) の発現していることが報告さ

れている。84,85。HEI-OC1 細胞は Professor F. Kalinec (UCLA, Los Angeles, 

CA, USA) より供与頂いた。細胞培養は 10% CO2 , 33℃の許容条件に

おいて、10% ウシ胎児血清  (fetal bovine serum, FBS) を含む high-

glucose Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 培地を用いて行っ

た。細胞は 3〜4日ごとに 0.05% トリプシン、0.53mM EDTA (Nacalai 
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Tesque, Japan) にて剥離し、新しい 6cm ディッシュに播種する方法で

継代した。 

 

 

4-3 細胞生存率の計測及び細胞増殖試験 
 HEI-OC1 細胞を 12 ウェルプレートに 2×104 cells/well の細胞密度で

播種し、一晩培養した。50 mMのNaAsO2溶液を目的の最終濃度(125μM, 

250μM, 500μM)となるように培地に添加し、1 時間のインキュベーシ

ョン後にリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2回洗浄を行い、通常の培

地に置換して培養を継続した。溶媒コントロールとして滅菌水を培地

に添加した細胞でも同様の処理を行った。NaAsO2曝露から 24時間毎

に細胞をトリプシン-EDTA溶液で剥離し、PBS に懸濁して回収した。

この細胞懸濁液に 0.4%トリパンブルー溶液 (Nacalai Tesque, Japan) を

1:1 の比率で添加し、TC10 Automated Cell Counter (Bio-Rad, USA) で細

胞数及び細胞生存率を測定した。細胞生存率はトリパンブルーが死細

胞の細胞膜に対して選択的に透過性を持つ原理を利用し、全細胞数に

対する色素陰性細胞数からの細胞生存率 (%) を算出した。 

 
 
4-4 老化特異的b -ガラクトシダーゼ染色 

  細胞老化の検出には Senescence b-Galactosidase Staining kit (Cell 

Signaling Technology) を用いた。本キットは、中性 pH付近で示される

b -ガラクトシダーゼ活性の測定により細胞老化の程度を定量するも

のである。b-ガラクトシダーゼはライソゾーム中に存在し、増殖期の

細胞では至適 pH を 5.0付近に持つ分子であるが、Dimiらにより継代

数を重ねた老化細胞においては至適 pH が 6.0 付近に移行することが

報告され 36、後にこの現象が細胞老化に特異的であることが様々な細

胞株、組織で報告されている 35。 

 HEI-OC1 細胞を 6 ウェルプレート上で培養し、PBS で 1回洗浄した

後にキット付属の固定液により室温で 10 分間固定を行った。X-gal基

質を含む染色液を予め濃塩酸で pH5.9〜6.0 の範囲内に調製し、PBS で

2回洗浄後に 1mlずつウェルに添加した。CO2 非存在下、37℃の条件
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下で 24時間インキュベートを行い、位相差顕微鏡 (KEYENCE, Osaka, 

Japan)で細胞像を撮影した。Image J を用いて、青色に呈色した細胞数

を計測することにより老化特異的b-ガラクトシダーゼ陽性細胞率 

(%) を算出した。各実験条件下において計 200個以上の細胞を解析に

使用した。 

 

 

4-5 Total RNA の抽出及び逆転写反応による cDNA 合成 

 細胞からの Total RNA 抽出は RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) を用いて行った。HEI-OC1 細胞を 12 ウェルプレート上で一

晩培養し、PBS で 1回洗浄後に細胞溶解バッファー600μl を添加した。

ボルテックスで 1 分間激しく攪拌し、1.5 ml のチューブに回収した。

次いで細胞溶解バッファーと同量の 70%エタノールを加え、ピペッテ

ィングにより攪拌した。これを RNeasy ミニスピンカラムにアプライ

し、13500 rpm で 15 秒間遠心分離した。次いで抽出バッファー700μl

をカラムにアプライし、13500 rpm で 15秒間遠心分離した。廃液を完

全に除去した後に洗浄バッファー500μl で 2 回洗浄した。カラムに新

しい 1.5mlチューブを取り付け、RNase-free水をカラムに 30μl アプラ

イし、13500rpm で１分間遠心分離することで RNA を溶出させた。得

られた Total RNA溶解液は分光光度計 (NanoDrop 2000, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA ) で OD260及び OD280 を測定し濃度及び

純度を算出した。 

 cDNA 合 成 は ImProm-II Reverse Transcription system (Promega 

Corporation, Madison, WI) を用いて行った。250〜500ngのRNAに10μM 

oligo dT プライマーと RNase-free水を加え 5μl の反応液を作成し、サ

ーマルサイクラーを用いて 70℃、5 分間加熱後に 4℃、5 分間冷却し

た。次いで、ImProm-II 5xReaction buffer 2μl 、25 mM MgCl2 1.2μl 、10 

mM deoxynucleotide triphosphates mixture 0.5μl 、ImProm-II Transcriptase 

0.5μl 加え、RNase-free 水で 10μl の反応液を調製した。次にサーマル

サイクラーを用いて、最初に反応液を 25℃で 5 分間加温して oligo dT

プライマーと mRNA をアニーリングさせた後、42℃で 60 分間加温し

て cDNA の伸長反応を行った。その後 70℃で 15 分間加熱し酵素を失
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活させ、氷上で冷却した。得られた cDNA に超純水 20μl を加え 3 倍

に希釈し、-20℃で保存した。 

 

 

4-6 リアルタイム PCR 

 リアルタイム PCR 反応は  ABI PRISM 7000 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA )を用いて行った。HEI-OC1

細胞の total RNA より作成した cDNA 2μl に、目的遺伝子に特異的な

配列を持つ 10μM Forward primer 0.3μl、10μM Reverse primer 0.3μl、Power 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 7.5μl、超純水 4.9μl を

加えて全量 15μl になるように反応液を調製した。リアルタイム PCR

反応は以下の通りに行った。まず、95℃で 10 分間加熱した。次に、

95℃、15秒間の変性と 60℃、1 分間アニーリング及びポリメラーゼ伸

長反応を 40 サイクル行った。遺伝子発現量は内部標準コントロール

を Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)として、相対定量

法を用いて算出した。実験に使用した primer の配列を以下の表に示す。 

 
遺伝子名 Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

Cdkn2a (p16) GAACTCTTTCGGTTCGTACCC CGAATCTGCACCGTAGTTGA 

Cdkn1a (p21) GGAACATCTCAGGGCCGAAA TCCTGACCCACAGCAGAAGA 

IL-6 GTCGGAGGCTTAATTACACA TCTGAAGGACTCTGGCTTTG 

IL-1b CAGGATGAGGACATGAGCACC CTCTGCAGACTCAAACTCCAC 

IL-8 GTCCTTAACCTAGGCATCTTCG TCTGTTGCAGTAAATGGTCTCG 

Cxcl10 GCCGTCATTTTCTGCCTCA CGTCCTTGCGAGAGGGATC 

Map1lc3b (LC3B) CGTCCTGGACAAGACCAAGT ATTGCTGTCCCGAATGTCTC 

Sqstm1 (p62) GCTGAAGGAAGCTGCCCTAT TTGGTCTGTAGGAGCCTGGT 

Lamp1 CAGCACTCTTTGAGGTGAAAAAC CCATTCGCAGTCTCGTAGGTG 

Ctsb (CathepsinB) GAAGAAGCTGTGTGGCACTG GTTCGGTCAGAAATGGCTTC 

Ctsd (CathepsinD) AGGTGAAGGAGCTGCAGAAG ATTCCCATGAAGCCACTCAG 

Tfeb AAGGTTCGGGAGTATCTGTCTG GGGTTGGAGCTGATATGTAGCA 

Gapdh TGCACCACCAACTGCTTAG GATGCAGGGATGATGTTC 
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4-7 細胞への small interfering RNA (siRNA)導入 

  TFEB に対する siRNA は siTFEB #1; Santa Cruz Biotechnology、siTFEB 

#2; Dharmacon Technologies ( Lafayette, CO, USA) より購入した。コン

トロール si RNA は Santa Cruz Biotechnology より購入した。細胞への

siRNA 導入は以下の通りに行った。まず、細胞を 6 ウェルプレート上

に細胞密度 2×105 cells/well、培地 2ml の条件で播種し一晩培養した。

Opti-MEM 120μl に各 siRNA 60 pmol、Lipofectamine® RNAiMAX 

Reagent (Thermo Fisher Scientific) 4.5μl を加え攪拌し、室温で 15 分間イ

ンキュベーションした。この反応液を細胞培養液に添加し 48 時間培

養した。 

 

  

4-8 細胞質・核タンパク質の分画 
  細胞質・核タンパク質の分画には NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Scientific) を用いた。まず、細胞を 6cm デ

ィッシュに 1×106 cells/well の細胞密度で播種し一晩培養した。氷冷し

た PBS で 1 回洗浄し、トリプシンで剥離し遠心分離することで細胞

のペレットを得た。そこに細胞質タンパク質抽出バッファー100μl を

加え、15秒間激しく攪拌した。氷上に１分間放置後に 4℃、13500rpm

で 5 分間遠心分離し、上清を細胞質タンパク質として回収した。次い

で核タンパク質抽出バッファー50μl を残存したペレットに添加し、15

秒間激しく攪拌した後に氷上に 10 分間放置した。これを 4 度繰り返

した後に 4℃、13500rpm で 10 分間遠心分離し、上清を核タンパク質

として回収した。 

 
 
4-9 細胞の総タンパク質抽出及びウェスタンブロッティング 
 細胞を氷冷 PBS で 1回洗浄し、スクレーパーで剥離し 1.5mlチュー

ブに回収した。細胞溶解バッファー (50mM Tris-HCl (pH 8.0), 150mM 

NaCl, 0.5% sodium dodecyl sulfate, 1% NP40, 1mM Na3VO4, 20mM NaF, 

Protease inhibitor cocktail ) 100μl を加え、ホモジナイザーで均一に細胞

を破砕した。4℃、13500rpm、20 分間遠心分離を行い、上清を総タン
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パク質抽出液として回収した。得られたタンパク質は Pierce BCA 

Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて定量した。

各タンパク質に 6×SDSサンプルバッファー (0.35M Tris-HCl (pH 6.8), 

10% SDS, 30% Glycerol, 9.3% Dithiothreitol, 0.03% Bromophenol blue)を

加え 100℃、5 分間加熱した後にグラディエントポリアクリルアミド

ゲル (7〜15%) で泳動し、iBlot (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

を用いてタンパク質をポリフッ化ビニリデン(PVDF)メンブレンに転

写した。転写後のメンブレンは 5%スキムミルクを含む PBS-T (1x PBS, 

0.1% Tween 20) を用いて室温で 1時間ブロッキング反応を行った。1

次抗体は上記のブロッキング溶液に希釈し、4℃で一晩反応させた。メ

ンブレンはPBS-Tで洗浄し、2次抗体により室温で1時間反応させた。

抗原抗体複合体は ECL Prime Western Blotting Reagent (GE Healthcare 

Japan, Tokyo, Japan) を 用 い た 化学発 光 法 及 び FUSION Solo 

chemiluminescence system (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, 

Germany)を用いて検出した。目的のタンパク質の定量は、各１次抗体

特異的に検出されたバンドの発光量を、b-actin (総タンパク質)、

HDAC1 (核分画)、GAPDH (細胞質分画) のバンドの発光量を内部標準

コントロールとして補正することにより算出した。実験に使用した 1

次抗体の希釈倍率を以下に示した。2 次抗体はすべての条件で 3000倍

に希釈して使用した。 

 

1 次抗体 希釈倍率 

マウス 抗 p21 抗体 (Santa Cruz, sc-6246) 1:200 

マウス 抗 p16 抗体 (Santa Cruz, sc-377412) 1:200 

ウサギ 抗 g-H2AX (Ser139)抗体 (Cell signaling, #9718) 1:1000 

ウサギ 抗 LC3 抗体 (MBL, PM036) 1:1000 

ウサギ 抗 SQSTM1/p62 抗体 (Cell signaling, #5114) 1:1000 

ウサギ 抗 Cathepsin B 抗体 (Cell signaling, #31718) 1:1000 

ウサギ 抗 TFEB 抗体 (Cell signaling, #32361) 1:1000 

マウス 抗 HDAC１抗体 (Cell signaling, #5356) 1:1000 

ウサギ 抗 GAPDH 抗体 ( Cell signaling, #2118) 1:1000 

マウス 抗 b-actin 抗体 (Dako, A 5316 ) 1:10000 
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4-10 細胞の蛍光免疫染色 
 細胞は観察用の 35mm ガラスボトムディッシュ (Greiner, Germany)

上で一晩培養した。培地を 4%パラホルムアルデヒドに置換し、室温

で 1 時間反応させて細胞の固定を行い、PBS で洗浄後に 0.1% Triton-

X 100 を 5 分間処理し細胞膜の透過を行った。次いで、1% BSA を含

む PBS-T溶液により室温で 1時間ブロッキング反応を行った。1 次抗

体及び 2 次抗体は 1% BSA溶液に希釈し、1 次抗体を 4℃で一晩反応

させ、細胞を PBS で洗浄後 2 次抗体を室温、暗所で 1 時間反応させ

た。PBS で洗浄後、4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) を含むマウン

ト剤 (VECTSSHIELD Mounting Medium, Vector Laboratories)を用いて

核染色及び封入処理を行い、図 1E の実験は蛍光顕微鏡 (KEYENCE)

にて、図 5F 及び図 6B の実験は共焦点蛍光顕微鏡 (A1R, Nikon, Tokyo, 

Japan)にて細胞像を撮影した。 得られた画像は ImageJ を用いて解析

した。実験に使用した 1 次抗体の希釈倍率を以下の表に示す。2 次抗

体は Alexa555 標識抗ウサギ IgG 抗体を 1000 倍に希釈して使用した。 

 
1 次抗体 希釈倍率 

ウサギ抗gH2AX 抗体 (Cell signaling, #9718) 1:500 

ウサギ抗 TFEB 抗体 (Cell signaling, #32361) 1:500 

Alexa488標識ラット抗 LAMP1 抗体 (sc-19992 AF488) 1:1000 

 

 
4-11 細胞浸透性蛍光プローブ DCFH-DA による ROS の測定 

 細胞内 ROS 産生量は DCFA-DA (2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin 

diacetate , Sigma)を用いて測定した。まず、細胞を 12 ウェルプレート

上に培養し、各種の薬剤処理を行った。ROS 測定時までの培養日数に

達した細胞を 10μM の DCFA-DA を含む培地で 1 時間インキュベー

トした。PBS で 2 回洗浄した後に EBSS 培地 (Gibco)に置換して蛍光

顕微鏡 (KEYENCE)にて撮影した。 
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4-12  Lysotracker®による細胞内ライソゾーム活性の評価 

 ライソゾーム活性の評価は Lysotracker®Red DND-99 (Thermo Fisher 

Scientific)を用いた。細胞を観察用のガラスボトムディッシュ 

(Greiner)上で一晩培養した。37℃に加温した 10%FBS を含む DMEM 培

地に 50 nM の濃度で Lysotracker溶液を希釈し、各サンプルに添加し 1

時間インキュベートした。PBS で洗浄後、Hoechst33342 (10μg/ml)を含

む PBS に置換し、核染色を行った。蛍光顕微鏡 (KEYENCE)にて撮影

を行い、Image J により細胞 1個あたりの輝度の総和を測定した。各実

験条件下において計 100個以上の細胞を解析に使用した。 

 

 

4-13 透過型電子顕微鏡による細胞内微細構造の観察 

 細胞を 0.05%トリプシン-EDTA溶液で剥離し、0.1 M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、0.1 M 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

ヤモンドナイフを用いて切削した。 薄片を酢酸ウラン及びクエン酸

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。  

 

 

4-14 統計解析 

 統計解析は Prism9 (GraphPad)を用いて行った。全ての実験データは

平均±標準偏差 (S.D) として表示した。2群間の検定は Student’s t-test

を用いて行った。3群間以上の検定は一元分散配置分析を用いて行い、

有意差が認められた場合に Tukey 法により多重比較検定を行った。 
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第 5 章 結果 

 
5-1  マウス内耳培養細胞は NaAsO2曝露により細胞老化表現型を呈

する 
ストレス誘導性の早期老化において、細胞は非致死的ストレスによ

る不可逆的な細胞周期停止状態にあるとされる。はじめに、NaAsO2の

曝露により早期老化が誘導されるかを調べるために、細胞増殖と細胞

生存率に対する NaAsO2の影響を調べた。HEI-OC1 細胞に複数の濃度 

(0, 125, 250, 500 μM) の NaAsO2を 60 分間曝露し、通常の培地に置換

し培養を継続した。その結果、NaAsO2の濃度依存性に細胞増殖が抑制

された (図 3A) 。一方で、NaAsO2 曝露 3 日目における死細胞の割合

は、いずれの濃度においても変化がみられなかった(図 3B) 。これら

の結果は、NaAsO2曝露により HEI-OC1 細胞は生存を維持した状態で

細胞増殖が停止することを示している。そこで、細胞老化において発

現が増加することが知られる細胞周期阻害因子 Cdkn1a および Cdkn2a 

(それぞれ p21, p16 をコードする) の mRNA 発現を解析した。NaAsO2

曝露 24 時間後では、Cdkn1a の mRNA 発現量が増加し、Cdkn2a の

mRNA 発現量は不変であった (図 3C)。また、これらの遺伝子発現変

化と一致して、p21 タンパク質も NaAsO2 曝露により増加することが

示された (図 3D)。次に、DNA の二重鎖切断のマーカーとして知られ

るリン酸化ヒストン H2AX (gH2AX) のタンパク質量を調べた。

NaAsO2曝露により、gH2AX タンパク質は増加し (図 3D) 、免疫染色

によりgH2AX タンパク質を標識すると、NaAsO2 曝露後に核内での

DNA 二重鎖切断を示すフォーカス数が増加していることが確認され

た (図 3E) 。次に、細胞老化に特異的な活性の上昇が広く知られてい

る老化関連-bガラクトシダーゼ (SA-bgal) 活性を調べた。NaAsO2 曝

露後に 3日間培養を継続すると、全細胞数に対する SA-bgal陽性細胞

数の割合は vehicle処理に比して増加した (図 3F)。また、老化した細

胞は増殖期の細胞とは異なる形態を示すことが知られているが、

NaAsO2曝露後の HEI-OC1 細胞においても肥大化、平坦化を特徴とす

る形態変化が見られた (図 3G, 黒矢印)。さらに、SASP として知られ

るいくつかの炎症関連遺伝子の発現亢進も認められた (図 3H)。これ
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らの結果から、内耳培養細胞を NaAsO2に曝露すると、DDR 及び増殖

停止が起こり、複数の細胞老化表現型を呈することが示された。 

 

5-2 亜ヒ酸ナトリウム誘導性の内耳細胞老化は酸化ストレスに依存

する 
内耳培養細胞に対する NaAsO2 曝露が ROS を産生するかどうかを

確認するために、DCFH-DA による細胞内 ROS の標識を行った。

NaAsO2 (0, 250, 500μM)で 60 分間曝露後、通常培地による培養 3日後

の HEI-OC1 細胞では、陽性コントロールの過酸化水素 (800μM, 60 分

間) 処理と同様に DCFH-DA の蛍光強度の増加を認め、細胞内 ROS の

蓄積が示された (図 4A)。次に、NaAsO2曝露による内耳細胞の早期老

化に対して、細胞内 ROS が寄与するかについて調べるために、抗酸

化剤である N-acetyl-L-cysteine (NAC) による ROS 抑制後の細胞老化

表現型を解析した。まず、HEI-OC1 細胞を NAC (2mM)を含む培地で

60 分間前処理した後に NaAsO2 (500μM)に 60 分間曝露させた (図 4B)。

NaAsO2曝露によって増加した DCFH-DA の蛍光は NAC処理によって

減少し、細胞内 ROS 産生が抑制された (図 4C)。さらに、NaAsO2 曝

露によって増加した SA-bgal 陽性細胞率及び p21 のタンパク質量は

NAC処理によって減少した (図 4D,E)。これらの結果により、内耳培

養細胞における NaAsO2 誘導性早期老化は酸化ストレスに依存するこ

とが示された。 

 
5-3 マウス内耳培養細胞において、亜ヒ酸ナトリウム曝露によりオ

ートファジー・ライソゾーム系が活性化する 

次に、内耳培養細胞における酸化ストレス誘導性の早期老化に対し

て、オートファジー・ライソゾームによる細胞内分解系がどのように

関与するかを検討した。まず、オートファゴソームの膜タンパク質 

LC3 の発現パターンを調べた。LC3 はシステインプロテアーゼ 

Autophagy-related 4 (Atg4) により C 末端 22 残基が切断除去されて

LC3-Ⅰとなり、細胞質に拡散する。LC3-Ⅰはリン脂質フォスファチジル

エタノールアミンと共有結合して LC3-Ⅱに変換されてオートファゴ

ソーム膜に結合することから、オートファジー誘導の指標として LC3-
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Ⅱ量の測定が汎用されている 86,87。図 5A に示すように、LC3-Ⅱタンパ

ク質発現量は NaAsO2 曝露 24 時間後に増加し (図 5A) 、 NaAsO2濃

度依存性の発現量増加が認められた (図 5B) 。続いて、同条件下でオ

ートファジーにおける選択的基質 p62 の発現パターンを調べた。p62

タンパク質発現量は、NaAsO2 曝露 12 時間、24 時間後に増加し (図

5A) 、NaAsO2 濃度依存性に発現量増加が見られた (図 5B)。NaAsO2

曝露後の内耳培養細胞ではオートファゴソームの増加が起きている

一方で、分解されるべき基質タンパク質である p62 の発現量の増加も

同時に起きていることが示された。この結果は、オートファジーが誘

導されて両者の生合成が促進されている場合と、ライソゾーム経路の

阻害により分解が抑制されている場合のいずれかの可能性を示して

いる。そこで、両者を識別するためにバフィロマイシン A1 (BafA1)を

用いた LC3-Ⅱのターンオーバーアッセイ 88 を行った。BafA1 は

vacuolar-type H+-ATPase (V-ATPase) 特異的阻害剤であり、ライソゾー

ムの酸性化を阻害することでオートファゴソームとその基質タンパ

ク質の分解を抑制する 89。ライソゾーム経路の阻害によりオートファ

ゴソームが蓄積した場合、BafA1 の存在下で LC3 と p62 のタンパク質

発現量は不変であるが、NaAsO2 曝露により LC3 と p62 のタンパク質

発現量は増加し、BafA1 の存在下でさらなる増加を引き起こした (図

3C)。この結果から、NaAsO2曝露によって、LC３-Ⅱと p62 の生合成は

促進されていることが示された。同様に、透過型電子顕微鏡による

HEI-OC1 細胞の微細構造の観察では、NaAsO2曝露 24時間後の内耳培

養細胞において二重膜を持つオートファゴソーム様小胞の増加が認

められた (図 5D)。次に、ライソゾームの活性及び生合成について検

討した。ライソゾームは細胞質と比較して pH が低いオルガネラであ

るため、NaAsO2曝露によるライソゾーム活性を pH 依存性蛍光プロー

ブである Lysotracker を用いて評価した。陽性コントロールとして、

Earle平衡塩溶液 (Earle’s balanced salt solution ; EBSS)で 3時間培養し、

栄養飢餓を誘導した HEI-OC1 細胞を用いた。図 5E に示すように、

NaAsO2 (250, 500μM) 曝露 24時間後における Lysotracker の蛍光強度

は陽性コントロールと同程度に上昇していたため、ライソゾーム活性

が上昇していることが明らかになった。また、このライソゾームの活
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性の上昇が、ライソゾーム生合成の促進よるものかどうかを調べるた

めに、同条件下においてライソゾーム特異的膜タンパク質 Lysosome 

membrane-associated protein 1 (LAMP1)に対する蛍光免疫染色を行った。

その結果、NaAsO2曝露後の細胞内において、LAMP1 タンパク質の蛍

光強度は陽性コントロール同様に増加した (図 5F)。これらの結果か

ら、NaAsO2曝露後の内耳培養細胞ではライソゾーム生合成が促進し、

その結果として活性上昇が起きていることが示された。 

 

5-4 マウス内耳培養細胞において TFEB は ROS 依存性に活性化し、

オートファジー・ライソゾーム経路に関与する 

次に、TFEB が内耳培養細胞のストレス応答因子として関与するか

どうかを検討した。まず、NaAsO2 ( 0, 50, 100, 250μM)に曝露させた HEI-

OC1 細胞の細胞質及び核分画における TFEB のタンパク質量を調べ

た。TFEB は栄養飢餓ストレス下で核移行する転写因子であることが

知られており、EBSS 培地で栄養飢餓を誘導した HEI-OC1 細胞を陽性

コントロールとした。TFEB タンパク質量は、EBSS 培地による栄養飢

餓条件と同様に NaAsO2 曝露により細胞質分画で減少し、核分画で増

加した。EBSS による栄養飢餓条件でも同様の細胞内局在変化が見ら

れた。(図 6A)。TFEB 特異的抗体を用いた蛍光免疫染色では、NaAsO2

曝露と栄養飢餓条件において核内の TFEB タンパク質量が増加した 

(図 6B)。また、TFEB の下流の標的遺伝子であるオートファジー・ラ

イソゾーム関連遺伝子の発現レベルは栄養飢餓条件と同様に NaAsO2

曝露によって上昇した (図 6C)。さらに、NAC処理により細胞内 ROS

を抑制すると、核分画の TFEB の発現量は低下した (図 6D)。これら

の結果より、TFEB が NaAsO2 曝露によって生じた酸化ストレスに応

答して核内に移行し、その転写活性を発揮することが示された。 

  次に、酸化ストレスに依存した TFEB の活性化が、NaAsO2曝露後の

オートファジーの誘導とライソゾーム機能に関与するかどうかを検

討した。TFEB の異なる配列に対する siRNA (#1, 2) を HEI-OC1 細胞

に導入し、TFEB ノックダウン (KD) 細胞を作成した。siTFEB #1, #2

をトランスフェクションした細胞では TFEB の mRNA 発現量が低下

していることを確認した (図 6E) 。TFEB の標的遺伝子 Map1lc3b 、 



 25 

Sqstm1 (各々、LC3 と p62 をコードする) 及びライソゾーム関連遺伝

子 Lamp1、Ctsd は、TFEB KD 細胞において NaAsO2依存性の発現量増

加が抑制された (図 6F)。また、LC3-Ⅱ、p62、活性型 Cathepsin B のタ

ンパク質量も同様に抑制された (図 6G)。これらの結果から、TFEB は

NaAsO2曝露による ROS産生に応答した活性化によって、オートファ

ジーの誘導とライソゾーム機能を転写レベルで制御していることが

示された。 

  

5-5  TFEB KD 内耳培養細胞では酸化ストレス誘導性早期老化が

増強する 
酸化ストレスによる内耳培養細胞の早期老化に対して、TFEB を介

したオートファジー・ライソゾーム経路がどのように影響を与えるか

を検証した。まず、ライソゾーム阻害剤として用いられるクロロキン

二リン酸塩 (CQ) 及び BafA1 を HEI-OC1 細胞に処理し、SA-bgal陽性

細胞を評価した。NaAsO2 曝露後に増加した SA-bgal陽性細胞は、CQ

を処理することでさらに増加した。BafA1 処理後では、SA-bgal 陽性

細胞数に有意差は認められないものの、増加の傾向を示した (図 7A)。

次に、オートファジー誘導剤として用いられるラパマイシンを処理し、

SA-bgal陽性細胞を評価した。NaAsO2曝露後に増加した SA-bgal陽性

細胞はラパマイシン処理によって減少した (図 7B) 。これらの結果か

ら、オートファジー・ライソゾーム経路の活性化は内耳培養細胞の早

期老化を抑制することが示された。 

続いて、TFEB を KD した HEI-OC1 細胞において、NaAsO2 曝露後

の老化表現型を調べた。NaAsO2 曝露後に増加した SA-bgal 陽性細胞

は、コントロール siRNA 導入細胞と比して TFEB KD 細胞でさらに増

加していた (図 7C)。SASP 関連遺伝子も同様に、TFEB KD 細胞でさ

らなる mRNA 発現量の増加が認められた。一方で、p21 の発現量は、

TFEB KD による有意な増加がみられなかった (図 7D)。また、NaAsO2

曝露によって HEI-OC1 細胞に生じた ROS を DCFH-DA を用いて評価

した結果、TFEB KD 細胞では DCFH-DA の蛍光強度の増強が認めら

れ、ROS が上昇していることが明らかになった (図 7E)。以上の結果
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から、TFEB KD 細胞では、NaAsO2による SASP 関連遺伝子発現と SA-

bgal 活性の増加、及び細胞内 ROS の増加が明らかになった。 
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第 6 章 考察 

 
  本研究では、蝸牛内耳細胞の細胞老化に対して、オートファジー・

ライソゾーム系による細胞内分解機構を介したストレス応答のメカ

ニズムを解明するために、はじめに内耳培養細胞 HEI-OC1 を用いた

NaAsO2誘導性の細胞老化モデルを構築し、解析を行った。先行研究で

は、ヒトグリオブラストーマ細胞 (U87MG 細胞)77 、ヒト皮膚線維芽

細胞 78、ヒト軟骨細胞 76、マウス B リンパ腫細胞 (A20 細胞)75 などの

細胞株において NaAsO2 の曝露による細胞老化の誘導が報告されてい

る。本研究では、HEI-OC1 に対し 125µMから 500µM の範囲で 60 分

間 NaAsO2 曝露を行なった結果、いずれの濃度においても死細胞の増

加は見られず、細胞増殖停止が観察された。NaAsO2 曝露 3 時間後よ

りgH2AX の発現上昇が見られたことから、HEI-OC1 の核内で DNA の

二重鎖断裂が起きていることが示されている。これまでの報告から、

細胞老化の開始期において DNA の断裂部位にセリンスレオニンキナ

ーゼ ataxia telangiectasia mutated（ATM）がリクルートされ、細胞周期

チェックポイントや DNA修復酵素が活性化するとされる 28,90。p53 は

ATM によって活性化される転写因子であり、p21 は p53 の標的遺伝子

であることから、DNA損傷による p53-p21 経路が亢進し、細胞周期阻

害因子として機能したことが推察される。 

  細胞老化の完成期においては、クロマチン構造の変化によって多く

の遺伝子発現調節が亢進していることが知られ、炎症性タンパク質の

亢進（SASP）や細胞内の代謝活性化、SA-bガラクトシダーゼ活性の上

昇の原因の一つとして考えられている 91。本研究では、SASP 関連遺

伝子の発現誘導は NaAsO2 曝露から 24時間経過後に mRNA レベルで

発現増加が認められていたことから、上記の細胞老化に伴う遺伝子発

現変化が起き始めていたことが示唆される。SA-bガラクトシダーゼは、

NaAsO2曝露から 24時間経過後には陽性細胞が検出されず、72時間後

に 20〜25%程度の陽性率となった。SA-bgal は老化細胞内において産

生が亢進した余剰のbガラクトシダーゼを示すものであり、細胞老化

に伴う遺伝子群の変化や代謝活性化が起きた結果、老化表現型として

表出したと考えられる。一方で、p16 においては、NaAsO2 曝露後の発
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現変化が見られなかった。p21 と p16 は異なるサイクリン依存性キナ

ーゼを標的とし、p16 は CDK4/6 の活性を、p21 は CDK2 の活性を抑

制して細胞周期を停止するため 34、理論上はどちらかのサイクリン依

存性キナーゼ活性が抑制されれば細胞周期が停止することとなる。実

際に、ヒト及びマウス由来の細胞株を用いた細胞老化研究では、老化

表現型の表出に伴って p16 もしくは p21 のいずれかが上昇するもの、

またはp16とp21の両方が上昇するもの、どちらも報告されている 92。

これらの発現パターンを規定する因子は明確ではないが、ヒト線維芽

細胞の複製老化では、細胞周期が停止した初期の段階では DNA 損傷

応答に依存した p21 の発現上昇が見られ、さらに分裂回数を重ねて安

定的に増殖停止した細胞では p21 の発現低下と共に p16 の発現増加が

認められている 93。このように、細胞老化の確立に際しては p21 に引

き続いて p16 が機能する事が示唆されている。HEI-OCI 細胞において、

NaAsO2による DNA損傷応答が持続した場合、p16 が優位に細胞周期

調節を行うことも推察されるが、詳細は今後の研究課題である。 

  内耳培養細胞を用いた細胞老化モデルでは、酸化ストレス誘導剤と

して汎用される過酸化水素を一定時間処理することで老化表現型を

呈することが報告されており、ROS産生によって早期老化が誘導され

ることが示されている 85,94,95。本研究では過酸化水素の一定時間処理

と同様、NaAsO2 曝露により内耳培養細胞で SA-bgal 陽性細胞の増加

や p21 の発現増加が認められた。過去には、Linらによって 1 mM の

過酸化水素を 1 時間曝露させることによる HEI-OC1 の細胞老化モデ

ルが報告されている 93。SA-bgal陽性細胞は過酸化水素曝露から 24時

間後に陽性率の増加が認められ、NaAsO２と比較してより早期に老化

表現型を示した。過酸化水素と NaAsO2 は共に ROS 誘導剤であるが、

過酸化水素は直接的なヒドロキシラジカルそのものを発生すること

で過剰な ROS を産生する一方で、NaAsO２においては、タンパク質の

SH 基との親和性に起因した抗酸化酵素の活性阻害による間接的な

ROS 誘導作用を持つことから、細胞老化を誘導するレベルの DNA損

傷が生じるまでには時間を要したことが考えられる。また、NaAsO2の

酸化ストレスが内耳培養細胞における早期老化誘導の要因の一つで

あることを示されたが、NaAsO2は凝集タンパク質の蓄積による ER ス
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トレス 96、ミトコンドリア機能障害によるエネルギー代謝不全 97,98 と

いった複数の細胞内ストレスも同時に誘導し、これらも早期老化の要

因となることが知られている 99,100。本研究ではこれらについて検討を

行わなかったが、NaAsO2は ROS を含めた複合的な要因によって DNA

損傷を引き起こすと考えられ、過酸化水素のモデルとは異なる機序が

寄与していることも考慮された。 

 本研究では、酸化ストレス誘導性の早期老化に拮抗するメカニズム

の一つとして、オートファジー・ライソゾーム系による細胞内分解機

構が重要な役割を果たしていることを明らかにした。まず、NaAsO2に

よる酸化ストレス存在下では、内耳培養細胞の LC3-Ⅱと p62 の発現量

が同時に増加していることが示され、BafA1 を用いたオートファジー

フラックスアッセイにより LC3-Ⅱと p62 は生成促進されていることを

見出した。実際に、透過型電子顕微鏡を用いた超微細構造の形態観察

において、オートファゴソームは有意に増加していた。さらにこの条

件下において、TFEB の ROS に応答した核内移行を明らかにし、LC3-

Ⅱ及び p62 は TFEB の下流の標的遺伝子として転写レベルでの制御を

受けていることを示した。また、ライソゾーム関連酵素 (CathepsinB, 

CathepsinD) の遺伝子発現が増加し、LysoTracker によるライソゾーム

由来の蛍光強度上昇及び細胞質内での LAMP1 発現増加が見られたこ

とから、TFEB はオートファジーの後期過程におけるライソゾーム機

能にも関与することが示唆された。さらに、TFEB をノックダウンし

た内耳培養細胞では、NaAsO2曝露後の SA-bgal陽性細胞及び SASP に

関連する IL-6、IL-1bの遺伝子発現がさらなる増加を示し、老化表現型

がより顕著に認められた。また、TFEBノックダウン細胞では、NaAsO2

曝露から 3 日後における細胞内 ROS が増加していたことから、オー

トファジー・ライソゾーム系の破綻により損傷ミトコンドリアや折り

たたみ不全タンパク質の除去が不完全となり、さらなる ROS 産生が

起きたと推察される。クロロキンによる直接的なライソゾーム活性阻

害では、NaAsO2曝露後の SA-bgal陽性細胞はさらに増加し、一方で、

ラパマイシン処理により mTORC1 を阻害してオートファジーを誘導

した条件では、SA-bgal 陽性細胞が減少した。これらの結果から、酸

化ストレスの存在下では、TFEB はオートファジー及びライソゾーム
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関連遺伝子群の発現を上昇させ、早期老化に対する保護機能としての

役割を果たすことが明らかとなった。 

NaAsO2 曝露から 24 時間後の老化関連遺伝子に関しては、TFEB の

ノックダウンによって SASP 関連遺伝子の発現がさらなる増加を示し

たが、p21 の発現変化は見られなかった。前述のように、p21 は DNA

損傷応答によって発現誘導される因子であるが、TFEB のノックダウ

ンによって p21 の遺伝子発現変化が起こらなかったことから、NaAsO2

曝露によって生じた DNA 損傷に対して TFEB は直接的な影響を及ぼ

さないことが推察された。一方で、SASP は DNA損傷応答に非依存的

な経路によっても誘導されることが知られている 101,102。また、SASP

に関連する炎症性サイトカインである IL-6 の分泌はさらなる ROS を

産生し、間接的に周囲の正常細胞に対して細胞老化を誘導することが

報告されている 103。以上のことから、TFEB は NaAsO2曝露による DNA

損傷に対する直接的な作用を示さないものの、それに引き続く SASP

の誘導と副次的な ROS 産生による細胞老化の増強を抑制することが

示唆された。 

 本研究の結果から、内耳培養細胞の早期老化に拮抗するメカニズム

として、オートファジーの誘導のみならず TFEB を介したライソゾー

ムの生合成や酵素発現の調節が行われていることが明らかとなった。

近年の報告では、糖尿病性腎症や高脂肪食による肥満モデルマウスに

おいて、ROS を介したライソゾーム膜損傷や加水分解酵素の漏出が病

態に関与し 104–106、TFEB は損傷したライソゾームに対して選択的オー

トファジーによる除去と新たなライソゾーム生合成を行うことが知

られている 106。本研究の早期老化モデルにおいては、ライソゾーム損

傷に関する解析まで至らなかったものの、前述のような TFEB による

ライソゾーム修復機構と早期老化の関連を明らかにすることは慢性

感音難聴の新たな病態メカニズムの解明に繋がるものと考えられる。 

 これまで、加齢に伴う慢性疾患に対して、ラパマイシンによる組織

のオートファジー誘導が病態を改善させることが示されている 107。加

齢性難聴のモデルマウスに対しては、ラパマイシン投与が聴力低下を

遅延させる報告が既にあり 108、本研究においてもラパマイシンは

NaAsO2 による内耳培養細胞の早期老化を抑制する効果を認めた。ラ
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パマイシンは個体老化及び細胞老化に対して一定の抑制効果を示す

が、その機序は mTORC1 を直接阻害することによるものであり、オー

トファジー誘導のみならず PI3K と Akt を介した細胞増殖調節 109、

HIF-1 を介した血管新生作用 110 といった異なる経路にも影響するた

め、生体にとっては負の側面もある。一方 TFEB においては、mTORC1

非依存的に TFEB を活性化する経路 111や、TFEB に直接結合して転写

活性を上昇させる生理活性物質が報告されているため 112–114、オート

ファジーに対する選択性の高い治療法としての可能性を持つ。本研究

の早期老化モデルでは、TFEB を介してオートファジー・ライソゾー

ム系が活性化されたが、その持続は一過性であったか、または活性が

相対的に不十分であったため、処理されなかった余剰の ROS や、損

傷ミトコンドリア由来のさらなる ROS 産生により細胞老化が誘導さ

れたことが推察される。よって、TFEB を如何に持続的及び効果的に

活性させるか、それによって余剰の ROS に対するクリアランスが起

き、老化表現型がより強く抑制されるか、そして TFEB の持続的活性

化により何らかの副反応が起きないかなどの検証がこれからの課題

となる。TFEB を活性化させる化合物として、二糖類の一種である

trehalose115 及びイソチオシアネート化合物の sulforaphane116 が報告さ

れている。trehalose はライソゾーム内 pH を上げることで緩徐にライ

ソゾーム損傷を誘発し、sulforaphane は細胞内の ROS レベルを緩やか

に上昇させることでいずれも TFEB を活性化し、結果的にオートファ

ジー・ライソゾーム系を介した抗酸化作用を発揮することが知られて

いる。これらは TFEB のストレス応答を利用したメカニズムであり、

酸化ストレスからの内耳保護における新しいアプローチになると考

えられる。今後は内耳細胞特異的な TFEB欠損マウスや TFEB トラン

スジェニックマウスの作製、及び TFEB 活性化剤の探索を行い、本研

究で得られた知見を基にした聴覚の解析を通じて、加齢性難聴の発症

メカニズムの研究を継続していきたい。 
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第 7 章 結語 

 
 本研究では、内耳培養細胞における早期老化モデルにおいて、

TFEB が ROS に応答した活性化を示し、細胞老化に対して拮抗する

役割を持つことを明らかにした。これらの結果から、TFEB が加齢

性難聴をはじめとする感音難聴の新たな治療標的となる可能性が見

出された。 
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第 9 章 図 

 
図 1a 複製老化と早期老化 
 

 
 

Serrano M et al, Cell. 1997;88(5):593-602 を元に改変 
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図 1b 細胞老化表現型 

 
   Misawa T et al, Geriatr Gerontol Int. 2020;20(6):539-546 を元に改変 
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図 2  TFEB を介したオートファジー・ライソゾーム経路 
 

 
 

Shen HM, Mizushima N. Trends Biochem Sci. 2014;39(2):61-71 を元に改変 
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図 3 
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第 10 章 図説 

 
図 1a 複製老化と早期老化 
 細胞老化はテロメアの短小化による複製老化と、酸化ストレスや

UV、紫外線照射、がん遺伝子活性化などの非致死的ストレスによって

速やかに誘導される早期老化に大別される。 

 

図 1b 細胞老化表現型 

複製老化と早期老化は、いずれも DNA 損傷応答により誘導される

という点で共通している。細胞周期阻害因子 p21 はサイクリン

E/CDK2複合体を阻害することで、また、p16 はサイクリン D/CDK4,6

を阻害することで Rb を低リン酸化状態にする。その結果、細胞周期

の停止が起こり、細胞は不可逆的な増殖停止に至る。細胞老化におい

ては、このほかに SA-bgal 活性の上昇、SASP、アポトーシス抵抗性な

どの表現型を示す。- 

 
図 2  TFEB を介したオートファジー・ライソゾーム経路 
 栄養飢餓やROS、ERストレスを発端としたmTORC1の抑制とULK1

の活性化により、Atg タンパク質 （主に Atg5 と Atg7）をリン酸化す

ることでオートファゴソームを形成する。オートファゴソームの膜タ

ンパクとして LC3 が同定され、隔離膜の伸長に必須とされる。p62 は

LC3 と結合し、ユビキチン化された特異的タンパク質や細胞小器官を

オートファゴソームへ誘導したのちに分解を受ける。オートファゴソ

ームは、細胞小器官を隔離した後にライソゾームと融合することでオ

ートリソソームを形成し、加水分解酵素によって分解を行う。これら

の一連の過程はオートファジー・ライソゾーム経路と呼ばれている。

TFEB は、種々のストレスに応答し、mTOR 依存的もしくは非依存的

に活性化され、オートファジー・ライソゾーム関連遺伝子群の発現を

調節することで一連の分解機構に対して協調的に作用する。 
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図 3  マウス内耳培養細胞 HEI-OC1 の NaAsO2による細胞老化表現型 
A. NaAsO2曝露による細胞増殖への影響を検討した。HEI-OC1 細胞を

NaAsO2 (0, 125, 250, 500μM) に 60 分間曝露させた後に、NaAsO2を含

まない培養液に置換し、3 日間各日毎に細胞数を測定した。データは

平均値±標準誤差で示した  (1,2,3 日目の各条件において 0µM 対
NaAsO2 125,250, 500µM：**p<0.01, Tukey test) 。 

B. NaAsO2曝露による細胞生存率への影響を検討した。NaAsO2曝露後

から 3日後の各濃度（0, 125, 250, 500μM）における HEI-OC1 細胞の細

胞生存率をトリパンブルー色素排除法により測定した。位相差顕微鏡

観察下で青色のトリパンブルー色素を取り込んだ細胞を死細胞、取り

込まなかった細胞を生細胞とし、全細胞数に対する色素陰性細胞数の

割合を細胞生存率（％）とした。 

C-H NaAsO2 曝露下における老化表現型の評価。HEI-OC1 細胞を

NaAsO2 (500μM) に 60 分間曝露させたのち、通常培地に交換し、以下

の評価を行った。C) NaAsO2曝露 24時間後の p16 及び p21 の発現量を

RT-PCR により定量した。データは平均値±標準誤差で示した (**p 

<0.01, ns: not significant, Student's t-test) D) NaAsO2曝露後の p16、p21、

gH2AX のタンパク質量の時間変化。E) gH2AX に対する免疫染色を行

なった (左図, 赤) 。核は DAPI 染色により標識した (左図, 青) 。

ImageJ を用いて細胞 1 個あたりの核内フォーカス数の平均を算出し

た。データは平均値±標準誤差で示した (***p <0.001, Student's t-test) 。

F) NaAsO2曝露後 1日目と 3日目において SA-bガラクトシダーゼ染色

を行なった。代表的な顕微鏡画像を左図に示す。青色に呈色した細胞

を陽性として全細胞数に対する陽性細胞数の割合を陽性率 (%) とし

た。各条件下において合計 200個以上の細胞を解析し、データは平均

値±標準誤差で示した (*p <0.05, **p<0.01, Tukey test) 。G) NaAsO2曝

露後 3日目の位相差顕微鏡像。代表的な写真を示す。黒矢印は特徴的

な形態変化を示す。H) SASP 関連遺伝子の mRNA 発現量。SASP 関連

遺伝子として IL-6、IL-1b、CXCL10、IL-8 の mRNA 発現量を RT-PCR

により定量した。データは平均値±標準誤差で示した  (*p <0.05, 

***p<0.001, ns: not significant, Student's t-test) 。 
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図 4 マウス内耳培養細胞における酸化ストレス誘導早期老化 

A. HEI-OC1 細胞における NaAsO2処理後の細胞内 ROS産生。HEI-OC1

細胞に対し、図に表示された濃度の NaAsO2 (As) に 60 分間曝露させ、

3日間培養したのち DCFH-DA により細胞内 ROS (緑)の検出を行なっ

た。800μM の過酸化水素を 60 分間処理した HEI-OC1 細胞を陽性コン

トロールとした。写真は代表的な位相差画像（上）及び DCFA-DA 染

色像（下）を示す。 

B. HEI-OC1 細胞における老化表現型解析の実験手順を示す。C-E で用

いた細胞は全て本実験手順にて作成した。 

C. HEI-OC1 細胞における NaAsO2(As)誘導性 ROS 産生に対する NAC

の効果。DCFH-DA を用いて細胞内 ROS を可視化した。写真は代表的

な位相差像（上）及び DCFA-DA 染色像（下）を示す。 

D. NaAsO2(As) 曝露後の SA-bgal 活性に対する NAC の効果。グラフ

は全細胞数に対する陽性細胞数の割合を陽性率 (%) として示す。各

条件下で 200 個以上の細胞を解析に使用し、データは平均値±標準誤

差で示した (***p <0.001, ****p<0.0001, Tukey test) 。 

E. NaAsO2(As) 曝露後の p21 発現に対する NAC の効果。p21 のタンパ

ク質量をウェスタンブロットにより検出した。写真は代表的な検出像、

グラフは定量値を表し、データは平均値±標準誤差で示した  (**p 

<0.01, ****p<0.0001, Tukey test) 。 

 
図5 マウス内耳培養細胞におけるNaAsO2曝露によるオートファジー・

ライソゾーム系の活性化 

A. NaAsO2 曝露後の LC3-Ⅰ/Ⅱ及び p62 タンパク質量の時間変化。 

HEI-OC1 細胞に NaAsO2 (500μM) を 60 分間曝露させ、図に示した時

間で培養後、LC3-Ⅰ/Ⅱ及び p62 タンパク質の発現量をウェスタンブロ

ットにより解析した。写真は各タンパク質の代表的な検出像、グラフ

は各タンパク質の定量値を表し、データは平均値±標準誤差で示した 

(**p <0.01, Tukey test) 。 

B. LC3-Ⅰ/Ⅱ及び p62 タンパク質量の NaAsO2濃度依存的変化。HEI-OC1

細胞に NaAsO2 を図に示した濃度で 60 分間曝露し、24時間培養後の

LC3-Ⅰ/Ⅱ及び p62 タンパク質量をウェスタンブロットにより解析した。
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写真は各タンパク質の代表的な検出像、グラフは各タンパクの定量値

を表し、データは平均値±標準誤差で示した (**p <0.01, ****p<0.0001, 

Tukey test) 。 

C. NaAsO2 曝露後の BafA1 によるオートファジーフラックス評価。

HEI-OC1 細胞に NaAsO2 (500μM, 60 分間) を曝露後 24 時間培養し、

次に DMSOもしくは BafA1 を 100 nM になるように添加後、さらに 3

時間培養した）。LC3Ⅰ/Ⅱ及び p62 タンパク質の発現量をウェスタンブ

ロットにより解析した。写真は各タンパク質の代表的な検出像、グラ

フは各タンパクの定量値を表し、データは平均値±標準誤差で示した 

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns: not significant, Tukey test) 。 

D. NaAsO2曝露後の HEI-OC1 細胞における電子顕微鏡像。HEI-OC1 細

胞に NaAsO2 (500μM, 60 分間) を曝露後、図に示した時間で培養後に

電子顕微鏡で形態観察を行なった。写真は代表的な電子顕微鏡像を示

し、黒矢印は特徴的なオートファゴソーム像を示す。グラフは各条件

10個の細胞におけるオートファゴソーム数の定量値を表す。 

E. NaAsO2曝露後のライソゾーム活性の評価。HEI-OC1 細胞に NaAsO2 

を図に示した濃度で 60 分間曝露し、24時間培養後にライソゾーム由

来の蛍光（赤）を LysoTracker Red DND-99 により検出した。EBSS で

3時間培養した HEI-OC1 細胞を陽性コントロールとした。写真は代表

的な LysoTracker Red DND-99 の染色像を示す。蛍光顕微鏡下で得た画

像に対して、ImageJ で各条件 100個の細胞について平均蛍光強度を定

量した (右図) 。データは平均値±標準誤差で示した (****p<0.0001, 

Tukey test) 。 

F. NaAsO2 曝露後のライソゾーム生合成の評価。HEI-OC1 細胞に

NaAsO2 (250µM) を 60 分間曝露後 24時間培養し、LAMP1 特異的抗体

により免疫染色を行なった (左図, 緑) 。核は DAPI 染色で標識した

（左図, 青）。蛍光顕微鏡下で得た画像に対して、ImageJ で各条件 50

個の細胞について平均蛍光強度を定量した (右図) 。データは平均値

±標準誤差で示した (***p<0.001, ****p<0.0001, Tukey test) 。 
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図 6  マウス内耳培養細胞における ROS 依存性 TFEB 活性化及びオ

ートファジー・ライソゾーム経路への関与 
A. NaAsO2 曝露による TFEB タンパク質の局在変化。HEI-OC1 細胞を

図に示された濃度の NaAsO2及び EBSS に 60 分間曝露させた後に通常

培地で 3時間培養し、そこから細胞質と核に分画したタンパク質を抽

出した。各分画における TFEB のタンパク質発現量をウェスタンブロ

ットにより検出し、それぞれのバンド濃度を GAPDH のバンド濃度で

標準化した値を細胞質分画における各タンパク質の定量値、HDAC1

バンド濃度で標準化した値を核分画における各タンパク質の定量値

とした。写真は各タンパク質の代表的な検出像、グラフは TFEB のタ

ンパク質の各画分における定量値を表し、データは平均値±標準誤差

で示した (**p <0.01, ****p<0.0001, Tukey test) 。 

B. NaAsO2 曝露後の TFEB の細胞内局在。HEI-OC1 細胞を NaAsO2 

(250μM) 及びEBSSに 60分曝露させた後に通常培地で 3時間培養し、

TFEB に対する蛍光免疫染色を行った。写真は代表的な蛍光顕微鏡画

像を示し、グラフは各条件下で 30 個の細胞に対し、細胞全体の蛍光

強度に対する核内の蛍光強度比 (%) を示した。画像解析には ImageJ

を 用 い 、 デ ー タ は平均値 ±標準誤差で示し た  (***p<0.001, 

****p<0.0001, Tukey test) 。 

C. NaAsO2 曝露後の HEI-OC1 細胞におけるオートファジー・ライソ

ゾーム関連遺伝子の発現量。HEI-OC1 細胞を NaAsO2 (250μM) 及び

EBSS に 60 分曝露させた後に通常培地で 3時間培養し、オートファジ

ー・ライソゾーム関連遺伝子の発現量を RT-PCR により解析した。デ

ータは平均値±標準誤差で示した  (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

****p<0.0001, ns: not significant, Tukey test) 。 

D. NaAsO2 曝露による TFEB 核移行に対する NAC の影響。HEI-OC1

細胞に 2mM の NAC を 60 分間前処理した後、NaAsO2 (250μM) に 60

分間曝露し、通常培地で 3時間培養したのち、細胞質と核に分画した

タンパク質を抽出した。各分画における TFEB のタンパク質発現量を

ウェスタンブロットにより解析した。各分画の TFEB タンパク量は A

と同じ方法で標準化した。写真は各タンパク質の代表的な検出像、グ
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ラフは TFEB タンパク量の各画分における定量値を表し、データは平

均値±標準誤差で示した (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Tukey test) 。 

E-F. NaAsO2 曝露後のオートファジー・ライソゾーム遺伝子発現にお

ける TFEB KD の影響。コントロール siRNA (siCtrl) あるいは 2 つの

異なる TFEB siRNA (siTFEB #1 もしくは siTFEB #2) をトランスフェ

クションし、E) 48時間後に HEI-OC1 細胞における TFEB の発現量を

RT-PCR にて解析した。F) 48時間後に NaAsO2  (250µM)を 60 分間曝

露し、通常培地で 3時間培養後にオートファジー・リソゾーム関連遺

伝子発現量を RT-PCR にて解析した。データは平均値±標準誤差で示

した。(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns : not significant, 

Tukey test) 。 

G. NaAsO2 曝露後のオートファジー・ライソゾーム関連タンパク質に

おける TFEB KD の影響。siCtrl あるいは siTFEB#2 を HEI-OC1 細胞に

トランスフェクションし、48時間後に NaAsO2（250µM）を 60 分間曝

露し、通常培地で 24時間培養後にウェスタンブロットによりLC3-Ⅰ/Ⅱ、

p62、前駆型 CathepsinB (pro-CathepsinB) 及び活性型 CathepsinB (active-

CathepsinB) のタンパク質を検出した。写真は代表的な検出像を示す。 

 

 
図 7  内耳培養細胞の酸化ストレス誘導性老化表現型における TFEB 
KD の影響 
A. NaAsO2 曝露後 SA-bgal陽性細胞に対する CQ 及び BafA1 の影響。

HEI-OC1 細胞に NaAsO2 (500μM, 60 分間) を曝露させ、24時間後に CQ 

(40μM) 及び BafA1 (5nM) を含む培地に置換し、3 日間培養後に SA-

bgal 染色を行った（上図）。各条件下で 200個以上の細胞を解析に使

用し、全細胞数に対する陽性細胞数の割合を陽性率 (%) として示し

た。写真は代表的な染色像、グラフは SA-bgal 染色の定量値を表し、

データは平均値±標準誤差で示した (**p <0.01, ****p<0.0001, Tukey 

test) 。 

B. NaAsO2曝露後 SA-bgal陽性細胞に対するラパマイシンの影響。HEI-

OC1 細胞をラパマイシン (10nM) を含む培地で 1時間培養し、次いで

NaAsO2 (500μM) を 60 分間曝露させた。3日間培養後に SA-bgal 染色
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を行った（上図）。各条件下で 200個以上の細胞を解析に使用し、全

細胞数に対する陽性細胞数の割合を陽性率 (%) として示した。写真

は代表的な染色像、グラフは SA-bgal 染色の定量値を表し、データは

平均値±標準誤差で示した (**p <0.01, ****p<0.0001, Tukey test) 。 

C-E. NaAsO2 曝露後の SA-bgal 陽性細胞 (C) 、SASP 関連遺伝子及び

p21遺伝子発現 (D)、細胞内 ROS (E)に対する TFEB KD の影響。コン

トロール siRNA (siCtrl) あるいは 2 つの異なる TFEB siRNA (siTFEB 

#1 もしくは siTFEB #2) を HEI-OC1 細胞に 48時間トランスフェクシ

ョンした。C）NaAsO2 (250μM) を 60 分間曝露させ、通常培地で 3日

間培養後に SA-bgal 染色を行った。各条件下で 200個以上の細胞を解

析に使用し、全細胞数に対する陽性細胞数の割合を陽性率 (%) とし

て示した。写真は代表的な染色像、グラフは SA-bgal 染色の定量値を

表し、データは平均値±標準誤差で示した (**p <0.01, ****p<0.0001, 

Tukey test) 。D）NaAsO2 (250μM) を 60 分間曝露させ、通常培地で 24

時間培養後に RT-PCR により SASP 関連遺伝子及び p21遺伝子発現を

定量した。グラフは各遺伝子発現の定量値を表し、データは平均値±

標準誤差で示した  (*p<0.05, **p <0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, 

Tukey test) 。E) NaAsO2 (250μM) を 60 分間曝露させ、通常培地で 3日

間培養後に DCFH-DA 染色を行った。各条件でランダムに選択した 5

視野における DCFH-DA の蛍光強度の平均値を蛍光強度とした。左図

は代表的な蛍光顕微鏡画像を、右図のグラフは蛍光強度の定量値を表

し、データは平均値±標準誤差で示した (****p<0.0001, Tukey test) 。 
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