
岡山大学・大学病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

若手研究(B)

2018～2016

サイトカイン・ケモカイン産生制御による中耳炎症性疾患に対する新規治療戦略の確立

Role of cytokines and chemokines in otitis media.

００５８７４０４研究者番号：

野田　洋平（Noda, Yohei）

研究期間：

１６Ｋ２０２４９

年 月 日現在  元   ６   ３

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：慢性化膿性中耳炎や真珠腫性中耳炎は、難治性の中耳炎であり、難聴などの様々な症
状の原因となる。薬物治療をはじめとする保存的治療が行われるが、炎症のコントロールが困難で、手術を行う
必要がある症例が存在する。本研究では、炎症の病態において重要なサイトカインやケモカインの産生制御にお
けるHigh-mobility group box protein 1 (HMGB1)やNLRP3インフラマソームの役割に注目して検討を行い、
HMGB１やNLRP3インフラマソームが中耳炎の炎症誘導において重要であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3 
(NLRP3) inflammasome is a critical molecule mediating interleukin-1 (IL-1) responses. High mobility 
group box 1 (HMGB1) is a DNA-binding nuclear protein. However, the role of the NLRP3 inflammasome 
and HMGB1 in otitis media has not been fully examined. We examined in this study the expression of 
NLRP3, ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain and a 
pyrin domain), caspase-1, and HMGB1 in the middle ear in lipopolysaccharide-induced otitis media. 
NLRP3, ASC, caspase-1, and HMGB1 were observed in infiltrating inflammatory cells induced by 
lipopolysaccharide in the middle ear cavity. Lipopolysaccharide induces NLRP3 inflammasome 
components and HMGB1 in the middle ear. The NLRP3 inflammasome and HMGB1 may play an important role 
in the pathogenesis of otitis media. Modulation of inflammasome-mediated inflammation may be a novel
 therapeutic strategy for otitis media. 

研究分野：耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性中耳炎や真珠腫性中耳炎の患者から病的な中耳組織を採取し、それらを用いて中耳炎の炎症を制御している
因子の解析を行った。現時点では、慢性中耳炎や真珠腫性中耳炎を薬物療法で根治させることは困難で、手術が
必要となる症例が多く認められるが、本研究を発展させることにより、手術を回避できる新規治療法を開発でき
る基本的なデータが得られた。手術受けるには入院が必要となるケースが多く、薬物による外来治療で根治でき
るようになれば、社会的・経済的な意義が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 中耳炎のおもな起炎菌は肺炎球菌やインフルエンザ菌などのグラム陰性菌である。その一方
で、炎症が慢性化した場合にはグラム陽性菌が起炎菌となることも多い。近年、多数の抗菌薬
に対して耐性を持つ多剤耐性菌による慢性化膿性中耳炎症例が増加しており、臨床上の問題と
なっている。研究代表者は、今までの研究歴のなかでサイトカインを主な研究テーマにしてき
た。その過程で、好酸球性炎症を惹起する卵白アルブミンや好中球性炎症を惹起するエンドト
キシンをマクロファージ遊走阻止因子ノックアウトマウスの中耳に投与したところ、中耳にお
ける炎症細胞浸潤が野生型マウスと比較して減弱していることを予備実験で確認したが、その
機序は未解明である。 
 好酸球や薬剤耐性菌が関与する慢性中耳炎症例が増加しており、これらは既存の薬剤や外科
的治療では対応困難なケースがある。このため、従来とは異なる視点からの治療選択枝の確立
が望まれている。これらの学術的および臨床的背景から、中耳におけるマクロファージ遊走阻
止因子などのサイトカインの作用機序を網羅的に検討することが、難治性中耳炎の病態解明と
新規治療法の開発に必須であると考え、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、サイトカインを中心とした炎症シグナル系に重点を置いた上で、中耳炎に
おける炎症因子を網羅的に解析することである。また、モデルマウスを用いることによって各
種の阻害剤や受容体に選択的なアゴニスト・アンタゴニストを用いた検討を行う。 
 サイトカインは複雑な作用機序をもっており、中耳炎症性疾患における発現と機能は、十分
には解明されていない。また、エンドトキシンなどの病原物質を danger signalとして認識す
る過程で重要であるToll様受容体やインフラマソームが慢性中耳炎の病態形成に与える影響は
未解明であり、これらの点も明らかとする。 
 本研究を行うことによって、サイトカインなどの各種炎症因子が中耳炎症性疾患に与える影
響が明らかになると予想される。本研究から得られた知見によって、中耳炎症性疾患に対する
新規検査･治療法の開発や創薬展開を目指す。 
 
３．研究の方法 
 野生型マウスの中耳腔にエンドトキシンを経鼓膜投与することによって実験的中耳炎を発症
させ、化膿性中耳炎のモデルマウスとして用いる。野生型コントロールマウスの中耳腔には生
理食塩水を注入する。マウス中耳を生理食塩水で洗浄し、回収された洗浄液をサンプルとして
ELISA 解析を行う。マウスの側頭骨を採取して病理切片を作成する。ヘマトキシリン・エオジ
ン染色や、免疫組織学的染色を行い、組織学的な検討を行う。 
 ヒト真珠腫性中耳炎症例の中耳貯留液や炎症性肉芽、ヒト慢性化膿性中耳炎症例の中耳組織
などの臨床検体を採取する。正常コントロールとしては、中耳に炎症を認めない症例で、人工
内耳手術を行う際に採取した中耳組織を用いる。臨床検体は治療上の必要性から吸引・除去し
たもののみを実験に使用し、本研究のために採取を行うことはない。マウスを用いた実験での
結果を参考にして、重要と思われる各種サイトカインやケモカインおよびその受容体を選択す
る。そして、その発現をヒト臨床検体においてリアルタイム PCR 法により遺伝子レベルで検討
するとともに、タンパクレベルで免疫組織学的に検討する。 
 
４．研究成果 
 炎症の病態において重要であるサイトカインやケモカインの産生制御に関与していると報告
されている High-mobility group box protein 1 (HMGB1)や NLRP3 インフラマソームの役割に
注目して検討を行った。野生型マウスの中耳腔にエンドトキシンを経鼓膜投与することによっ
て実験的中耳炎を発症させたところ、中耳洗浄液中の HMGB1 や NLRP3 インフラマソーム濃度の
有意な上昇を認めた。また、マウスの側頭骨を採取して組織学的な検討を行った結果、炎症局
所に浸潤した炎症細胞を中心に HMGB1 や NLRP3 インフラマソームの発現を認めた。 
 ヒト真珠腫性中耳炎症例やヒト慢性化膿性中耳炎症例の中耳組織を用いて、PCR 法にて HMGB1
や NLRP3 インフラマソームの発現量を検討したところ、正常コントロール症例と比較して、有
意な発現亢進を認めた。また、中耳組織を用いた組織学的な検討を行ったところ、マウスでの
検討と同様に、局所に浸潤した炎症細胞を中心に HMGB1 や NLRP3 インフラマソームの発現を認
めた。 
 慢性化膿性中耳炎や真珠腫性中耳炎は、難治性の中耳炎であり、難聴などの様々な症状の原
因となる。薬物治療をはじめとする保存的治療が行われるが、炎症のコントロールが困難で、
手術を行う必要がある症例が存在する。本研究により、HMGB１や NLRP3 インフラマソームが中
耳炎の炎症誘導において重要であることが明らかとなった。 
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