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研究成果の概要： 

 中耳真珠腫は強い増殖性と周囲組織の破壊をもたらす疾患であるが、これまで成因が明らか

にされておらず、真珠腫に特異的な発現を示す増殖因子も確定されていなかった。本研究では

再現性のある動物実験モデルを、ゲノム解析が終了した動物であるラットにおいて作成するこ

とに成功した。 

 この真珠腫モデルを用いて真珠腫増殖に関連する遺伝子を同定する手がかりが得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)中耳真珠腫は強い増殖性を持ち、周囲の
骨組織(聴器)の破壊を伴うため高度の難聴、
めまい、顔面神経麻痺、頭蓋内合併症など重
篤な後遺症をもたらす疾患である。近年、中
耳真珠腫の増殖機序に対して、ヒト真珠腫組
織における各種増殖因子やサイトカインの
関与が明らかとなってきたが、中耳真珠腫に
特異的な発現を示す因子は渉猟し得た限り
報告されていなかった。 
(2)我々は 1991 年にモルモットを用いて、耳
介皮膚の中耳骨胞へ自家移植を行うことに
より再現性に優れている中耳真珠腫実験モ

デ ル の 作 製 に 成 功 し た （ Experimental 
cholesteatomas arising from autologous 
free skin grafting in the middle ear cavity. 
Acta Otolaryngol 114:533-538,1994.）。こ
のモデルは上皮の高度な角化傾向とその表
皮剥屑物によって引き起こされた周囲の肉
芽の慢性炎症を伴い、ヒト真珠腫の組織学的
な特徴をよく表している。この中耳真珠腫実
験モデルを用いて、本疾患の病態に関する研
究を行ってきた結果、真珠腫は上皮下の異物
肉芽腫の存在により活性化され増殖傾向を
持つこと、中耳腔内を人工骨で充填すること
により逆に増殖抑制傾向を持つことなどを
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証明してきた（Effects of mastoid cavity 
obliteration on the growth of 
experimentally produced residual 
cholesteatoma. Acta Otolaryngol 
118:101-104, 1998.）。 
２．研究の目的 
(1)これまでの中耳真珠腫増殖機序の検討で
は、真珠腫上皮下の炎症が強い状態では上皮
細胞に細胞増殖マーカーである PCNA 
(Proliferating Cell Nuclear Antigen)や、
細胞増殖に関連するサイトカインである EGF
とその receptor である EGF-R、その他 TGF-
α、βなどの発現が増加しているという報告
がなされている。これらの報告は申請者らの
動物実験における結果を支持するものであ
るが中耳真珠腫に特異的な発現を示す因子、
すなわち真珠腫の薬物治療に結びつくよう
なデータは渉猟し得た限り報告されていな
い。 
(2)本研究では、1)モルモットにおいて我々
の確立した中耳真珠腫実験モデルを、ゲノム
解析が終了した動物であるラットにおいて
作成する、2)各種増殖因子やサイトカインの
発現を検討し、真珠腫増殖、抑制のメカニズ
ムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

中耳真珠腫実験モデルを用いて、真珠腫組
織における各種上皮増殖因子の発現をコン
トロールモデルと比較検討した。 
(1)モデル動物の作製 

生後６～８週齢のウィスター系ラット 11
匹を用いた。全身麻酔後に骨胞内の粘膜をダ
イアモンド．バーを用いて可及的に除去し、
予め採取した耳介基部の皮膚（２×２ mm）
を全層で結合組織側を下に骨面へ移植した
（図１ａ）。開放した骨胞を閉鎖して創面を
縫合した。 
皮膚移植３週後、全身麻酔後に再び左側中

耳骨胞を開放した。皮膚嚢胞の形成を確認
（図１ｂ）した後に嚢胞壁を破り、嚢胞内の
表皮剥屑物（debris）を可及的に掻き出して
上皮下の肉芽組織内に散布した（図１ｃ）。
これを真珠腫群とした。また嚢胞壁を破らず
に骨胞を閉鎖し、創面を縫合したモデルをコ
ントロール群とした。 

真珠腫群、コントロール群とも処置後８週
目に致死量のエーテル投与により動物を屠
殺して、周囲の肉芽組織を含む真珠腫を採取
した（図１ｄ）。 
 
図１． 

(2) 真珠腫増殖関連因子の検討 
（真珠腫組織からの RNA の抽出） 
両群とも直ちに顕微鏡下に作成された真

珠腫を摘出して-80℃で急速冷凍を行った。
粉砕操作を行い組織より RNA を、キットを用
いて抽出した（キアゲン；RNA easy kit）。
両群の RNAをテンプレートとしてマイクロア
レイ解析を実施し、得られたデータを gene 
spring software を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1)モデル動物の作製 
 表１に各群における組織摘出時の真珠腫
の形態（configuration）を示す。No ７は死
亡、11 は感染のため結果から除外した。これ
までモルモットを用いて作成した真珠腫モ
デルでは、皮膚嚢胞の形成を確認（図１ｂ）
した後に嚢胞壁を破り、嚢胞内の表皮剥屑物
（debris）を可及的に掻き出して上皮下の肉
芽組織内に散布した（図１ｃ）モデル（真珠
腫群）が、コントロール群に比べてより強い
増殖能を示した。今回用いたラットにおいて
も同様の傾向が認められた。図２に摘出時の
写真を示す。真珠腫群の方がより大きな嚢胞
形成が見られ、強い増殖能を示唆している。 
 
図２． 

   a.真珠腫群   b.コントロール群 
矢印が形成された皮膚嚢胞（真珠腫）を示す。 
 
モルモットにおいてはすべての動物で嚢

胞形成（closed type）が認められたが、ラ
ットでは表１に示すように真珠腫群では７
匹中４匹に、コントロール群では２匹中１匹
にしか嚢胞形成が認められなかった。しかし
嚢胞形成が認められなかったモデルにおい
ても真珠腫群の上皮は強い角化傾向を示し
た（図３）。 
 
図３． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    真珠腫群 open type 



 

 

矢印は形成された表皮剥屑物を示す。 
 
表１． 

No Configuration 

Cholesteatoma  

1 open 

2 closed 

3 closed 

4 closed 

5 open 

8 open 

9 closed 

Control          

6 open 

7 / 

10 closed 

11 infection 

  

 
(2) 真珠腫増殖関連因子の検討 

（真珠腫組織からの RNA の抽出） 
No １、２、３、８，９のモデルからは摘

出組織の量的不足などにより、明瞭な RNA の
バンドが検出されなかった。現在残りの動物
（No ４、５、６、10）のマイクロアレイ解
析を行っている。 
(3)考察 
 これまで我々の行ってきたモルモットを
用いた真珠腫実験モデルを、ゲノム解析が終
了した動物であるラットにおいても作成で
きたことは今後の研究発展の見地から重要
と考える。モルモットにおいて形態的および
病理組織学的に強い増殖能を示した真珠腫
群は、ラットにおいても同様に強い増殖能を
示した。 

モルモットにおいて作成された真珠腫は
すべて嚢胞（closed）型であったが、ラット
は今回の実験では真珠腫群（増殖モデル）、
コントロール群を含めて closed と open 
type がほぼ同じ率であった。この原因として
動物種の違いによる解剖学的な差、あるいは
真珠腫の成因の一因として考えられている
創傷治癒機転に違いがあった可能性がある。
同一の型の真珠腫モデルで増殖過程に発現
する遺伝子を比較検討するため、今後はより
ヒト真珠腫に近い嚢胞型モデルの作成頻度
を向上させる必要がある。 
 今回の検討では、マイクロアレイ解析に十
分な量の組織採取が困難であったため、最終
的な遺伝子解析の結果をまとめることがで

きなかった。現在、２検体の組織を合わせて
解析を行っており、明瞭な RNA のバンドが見
られている。今後の学会や論文発表で詳細が
明らかにできると思われる。 
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