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研究成果の概要（和文）：研究にはマウス中耳炎モデル動物 (Mouse models of induced otitis 

media. Ryan AF,  

Ebmeyer J, Furukawa M, Pak K, Melhus Å, Wasserman S, Chung W-H. Brain Res. 26;1091(1):3-8, 

2006).を用いた。マウスに手術を施行し、右中耳に Haemophilus influenzae10５ 個を注入した。

Haemophilus influenzaeに感染したマウス中耳粘膜を時間経過（3h、6h、24h）で 3グループ

に分けた。対照は Haemophilus influenzae ではなく PBS を注入した左中耳を用いた。対照も時

間経過（3h、6h、24h）で 3 グループに分けた。時間経過（3h、6h、24h）で 3グループに分け

た中耳粘膜を摘出して試料とした。組織は-８０℃に保存し、一部はパラホルムアルデハイドで

固定し、OCT compoundで包埋した。Haemophilus influenzae に感染した中耳粘膜および正常中

耳粘膜より抽出した mRNAから、逆転写酵素にて cDNA を合成し、蛍光標識した。これを DNA 

arrayerによって作成した array に反応させ、hybridization した cDNAの有無を DNA array 

scannerを用いて検出した。これにより 15,000の遺伝子発現を一度に解析し、候補遺伝子を検

索した。候補遺伝子の mRNA量はリアルタイム PCRによって定量した。ｍRNAを試料から抽出し、

特異的な塩基配列を有するプライマーを作成した。TaqMan PCR キットを用いて伸張反応で DNA

ポリメラーゼがプローブを分解し、その結果生成されたレポーター色素の蛍光強度を ABI Prism 

7700にて定量的に測定した。55,000 の遺伝子発現をこれまで解析した。結果は Haemophilus 

influenzaeに感染したマウス中耳粘膜と PBSを注入したマウス中耳粘膜を時間経過（3h、6h、

24h）で比較すると、3hでは発現が上昇している遺伝子群は 513であり、発現が低下している

遺伝子群はわずか 2であった。6hでは発現が上昇している遺伝子群は 658であり、発現が低下

している遺伝子群は 188であった。24hでは発現が上昇している遺伝子群は 1350 であり、発現

が低下している遺伝子群は 1632であった。 

研究成果の概要（英文）： 

We used gene array to assess gene expression in the mouse middle ear in the first 24 h 

following exposure to Haemophilus influenzae. We observed 513 transcripts that were 

significantly up-regulated 3 h after inoculation, while only 2 transcripts were 

down-regulated. At 6 h, 658 up-regulated transcripts were noted, as compared to 188 

down-regulated genes. By 24 h after bacterial exposure, 1350 transcripts showed increased 

expression while 1632 exhibited reduced expression. 
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１． 研究開始当初の背景 

中耳炎は小児が抗生剤投与を受ける最もあ

りふれた疾患である。急性中耳炎より移行す

る慢性中耳炎および癒着性中耳炎において、

伝音難聴および感音難聴を患い、小児期より

様々な悪影響が指摘されている。言語取得の

おくれ、学業不振、回復不能な中耳疾患など

である。中耳炎において中耳粘膜の肥厚は特

有のものであるが、その分子制御に関しては

不明な点が多い。これまで私は細菌性中耳炎

において MAPキナーゼの一つである c-junNH2 

terminal kinase (JNK)による中耳粘膜肥厚

の分子制御の解明をしてきた(Jun 

N-terminal protein kinase enhances middle 

ear mucosal proliferation during 

bacterial otitis media. Furukawa M, 

Ebmeyer J, Pak K, Austin DA, Melhus Å, 

Webster NJG, Ryan AF. Infect Immun. 

75(5):2562-71, 2007.)。更に細菌性中耳炎

において肥満細胞が中耳粘膜肥厚に関与す

ることを明らかにしてきた(Role of mast 

cells in otitis media. Ebmeyer J, Furukawa 

M, Pak K, Ebmeyer U, Sudhoff H, Broide D, 

Ryan AF, Wasserman S. J Allergy Clin 

Immunol. 116(5):1129-35, 2005.)。このこ

とより細菌性中耳炎において中耳粘膜肥厚

に深く関連していると考えられる分子を DNA 

microarrayによる網羅的 DNA分析によって同

定し、細菌性中耳炎の中耳粘膜肥厚の新たな

治療戦略の基盤にすることを企画するに至

った。 

 

２． 研究の目的 

細菌性中耳炎において中耳粘膜肥厚に深く

関連していると考えられる分子を DNA 

microarrayによる網羅的 DNA分析によって同

定し、細菌性中耳炎の中耳粘膜肥厚の新たな

治療戦略の基盤にすることを企画するに至

った。国内外において、DNA microarrayを用

いて中耳粘膜を解析した報告は少なく、DNA 

microarrayを用いて細菌性中耳炎における

中耳粘膜肥厚の発生機序の新局面を展開す

る本研究は全く斬新で、独創的である。今ま

で、中耳粘膜肥厚の発症機構がブラックボッ

クスであった分子生物学レベルでの解明が

可能であり、臨床応用可能な治療法の確立が

期待できる。 

 

３． 研究の方法 

 

研究にはマウス中耳炎モデル動物 (Mouse 

models of induced otitis media. Ryan AF, 

Ebmeyer J, Furukawa M, Pak K, Melhus Å, 

Wasserman S, Chung W-H. Brain Res. 

26;1091(1):3-8, 2006).を用いる。マウスに

手術を施行し、右中耳にHaemophilus 

influenzae10５ 個を注入する。Haemophilus 

influenzaeに感染したマウス中耳粘膜を時間

経過（3h、6h、24h）で3グループに分ける。

対照はHaemophilus influenzaeではなくPBS

を注入した左中耳を用いる。対照も時間経過

（3h、6h、24h）で3グループに分ける。２時



間経過（3h、6h、24h）で3グループに分けた

中耳粘膜を摘出して試料とする。組織は-８

０℃に保存し、一部はパラホルムアルデハ

イドで固定し、OCT compoundで包埋する。 

Haemophilus influenzaeに感染した中耳粘膜

および正常中耳粘膜より抽出したmRNAから、

逆転写酵素にてcDNAを合成し、蛍光標識する。

これをDNA arrayerによって作成したarrayに

反応させ、hybridization したcDNAの有無を

DNA array scannerを用いて検出する。これに

より15,000の遺伝子発現を一度に解析し、候

補遺伝子を検索する。候補遺伝子のmRNA量は

リアルタイムPCRによって定量する。ｍRNA

を試料から抽出し、特異的な塩基配列を有

するプライマーを作成する。TaqMan PCRキ

ットを用いて伸張反応でDNAポリメラーゼ

がプローブを分解し、その結果生成された

レポーター色素の蛍光強度をABI Prism 

7700にて定量的に測定する。候補蛋白の分

布、局在は免疫組織化学法を用いる。正常中

耳粘膜とHaemophilus influenzaeに感染した

肥厚中耳粘膜の蛋白の定量はWestern 

blottingにて行う。粘膜の固定後凍結切片を

作成し、候補蛋白に対する免疫染色にて局

在を検討する。 

 

４． 研究成果 

 

55,000の遺伝子発現をこれまで解析した。結

果は Haemophilus influenzae に感染したマ

ウス中耳粘膜と PBSを注入したマウス中耳粘

膜を時間経過（3h、6h、24h）で比較すると、

3hでは発現が上昇している遺伝子群は 513で

あり、発現が低下している遺伝子群はわずか

2 であった。6hでは発現が上昇している遺伝

子群は 658であり、発現が低下している遺伝

子群は 188であった。24hでは発現が上昇し

ている遺伝子群は 1350であり、発現が低下

している遺伝子群は 1632であった。 
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