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研究成果の概要（和文）：外耳道の皮膚は特別な皮膚で、一度骨面が露出すると外耳道の皮膚が

再生するには時間がかかり、他部位の皮膚を移植するも、本来の外耳道皮膚としての機能は損

なわれていることが多い。これらの問題点を解決するために、特殊な細胞培養皿を用いて外耳

道表皮細胞シートを作製した。今後この細胞シートを用いることにより、正常な外耳道皮膚機

能を損なうことなく外耳道の再生を行うことが期待できる。 

 

研究成果の概要（英文）：External auditory meatus is important skin, and having 

self-purification ability, a substitute does not work with other skin. When we operate 

on the ear, we treat external auditory meatus skin very carefully. When external auditory 

meatus skin suffers a loss once, it takes time so that skin reproduces and causes the 

trouble.I manufactured an external auditory meatus epidermic cell sheet using a 

temperature-responsive culture dish to solve these problems. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 
2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    
年度    

  年度    
総 計 2,400,000 720,000 3,120,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・耳鼻咽喉科 
キーワード：外耳道、細胞培養、細胞シート 
 
１． 研究開始当初の背景 
耳は 3つのパーツ，外耳・中耳・内耳にわ

けられ、外側 1/3 の軟骨部と, 内側 2/3 の骨

部(深部)からなる。外耳道の皮膚は常に新陳

代謝を繰り返しており、自浄作用によってご

みや耳垢を奥の方から、ベルトコンベアー式



に外耳道の入り口へと排出されるように出

来ている。外耳炎や外耳道湿疹の存在、ある

いは外耳道皮膚が欠損した場合には、その自 

浄機能が障害され耳垢が蓄積しやすくなる。

外耳道の皮膚は、その生理的機能からも他の

皮膚とは異なった性質を有する特殊な皮膚

と言え、我々は慢性中耳炎や中耳真珠腫症例

に対して鼓室形成術を行う際、聴力だけでな

く、外耳道の機能温存を考慮しながら、手術

するよう心がけている。 

 

２． 研究の目的 
外耳道の皮膚とは異なった性質を有する

特殊な皮膚と言え、臨床の場において外耳道

皮膚が必要となる疾患には、先天性外耳道閉

鎖症、後天性外耳道閉鎖症（外耳道深部繊維

性閉鎖症）、外耳道狭窄症、外耳道真珠腫、

鼓室形成術後の浅在化鼓膜などがある。また

耳科手術の際、外耳道の皮膚が欠損する場面

には少なからず遭遇する。一度骨面が露出す

ると外耳道の皮膚が再生するには時間がか

かり、他部位の皮膚を移植するも、本来の外

耳道皮膚としての機能は損なわれているこ

とが多い。これらの問題点を解決するために、

特殊な細胞培養皿を用いて外耳道皮膚細胞

シートを作製し、この細胞シートにより将来

的に移植可能な外耳道皮膚の作製が可能か

を検討することが今回の研究目的である 

 

３． 研究の方法 

（1）生後 3～4週の SPF ラットを深麻酔下に

断頭し、骨部および軟骨部の外耳道皮膚を摘

出した。ディスパーゼで処理することにより

表皮と真皮を分離し、それぞれを 1型コーラ

ーゲンがコートされた細胞培養皿で培養し

た。約 3週後、これらの細胞を 0.25％のトリ

プシンで処理し回収し、温度応答性培養皿で

約 2週間培養した。 

（2）温度応答性培養皿は東京女子医科大

学・先端生命医科学研究所で開発され、2007

年より株式会社セルシードより市販化され

ている。温度応答性高分子であるポリイソプ

ロピルアクリルアミドを通常の培養皿の表

面にグラフトしたもので、培養温度（37℃）

では疎水性の表面となり細胞が接着するの

に対して、低温（20℃）では高度に親水化す

るため細胞が培養皿表面から、その構造と機

能を失うことなく分離が可能である。細胞を

密な状態に培養すると、細胞シートとして回 

収することが可能であり、回収した細胞シー

トは細胞外マトリクスを保持しているため、

移植の際に縫合が一切不要である。また、細

胞外に発現しているタンパク質なども低損

傷なため、細胞シート同士を重ねた 3D 培養

も容易である。この培養皿を用いて肝細胞、

角膜内皮細胞、心筋細胞、口腔粘膜など様々

な細胞シートの作成が行われており、一部臨

床応用が進められ、臨床利用が近い状況にな

ってきている。 

 

４． 研究成果 

ラットの外耳道皮膚を採取後、ディスパー

ゼで処理することにより表皮と真皮を分離

した。得られた組織を抗菌剤、培養液で洗浄

後、それぞれを 1型コラーゲンをコートした

細胞培養皿で培養した。表皮由来の培養系で

は、多角形の細胞が相互に密に接着し敷石状

に配列し、形態学的に上皮細胞由来の模様を

呈した(図 1）。免疫染色では pan-cytokeratin

陽性であり、外耳道表皮由来の表皮細胞培養

に成功したと考えた。また真皮由来の培養系

では、細胞は紡錘形をして、密度の低い時に

はバラバラに存在し、密度が高くなると互い

に接着して流れ模様を呈し、外耳道真皮由来

の線維芽様細胞の培養に成功した考えた（図

2）。これらの細胞は温度応答性培養皿を用い



て培養され、低温処理（20℃）に加え、少量

のトリプシンで処理することにより、シート

状に細胞を回収することが可能であった（図

4）。 

現在、真皮由来線維芽細胞シートを用いた

鼓膜形成術を検討している。鼓膜は中耳と外

耳の境目にある、直径 8～9mm、厚さ 0.1mmの

膜で、耳小骨に音を伝える。外耳側から順に、

皮膚層、固有層、粘膜層の 3層からなる。鼓

膜も、皮膚と同じく再生することが可能であ

る。臨床現場では、慢性中耳炎や外傷による

鼓膜穿孔に対しては鼓膜穿孔閉鎖術または

鼓膜形成術が行われる。従来は 1週間以上の

入院を要していた鼓膜形成術であるが、湯浅

によるフィブリン糊を用いた鼓膜形成術（接

着法）の開発により、侵襲の少ない術式での

鼓膜穿孔閉鎖が可能になった。これにより、

鼓膜形成術における日帰り手術の適応が大

幅に拡大した。現在鼓膜形成術は、耳後部に

皮膚切開を加え皮下結合組織を採取し行わ

れている。また、近年人工材料の進歩も、外

傷性鼓膜穿孔や慢性中耳炎小穿孔症例にお

ける外来処置用顕微鏡下の鼓膜閉鎖処置を

可能にしてきた。再建に用いる人工材料の一

つとして、本研究で作製した真皮由来線維芽

細胞シートが使用できないかを検討中であ

る。 

 

図 2 ラット外耳道真皮由来の培養細胞 

（細胞は紡錘形に接着し流れ模様を呈した） 

 

 

図 3 ラット外耳道皮膚（HE 染色） 

 

 

図 4 外耳道表皮細胞シート（HE 染色） 
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