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研究成果の概要（和文）：慢性中耳炎は小児においても成人においても難聴をきたす大きな原因のひとつであ
る。抗生剤が効きにくい薬剤耐性菌による慢性中耳炎症例が増加しており、従来の治療法では治療が困難な症例
があることから、今回、我々は新たな視点からの治療法を確立することを目指して研究を行った。その結果、慢
性中耳炎において炎症を惹起するシグナル経路としてトール様受容体とインフラマソームが重要な役割を果たし
ていることが明らかとなった。これらの因子をコントロールすることが難治性慢性中耳炎に対する新たな治療選
択肢となりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cholesteatoma is a destructive disease consisting of keratinizing squamous 
epithelium in the middle ear. Cholesteatoma is accompanied by a chronic inflammatory reaction 
resulting in the destruction of epithelial and bony structures of the middle ear. Chronic otitis 
media is a persistent inflammation or infection of the middle ear. However, the pathogenic 
mechanisms of cholesteatoma and chronic otitis media have not been fully understood. This study 
sought to assess the expression of NLRP3, ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a 
caspase recruitment domain and a pyrin domain), and caspase-1 in middle ear tissues in patients with
 cholesteatoma or chronic otitis media. Our findings suggest that NLRP3 inflammasome plays an 
important role in the pathogenesis of middle ear diseases. Modulation of inflammasome-mediated 
inflammation may be a novel therapeutic strategy for cholesteatoma and chronic otitis media

研究分野：耳鼻咽喉科・頭頸部外科
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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。エ
ンドトキシンはグラム陰性菌の主要な菌体
成分であり、強力な炎症惹起物資であること
が知られている。研究代表者はエンドトキシ
ンが炎症性サイトカインの産生など、中耳炎
の病態形成に重要な役割をはたしているこ
とを報告してきた (Clin Exp Immunol 163: 
260-9, 2011) (Laryngoscope 123: 1514-8, 
2013)。 
	 Toll様受容体は自然免疫機構の中で重要な
役割をもつ因子であり、エンドトキシンなど
の病原物質を認識して炎症性サイトカイン
を産生する作用を有する。近年、インフラマ
ソームという細胞質内タンパク質複合体が
Toll様受容体を介する炎症シグナル系におい
て決定的な役割をはたしていることが報告
さ れ た  (Cell 150: 606-19, 2012) (Nat 
Immunol 13: 325-32, 2012)。 
	 抗菌薬治療抵抗性の中耳炎症例が増加し
ており、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。インフラマソーム
を含む Toll 様受容体を介した炎症シグナル
系は未明な点が多い。これらの学術的背景か
ら、中耳における炎症因子を網羅的に検討す
ることが、難治性中耳炎の病態解明に必須で
あると考え、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ヒトおよびモデルマウスを用
いて、慢性中耳炎における Toll様受容体の発
現と機能、および関連する炎症因子を網羅的
に明らかとする。近年、病原性微生物の薬剤
耐性化により、抗菌薬など既存の薬剤による
治療が困難な症例が存在する。本研究は、Toll
様受容体を介する炎症シグナル伝達系をタ
ーゲットとした、慢性中耳炎に対する新しい
視点からの治療法を開発することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト中耳サンプルにおける炎症因子の
解析	
	 ヒト慢性中耳炎及び真珠腫性中耳炎症例
において、治療上の必要性から切除した中耳
粘膜及び中耳肉芽組織をサンプルとして用
いた。対照としては、中耳に炎症性病変を認
めない人工内耳埋め込み手術症例において、
手術時に切除した中耳組織を用いた。インフ
ラマソームを含む、Toll 様受容体関連炎症因
子に重点をおいて PCR 解析を行った。その上
で対照に比べて発現が亢進または低下して
いる炎症因子を探索した。	
（２）ヒト中耳サンプルにおける各炎症因子
の臨床病態との関連	
	 PCR 解析において変化が見られた炎症因子
および受容体に関して、遺伝子レベル（in	
situ	hybridization）、および、タンパクレ
ベル（免疫組織化学染色）で組織内の局在を

評価する。また、中耳貯留液などの液性サン
プルについては、ELISA での定量解析を行う。
これらのデータを基に起炎菌の種類、アレル
ギー性鼻炎や喘息などの合併の有無、治療へ
の反応性など臨床的所見との関連性を調べ、
各炎症因子の臨床的意義づけを行った。	
（３）培養細胞での炎症シグナル系の解析	
	 マウス腹腔内炎症細胞を用いて炎症シグ
ナル経路の検討を行った。具体的には、2	ml
の 2％カゼイン・ナトリウムをマウス腹腔内
に投与し、6時間後および 72 時間後に腹腔内
を生理食塩水で洗浄した。6 時間後の洗浄液
中には好中球、72 時間後の洗浄液中には単球
/マクロファージを主とする炎症細胞が認め
られた。遠心分離にて、それぞれの細胞を採
取し、培養した。	
	 マウス培養細胞にエンドトキシンを作用
させ、ヒト臨床サンプルを用いた検討でコン
トロールと比較して有意差を認めた炎症因
子の発現に変化があるかどうかをリアルタ
イム PCR や ELISA 法にて検討した。また、エ
ンドトキシンとともに細胞内シグナル因子
の阻害剤を投与し、炎症性サイトカインの産
生量を指標として、阻害剤の効果を評価した。
とくに、インフラマソームのエフェクター分
子である Caspase-1 の阻害剤によってサイト
カイン産生に影響があるかどうかを確認し
た。	
（４）モデルマウスでの炎症機序の解析	
	 マウスの中耳腔にエンドトキシン（１ｍｇ
/ｍｌ、２０μｌ）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、モデルマウ
スとして用いた。コントロールマウスの中耳
腔には生理食塩水を注入した。各炎症因子に
関して、モデルマウスの中耳骨胞や中耳洗浄
液をサンプルとして採取したうえで、リアル
タイム PCR や ELISA などの手法を用いて in	
vivo での検討を行った。また、エンドトキシ
ンとともに炎症因子の中和抗体などを投与
した検討も行った。マウス側頭骨を採取し、
組織学的な検討を行った。	
	
４．研究成果	
	 マウス中耳にエンドトキシンを鼓室内投
与したところ、細胞質内の異物や病原体の病
原因子がトール様受容体や細胞質内受容体
で認識され、NLRP3 インフラマソームの構成
タンパクである NLRP3、 ASC	 (Apoptotic	
Speck-like	protein	containing	a	Card)、
プカスパーゼ１が誘導された。それらのタン
パクは複合体を形成し、NLRP3 インフラマソ
ームが形成された。	
	 ヒト慢性中耳炎や真珠腫性中耳炎症例の
中耳粘膜や中耳肉芽組織の中に NLRP3 インフ
ラマソームの構成タンパクやトール様受容
体が発現していることを確認した。	
	 NLRP3 インフラマソームは細胞質内の炎症
シグナル伝達物質を介してカスパーゼ１の
前駆体を活性型のカスパーゼ１に変換する。
活性型カスパーゼ１はインターロイキン１



ベータの前駆体に作用して生理活性を有す
る活性型インターロイキン１ベータを生成
する。インターロイキン１ベータは炎症病態
において重要な役割を果たすことが知られ
ており、中耳炎においてもその重要性は高い。	
	 本研究によって、インターロイキン１ベー
タの産生に必須の因子であると言われてい
る NLRP3 インフラマソームが中耳炎の炎症病
巣においても産生されていることが示され
た。NLRP3 インフラマソームを制御すること
が、中耳炎に対する新たな視点からの治療法
となる可能性が示唆された。	
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