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研究成果の概要（和文）： 
 家兎の中耳粘膜から三次元中耳粘膜細胞シートを作成することに成功した。動物実験で、中耳

粘膜細胞シートは中耳腔粘膜削開後の露出した骨面に移植することにより、早期の粘膜再生が

生じた。さらにヒト鼻粘膜より作成した粘膜細胞シートは組織学的にヒト中耳粘膜に類似して

おり、多層の上皮細胞と上皮下の結合組織から構成された。電子顕微鏡による所見では敷石状

の上皮細胞が規則正しくならんでおり、微絨毛を有していた。またタイトジャンクションとデ

スモゾーム、細胞接着因子を有する基底膜も観察された。この鼻粘膜細胞シートは正常ヒト中

耳粘膜に近似しており、中耳手術後に生じた粘膜の欠損部位の粘膜再生に有用であると思われ、

将来の臨床応用に期待ができる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have developed successfully middle ear mucosal epithelial cell sheets with 
three-dimensional structure, analogous to normal middle ear mucosa. Furthermore, we found 
it clear that a rapid mucosal regeneration is boosted by transplanting cell sheet created 
with autologous cells on to the rabbit’s middle ear mucosa missing area. In addition, 
autologous human nasal epithelial cell sheet using temperature-responsive culture insert 
was made successfully.  By histologically studying artificial human nasal epithelial 
cell sheets, we confirmed the presence of epidermal cell-like cells in the cortex and 
fibroblast-like cells in the substratum. The sheets consisted of multi-layered mucosal 
epithelia and lower connective tissue and were similar to normal middle ear mucosa. 
Scanning electron microscopy revealed a cobblestone-like pattern of cells with 
innumerable microvilli and a cilium-like configuration. We also confirmed the basal 
membrane configuration that included tight junctions, desmosomes, and cell adhesion 
structures among the epidermal layers.. This artificial mucosa had a similar 
configuration to that of normal middle ear mucosa. 
  For these reasons, middle ear mucosal cell sheet is considered as an effective 
transplantation material for mucosal regeneration in otitis media surgery, and it is 
expected to apply for human clinical use in the future. 
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１．研究開始当初の背景 
中耳炎に対する手術（鼓室形成術）の大きな
目的は聴力の改善である。このためには鼓膜
の裏面に含気腔が存在し、鼓膜の振動がロス
なく耳小骨を経由して内耳まで伝わること
が必要である。すなわち中耳腔に肉芽が存在
したり、鼓膜が癒着した病態での聴力は不良
となる。術後に正常な中耳腔を形成するため
には中耳粘膜の再生および生理的なガス換
気能の回復と鼓膜の癒着防止がなされるこ
とが最も重要である。しかし中耳炎を伴った
症例では中耳粘膜機能は元来障害されてい
るため術後の中耳粘膜上皮の再生は遅延し、
有効な含気腔を作ることが困難なことが多
い。特に鼓膜が陥凹し中耳腔の内側壁と癒着
した癒着性中耳炎症例では手術時に上皮を
剥離除去した時に中耳の骨面が露出してし
まうため、中耳粘膜の温存が困難となる。こ
のため癒着性中耳炎は他の中耳疾患と比較
して手術成績が非常に悪い。癒着性中耳炎の
手術に関しては、緒家らにより様々な手術手
技が実践され、我々も行なってきたが、術後
鼓膜の再陥凹や癒着防止に対して十分に効
果を発揮している決め手となる手術法は現
時点ではなく、現在広く普及している鼓室形
成術を行うだけでは術後成績に限界がある。 
 1984 年から 2004 年までに当施設で行われ
た初回手術例【癒着性中耳炎 102 耳、中耳真
珠腫 308 耳（うち鼓膜緊張部に癒着があるも
の 260 耳、ないもの 48 耳）】の術後聴力に関
する手術成績を検討した結果は、癒着性中耳
炎症例全体で 50.0%と満足できる成績ではな
かった（小島博己. Otol Jpn 16: 2-12, 2006.）。
一方、中耳真珠腫症例では鼓膜の癒着をとも
なわない症例は 73.1%とまずまずの成績であ
ったが、鼓膜の癒着をともなう症例では
45.8%と癒着性中耳炎と同様に成績が不良で
あった。術後の聴力成績が満足すべき結果で
ない主な原因は、耳管機能不全の他、癒着鼓
膜の剥離により鼓室岬部の骨面が広く露出
され、そのために術後の中耳腔の上皮化が著
しく遅延し、中耳粘膜の線毛機能や粘膜から
の換気が遅れることに起因していると考え
られる。これらの結果から手術のポイントは
癒着上皮を剥離した後の中耳腔の骨露出し
た部分における粘膜上皮化をいかに促進す
るかということになる。 
 
２．研究の目的 
前述のように術後の中耳粘膜を早期に再生
させることが可能になれば、手術方法そのも

のが大きく変わり、手術成績が向上すると思
われる。一方で中耳粘膜は非常に薄く、側頭
骨の骨面上に生着しており、通常の移植では
移植後の血流が悪く、生着率が低い。本研究
では移植に上皮と上皮下組織を含む人工的
に作成した三次元中耳粘膜を使用して、術後
粘膜の再生を目的とする。さらに、より簡便
に移植が可能となる人工粘膜の開発を目的
とする。 
  
３．研究の方法 
A. 家兎を用いた動物実験では乳突腔粘膜お
よび鼻粘膜から温度応答性皿により作製し
た粘膜細胞シートを、それぞれ粘膜を削開し
た後の中耳腔に移植して、移植片の生着、中
耳腔の変化などを観察した。 
B. 実際の臨床応用に向けて、ヒトの三次元
人工中耳粘膜（中耳粘膜細胞および鼻粘膜細
胞から作成した粘膜細胞シート）を作成し、
組織学的に単層上皮と上皮下の組織を確認
する。さらに粘膜上皮由来であるムチン産生
に関して、免疫染色や RT-PCR にて MUC1～4、
MUC5AC の発現などを確認する。また電顕的に
も正常中耳粘膜との相違の有無につき観察
を行う。 
C.将来の移植に備えて移植に必要となる粘
膜組織の採取量についての検討をおこなう。
すなわち採取量と三次元人工粘膜の作製に
要する時間および作製される大きさなどに
ついて条件を変えながら詳細に検討し、最適
な条件を決定する。 
 
４．研究成果 
A. 動物モデル（家兎）における温度応答性
培養皿を用いて作成した中耳粘膜細胞シー
トの移植実験 
 乳突洞粘膜および鼻粘膜で作成した粘膜
シートを移植し、その効果を検討した。その
結果、シート移植群において明らかに骨増生
および中耳腔の狭小化を抑制することが確
認できた。小動物の頭部を撮影することが可
能な CT 装置にて、生存下に経時的に撮影を
行ったところ、同様に中耳腔の狭小化は粘膜
細胞シートの移植により抑制され、良好な含
気化が得られた。 
B. 臨床応用に向けたヒト細胞を用いた粘膜
シートの検討 
  ヒト鼻粘膜から鼻粘膜細胞シートを製作
した。下鼻甲介粘膜より採取した粘膜組織片
を継代・培養し、生体の中耳粘膜組織に非常
に近似した三次元構造を有する鼻粘膜細胞



シートの作成に成功した。電子顕微鏡下の観
察でも単層の粘膜細胞と微絨毛が観察され、
正常中耳粘膜と類似していた。また上皮およ
び上皮下組織に発現する pancytokeratin, 
vimentin, laminin, beta-catenin の発現パ
ターンは鼻粘膜細胞シート、正常中耳粘膜、
正常鼻粘膜でほぼ同じであった。一方で鼻粘
膜細胞シートでは正常鼻粘膜に存在する鼻
腺は認められず、中耳腔に移植するに適して
いると考えられた。 
C. 移植に必要となる粘膜組織の採取料と粘
膜細胞シートの作成期間の検討 
 下鼻甲介粘膜は 3㎜四方の粘膜採取で十分
量の粘膜細胞シートを作成することが可能
であることが判明した。また粘膜採取から再
生シート回収までは約３週間を要した。 
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