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研究成果の概要（和文）：本研究はDFATを耳管粘膜下に移植することによりその組織増量効果および組織修復、
リモデリング作用を利用した耳管閉鎖障害の治療法を確立するために開始された。第一に、これまで耳管閉鎖障
害については信頼のおける適切なモデル動物が存在しなかった。そのため、本研究ではモデル動物の確立から行
うこととなった。ラット下顎神経切断モデルを作製し、本研究期間全般を通じて形態学的および生理学的に解析
した。受動的耳管開大圧の有意な低下をきたすことを示した。さらに形態学的には、耳管周囲の軟部組織の著明
な萎縮、耳管粘膜の分泌細胞の不変を明らかにし、DFATのラット耳管への移植への展望の道筋をつけた。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study was the establishment of treatments for 
eustachian tube closing failure by transplantation of dedifferentiated fat cells (DFAT) into the 
eustachian tube. In this study, an animal model for the eustachian tube closing failure could be 
developed by the mandibular neurectomy. Mandibular nerve resection in rats may be an effective 
method for generating an animal model of the eustachian tube disorder. It was suggested that this 
rat model may be useful for verifying new treatments for the eustachian tube disorder.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
耳管閉鎖障害は真珠腫性中耳炎をはじめとする難治性中耳疾患の重要な危険因子である。しかも、その有症率は
高く、聴覚障害の大きな原因の一つとなっており、国民衛生上からも看過できない。しかし、これまで耳管閉鎖
障害については信頼のおける適切なモデル動物が存在しなかった。本研究では再現性良く下顎神経を切断するこ
とにより耳管閉鎖障害の動物モデルの作製に成功した。今後はこれを用いて耳管障害の診断、治療、予防のため
の研究の発展が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 耳管は中耳と鼻咽頭を連結する約 3.5cm の管状構造物であり、中耳の正常機能の維持に中
心的役割を演じている。耳管は「閉鎖」と「開放」の両立という高度かつ繊細な機能を要求さ
れるため、その均衡はわずかなきっかけで破綻する。それにより中耳に炎症を生じ、難聴をき
たす。また、耳管を介する音声、気圧の病的な中耳への侵入は耐え難い苦痛をもたらすことに
もなる。多くの先人の努力により多くの抗菌薬が開発され、手術法も進歩してきたが、現在で
もなお難聴の主原因となっており耳科学におけるトピックである。耳管の病的な狭窄、開放は、
耳管粘膜および周囲構造の質的変化が大きく関与している。現在、耳管機能を補完するために、
鼓膜にシリコンチューブを留置して耳管の代用をさせること、バルーンで耳管を開大させる方
法、耳管内にシリコンを留置する方法などが行われているが、根本的に耳管を正常化する治療
とは言えない。また、耳管障害を研究するための適切な動物モデルもない。 
 
(2) 脱分化脂肪細胞（DFAT）は日本大学（医学部細胞再生・移植医学分野）で開発された新
しい再生医療用の細胞である。すでに臨床応用に向けて精力的に研究されている。iPS 細胞と
比較してコストが格段に安く、癌化の心配もない。 
 
２．研究の目的  
耳管障害を研究するための適切な動物モデルを作製し、脱分化脂肪細胞（DFAT）を耳管粘膜
下に移植することによりその組織増量効果を利用した耳管内腔の狭小化による耳管閉鎖障害の
治療法の確立をめざす。さらに DFAT の多分化能、サイトカイン分泌に着目し、その優れた組
織修復、リモデリング作用による反復性中耳炎、鼻すすり型耳管開放症(floppy tube)、コレス
テリン肉芽腫という難治性疾患の新治療戦略へと展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 下顎神経切断による耳管障害モデルラットを作製した。出来る限り卵円孔に近い位置で下
顎神経の各分枝を切断した。各分枝は神経再生を防止するため約 2 mm の長さをもって切断し
た。 
 
(2) 手術直前(0 週)、術後 2 週、4 週、8 週、12
週、16 週で手術側、対照側の耳管開大圧（POP）
を測定した。 
 
(3) 術後 16 週(週齢 28 週)の耳管圧測定後に組織
標本を作製した。三種混合麻酔の深麻酔下でラッ
トを開胸し、右心耳を切開後、心尖部より 0.01M
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を注入して脱血し
た。次に 10%ホルマリン液を注入し還流固定を行
った。末梢まで十分に固定されたことを確認し断頭した。さらに 10%ホルマリン液で頭部を常
温で固定し、2 倍希釈した脱灰液(K-CX®,FALMA, Tokyo, Japan)にて 4℃で 3 日間脱灰を行い、
パラフィンで包埋した。切片は冠状断で中耳骨包から頭側方向に 300 μm 毎に 5 μm の厚さで作成し、
耳管内腔が耳管咽頭口から最も長く検出されているスライスをピックアップした。染色はヘマトキシリン・
エオジン染色（HE）とマッソン・トリクローム染色（MT）を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 耳管障害モデルラット POP の経時的変化：術前の POP は手術側で 40.9mmHg、対照側
は 40.0mmHg であった。手術側では術後 2 週か
ら有意に低下し、16 週では 34.9 mmHg となった。
対照側では 16 週で 37.8mmHg であり術前と比べ
有意差がなかった。 
 
(2)  耳管障害モデルラットの組織変化：耳管周
囲の構造物には脱神経後の組織変化が認められた。
内側翼突筋面積は手術側で有意に低下していた。
外側翼突筋面積、口蓋帆張筋面積、口蓋帆挙筋面
積、耳管径で明らかな有意差は認めなかった。分
泌組織である耳管腺面積、杯細胞数にも有意差は
認めなかった。MT 染色では手術側の内側翼突筋
の周囲や内部に膠原線維が増生しているのが確認
された。さらに頭側のスライスでは卵円孔より出る下顎神経本幹と、その分枝が切断されてい
るのが組織学的に確認できた。 
 
(3) 本研究ではまず再現性、持続性の高い耳管障害モデル動物を確立することを目的とした。
POP は正常側に比べ手術側の有意な低下を認め、術後 16 週まで持続し、全個体で再現性高く

 
図 2 耳管周囲組織の変化 
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図 1 耳管圧の変化 



POP が低下した。組織学的には主に内側翼突筋の萎縮を認め、耳管周囲の器質的変化が耳管圧
に影響を与えることが確認された。今後新たな治療法を検証していく上で、このラットがモデ
ル動物として利用でき得る可能性が示唆された。 
 
(4) 耳管障害モデルとして用いる際には、耳管圧低下が一時的な機能的変化ではなく、持続的
な器質的変化であることが求められる。組織学的には不可逆的な組織変化が認められたが、今
後は各週数での組織評価を行い、モデルとして利用できる最適な週数を検証する必要がある。 
 
(5) モデル動物作製の上では、持続性、再現性に加え、動物に対する侵襲を考えなければなら
ない。下顎神経切断術の侵襲は小さくないと考えたが、術後感染を起こしたり途中で死亡した
個体はいなかった。また下顎神経切断により咀嚼筋麻痺や口腔内知覚の低下による経口摂取量
低下、発育不全の恐れがあったが、全個体で体重は正常に増加した。今後はより低侵襲な方法
として、下顎神経の感覚枝は温存し運動枝のみの切断を行うことを検討している。 
 
(6) 難治性の耳管閉鎖障害に対する外科的治療法は自家軟骨挿入術、自家脂肪注入術、耳管咽
頭口結紮術、耳管ピン挿入術などが主流であるが、生理的な方法で根治性の高い治療法は未だ
確立されていない。今後は新治療法の開発のためにこのモデルラットを用いた細胞治療の検証
を行っていく予定である。具体的には脱分化脂肪細胞を経鼻内視鏡下に耳管粘膜下に注入し耳
管の病的開大を改善させる方法を検討している。本研究期間ではこの点について結果を集約で
きなかった。この方法をヒト耳管障害に対し臨床応用できれば、感染や効果の持続性の課題を
克服し、より根治的な治療が期待できる。耳管障害の病態解明と新たな治療法の確立にあたり、
本研究で開発したモデル動物が利用できる可能性が示された。 
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