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研究成果の概要（和文）：真珠腫性中耳炎は接する骨を溶かし重篤な合併症を引き起こしうる。しかしその発生
要因や骨破壊機序について分子生物学的な知見は乏しく、保存的治療の開発が進まない。本研究では真珠腫に接
する骨表面において破骨細胞が増加していることを示し、真珠腫における数的検証は初の報告となった。さらに
RNA-sequenceで真珠腫が破骨細胞分化を促す遺伝子発現環境であることを示した。RANKL発現の上流因子の候補
検索を行い、実際に真珠腫組織中でその上流因子の濃度上昇を確かめた。真珠腫における骨破壊はこれらの上流
因子によって刺激された真珠腫線維芽細胞がRANKLを発現し破骨細胞が分化・増殖するという機序が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：we found that a significantly larger number of osteoclasts were observed on 
the eroded bone adjacent to cholesteatomas than in unaffected areas, and that fibroblasts in the 
cholesteatoma perimatrix expressed RANKL. We also investigated upstream transcription factors of 
RANKL using RNA sequencing results obtained. The concentrations of four candidate factors were 
increased in cholesteatomas compared with normal skin. Furthermore, one of these was expressed in 
infiltrating inflammatory cells in the cholesteatoma perimatrix. This is the first report 
demonstrating that a larger-than-normal number of osteoclasts are present in cholesteatoma, and that
 the disease involves upregulation of factors related to osteoclast activation. Our study elucidates
 the molecular basis underlying bone erosion in cholesteatoma.

研究分野：耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義として本研究は中耳真珠腫における骨破壊に破骨細胞が関与しているエビデンスの一つとなる。そし
てその分子生物学的メカニズムを真珠腫組織のRNA-sequenceによって仮説をあげた。我々の真珠腫モデルマウス
を用いた骨破壊抑制実験の足がかりとなると考えられる。臨床的に中耳真珠腫の治療は外科的摘出が唯一の治療
法であったが、本研究が示した成果は現在使われている分子学的製剤の点耳薬への応用の可能性を示し、中耳真
珠腫の新しい非外科的治療法の開発の根拠となり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 真珠腫性中耳炎は、接する骨を溶かし進展する性質故に、重篤な合併症を引き起こしう
る。現在、真珠腫性中耳炎の治療法は外科的切除のみであり、治療の選択肢として保存的
治療法の開発が期待されている。しかし、その発生要因や骨破壊機序について、臨床面か
ら様々な知見が蓄積される一方、分子生物学的な知見は乏しく、保存的治療の開発を遅ら
せる要因となっている。そこで、申請者らはこれまでに、分子生物学的探索に必須である、
マウスを用いた真珠腫モデルの開発に取り組んできた。申請者のグループは、真珠腫を構成
する細胞に着目し、マウスモデルを作成することに成功している。具体的には、マウス耳介より単
離した角化重層扁平上皮細胞（以下ケラチノサイト）と線維芽細胞（以下ファイブロブラスト）を混
合し、マウス頭頂部骨膜下に移植することで真珠腫様組織構造を示す腫瘤を作成した。この腫瘤
内のケラチノサイトは、重層分化し角化堆積物を産生する角化亢進状態にある。申請者らは、こ
の腫瘤が、腫瘤と接する骨表面上に破骨細胞分化を誘導する事を明らかにした。また、破骨細胞
分化には、分化調節因子である Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)が
必須であるが、腫瘤内のケラチノサイト周囲のファイブロブラストがRANKLを高発現していることを
明らかにした。この RANKL 発現のメカニズムとして、in vitro の共培養系を用い、ケラチノサイトか
ら分泌される液性因子により、ファイブロブラストの RANKL 発現が上昇することを見いだした。こ
のように、真珠腫による骨破壊には、ケラチノサイトとファイブロブラスト間のクロスト
ークが非常に重要な役割を果たしていることが判明した。 
 我々は研究開始当初、中耳真珠腫が中耳内の陰圧によって鼓膜が機械的に進展されて発生
しているという仮説に則り、機械的進展圧の骨破壊に関わる分子生物学的影響について検
証しようとした。しかし、マウスおよびヒトの皮膚線維芽細胞、ヒトの真珠腫から得られ
た線維芽細胞の単培養系、さらにはヒト皮膚線維芽細胞と扁平上皮細胞の共培養系を培養
進展システムを用いて進展圧負荷をかけて行ったが、破骨細胞活性化に関連する遺伝子群
については有意な発現変化は認められなかった。 
 そこで破骨機序の仮説の一つである破骨細胞起因説については真珠腫と接する骨破
壊面に破骨細胞が見られるという報告がある(Laryngoscope 94, 76-95,1984)があるが、破
骨細胞は通常の骨表面でも存在しており未だ数的評価はされておらず、分子生物学的
メカニズムにおいても明らかにされていなかったので、われわれはその解明に焦点を
当てた。 
 
２．研究の目的 
 中耳真珠腫における骨破壊メカニズムについて破骨細胞活性化の検証を行うとともに、その
分子生物学的な活性化経路とそこにかかわる細胞について真珠腫治療の手術の際に得られた臨
床検体を用いて行った。 
 
３．研究の方法 
手術中に採取された真珠腫には接していない乳突蜂巣の骨を比較対照とし、真珠腫
に接する側頭骨表面の破骨細胞の数を、TRAP 染色法を用いて検討した。また真珠腫
の prematrixを laser microdissection法で切り出し、遺伝子発現の網羅的解析を行い、破
骨細胞活性化の分子生物学的経路について検討した。そこで得られた解析結果を実際
に真珠腫で発現変化しているかを ELISA法で調べ、発現局在については免疫染色およ
び in situ hybridizationを用いて検討した。 
 
４．研究成果 
真珠腫に接する骨表面において破骨細胞が増加していることを示した。これまで真珠腫
と骨を接着したまま破骨細胞の存在を検証した検討はなく、真珠腫における数的検証は初
の報告となった。さらに、真珠腫 perimatrix の線維芽細胞に RANKL の発現し、RNA-sequence
でも真珠腫が破骨細胞分化を進める遺伝子発現環境であることを示した。RANKL 発現の上
流因子の候補検索を行い、そのうち実際に真珠腫組織中で TNF-α、IL-1β、IL-6、PGE2
の濃度が上昇していることを確かめた。さらに IL1βが真珠腫に浸潤する炎症性細胞に発
現していることを検証した。真珠腫における骨破壊はこれらの炎症性サイトカインによっ
て刺激された真珠腫線維芽細胞が RANKL を発現し、破骨細胞が分化・増殖するという機序
が考えられた。さらにこの研究は骨破壊抑制を焦点にした分子標的剤、特に現在他疾患で
臨床で使われている抗 RANKL 抗体、抗 IL-1β抗体、抗 IL-6R 抗体、抗 TNFα抗体の点耳薬
を中耳真珠腫の骨破壊阻止に対して開発する足がかりになると考えられる。 
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