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研究成果の概要（和文）：これまで報告されている、炎症や細菌感染で誘導されるサイトカインネットワークに
よる上皮細胞および線維芽細胞の過剰増殖に加え、新たに、エピジェネティクス変化とp63発現による部分的上
皮－間葉転換による基底細胞乳頭状増殖が示唆された。近年の創薬研究において、エピジェネティクス制御に対
する直接的な阻害薬の臨床開発が進みすでにいくつかの治療薬は市販されており、今後中耳真珠腫の根治療法に
応用することを目標としている。しかし、中耳真珠腫を構成する全ての細胞動態および発現遺伝子の変化は明ら
かには出来ておらず、更なる展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：In addition to the previously reported excessive proliferation of epithelial
 cells and fibroblasts caused by cytokine networks induced by inflammation and bacterial infection, 
basal cell papillary proliferation due to epigenetic changes and partial epithelial-mesenchymal 
transition induced by p63 expression has been newly suggested. Recent drug discovery research has 
led to the clinical development of direct inhibitors of epigenetic regulation, and several 
therapeutic agents are already commercially available, with the goal of applying them to the 
curative treatment of middle ear pearl tumors in the future. However, the dynamics of all the cells 
that make up middle ear pearl tumors and the changes in gene expression have not yet been 
elucidated, and further development is expected.

研究分野： 耳科手術
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真珠腫に対する根治的治療は外科的切除のみであり、依然として再発率が高い。保存的治療および再発予防は重
要な研究分野である。本研究ではエピジェネティックな変化に着目し、真珠腫に対する保存的治療の可能性を初
めて報告した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 中耳真珠腫は、骨破壊・脳膿瘍などの致命的な合併症を起こす難治性の慢性増殖性疾患で、

増殖能が亢進した重層扁平上皮と厚い皮下組織を特徴とする。進展速度や再発などの疾患

予後を予測する指標はなく、治療は外科的切除術が唯一の根治療法である。また長期的な再

発率は 20−30％と報告されている(Hashimoto-Ikehara et al, Int Adv Otol.2011)。そのた

め患者にとって手術後の合併症・後遺症が大きな負担になっており、保存的治療法の確立が

望まれる。また、中耳真珠腫は、その病因として鼓膜の陥凹、上皮増殖、真珠腫形成が報告

されており(森山寛, 中耳真珠腫の病態と治療 2004)、その組織では増殖能が亢進した上皮

組織と厚い皮下肉芽組織から構成される。中耳真珠腫の治癒を目指す場合、発症に関わるキ

ー分子を同定し、その発現制御システムを構築する必要がある。 

 エピジェネティクスとは DNA の塩基配列の変化を伴わない情報記憶と遺伝子の発現調節

であり、発生や分化など多様な生命現象に関わる。エピジェネティクス制御の破綻は癌をは

じめ、統合失調症、生活習慣病、慢性炎症性疾患(Shanmugam MK, Subcellular Biochem 

2013)などの後天性疾患の原因になることが知られている。次世代シーケンサーを用いたエ

ピゲノム解析は主に細胞株を用いて行われてきたが、近年の技術発展により臨床検体を用

いた解析が可能となり、エピジェネティクス制御の破綻と疾患の関連についての報告が相

次いでいる。 

 エピジェネティクスな変化には、DNA のメチル化、ヒストン蛋白の翻訳後修飾(アセチル

化、リン酸化、メチル化、ユビキチン化等)、クロマチン高次構造の変化などがあり、特に

ヒストン蛋白のアセチル化は転写活性化における重要性が指摘されている(図１,Sabnam P, 

J Histochem Cytochem,2014改変)。癌細胞の発生過程においては、無制限の細胞増殖や細

胞分化の阻害やアポトーシスの阻害に関わり、悪性進展においては細胞接着の欠如や浸潤・

転移や血管新生に関わっている(Sabnam P, J Histochem Cytochem,2014)。また、ヒストン

修飾を読み取る分子もまた癌において重要な役割を持つことが近年明らかとなっている。

例えば BRD4(bromodomain containing protein4)はヒストンアセチル化を認識し転写を促進

し(Staservich TJ, Nature 2014)、c-mycをはじめとする癌遺伝子の転写活性化に強く関与

する(Loven J, Cell 2013)と報告されている(図 1)。膠芽腫臨床検体を用いた解析ではH3K27

アセチル化と BRD4 の ChIP-seq 解析がされており、サブグループ毎の違いに関与すると報

告された(Lin CY, Nature 2016)。その他、臨床検体におけるヒストン修飾状態の報告が相

次いでいる。 

 

 

 

 

  

 

 これまでエピジェネティクスの治療応用については腫瘍領域で報告され、欧米を中心に

治療薬の開発が急速に進 み新たな選択肢

となりつつある(Browm R,Nat Rev 

図１：アセチル基が結合するとリジン残基の塩基性が低下して酸性の DNA との親和性がなくなり
DNA からヒストンが離れ、DNA が露出し遺伝子の転写が起こりやすくなる。BRD4 はアセチル化リジ
ンを認識して結合しエンハンサープロモーターを活性化し、RNA 転写を促進する。 

 

図２：JQ1 は BRD4 のブロモドメインとアセチル化ヒストンの結合
を特異的に阻害することで細胞分化・増殖を抑制する。 



Cancer 2014)。エピゲノム治療薬はこれまでの治療薬とは異なる機序で効果を示すことか

ら、他の治療薬との併用が可能であるため、研究がさらに盛んになっていると思われる。現

在までに、DNAメチル化酵素(DNMT)阻害剤、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害剤が血液

系腫瘍に臨床応用され（Treppendahl MB, J clin invest 2014, Oki Y, Cancer Treat res 

2010）、癌細胞に対しても効果が期待されている(McCabe MT, Epigenomics 2014, Kondo Y, 

j of bio-chem 2014)。また、BRD4阻害薬となる小分子化合物 JQ1 は BRD4 のブロモドメイ

ンとアセチル化ヒストンの結合を特異的に阻害することで MYC を始めとした癌関連遺伝子

の発現を同時に抑制し抗腫瘍効果が期待できる(図 2)。エピジェネティックな異常は遺伝子

変異や欠損と異なり、可逆性であり、慢性炎症性疾患を含め治療応用の可能性は大きいと考

えられる。   

 

 

 増殖性疾患である真珠腫においてもエピジェ

ネティックな制御の破綻が細胞増殖能の活性

化、分化異常、遊走能の活性化を誘導する可能性

が考えられるが、ほとんど検討されていない。真

珠腫モデルラットでの検討が申請者の所属講座

の福田智美講師より報告され、ヒストン蛋白ア

セチル化修飾が中耳真珠腫病態の一端を担って

おり、特にヒストン H3K27 のアセチル化レベルの上昇が、KGFR の発現に相関することが示

された(福田智美, BIO Clinica 2016)。臨床検体においても同様の変化が予想され、アセチ

ル化レベルの上昇が認められた際には BRD4 発現との関連も予想される。 

 以上より、研究課題の核心をなす学術的「問い」は、『中耳真珠腫に認められるエピジェ

ネティクス異常により発現が上昇し腫瘍発症に関与するキー分子は何か？』ということで

ある。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、中耳真珠腫の臨床検体を用いてエピジェネティックな変化が遺伝子レベル

でどのように影響するかを解明することで、発症機序の解明をめざし、ヒストン蛋白質修飾

や DNA のメチル化を制御する因子を抽出し、縮小手術を行う目的で TEESと保存的治療のコ

ンバインド療法の開発を検討する。 

本研究の学術的独自性と創造性 

 本研究は世界初の中耳真珠腫における臨床検体を用いたエピジェネティクス関与を証明

するものである。これまで中耳真珠腫に対する予防治療・保存治療の研究はほとんどない。

エピゲノム療法が確立した場合、手術が唯一であった中耳真珠腫に対する治療法が根本的

に変化する可能性があり、その結果、手術による合併症、後遺症の減少が期待でき、医療経

済効果も見込める。 

 また、近年生活習慣病や癌などの様々な疾患の基礎にある「慢性炎症」（治らない炎症）

が注目されており、その病態へのエピゲノムの関与が指摘され始めていることから、本研究

での成果は新治療法として他の慢性炎症性難治性疾患に応用できる可能性を秘めているこ

とが予想される。 
 
３．研究の方法 

１．組織採取 

対象症例 ： 東京慈恵会医科大学附属病院および附属柏病院での真珠腫性中耳炎症例、非

 



真珠腫性慢性中耳炎症例である。手術療法を受けるもののうち、同意を得られた患者から手

術中に組織を採取する。また同患者から正常コントロールとして皮膚切開部の皮膚を一部

採取する（同意を得られた患者のみ）。 

 

２．エピジェネティクス制御機構解析 

以下の方法で、ヒストン蛋白の翻訳後修飾と DNAメチル化を確認する。 

ヒストン蛋白の翻訳後修飾 ： 転写活性と密接な関係が知られるヒストン H3 に注目し

Lys9, Lys14, Lys18, Lys23, Lys27 のアセチル化及び Lys4、Lys27 のメチル化について

ヒストン修飾部位特異的抗体を用いて酵素ならびに蛍光免疫組織化学的に染色し解析を行

う。細胞からクロマチン断片を調整後、ヒストン修飾部位特異的抗体を用いて免疫沈降を

行い、回収された DNA断片の配列を次世代シークエンサーで決定後、ゲノム配列にマッピ

ングすることで解析対象の細胞内で抗体の標的修飾の局在を明らかにする。 

DNAメチル化 ： メチル化 DNA免疫沈降(組織切片上でのメチル化シトシン(5mc)や、メチ

ル化 DNA結合ドメイン(MBD)タンパク質に対する抗体を用いて免疫沈降を行う) を用いメ

チル化の程度を明らかにする。 
 
 
 
４．研究成果 

培養細胞と中耳真珠腫動物モデルを用い、エピジェネティクス制御化合物による阻害実

験を行った結果、in vitro実験では DNA 合成期の細胞数が減少する傾向を認め、in vivo実

験では中耳真珠腫幹/前駆細胞（p63 陽性上皮細胞）の減少と鼓膜組織の正常化を認めた。

以上より転写活性化と関係のあるヒストン修飾の変化をヒト中耳真珠腫検体で明らかとな

った。更に中耳真珠腫増殖起点について p-EMTの観点から解析を行なった。p-EMTは上皮細

胞が細胞間接着を部分的に失い、遊走能を得るために変化するプロセスである。後天性真珠

腫検体における EMT マーカー（N-cadherin）、細胞間接着マーカー（E-cadherin，claudin1，

claudin4，occludin）、遊走能マーカー（Snail）の解析結果より、中耳真珠腫上皮細胞の増

殖への p-EMT関与が示唆された。 

 

まとめ 

中耳真珠腫発症後の病態増悪期ではこれまで報告されている、①炎症や細菌感染で誘導

されるサイトカインネットワークによる上皮細胞および線維芽細胞の過剰増殖に加え、新

たに、②エピジェネティクス変化，③p63 発現による部分的上皮－間葉転換（partial 

Epithelial-Mesenchymal Transition: p-EMT）、による基底細胞乳頭状増殖が示唆された。

近年の創薬研究において、エピジェネティクス制御に対する直接的な阻害薬の臨床開発が

進みすでにいくつかの治療薬は市販されており、今後中耳真珠腫の根治療法に応用するこ

とを目標としている。しかし、中耳真珠腫を構成する全ての細胞動態および発現遺伝子の変

化は明らかには出来ておらず、更なる展開が期待される． 
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