
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年４月８日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：耳管閉塞およびインフルエンザ菌による慢性中耳炎症マウスモデ

ルを用いて、中耳慢性炎症病態における IL-17 産生 T細胞の動態につき検討した。BALB/c

マウスを用いて、中耳炎モデル作成後３日目、１４日目、２ヶ月目に中耳貯留液、中耳粘

膜および側頭骨を採取し、中耳貯留液中の IL-17 濃度の測定、中耳粘膜下のリンパ球のフ

ローサイトメトリーによる解析および IL-17mRNA の発現につき解析を行った。中耳粘膜に

おいて、Th17 細胞および IL-17 産生γδT細胞の増加を急性期から慢性期に認め、中耳貯

留液中の IL-17 濃度においても２週間目から２ヶ月の慢性期に至るまで、明らかに対照群

と差を認めた。中耳粘膜の単核球細胞の IL-17mRNA の表出も、対象群と比して明らかな強

発現を認めた。中耳粘膜における Th17 細胞や IL-17 産生γδT細胞が中耳局所の慢性炎症

に関与している事が推測された。 

 
研究成果の概要（英文）：Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) is considered 
a major pathogen underlying middle ear infection. This study aimed to 
investigate the dynamics of IL-17 in chronic otitis media induced by NTHi 
in Balb/c mice. NTHi was injected into the tympanic bulla with Eustachian 
tubal obstruction. Middle ear effusions and tissues were collected at day 
3, 14, 2 month after injection. The concentration of IL-17 in middle ear 
effusions eleveated significantly during experiments when compared to 
control. IL-17 producing  T cells and Th17 cells were also increased 
up to 6 months in the middle ear. Based on these findings, IL-17 producing 
T cells existed in chronic state of otitis media, and may play some role 
for modification of chronic inflammation in the middle ear.   
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１．研究開始当初の背景 

 急性中耳炎は小児に好発するがたびたび
遷延化し、慢性の経過をたどり治療に難渋
する場合を認める。急性中耳炎の起炎菌に
おいて、肺炎球菌、インフルエンザ桿菌、
モラキセラカタール菌が最も多く検出され
ている事はよく知られているが、過去にお
いては無菌性中耳炎と考えられていた滲出
性中耳炎においても、現在では慢性中耳炎
症性疾患と見なされており、細菌のバイオ
フィルム形成や粘膜組織内寄生に伴い、通
常の細菌検査では検出されない状態での慢
性感染性炎症が持続している事が報告され
ている。今までの報告において、反復性滲
出性中耳炎により、中耳粘膜下にリンパ球
の集簇を認めることはすでにヒト小児の剖
検例において証明されているが、どのよう
な機序により慢性炎症が修飾されたり制御
されているか不明である。 
２．研究の目的 

 炎症性疾患の発症・病態形成には、組織
に遊走する炎症細胞や組織炎症巣に存在す
る活性化 T細胞が大きな役割を担っており、
T 細胞が産生するサイトカインはカスケー
ドを形成し、さまざまな Th 細胞が複雑に炎
症像を修飾している。IL-17 は新しく確立
されたサイトカインファミリー分子であり、
IL-17 は IL-6、TNF-といった炎症性サイ
トカイン、ケモカインの産生誘導や、matrix 
metalloprotease の誘導による細胞の組織
浸潤や組織破壊を調整しており、IL-17 サ
イトカインを分泌するTh17細胞やγδT細
胞からも多量の IL-17 が産生される事が知
られている。現在、Th17 細胞は自己免疫性
慢性炎症病態との関連が示唆されており、
慢性関節リウマチ、クローン病や潰瘍性大
腸炎といった炎症性腸疾患に関与している
との報告がなされているが、最近では、Th1、
Th2 細胞とは対照的に、Th17 細胞は炎症局
所に好中球遊走を促すことにより、細胞外
寄生菌に対する防御に重要な働きを持つこ
とも報告されているが、慢性中耳炎症病態
における IL-17 の関与についての検討はほ
とんど認めない。今回、当科において確立
された耳管閉塞およびインフルエンザ菌に
よる慢性中耳炎症マウスモデルを用いて、
IL-17 を中心とした中耳慢性炎症病態にお
ける IL-17 産生 T細胞の動態につき検討し
た。 
 
３．研究の方法 
１）マウスモデル作成 
 SPF 下にて飼育した、雄性、BALB/cNSea
マウス 5週令を用いた。今回中耳炎誘導に
用いたインフルエンザ菌は、当科臨床にて
中耳貯留液より分離されたものであり、

serotypeおよびX因子V因子にて確認を行
い、非莢膜型のインフルエンザ菌
（nontypeable）と同定している。インフル
エンザ菌をチョコレート寒天培地にて１８
時間培養後に回収し、生理食塩水にてイン
フルエンザ菌懸濁液を作成後、OD600 にて
吸光度測定した後に、細菌濃度を１０９cfu
／ml になるように調製した。ペントバルビ
タール麻酔後に、下顎後方皮膚切開し、顕
微鏡下に中耳骨胞を明視下に置き、耳管を
切断後にゲルホルムを挿入し耳管閉塞を施
行後、２９G針にて２個の小孔を作成し、
インフルエンザ菌１０７cfu を中耳腔に注
入した。中耳炎モデル作成後３日目、１４
日目、２ヶ月目に、マウスから試料を採取
している。耳管閉鎖およびインフルエンザ
菌注入を行わない非処置マウスを対照群と
して用いた。 
２）試料採取と処置 
 鼓膜切開後に、経鼓膜的に生理食塩水に
て中耳洗浄液（200 l）を採取し、中耳洗
浄液を遠心後に上清を分離、中耳洗浄液中
の IL-17 濃度を mouse IL-17 ELISA kit に
て測定した。中耳粘膜組織における炎症反
応を調べるため、マウス中耳粘膜を顕微鏡
下にて粘膜を採取した後に、すべての中耳
粘膜を１つの試料にまとめ、コラゲネース
処置にて単核球を分離した。採取した単核
球を FITC 標識抗マウス CD4 抗体、PE 標識
抗マウスCD8抗体、Per-CP標識抗マウスCD3
抗体にて細胞表面抗原を染色し、Tリンパ
球分画につきフローサイトメトリーにて解
析を行った。また、IL-17 産生細胞を同定
するために、採取した単核球を１x１０６

cell/ml に１０％FCS 加 RPMI 培地にて調整
したのちに phorbol myristate acetate 
(PMA)(50ng/ml)および ionomycin 
(500ng/ml)を加えて４時間培養を行い、T
リンパ球を刺激することにより IL-17 産生
を誘導し、培養終了前２時間前に、細胞内
サイトカインを蓄積させる為に
Brefeldine A (10 g/ml)の追加投与を
行った。その後、FITC 標識抗マウス CD4 抗
体、Per-CP 標識抗マウス CD3 抗体、FITC
標識抗マウスγδT細胞レセプター抗体に
て細胞表面抗原を染色後にホルムアルデヒ
ド／サポニン膜透過処理にて細胞内 IL-17
の染色を、PE標識抗マウス IL-17A 抗体に
て染色し、フローサイトメトリーにて Th17
細胞、および IL-17 産生γδT細胞数の推
移について解析した。また、単核球より RNA
を抽出し、complemetary DNA を作成後に、
IL-１７A mRNA の表出についてリアルタイ

PCR
PCR の評価は、内部標準である 18 リボ

ゾーマル mRNA と中耳粘膜由来 IL-17A mRNA



の表出を、対照マウス中耳から採取した単
核球を基準として、ΔΔCT 法にて評価を行
い、その比率において各時点での中耳粘膜
由来単核球におけるL-17A mRNAの表出を計
算している。 
 
４．研究成果 
１）フローサイトメトリーによる中耳粘膜
由来リンパ球の解析 
 正常中耳では中耳由来の単核球のうち、CD
３陽性 T リンパ球は 33.6%であったが、感
染後３日目から２ヶ月までCD３陽性Tリン
パ球は漸増し、２ヶ月目においては 64.6%
が CD３陽性 Tリンパ球であった。CD3 陽性
T細胞のうち、CD４陽性 T細胞、CD８陽性 T
細胞、CD４CD８共陰性 T細胞（多くはγδT
細胞を示す）の割合を経時的に比較検討し
たところ、正常中耳粘膜では CD４CD８共陰
性 T細胞は 24.1%と低値であり、CD４陽性 T
細胞が 48.4%と優位であったが、２ヶ月目
においてはそれぞれ 35.9%と 51.4%と増加
した。一方、CD8 陽性 T 細胞は減少した。
次に、IL-17 産生細胞についてフローサイ
トメトリーによる解析を行ったが、IL-17
産生CD4陽性T細胞としてTh17細胞を同定
しているが、正常中耳粘膜では Th17 細胞は
1.1%であり、感染後３日目より著明に
IL-17 産生細胞の増加を認め、Th17 細胞は
２ヶ月目まで 7.8〜9.7%に増加した（図１）。
図１に示されるように CD4 陰性 T 細胞に
IL-17 産生細胞を多く認めているが、中耳
炎惹起後の CD4 陰性 T 細胞の多くはγδT
細胞（CD4CD8 共陰性細胞）であり、γδT
細胞中の IL-17 産生細胞について検討を行
っている。正常中耳粘膜では IL-17 産生γ
δT細胞は 2.7%であったが、感染後３日目
には 16.3%にまで上昇し、２ヶ月目まで
14.1〜19.5%に増加した（図２）。 

２）中耳貯留液中のサイトカイン濃度およ
び 中 耳 粘 膜 由 来 単 核 球 に お け る
IL-17AmRNA の表出 
 今回、中耳炎における炎症性サイトカイン
のうち、IL-17 濃度について計測を行って
いる。IL-17 において感染後３日目では平
均 13.5pg/ml であり、上昇を認めないもの
の、2 週目以降において著明に上昇し、平
均 128pg/ml であり、２ヶ月目においても
113pg/ml であった。IL-17AmRNA の表出にお
いても同様の傾向を認めており、感染後２
週目以降２ヶ月にかけて上昇しており、正
常中耳と比較して明らかな IL-17AmRNA の
表出増加を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：中耳粘膜における Th17 細胞 
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図２：中耳粘膜における IL-17 産生γδT細
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