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研究成果の概要（和文）：ヒト好酸球性中耳炎の症例より中耳貯留液を採取し、サイトカイン・アレイ法を用いて貯留
液中の炎症性タンパクを網羅的に解析した。その結果、ヒト好酸球性中耳炎症例の中耳貯留液中には、多数の炎症性タ
ンパクが有意なレベルで存在することが明らかとなった。次に、水酸化アルミニウムゲルと卵白アルブミンの混合液を
使用して、好酸球性中耳炎モデルマウスを作製した。本モデルマウスの中耳腔にはヒト好酸球性中耳炎症例でみられた
炎症性タンパクがみられ、ヒトの病態を近似していると思われた。

研究成果の概要（英文）：The middle ear effusion was collected from the patients with eosinophilic otitis m
edia. The inflammatory factors in middle ear effusion were examined by cytokine array. Multiple inflammato
ry factors were observed in middle ear effusion in patients with eosinophilic otitis media. The animal stu
dy was carried out in BALB/c mice by immunization with ovalbumin mixed with aluminum hydroxide. The mice s
howed a accumulation of eosinophils in middle ear mucosa, and had many inflammatory factors in middle ear 
cavity. The mice showed similar pathophysiology as humans with eosinophilic otitis media. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、滲出性中耳炎や慢性中耳炎として加

療されていた症例のなかに非常に難治性の症

例が存在し、臨床像が大きく異なることから

好酸球性中耳炎という独立した疾患として扱

うことが提唱されている（Nagamine H, et  

al.Auris Nasus Larynx 29:19-28,2002）。 

 好酸球性中耳炎は臨床的には非常に粘度の

高い粘液性中耳貯留液を認めることや喘息を

高頻度に合併すること、組織学的には中耳腔

に多数の好酸球浸潤を認めることが特徴とさ

れている（Iino Y. Allergol Int 

59:233-238,2010）。また、好酸球性中耳炎は

中耳腔に難治性の炎症が生じるのみでなく、

感音難聴などの内耳障害を合併することが問

題となっている(Iino Y,et al.Otol Neurotol 

31:100-104,2010)。 

 当該研究者が所属する研究室ではこれまで

に粘液性の中耳貯留液を認める滲出性中耳炎

症例においては漿液性の中耳貯留液を認める

症例に比べて中耳貯留液中のTh2型調節性サ

イトカインであるインターロイキン(IL)-10

が有意に高い濃度で検出され、IL-4とIL-5濃

度は有意な正の相関を示すことを報告してき

た（Otol Neurotol 27:1089-1093,2006）。 

 プロスタグランジンはさまざまな炎症に関

わる脂質メディエーターである。プロスタグ

ランジンの合成酵素や受容体のクローニング

が進んだことにより、その代謝経路を介した

各種病態への関与が明らかとなりつつある。

当該研究者が所属する研究室ではプロスタグ

ランジンのうちD2およびE2に注目し、これら

の合成酵素や受容体が鼻副鼻腔における好酸

球性炎症に関与することを報告してきたが、

中耳疾患に関しては未明な点が多い(J 

Allergy Clin Immunol 123:868,2010)。 

 そのなかで、当該研究者は最近、ヒト好酸球

性中耳炎症例の中耳貯留液中からはTh2型サ

イトカインのみならずIL-8などの好中球関連

因子やIL-18などDanger signal様IL-1ファミ

リー･サイトカイン、プロスタグランジンなど

が高頻度で検出されることを確認した。また、

プロスタグランジンD2を介した炎症シグナル

系によって中耳炎症が制御されていることを

明らかとした。これらの結果は、中耳炎の難

治化や好酸球性炎症の誘導にはサイトカイン

やアラキドン酸代謝産物が複雑に関与し、そ

の炎症機序の解明が好酸球性中耳炎の病態解

明に必須であることを強く示唆していると思

われ、本研究を立案した。 

 

２．研究の目的 

 これまでの成果をふまえ、今回の研究では

好酸球性中耳炎を対象として以下の検討を

行う事を目的とした。 

（１）ヒト好酸球性中耳炎症例の臨床検体を

用いてサイトカイン抗体アレイやマイクロ

アレイ解析を行い、発現しているサイトカイ

ンやプロスタグランジンなどの炎症因子を

タンパクレベル、および遺伝子レベルで網羅

的に検出する。 

（２）検出された因子について臨床経過など

との関連を調査し、臨床的意義を検討する。 

（３）臨床検体と類似した遺伝子およびタン

パク発現を示すモデルマウスの作製を試み、

in vivo での炎症シグナル経路を明らかとす

る。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト中耳サンプルにおける炎症因子の

網羅的解析 

 ヒト好酸球性中耳炎症例において治療上

の必要性から切除、または吸引除去した中耳

貯留液、中耳粘膜をサンプルとして用いた。

対照としては炎症病変を認めない人工内耳

埋め込み手術症例の中耳サンプルを用いた。

市販されているサイトカイン抗体アレイ、

DNA マイクロアレイにてサンプルの解析を行



い、サイトカインやアラキドン酸代謝産物な

ど、対照に比べて発現が亢進または低下して

いる炎症因子を網羅的に検出した。 

（２）ヒト中耳サンプルにおける各炎症因子

の臨床病態との関連 

 アレイ解析において変化が見られた炎症

因子およびその受容体に関して遺伝子レベ

ル （ リ ア ル タ イ ム PCR 、 in situ 

hybridization）タンパクレベル（免疫組織

化学染色、ウエスタン･ブロッティング、

ELISA）での解析を行った。これらのデータ

を基にアレルギー感作の有無、アレルギー性

鼻炎や喘息などの合併の有無、治療への反応

性など臨床的所見との関連性を調べ、各炎症

因子の臨床的意義づけを行った。 

（３）好酸球性中耳炎マウスモデルの作製 

 我々が作製した好酸球浸潤を伴うアレル

ギー性鼻炎モデルマウスを参考にして中耳

腔に持続的な好酸球浸潤を呈するマウスモ

デルを作製した。好酸球性炎症誘導因子とし

ては近年、上気道アレルギー炎症の起炎物質

として注目されているブドウ球菌エンテロ

トキシンや OVA などを使用した。作製された

モデルマウスは炎症因子発現解析を行い、ヒ

ト臨床検体から得られたデータとの整合性

を検証し、モデルとしての適格性を検証した。 

（４）マウスモデルでの好酸球性炎症機序の

解析 

 ヒト臨床検体で検出された炎症因子に関

して、中和抗体やそれぞれの受容体の阻害剤

などをモデルマウスに投与し、中耳腔におけ

るサイトカイン・ケモカイン(IL-4、IL-5、

IL-13、RANTES、Eotaxin など)などの発現量

を測定し、組織学的評価を行った。 

 

４．研究成果 

 ヒト好酸球性中耳炎の症例より中耳貯留

液を採取し、サイトカイン・アレイ法を用

いて貯留液中の炎症性タンパクを網 羅 的 に

解析した 。その結果、好酸球性中耳炎症例

の中耳貯留液中には IL-1β、IL-1ra、IL-1α、

IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7 、IL-10、

IL-13、IL-15、IL-16、Angiogenin、PARC、

monocyte chemotactic and activating 

factor、macrophage inflammatory protein-3

α 、 neutrophil-activating protein-2 、

macrophage inflammatory protein -1δ、

Insulin-like growth factor binding  

protein-1、Macrophage-derived chemokine、

Eotaxin-2、Tumor Necrosis Factor-α、Tumor 

Necrosis Factor - β 、 Leptin 、 Bone 

morphogenetic protein 4 、 Monocyte 

chemotactic protein 2 、 thymus and 

activation-regulated chemokine 、

Macrophage-colony stimulating factor 、

Fit-3 Ligand、stem cell factor、Ciliary 

Neurotrophic Factor 、 Fractalkine 、

Granulocyte Macrophage colony - 

stimulating Factor、Insulin-like growth 

factor I など、多数の炎症性タンパクが有意

なレベルで存在することが明らかとなった。

マウスに対して水酸化アルミニウムゲルと

卵白アルブミンの混合液を腹腔内投与する

ことにより卵白アルブミン感作マウスを作

製した。卵白アルブミン感 作 マウスの中耳

腔に卵白アルブミンを経鼓膜投与すること

によって、マウス中耳腔に好酸球の浸潤を認

めた。より強い好酸球浸潤の発現を目指して、

卵白アルブミンの投与回数や投与濃度の検

討を行ったところ、感作後 1週間の時点で卵

白アルブミンを経鼓膜的に３日間連続投与

した場合で、中耳腔に強い好酸球浸潤を認め

た。ヒト好酸球性中耳炎症例の中耳腔には

IL-4、IL-5、IL-13 などの Th2 型サイトカイン

が高い濃度で存在していることを確認して

いたため,卵白アルブミン感作マウスの中耳



腔を洗浄し、それらのサイトカインを PCR 法

および ELISA 法にて定量した。その結果,コ

ントロール群と比較して、好酸球浸潤マウス

では中耳洗浄液中にTh2型サイトカインの有

意に高い発現を認めた。しかし、卵白アル

ブミン感作マウスの中耳洗浄液中のTh2型サ

イトカイン濃度はヒト好酸球性中耳炎症例

の中耳腔で発現しているにTh2型サイトカイ

ンと比較すると低値で、炎症性サイトカイ

ン濃度の観点からも本モデルマウスは好酸

球性中耳炎の病態を十分に反映していると

考えるにはアレルギー性炎症惹起が不 十 分

と思われた。 
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