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研究成果の概要（和文）：中耳粘膜は中耳生理機能維持に重要であると考えられている。そこで、ラット中耳粘膜障害
モデルにおいて、組織工学的手法を用いた中耳粘膜再生を試みた。合成ペプチドハイドロゲルを組織再生の足場に用い
、ラット中耳粘膜上皮培養細胞と配合して移植実験を行った。全細胞で蛍光タンパクEGFPを発現するトランスジェニッ
クラット由来の中耳粘膜上皮培養細胞をドナー細胞に用い、中耳粘膜を除去した中耳粘膜障害ラットに移植した。移植
後7日目、14日目、28日目においてEGFPを発現する細胞が移植部位に確認され、それらが組織学的な解析により、上皮
細胞の性質を有し、基底膜の形成、細胞間接着の形成を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Middle ear mucosa is essential in the maintenance of middle ear function. In the p
resent study, we evaluated in situ tissue engineering for the mucosal regeneration in the rat middle ear.
We prepared donor cells from SD-transgenic rats which expressed EGFP systemically. The cultured cells were
 encapsulated into the synthetic peptide hydrogel and transplanted into the middle ear of SD rats, where m
iddle ear mucosa was eliminated surgically. At 7, 14, and 28 days after transplantation, the middle ear bu
llae with transplanted cells were collected and analyzed.In many cases, EGFP expressed cells were found on
 the surface of the bone of host-middle ear bullae and retained the character of epithelial cells immunohi
stochemically. Ultrastructural analysis revealed the adhesion junction like structure between adjacent cel
ls.In conclusion, these findings suggested that transplanted donor cells had migrated into the host tissue
 and reorganized normal structure of the middle ear epithelial cells.
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１． 研究開始当初の背景 
(1)中耳伝音系が正常に機能するには振動す
る為の空間が保たれ、かつ平圧を維持するこ
とが重要である。中耳の一部である乳突蜂巣
は肺と類似した構造を持ち、その中耳粘膜が
中耳の調圧の役割を担っている（Takahashi H, 
2001）。真珠腫性中耳炎に代表される中耳疾
患の手術において病巣を十分に除去するた
めに中耳粘膜を温存することは困難な場合
が多く、それに伴って、術後に中耳腔の確保
および調圧機能の維持に障害をきたした場
合は術後形成鼓膜や上皮の再陥凹、癒着とい
った悪循環に陥り、再形成性真珠腫などの重
篤な合併症に発展する場合がある。対策とし
ては中耳腔を確保する目的にシリコン板を
留置し、空間が確保されたのちに二期的に手
術を行う段階的手術灘尾が挙げられるが、手
術を2回に分けて行うという不利益な臨床の
状況を生じており、自家の軟骨を用いて空間
を確保しようとしても間隙から鼓膜が陥凹
することもしばしばあり、この問題に対する
抜本的解決とは言えないのが現状である。中
耳粘膜欠損部への自己組織由来培養細胞の
移植による中耳粘膜組織再生の臨床応用が
可能となれば中耳手術における術後の問題
を抜本的に解決することが期待される。 
(2)合成ペプチドハイドロゲルは様々な細胞
培養に対し、三次元のミクロ環境を提供する
合成マトリックスであり、組織再生の生体内
研究への応用が報告されている（Semino CE 
et al., 2003）。用いたペプチドハイドロゲ
ル（PuraMatrixTM, BD Bioscience）は RADA、
すなわちアルギニン、アラニン、アスパラギ
ン酸、アラニンの繰り返し構造を有する 16
アミノ酸から成っており、 生体環境など１
価の陽イオン存在下で自己重合を生じ、安定
したβシート構造をとり、超親水のハイドロ
ゲルを形成する。 ポアサイズが細胞外マト
リクスと同等のナノレベルの三次元網目構
造をとり、 RADA 配列は細胞外マトリクスの
RGD 配列（アルギニン、グリシン、アスパラ
ギン酸）と類似していることから、細胞接着、
発育に有利で、 高い生体適合性と生体吸収
性を兼ね備えているという特徴も有してい
る。さらに合成ペプチドであることから未知
の感染のリスクも回避される。合成ペプチド
ハイドロゲルに被包した細胞移植は、生理的
環境下での組織再生が期待され、移植部位の
形状にこだわらない効率的な組織再生につ
ながる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)合成ペプチドハイドロゲルを用いた培養
細胞による中耳粘膜組織再生の可能性を追
求することが本研究の目的である。 
(2)ドナー細胞については全細胞で蛍光タン
パク enhanced green fluorescent protein
（EGFP）を発現するトランスジェニックラッ
ト（グリーンラット）［Sprague-Dawley 
(SD)-transgenic (TG) rat］（Japan SLC）

由来の中耳粘膜上皮初代培養細胞を用い、
EGFP をトレーサーとすることで、再生組織の
起源を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット中耳粘膜上皮細胞培養 
4～5週のグリーンラット（SD-TG rat）（♂、
90-140 g）をペントバルビタール致死量（200 
mg/kg）の腹腔内投与で安楽死させ、断頭後
に中耳骨胞を摘出後、中耳骨胞を 2-3mm に細
切し、Ⅰ型コラーゲンでコートされた培養皿
上で組織片培養法（Moon SK et al., 2000）
により培養した。培地組成は Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco)
と Bronchial Epithelial Cell Growth Medium 
(BEGM) (Lonza)の 1:1 混成とし、添加因子に
hydrocortisone (0.5μg/ml), insulin (5.0
μ g/ml), transferrin (10 μ g/ml), 
triiodothyronine (6.5ng/ml), epidermal 
growth factor (0.5ng/ml), retinoic acid 
(0.1ng/ml), epinephrine (0.5 μ g/ml), 
gentamycin (50μg/ml) ,  amphoterisin B 
(50ng/ml)を用いた。環境設定は 37℃、5% CO2 
とし、培地交換は 1日おきに行った。免疫組
織化学的解析用の細胞はサイトスピン法
（800 rpm, 2 min）により収集し、抗
pancytokeratin 抗体（上皮系マーカー）、抗
vimentin 抗体（間葉系マーカー）を用いて解
析した。 
(2)移植の実際 
①中耳粘膜障害モデル 
レシピエントに 6～7 週の SD ラット（♂、
150-160 g）をペントバルビタールの腹腔内
投与（35mg/kg）による鎮静下に耳介後部か
ら中耳骨胞に到達後、手術用ドリルで小孔を
作成し、手術的に中耳粘膜を剥離除去した。
粘膜剥離の確認は免疫組織化学法で評価し
た。ペントバルビタール致死量を腹腔内投与
し、安楽死させ、断頭後に中耳骨胞を摘出し、
4% paraformaldehyde (PFA)/ phosphate 
buffered saline (PBS)を用いて固定した。
10% ethylenediaminetetraacetic acid で 1
週間脱灰後、パラフィンに包埋し、5µm の連
続切片を作成し、免疫組織化学法により中耳
粘膜剥離の確認を行った。 
②移植群 
以下の移植群を作製した。それぞれ右耳に移
植を行い、左耳はコントロールとした。 
i)細胞＋培地＋ハイドロゲル（n=9） 
  0.5×106 cells/ml (0.5 X 105 cells/ ear) 
ii)細胞＋培地＋ハイドロゲル（n=9） 
1.0×106 cells/ml (1.0 X 105 cells/ ear) 
iii)細胞＋培地（n=3） 
1.0×106 cells/ml (1.0 X 105 cells/ ear) 
③免疫抑制 
移植後の免疫抑制はFK-506（Astellas Pharma 
Inc.）0.32mg/kg を 1 週間に 5 日間投与、2
日休薬のスケジュールで反復投与（筋注）し
た。なお、移植後は抗菌剤として Penicillin 
G (22 U/g/day) を連日投与した。 



(3)移植後の解析 
移植後 7、14、28 日目に移植後の解析を行っ
た。ペントバルビタール致死量を腹腔内投与
し、安楽死させ、断頭後に中耳骨胞を摘出し、
凍結標本を作製した。フィルム法により 5µm
の連続切片を作成し、免疫組織化学法用サン
プルの固定は 4% PFA/ PBS を用い、電子顕微
鏡用サンプルの固定は2.5% glutaraldehyde/ 
PBS を用いた。免疫組織学的解析に上皮系マ
ーカーとして抗 pancytokeratin 抗体（上皮
系マーカー）（Novocastra）、間葉系マーカー
として抗 vimentin 抗体（Dako）、リモデリン
グマーカーとして抗 collagen type III 抗体
（Abcam）、基底膜のマーカーとして抗
collagen type IV 抗体（LSL）、細胞間接着
マーカーとして抗 E-cadherin 抗体（BD 
Biosciences）を用い、機能解析として PAS
染色による粘液産生能の確認を行った。また、
形態学的解析には走査型顕微鏡及び透過型
顕微鏡を用いて観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1)ドナー細胞の検定 
グリーンラット由来の中耳粘膜上皮培養細
胞は、上皮細胞に特徴的な敷石状の形態を示
し、第 3代まで形態学的に問題なく安定した
増殖が得られ（倍加速度：22.1hr）、免疫組
織化学的にも pancytokeratin 陽性且つ
vimentin 陰性で上皮系の細胞であることが
示された。また、第 3 代継第細胞まで EGFP
の発現も十分であった。 
(2)レシピエントの検定 
粘膜を剥離した中耳腔内面において、パンサ
イトケラチン陽性細胞は認めず、ビメンチン
陽性細胞が認められ、中耳内腔面において粘
膜下組織を残して目的とする中耳粘膜は十
分に剥離除去されていることが示された。  
(3)移植成績 
細胞＋培地＋ハイドロゲル移植群において
移植部位に EGFP を発現する細胞群が認めら
れ、0.5 X 105 cells/ ear 移植群で 88.9%と
良好な結果だった。ハイドロゲルを用いずに
移植したコントロール群では移植部位に
EGFP を発現する細胞群は確認されなかった。
免疫組織化学法による解析では EGFP 陽性部
位 の 細 胞 は pancytokeratin 陽 性 且 つ
vimentin 陰性で上皮系の細胞であることが
確認でき、粘膜下の collagen type III 陽性
領域は移植後 14 日目がピークであり、活発
なリモデリングが示唆された。また、移植後
7日目で移植細胞直下に collagen typeIV 陽
性部位が認められ、基底膜の形成が移植後早
期に形成されることが示唆され、さらに同時
期の移植細胞間はE-cadherinが陽性であり、
電子顕微鏡を用いた解析でも透過型顕微鏡
でアドヘレンスジャンクション様の構造が
確認された。同部位の走査型顕微鏡による観
察では微絨毛に囲まれた多角形の細胞形態
を示し、中耳粘膜上皮細胞に特徴的な像が得
られた。また、機能解析では PAS 染色で陽性

部位が認められ、中耳粘膜の機能を有してい
ることが示唆された。 以上の結果から、合
成ペプチドハイドロゲルを中耳粘膜上皮細
胞移植の足場に用いた場合、高率に移植細胞
が生存できる可能性が示唆され、移植後 7日
目の段階で基底膜の形成、アドヘランスジャ
ンクションの形成が示唆され、移植後早期に
おいて移植細胞による組織再生がもたらさ
れる可能性が考えられた。中耳粘膜欠損に対
するペプチドハイドロゲルを足場とした細
胞治療は本動物実験モデルにおいて有効で
あることが示唆された。  
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