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耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会会則

1）本会を耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会と称し、耳鼻咽喉・頭頸部ならびに関連する領域の
神経組織・生理・薬理・生化学・免疫・分子生物・遺伝など生体のホメオスターシス維持に関す
る機構の、基礎的、臨床的研究の推進と若手研究者の育成を図り、会員相互の交流親睦を促進す
ることを目的とする。

2）本会の事務連絡所を関西医科大学　耳鼻咽喉科・頭頸部外科教室（大阪府枚方市新町二丁目五番
一号）におく。

3）本会の目的を遂行するために次の事業を行う。
1　年１回の研究会を開催する。
2　会誌を発行する。
3　その他。

4）会員は所定の手続きを経て入会し、本会の事業に参加する。他に賛助会員をおくことができる。
5）本会には世話人代表１名、世話人および幹事若干名、年次会長１名をおく。（任期は年次会長は1

年、他は３年とする）
世話人会は会の運営に当たり、幹事は世話人を補佐し、年次会長は年次研究会を主催する。

6）本会の会費
本会の経費は会費およびその他の収入をもってあてる。
本会の会計年度は４月１日より翌年３月末とする。

7）本会則は平成28年８月27日より適用する。
以上

耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会
世話人代表・・・岩井　　大（関西医大）
世話人・・・・・高野　賢一（札幌医大)　　松原　　篤（弘 前 大)　　山田武千代（秋 田 大)　

欠畑　誠治（山 形 大)　　香取　幸夫（東 北 大)　　太田　伸男（東北医薬大)　
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平野　　滋（京府医大)　　猪原　秀典（大 阪 大)　　土井　勝美（近 畿 大)
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倉富勇一郎（佐 賀 大)　　高橋　晴雄（長 崎 大)　　鈴木　正志（大 分 大)　
折田　頼尚（熊 本 大)　　東野　哲也（宮 崎 大)　　黒野　祐一（鹿児島大)
鈴木　幹男（琉 球 大)　　野中　　学（東女医大）

順不同 

幹事・・・・・・・・・・北尻　雅則（関西医大)　八木正夫（関西医大）
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注）表紙の図は、吉川正英先生の本誌掲載の図を使用しました。



第36回耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会を終えて

第36回耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会会長
奈良県立医科大学　耳鼻咽喉・頭頸部外科学

北　原　　糺

平成30年の第36回耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研究会を、例年通り8月最終週土曜日の大

阪で、奈良県立医科大学　耳鼻咽喉・頭頸部外科学教室の担当にて開催させていただきました。

本研究会は、耳鼻咽喉科領域の基礎および臨床研究を通じて、耳鼻咽喉科学の進歩向上に貢

献することを目的とし、昭和58年に設立された歴史ある研究会です。設立当時の「頭頸部自律

神経懇話会」という名称は、昭和から平成への時代の移り変わりととともに現在の「耳鼻咽喉

科ニューロサイエンス」となりましたが、1日、1会場、大阪開催という形式は現在もそのまま

踏襲されています。はからずも当大学が平成30年、平成最後の本研究会を担当させていただく

ことになりましたが、一般演題23題、参加者110名と例年より多くの先生方にご参集いただき、

新しい時代に向けて活気あふれる会になりました。ご参加いただいた皆様、関係者の先生方に

厚く御礼申し上げます。

一般演題ではまず、めまいの臨床検査と基礎研究の群で幕が開け、難聴、嗅覚、そして頭頸

部腫瘍分野と、充実した内容の演題で構成された6群が、各群座長により手際よく進行されま

した。とくに、嗅覚の群は海外からの留学生による英語発表2演題を含んでおり、今後English 

Sessionの群を設ける企画が必要になるかも知れません。

ランチョンセミナーおよび特別講演には本研究会にふさわしい内容のものと考えまして、奈

良医大・病原体・感染防御医学・教授　吉川正英先生に「ここまで進んだ再生医学～多能性幹

細胞から内耳有毛細胞への分化誘導法も含めて～」として内耳を含めた再生医学の歴史と展望

を、同じく奈良医大・微生物感染症学・教授　矢野寿一先生に「抗菌薬を大事に使おう～耐性

菌の検査からその対策まで～」として耳鼻科領域を含めた耐性菌の問題を、ご講演いただきま

した。お二方とも基礎医学の先生方ですが、耳鼻科領域に造詣の深い先生方ですので、本文を

ご参考にしてください。

平成30年のノーベル生理学医学賞に、京都大学特別教授の本庶　佑先生ら2名が「免疫

チェックポイント阻害因子の発見とがん治療への応用」で受賞されました。本研究会が耳鼻咽

喉科ニューロサイエンス分野の研究レベルの底上げに寄与し、実臨床に直結する素晴らしい研

究成果を生み出す礎になることを祈念しています。



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　開　催　日　　　　　　　　会　　長
第 1 回　　頭 頸 部 自 律 神 経 懇 話 会　　昭和 58 年 8 月 27 日 
第 2 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　昭和 59 年 8 月 18 日 
第 3 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　昭和 60 年 8 月 24 日 
第 4 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　昭和 61 年 8 月 23 日 
第 5 回　　頭 頸 部 自 律 神 経 研 究 会　　昭和 62 年 9 月 5 日　　熊澤　忠躬（関西医大）
第 6 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　昭和 63 年 8 月 27 日　　松永　　亨（大阪大学）
第 7 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 1 年 8 月 26 日　　戸川　　清（秋田大学）
第 8 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 2 年 8 月 25 日　　石井　哲夫（東女医大）
第 9 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 3 年 8 月 24 日　　進　　武幹（佐賀医大）
第 10 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 4 年 8 月 22 日　　熊澤　忠躬（関西医大）
第 11 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 5 年 8 月 28 日　　高坂　知節（東北大学）
第 12 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 6 年 8 月 27 日　　西村　忠郎（保健衛生大）
第 13 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 7 年 8 月 19 日　　坂倉　康夫（三重大学）
第 14 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 8 年 8 月 31 日　　大山　　勝（鹿児島大）
第 15 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 9 年 8 月 30 日　　小宮山荘太郎（九州大学）
第 16 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 10 年 8 月 22 日　　中井　義明（大阪市大）
第 17 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 11 年 8 月 21 日　　齋藤　　等（福井医大）
第 18 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 12 年 8 月 26 日　　山下　敏夫（関西医大）
第 19 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 13 年 8 月 25 日　　久保　　武（大阪大学）
第 20 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 14 年 8 月 24 日　　洲崎　春海（昭和大学）
第 21 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 15 年 8 月 23 日　　阪上　雅史（兵庫医大）
第 22 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 16 年 8 月 28 日　　山下　裕司（山口大学）
第 23 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 17 年 8 月 27 日　　細井　裕司（奈良医大）
第 24 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 18 年 8 月 26 日　　武田　憲昭（徳島大学）
第 25 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 19 年 8 月 25 日　　湯本　英二（熊本大学）
第 26 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 20 年 8 月 23 日　　山根　英雄（大阪市大）
第 27 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 21 年 8 月 29 日　　友田　幸一（関西医大）
第 28 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 22 年 9 月 11 日　　大森　孝一（福島医大）
第 29 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 23 年 8 月 27 日　　暁　　清文（愛媛大学）
第 30 回　　耳鼻咽喉科ﾆｭｰﾛｻｲｴﾝｽ研究会　　平成 24 年 8 月 25 日　　森　　　望（香川大学）
第 31 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 25 年 8 月 24 日　　池田　勝久（順天堂大学）
第 32 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 26 年 8 月 30 日　　石川　和夫（秋田大学）
第 33 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 27 年 8 月 29 日　　丹生　健一（神戸大学）
第 34 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 28 年 8 月 27 日　　三輪　高喜（金沢医大）
第 35 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 29 年 8 月 26 日　　岩井　　大（関西医大）
第 36 回　　　　　　　　〃　　　　　　　　平成 30 年 8 月 25 日　　北原　　糺（奈良医大）
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ここまで進んだ再生医学
―多能性幹細胞から内耳有毛細胞への分化誘導法も含めて―

吉川　正英

奈良県立医科大学　病原体・感染防御医学

　このたびは、耳鼻咽喉科ニューロサイエンス研
究会にて講演の機会をいただいたので、表記のよ
うな身の程知らずの大それたタイトルで話をさせ
ていただいた。ここに要旨を述べさせていただく。
　幹細胞とは、自身と同じ細胞を作る能力（self-
renewal）と少なくとも 1 種類以上の自身と異なる
細胞を作る能力を併せ持つ細胞である。幹細胞に
は、全能性から多能性幹細胞、さらに分化領域幅
は狭くなるが原則として組織関連細胞に分化し得
る組織幹細胞に分類できる。私は、消化器内科医
として歩んできたが、平成 10 年（1998 年）の異
動を機に、新たに ES 細胞という幹細胞に興味を
持った。当時は ES 細胞という語は一般の人々だけ
でなく医療者にもなじみは無かった。実際には万
能（全能）ではなく多能性幹細胞であるが、たま
にニュースで流れる際には万能細胞と呼ばれてい
た。
　ES 細胞は発生受精卵の内部細胞塊より樹立され
た細胞で、マウスでは 1981 年に樹立された１）。こ
の ES 細胞は、これを胚盤胞に注入すると、胚の発
生に寄与して生殖細胞系列をも含んでキメラマウ
スが形成される。このキメラ形成能と相同遺伝子
組み換え技術を用いて、いわゆるノックアウトマ
ウス作成に使われてきた。1998 年には、米国でヒ
ト ES 細胞が樹立２）、日本でも 5 年遅れて 2003 年
に京都大学再生医学研究所の中辻憲夫氏らにより
作成され、新たな期待が医療現場に生まれてきて
いた。当時の雑誌（実験医学 21 巻 (8) 編集：中辻
憲夫、岡野栄之）をみると、「再生医療へと動き始
めた幹細胞研究の最先端」とのタイトルが付され
ている。

　ES 細胞は、胚盤胞に注入すると生殖細胞も含め
た全種類の細胞種への分化が可能である。しかし、
実際に in vitro ではどうであったかと、新ミレニ
ウム以前の当時の報告をみると、神経細胞・色素
細胞・ケラチノサイト・脂肪細胞・筋細胞・血液
系細胞への分化誘導に成功したというもので、す
なわち、すべてが外胚葉あるいは中胚葉系細胞へ
の分化報告であった。胚体内胚葉系細胞種への分
化は明確には確認されていなかった。当時、消化
器官などの胚体内胚葉系細胞種への分化が簡単で
はなかったのは次のような理由によると考えられ
る。消化器官は内胚葉性上皮と臓側中胚葉に由来
する間充織より主に構成され、肝臓や膵臓などの
消化器関連臓器も、原始の腸管内胚葉のそれらの
臓器への予定領域を原基として、間充織との相互
作用で形づくられていく。この過程に、さらに神
経冠細胞などの migration も加わり、内・中・外
の全胚葉成分を構成要素とする機能体（臓器）が
完成する、というすこし複雑な設計図が必要であっ
たからではないかと思われる。
　私たちも、マウス ES 細胞を用いてドーパミン
産生神経細胞への分化に成功し３）、マウスのパー
キンソンモデルでその有用性を報告した（図１最
初）が、次のテーマとして、消化器内胚葉系細胞
への in vitro 分化誘導を試みることにした。未分
化 ES 細胞を 2 次元で培養する方法が主流であった
が、丹羽仁史先生（現在、熊本大学発生医学研究
所、教授）の助言をいただき、培養皿の蓋に ES 細
胞を含む培養液滴を付着させ（hanging drop）、3
次元的で in vivo 分化に近い状態を再現する方法
を導入した。培養 5 日後には、培養液滴の底に発
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生 6 日胚であるマウスの円筒胚に酷似した形態を
示す細胞凝集塊ができる。このような細胞塊は胚
様体（EB：embryoid body）とよばれ、内外２層
の細胞層からなる中空細胞塊で、外層は臓側内胚
葉、内層は原始外胚様に相当する。胚様体からは、
これ以上の形態形成は起こらないが、少なくとも
初期胚発生を真似ることができる。この EB 形成
法を使用したところ、肝細胞様細胞４）、数 mm 程
度と微小ながら上皮や筋層とともに筋層間神経細
胞を備えた腸管様構造体５）、インスリン産生細胞６）

等の分化誘導に成功した。（図１）
　ES 細 胞 の 分 化 研 究 が 進 む 一 方 で、 初 期 化

（reprograming）の研究も進んできていた。オタ
マジャクシの体細胞核をカエルの除核受精卵に移
植したところ、正常なカエル成体に発生しうるこ
とを証明した Gurdon 氏の 1962 年の報告７）か
ら 30 数年を経て、大型哺乳動物にも研究は進み、
1996 年 7 月には英国 Roslin 研究所では Wilmut
氏によりクローン羊 Dolly が誕生した８）。大型哺
乳動物でもクローン動物が作成され得たことは、
科学的側面のみならず多方面の関心を大いに集め
ることとなった。山中伸也先生による iPS 細胞が
発表されるまでの 10 年間は、受精卵を使用すると
いう倫理的な問題が残るもののヒトクローン胚を
使った再生医療が模索される時期であった。
　このような中で iPS 細胞が誕生した。2006 年に
マウスで９）、そして翌年にはヒトで 10）iPS 細胞作
製が報告された。24 の候補転写因子の中から、巧
妙にも 4 つの遺伝子が決定され、それらが幸運に
もマウスでもヒトでも同じ結果であった。この iPS
細胞の誕生が、いかほどの大きな意義を有するか
周知のことであろう。この偉業に引っ張られる格
好で国も協力体制を整えてきたのが現在である。
　ヒトに初めて使われたのは神戸理研・高橋政代
氏らによる加齢黄斑変性に対する自己 iPS 細胞由
来網膜色素上皮シート移植である 11）。懸念された
腫瘍形成なども無く安全であることが報告されて
いる。さらに、サルへのヒト ES 細胞由来網膜組織
を移植研究もなされており、この先にはヒトへの
iPS 由来網膜組織の使用も考えられる。また、京
都大学・高橋淳氏らは、パーキンソンモデルのサ
ルの被殻へのヒト iPS 由来ドーパミン産生細胞の

図 1. ドーパミン産生細胞誘導とパーキンソンモデル
マウスへの移植による行動改善

図 1. 心筋細胞（矢印）の近傍の肝細胞様細胞塊

図 1. 蠕動様運動をする腸管様の組織

図 1. 膵島様構築とインスリン産生細胞
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移植研究 12）を経て、本年（平成 30 年）7 月には、
ヒトに対する iPS 細胞を用いたパーキンソン病に
対する医師主導治験の年内開始を報道発表した。
さらに、8 月には同大・江藤浩之氏らも再生不良性
貧血患者を対象とする iPS 細胞由来血小板の自己
輸血に関する臨床研究の審査申請を公表した。
　2015 年に発足した国立研究開発法人・日本医療
研究開発機構（AMED）13）では、iPS 細胞研究所（所
長 山中伸弥）を中核拠点とし、A および B 拠点を
構成して、再生医療実現拠点ネットワークプログ
ラムが進行中である。A 拠点は、脊髄損傷・脳梗
塞の再生医療（慶應義塾大学・岡野栄之）、パーキ
ンソン病・脳血管障害機能再生 ( 京都大学・髙橋淳 )、
視機能再生（理化学研究所・髙橋政代）、心筋再生
治療 ( 大阪大学・澤芳樹 ) である。また、B 拠点
は、培養腸上皮幹細胞を用いた炎症性腸疾患に対
する粘膜再生（東京医科歯科大学・渡辺守）、代謝
性臓器の創出技術開発（横浜市立大学・谷口英樹）、
NKT 細胞再生によるがん免疫治療技術開発（理化
学研究所・古関明彦）、軟骨疾患再生治療法の開発

（京都大学・妻木範行）、次世代型膵島移植療法の
開発（東京大学・宮島篤）である。　
　ところで、若い研究者たちの躍進も顕著である。
機能的臓器には血管構築は不可欠であるが、血管
内皮細胞や間葉系幹細胞の使用を経て、iPS 由来細
胞のみから臓器芽組織を形成する試み（横浜市大、
武部氏）14）や消化管幹細胞の同定から癌幹細胞あ
るいは癌進展機構の解明（慶応大・佐藤氏）15、16）

など目を見張るものがある。iPS 細胞は、学問上の
大きな breakthrough ではあるが、それに加えて
さらに、３次元培養技術の進歩、CRISPR-Cas に
よる遺伝子編集技術の開発、組織幹細胞科学の進
歩が、相乗して再生医学および再生医療の推進力
となっている。
　最後に、内耳に関する最近の話題について述べ
る。大島氏による ES および iPS 細胞から内耳有
毛細胞様細胞の誘導が報告 17）されたのは記憶に新
しい。神戸理研の笹井氏は、多能性幹細胞から網
膜様組織 18）や脳様組織 19）などが構築されること
を報告するなかで、分化して将来にはある組織を
構築しようとする分化過程の細胞たちに内在する
組織構築力を引き出すのに３次元培養が有用であ

ることを明らかにした 20）。眼胚様組織が構築され
るのと同様に、内耳感覚上皮も３次元培養にてマ
ウスおよびヒトの多能性幹細胞から誘導されるこ
とが Hashino 氏および Koehler 氏（図２）によ
り報告された 21，22）。in vivo 発生を in vitro では

あるが 3 次元培養を用いて上手に類似的再現をは
かったものである。方法と結果の概要を図３に示
す。感覚上皮層下には神経線維が密に侵入しシナ

プスも構築されている事実には驚嘆するが、コル
チ器様ではなく Macula-like 構造であり、I 型様の
有毛細胞もまだできていないようである。私の小
研究室でも、マウス ES 細胞から、できるだけ簡単
に内耳有毛細胞を誘導できないかと考え、HIST2
法を開発した（図４）23）。EB を ST2 細胞の培養
上清で処理するだけの簡単な操作で約 20% の細胞
が myosin7a, myosin6, Math1, Brn3c などの有
毛細胞マーカー陽性細胞に分化し得ることを発見
した。さらに、Math1 遺伝子発現を誘導すること
24）や HIST2 と併用すること 25）で、内耳有毛細胞
様細胞の誘導効率が上がることも認めている。向
後も、この不思議で複雑な小組織内耳にある有毛
細胞の成り立ちを解明していきたいと考えている。

図 2. 表紙を飾った in vitro 内耳様組織誘導と著者（Hashino 氏
および Koehler 氏）

Volume 35 Issue
 6, June 2017

Eri Hashino, PhD, 
and Karl R. Koehler, PhD

図 3. 多能性幹細胞からの in vitro 内耳様組織の形成
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抗菌薬を大事に使おう
～耐性菌の検査からその対策まで～

矢野寿一

奈良県立医科大学微生物感染症学講座

Abstract
抗菌薬の使用による薬剤耐性菌の出現は、感染

症治療において避けることのできない問題であり、
抗菌薬の適正使用はますます重要度が増している。
本邦では、2016 年に「薬剤耐性アクションプラ
ン」が採択され、耐性菌問題は医療現場のみならず、
国を挙げて取り組むべき重要課題として取り上げ
られた。しかし、本邦でヒトに使用される抗菌薬
は約 3 分の 1 にすぎず、多くは動物用医薬品や飼
料添加物が占めている。そのような経緯から、薬
剤耐性菌の問題を含めたヒトの健康のためにはヒ
ト・動物・環境を包括的に捉える「One Health」
の考え方が必要不可欠になっている。農学や畜産、
獣医学など様々な分野と連携した感染対策が望ま
れている。

1. はじめに
これまで多くの国々において、次々と臨床応用

された抗菌薬による感染症治療が行なわれ効果を
発揮してきた。一方で、これら抗菌薬の使用と共
に、質的に変異した種々の耐性菌が出現したこと
も事実である。使用される抗菌薬の種類や量、医
療レベルの違いから、国、地域により検出される
耐性菌の種類や分離率に差はあるものの、交通機
関の発達などに伴い、各種耐性菌も世界規模で急
速に拡大するようになり、社会的に重大な問題と
なってきている。このような経緯から、本邦では、
2016 年に「薬剤耐性アクションプラン」が採択さ
れ、耐性菌問題は医療現場のみならず、国を挙げ
て取り組むべき重要課題として取り上げられた。

2. 薬剤耐性菌の問題点
薬剤耐性菌とは、抗菌薬に対して抵抗性を持っ

た菌のことであり、抗菌薬の菌への効果がない、
あるいは少なくなるという現象が生じる。現在、
米国においては、薬剤耐性菌感染症による年間死
亡者数は 23,000 人である 1)。本邦においては、年
間10,000人が耐性菌感染症により死亡しており 2)、
米国との人口比を考えると本邦の方がむしろ深刻
と言えるかもしれない。全世界では、年間 70 万人
が耐性菌感染症により死亡しているが、このまま
何も耐性菌に対し策を講じない場合、2050 年には
年間死亡者数は 1,000 万人に達すると見込まれて
いる（図 1）3)。なお、本邦における耐性菌感染症
による年間追加コストは 1,700 億円という膨大な
費用がかかっている 2)。

図 1. 世界で広がる薬剤耐性菌。2013 年現在の耐性菌による年間
死亡者数は 70 万人であるが、このまま対策がとれないと 2050
年には 1,000 万人の死亡が予想されている。( 文献 3 より）
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3. 薬剤耐性菌の検出
薬剤耐性菌を認識するには、感染部位から検体

を採取し、細菌培養検査を実施し、菌種の同定と
薬剤感受性試験を行う必要がある。感受性結果か
ら耐性菌か感性菌かの判断が可能となる。一般培
養検査手順を図 2 に示した。

細菌培養検査をすると、第 3 日目には耐性菌か
否かが判明することになる。培養検査の時間的流
れを理解しておけば、得られるべき情報が未着の
場合でも、検査室に問い合わせる等により、情報
を得ることができる。また、培養翌日の寒天培地
に発育したコロニーの特徴から菌種の推定が可能
であり、その報告を受けることで投与中の抗菌薬
が適切なものか判断材料となる。

第 2 日目から約 24 時間かけて行われる菌種同
定検査であるが、近年は質量分析装置 (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
Flight Mass Spectrometry ; MALDI-TOF/MS) 
が普及し、細菌の一部分の質量を計測することで
菌種同定が可能となっており、約 15 分で菌種が決
定される。この場合、抗菌薬の選択に有用な情報
を 1 日早く得ることが出来る。

4. 本邦で問題となっている耐性菌
本邦では近年、カルバペネム耐性腸内細菌科

（carbapenem-resistant Enterobacteriaceae; 
CRE）などの薬剤耐性菌の分離頻度上昇や医療関
連感染によるアウトブレイク事例が問題となって
いる。CRE のカルバペネム耐性メカニズムは主に
２つあり、1）カルバペネマーゼの産生、2）基質特異
性拡張型β - ラクタマーゼ（extended–spectrum 

β -lactamase; ESBL）あるいはセファロスポリ
ナーゼ（AmpC）過剰産生と外膜透過性低下との
組み合わせである。

カルバペネマーゼとは、イミペネム、メロペネム、
ドリペネムなどのカルバペネム系薬を加水分解す
るβ - ラクタマーゼの一種である。カルバペネム
系薬は外膜透過性が良好で、強力な殺菌力を主体
とした抗菌作用を示すことから感染症治療に重用
されてきた。しかしながら、カルバペネマーゼ産
生菌にはカルバペネム系薬が無効であることから、
本菌による感染症は治療において脅威となる。さ
らに、この耐性菌は多剤耐性化傾向にあり、β - ラ
クタム系薬以外の抗菌薬、すなわちアミノ配糖体
やフルオロキノロンなどにも耐性を示す株も多く、
抗菌薬療法において選択できる薬剤が全くないと
いうケースもみられる。2014 年 9 月に感染症法施
行規則が改正され、CRE による感染症は 5 類全数
報告疾患として医師からの報告が義務付けられて
いる。

5. 薬剤耐性菌を減らすために
薬剤耐性菌が増加した理由のひとつに抗菌薬の

不適切使用があげられる。この問題を解決するた
めに、2016 年に採択された「薬剤耐性アクション
プラン」では、アクションプラン目標値を定めて
いる（表 1）。賛否両論ある目標値ではあるが、「経
口セファロスポリン、フルオロキノロン、マクロ
ライドの人口千人あたりの一日使用量を 2013 年
の水準から 50% 削減」という目標値については、
我々として実行しやすい状況にある。本邦で処方
される抗菌薬のうち、経口抗菌薬の割合は 92.4%
と非常に高く、経口抗菌薬の使用量を減少させる
ことが早道と考えられる。

2017 年 7 月、厚生労働省より抗微生物薬適正使
用の手引きが発刊された 4)。この中には、感冒の
治療方法として、「感冒に対しては、抗菌薬投与を
行わないことを推奨する」と明記された（急性中
耳炎の多い乳幼児は本手引きの対象外）。感冒に対
する抗菌薬処方を減らすことが出来れば、50% 削
減の目標値に近づけると思われるが、患者サイド
からの要求で、多くの臨床医が感冒に抗菌薬を処
方していると思われる。この手引きを示すことで、

図 2. 一般細菌の培養検査手順
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患者に説明しやすくなると思われる。なお、「せき、
はな、のどの 3 症状が、急性にほぼ同時に同程度
で出現した場合、発熱の有無にかかわらず、初診
時にかぜと診断して良い」と手引きには記載され
ているが、一方で、咽頭痛を訴える患者では、急
性喉頭蓋炎、深頸部膿瘍 ( 扁桃周囲膿瘍、咽後膿瘍、
Ludwig アンギーナ等 )、Lemierre 症候群等の命
に関わる疾病が原因である可能性について注意を
促している。耳鼻咽喉科医は、これらの疾患の診
断に長けており、むしろ他科医師より率先して感
冒への抗菌薬非投与を進められる診療科といえる。

感冒に抗菌薬投与するもう一つの理由として、
肺炎への進展の予防を考慮している場合があると
思われる。しかし、あるコホートスタディで、感
冒患者に 1 万 2,255 回抗菌薬を処方すれば入院を
要する肺炎を 1 回防げると報告されている 5)。1 万
例に 1 例であれば、アナフィラキシーショックも
同様の確率で生じるので、むしろ処方による不利
益の方が大きいとも言える。

6. One Health の概念
アクションプランの目標となっている抗菌薬使

用量の削減であるが、実は我々医療従事者だけで
の対応ではどうにもならない現実がある。図 3 に
示したが、日本全体の抗菌薬販売量のうち、ヒト
用医薬品は 3 分の１に過ぎず、動物用医薬品や飼
料添加物などで占められている。さらに、国別に
家畜に対する抗菌薬投与量をみてみると、本邦で
は全体の 1.7% にすぎず、本邦の医療従事者のみで
減らせる抗菌薬量はごく僅かと言うことになる 6)。
また、環境における耐性菌問題も深刻で、例えば
インドの首都ニューデリーの上水道からカルバペ

ネム耐性腸内細菌科が分離されることが報告され
ている 7)。このようなことから、耐性菌に対する取
り組みは世界全体で取り組むべき重要課題と認識
され、「ヒト、動物、環境は相互に関連し、それら
を全て良い状態にすることで真の健康が得られる」
という One Health の概念が 2004 年に米国野生
生物保護学会から提唱された。近年、AMR 問題
が認識されるにつれ、この概念が浸透しつつあり、
我々医療従事者のみならず、獣医学や畜産学、農学、
環境学など、広い視点から様々な分野と連携した
耐性菌対策が望まれている。

おわりに
薬剤耐性菌の現状と問題点を中心に紹介した。

本邦で問題となっている CRE は耳鼻咽喉科領域に
無関係ではない。術後感染症の原因菌となること
や、病棟内で蔓延する事例もあり、決して対岸の
火事ではないことを心に留めておいていただきた
い。

文献
( 1 )CDC ,  ANTIB IOTIC  RES ISTANCE 

THREATS in the United States, 2013
(2) 厚生労働省：院内感染対策サーベイランス事業

（JANIS）2016
(3) Jim O’Neill: Antimicrobial Resistance: 

Tackling a crisis for the health and wealth 
of nations. 2014 (https://amr-review.org/
sites/default/files/AMR%20Review%20
P a p e r % 2 0 - % 2 0 T a c k l i n g % 2 0 a % 2 0
crisis%20for%20the%20health%20and%20
wealth%20of%20natinat_1.pdf)

表 1. アクションプランの目標値

図 3. 日本および国別抗菌薬使用量（文献 6 より）
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(4) 厚生労働省健康局結核感染症課：抗微生物薬適
正使用の手引き 2017
h t t p : / / w w w . m h l w . g o . j p / f i l e / 0 6 -
S e i s a k u j o u h o u - 1 0 9 0 0 0 0 0 -
Kenkoukyoku/0000166612.pdf 

(5) Meropol SB, Localio AR, Metlay JP: Risks 
and benefits associated with antibiotic use 
for acute respiratory infections: a cohort 
study. Ann Fam Med 11: 165-72, 2013

(6) 厚生労働省：厚生労働省における AMR の取組
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S e i s a k u j o u h o u - 1 0 9 0 0 0 0 0 -
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(7) Walsh TR, Weeks J, Livermore DM, 
Toleman MA: Dissemination of NDM-
1 positive bacteria in the New Delhi 
environment and its implications for human 
health: an environmental point prevalence 
study. Lancet Infect Dis 11:355-62, 2011
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フレンツェル眼鏡用小型赤外線眼振撮影システムの開発

伊東伸祐 1)、Nguyen Nghia Trong1)、將積日出夫 1)、赤荻勝一 2)、
中里　瑛 2)、牛島良介 3)、田里　博 4)、芦澤雄三 4)

1) 富山大学耳鼻咽喉科
2) 富山赤十字病院耳鼻いんこう科
3) ニューロビジネス・アドバイザ
4) ユニメック

はじめに
めまい診療において眼振、眼球運動の解析は不

可欠であり、電気眼振図（Electronystagmograph：
ENG）による記録が普及し、めまい平衡医学の発
展に大いに貢献してきた。また患者診察時の直接
的な眼振の観察としては古くからフレンツェル眼
鏡が用いられ、近年では赤外線 CCD フレンツェ
ル眼鏡が普及してきている。赤外線 CCD フレン
ツェル眼鏡は赤外線の眼球による反射を感知し、
暗視野下で眼球運動を観察、記録することができ、
臨床的意義は極めて高い１）。しかし眼鏡部の他に記
録装置や外部モニターを要する様式の製品が多い
ため持ち運びに向かず、フレンツェル眼鏡に比べ
機器が高額であることもあり、救急外来や病棟な
どの往診先、耳鼻科常勤医が不在の病院の外来な
どでは導入が十分に進んでいないのが現状である。

また急性めまいの発作時には高度の眼振が出現
するが、70％程度の症例では比較的短期間（3 日
以内程度）でめまいは軽快し眼振も減弱、消失す
るとされ 1）、大西らは眼振の頻度および緩徐相速度
は日数経過に伴い明らかな減少を来すと報告して
いる 2）。実際のめまい診療の現場においても、往診
先や出先の外来にてフレンツェル眼鏡下で眼振を
観察するもその場では記録ができず、後日 ENG や
赤外線 CCD フレンツェル眼鏡で記録を試みる頃
にはすでに眼振が消失してしまっているといった
こともよく経験するところである。

そこで我々は、すでにあるフレンツェル眼鏡に
取り付け可能な眼振記録装置の開発を行ってきた。
これまでに CMOS カメラモジュールを用いたフレ
ンツェル眼鏡取り付け型の超小型眼振撮影装置の
試作を行い 3）、フレンツェル眼鏡の豆電球の照明下
での眼振の観察・記録を実現し、フレンツェル眼
鏡用眼振撮影装置として特許（特許第 5578687 号）
を取得した。

しかし末梢性めまいにおいて眼振は視覚性に抑
制されることが知られており、暗所開眼で眼振の
観察が可能な赤外線 CCD フレンツェル眼鏡の眼
振検出率はフレンツェル眼鏡の 13.2 倍とする報
告 4）もある。我々のフレンツェル眼鏡用眼振撮影
装置に関しても赤外線光の導入を検討してきたが、
重量などの技術的な面で実現できていなかった。
しかし、近年 CMOS カメラモジュールや赤外線
発光器などの機器の小型化、軽量化が進んできた。
そこで特許を取得したフレンツェル眼鏡用眼振撮
影装置を基に、赤外線光を用いた新たなフレンツェ
ル眼鏡用小型赤外線眼振撮影システムの試作を行
うに至った。

方法
フレンツェル眼鏡用小型赤外線眼振撮影システ

ムの試作にあたり、（1）フレンツェル眼鏡の片眼
に着脱を可能とする、（2）装着時に片手での操作
を可能とする（軽量・小型化）、（3）本体に赤外線
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発光器を装備する、（4）画像のリアルタイムでの
観察を可能とする、（5）充電池を内蔵する、（6）
録画データのパソコンへの取り込みを可能とする、
以上 6 つの開発コンセプトを立てた。

まず特許を取得した装置と同様に CMOS カメ
ラモジュールを内蔵することとし、赤外線発光
器としては軽量で消費電力が少ない赤外線 LED

（940nm）を採用した。また軽量化を図るため撮影
装置にモニターは搭載せず、無線 LAN 機能によっ
て外部のパソコンやスマートフォンに映像表示す
る方式をとった。さらに電源として充電池（リチ
ウムイオン二次電池）を用いることで、コードレ
ス化するとともに約 60 分間の連続撮影を可能とし
た。装置の制作にあたっては株式会社ユニメック
の協力を得た。

結果
完成した眼振撮影装置は箱型の本体部分と円柱

形のレンズ部分から構成される（図１）。大きさ
は本体部分が横 75mm、横 48mm、奥行 30mm、
レンズ部分は直径 42mm、長さ 20mm と手のひら
に収まるほど小型であり、重量も 87g と軽量であ
る。カメラのフォーカス調整やレンズ位置の調整
が行えるつまみも実装した。

開発コンセプトの通り、市販されているフレン
ツェル眼鏡の片眼への着脱が可能であり（図 2）、
対側のレンズを遮蔽することで暗所、赤外線光下
での撮影を行うことができた。撮影された映像は
虹彩紋理を観察できる程度に鮮明であり（図 3）、
無線 LAN でパソコンに接続した状態で 640px ×
480px、30fps の AVI ファイル形式として動画の
保存が可能であった。

また、装置が軽量かつコードレス化されたシス
テムであるため、フレンツェル眼鏡に装着した状
態での片手操作が可能であり、頭位眼振検査、頭
位変換眼振検査を行っても頭部運動の支障になる
ことはなかった（図４）。さらに頭振り眼振検査な
どの比較的早い頭位変化時にも装置が脱落するこ
とはなく、装用者の使用感も通常のフレンツェル
眼鏡使用時とほとんど変化はなかった。

図1. フレンツェル眼鏡用小型赤外線眼振撮影装置(各部位の名称)
①電源用コネクタ，②レンズ位置調整用つまみ（縦軸），③レン
ズ位置調整用つまみ（横軸），④電源スイッチ，⑤フォーカス調
整用つまみ，⑥赤外線LEDライト（4個），⑦レンズ

図2. フレンツェル眼鏡への装着
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考察
フレンツェル眼鏡用赤外線眼振撮影システムの

試作を行い、6 つの開発コンセプトを実現すること
ができた。赤外線 LED を用いることで、暗所での
眼振の記録が可能になると同時に、小型化、軽量
化およびコードレス化することによって、操作性、
装用者の使用感ともに実臨床での使用に耐えうる
システムとなった。携帯、運搬が簡便なため、往
診先や出先の外来などにおいてもその場で眼振所
見を動画として記録することが可能であり、有効
な診療補助装置になると考える。

またパソコンやスマートフォンの画面にリアル
タイに映像を表示できるため同時に複数人での観

察が可能であり、医学教育の場面でも活用が期待
できる。プロジェクターを用いてスクリーンに投
影することで多人数の場面への応用もでき、学生
への講義などで頭部運動時の前庭動眼反射を実演
するといった利用法も考えられる。

今回開発したシステムでは、パソコンやスマー
トフォンでの観察には一般的な動画再生ソフトを
用いた。しかし、眼振の映像表示や記録はもちろ
んだが、眼球運動の自動解析が可能な専用ソフト
の開発が今後の課題である。

まとめ
一般的なフレンツェル眼鏡に装着して使用する、

新たなフレンツェル眼鏡用赤外線眼振撮影システ
ムの開発を行った。臨床診療や医学教育での活用
が期待され、今後もさらなる改良を継続していく。

参考文献
1）日本めまい平衡医学会 診断基準化委員会：赤

外線 CCD/C-MOS カメラによる頭位および頭
位変換眼振検査マニュアル．Equilibrium Res 
71：284-286，2012．

2）大西正樹，他：ENG 検査日の違いによる眼振
の変化について 第二報 眼振頻度および緩徐相
速度からの検討．耳鼻臨床 76：2077-2081，
1987．

3）將積日出夫，他：フレンツェル眼鏡用超小型
眼振撮影装置の試作．Equilibrium Res 70：
377，2011．

4）遠藤まゆみ，他：フレンツェル眼鏡，赤外線
CCD フレンツェル眼鏡カメラと ENG）にお
ける眼振検出率の比較．Equilibrium Res 54：
236-241，1995．

図3. 本システムで記録された眼球画像

図4. 眼振検査で使用している様子
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偏中心回転による球形嚢刺激時の眼球運動三次元解析

秋田佳名子 1)、今井貴夫 1)、Xiuwen Jiang2)、奥村朋子 1)、
大﨑康宏 1)、太田有美 1)、佐藤　崇 1)、猪原秀典 1)

1）大阪大学大学院医学系研究科　耳鼻咽喉科・頭頸部外科
2）Department of Otorhinolaryngology-Head and Neck Surgery, Sir Run Run 

Shaw Hospital, Medical College of Zhejiang University, China

はじめに
ヒトの動作時、景色は相対的に動くので、網膜

に写る景色の像のブレを防ぐために反射性眼球運
動が解発され、空間内で視線を一定に保つことに
より視力を維持する。反射性眼球運動には前庭動
眼反射（vestibule-ocular reflex、以下 VOR）と
視運動性眼球運動と呼ばれる二種類の眼球運動が
存在する。水平方向の頭部回転により誘発される
VOR や視運動性眼球運動刺激により誘発される
視運動性眼球運動には左右方向の非対称は存在し
ないが、垂直方向の頭部回転や視運動性眼球運動
刺激により誘発される眼球運動には上下方向の非
対称が存在する 1)-3)。我々は中心から離れた位置に
被験者を座らせ回転させる偏中心回転刺激により、
法線方向、接線方向の直線加速度を被験者に負荷
し、その時に誘発される耳石動眼反射を解析して
きた 4)5)。今回我々は偏中心回転による直線加速度
にて球形嚢を刺激した際に解発される垂直性眼球
運動に非対称が存在するか否かを検討した。

方法
被験者はめまいや難聴の既往のない健康成人 10

名（男性 8 名、女性 2 名、22-47 歳、中央値 33.5
歳）である。被験者は右耳下頭位で回転椅子に座
り、回転椅子の位置は、回転中心上（図 1A）、回
転軸から 90cm 後方の位置（図 1B）、回転軸から
90cm 前方の位置（図 1C）の三通りとした 6)。図
1B、C に示した椅子の位置での回転時には接線加

速度による直線加速度は頭頂―尾側方向に作用す
るので球形嚢を刺激し、解発される耳石動眼反射
は垂直性眼球運動になる。回転椅子の回転周波数
は 0.5Hz とし、最大角速度は 50°/ 秒とした。こ
の時、最大法線加速度は 0.07G、最大接線加速度
は 0.252G になる。被験者に赤外線フィレンツェ
ル（RealEyes; Micromedical Technologies, 
USA）を装着し、回転中の眼球運動を記録した。
眼球運動は我々が開発した三次元眼球運動解析シ
ステムにて解析し、axis angle を求めた 7)。axis 
angle の X 成分は回旋成分を、Y 成分は垂直成分を、
Z 成分は水平成分を反映する 8)。当研究は大阪大学
医学部附属病院の倫理委員会により承認されてお
り（No. 12095）、被験者から当研究への参加の同
意を書面で得た。

結果
10 名中、2 名の被験者にて、図 1 に示したいず

れの椅子の位置での回転時にも、眼球運動の垂直
成分に非対称を認めた。図 2 に 39 歳男性を図 1C
の椅子の位置で回転させた時に得られた眼球運動
の axis angle の Y 成分を示す。下眼瞼向き眼振は
認めたが、上眼瞼向き眼振は認めなかった。上眼
瞼向きの最大緩徐相速度は 32.1°/ 秒であり、下眼
瞼向きの最大緩徐相速度は 19.1°/ 秒であり、非対
称を認めた。他の 8 名では図 1 に示したいずれの
椅子の位置でも上眼瞼向き眼振、下眼瞼向き眼振
の両者を認め、上眼瞼向き、下眼瞼向きの最大緩
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徐相速度はほぼ同じ値であり、非対称を認めなかっ
た。

考察
垂直性の視運動性眼球運動、および、回転刺激

により誘発される垂直性 VOR には非対称が存在
することはすでに方向されている 1)-3)。今回、我々
は偏中心回転刺激に誘発される耳石動眼反射の垂
直成分に非対称が存在するかどうかを検討した。
10 名の被験者中、2 名と頻度は低いが、明らかな
非対称を認めた。図 2 に示すように上眼瞼向きの
緩徐相速度の方が下眼瞼向きの緩徐相速度に比べ
速かった。上眼瞼向きの緩徐相速度の方が速いた
め、上下方向の非対称が存在するのは視運動性眼
球運動や回転刺激に対する垂直性の VOR と同じ
結果であった 1)-3)。

是永らは垂直性の視運動性後眼振を計測するこ
とにより上眼瞼向き緩徐相、および下眼瞼向き緩
徐相に対する速度蓄積機構の働きを検討し、下眼
瞼向き緩徐相に対し速度蓄積機構は働いておらず、
上眼瞼向き緩徐相に対し速度蓄積機構は働いては
いるが個人差が大きいことを報告している 9)。垂直
性の視運動性眼球運動や VOR にて上眼瞼向きの
緩徐相速度の方が速いため生ずる上下方向の非対
称は上眼瞼向き緩徐相に対してのみ速度蓄積機構
が働いているためであると考えられる。今回の我々
の研究で 2 名にて偏中心回転刺激時に誘発される
耳石動眼反射の垂直成分に非対称が存在したのは
垂直性の視運動性眼球運動や VOR と同様に上眼
瞼向きの緩徐相に対し、速度蓄積機構が働くこと
により、緩徐相速度が大きくなったためであると
考えらえる。10 名中、2 名にしか非対称を認めな
かったのは是永らの報告にあるように上眼瞼向き
の緩徐相に対する速度蓄積機構には個人差が存在
するためであると考えられる。

図説

被験者は右耳を下にする頭位で回転椅子に座った。
(A) 回転椅子は回転中心上に存在

被験者には回転刺激のみが負荷される。
(B) 回転椅子は回転中心から 90cm 後方に存在

被験者には回転刺激に加え直線加速度刺激が負
荷され、半規管動眼反射による眼球運動と接線
加速度により誘発された耳石動眼反射による眼
球運動の向きは正反対である。

(C) 回転椅子は回転中心から 90cm 前方に存在
被験者には回転刺激に加え直線加速度刺激が負
荷され、半規管動眼反射による眼球運動と接線
加速度により誘発された耳石動眼反射による眼
球運動の向きは同じである。

Y 成分（垂直成分）を示す。下眼瞼向きの眼振は
認めるが、上眼瞼向きの眼振は認めない。
注：眼振は axis angle 表記なので，正の方向が下，
負の方向が上である。

図 1. 当研究での被験者の頭および回転椅子の位置

図 2. 図 1C の回転椅子の位置での偏中心回転により解発された
眼球運動
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動物モデルを用いた免疫組織化学的手法による
前庭代償の新しい評価法

松田和徳 1)、北原　糺 2) 、伊藤妙子 2)、佐藤　豪 1) 、福田潤弥 1) 、武田憲昭 1)

1）徳島大学医学部　耳鼻咽喉科
2）奈良県立医科大学　耳鼻咽喉・頭頸部外科

はじめに
メニエール病や前庭神経炎、めまいを伴う突発

性難聴などの疾患により一側の末梢前庭機能が低
下すると、めまいが発症し、著しい眼振や平衡障
害が生じる。しかし、このような眼振や平衡障害
は、末梢前庭機能が回復しなくても、中枢前庭系
の機能代償により次第に軽減していく。中枢前庭
系の神経可塑性に基づく末梢前庭障害の機能代償
を、前庭代償 vestibular compensation と呼ばれ
ている 1)2)

前庭代償は、前期過程と後期過程に分けられる。
前庭代償の前期過程では小脳を介して健側前庭神
経核ニューロンの自発発火が抑制されることによ
り、左右の前庭神経核ニューロンの活動性の不均
衡が是正される 3)。次の段階である前庭代償の後期
過程では、低下していた患側前庭神経核ニューロ
ンの自発発火が回復してくる 4)。これにより前庭代
償が完成する 5)（図 1）

前庭代償の完成には、患側前庭神経核ニューロ
ンの活動性の回復し、両側前庭神経核ニューロン
の均等な活動性の回復が必要であるが、これまで
に一側前庭障害後の患側前庭神経核ニューロンの
活動性の回復の程度を評価する免疫組織化学的
手法がなかった。われわれは、以前に一側内耳
破壊術後のラットに NMDA 受容体拮抗薬である
MK801 を投与すると、健側向き眼振が最出現す
る脱代償が誘発され、健側前庭神経核に Fos 陽性
ニューロンが出現することを見いだし、前庭代償
における小脳を介して抑制されていた健側前庭神
経核のニューロンを可視化できることを明らかに
した 6)。

本研究において、一側内耳破壊術ラットを前庭
代償モデル動物として用い、免疫組織化学的手法
により前庭代償後期過程である患側前庭神経核
ニューロンの活動性の回復の程度を評価する新し
い評価方法を開発する。

方法
Wistar 種系ラット（7 週齢　150 ～ 200g）を

使用した。本研究の計画および実施においては、
法令を遵守し、徳島大学動物実験管理規則に基づ
き、徳島大学　大学院医歯薬研究部　総合研究支
援センター　動物資源研究部　動物実験委員会に
おいて承認を受けている。

小動物用吸入麻酔器を用いてイソフルラン吸入
麻酔下にすべての外科的処置を行った。右耳後部
切開後に、経外耳道的に鼓膜を確認後に穿破し、図 1
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耳小骨を確認した。ツチ骨、キヌタ骨およびアブ
ミ骨を除去し、卵円窓を確認し、卵円窓経由で
27G 針やドリルで小孔を開け、リンパ液の流出を
確認後に、開放部位より 99.5% エタノールを注入
し、吸引を数回繰り返した。Sham 手術群は、耳
介後部切開のみを行った。

内耳破壊術術後 6、12 時間、1 日、2 日、3 日、
5 日、7 日、12 日、14 日において、生理食塩水お
よび 4% パラホルムアルデヒドを用いて還流固定
を行った。また、内耳破壊術術後 6、12 時間、1
日、2 日、3 日、5 日、7 日、12 日、14 日におい
て、それぞれのラットにMK801を腹腔内に投与し、
投与 2 時間後に生理食塩水および 4% パラホルム
アルデヒドを用いて還流固定を行った

本研究では、前庭代償の動物行動学的指標とし
て眼振数を用いた。ズームレンズ付き SONY 製ビ
デオカメラで眼振数を記録し、それぞれのラット
において 15 秒間の眼振数を 3 回測定した。眼振
は、内耳破壊術術後 30 分、1 時間、2 時間、3 時間、
6 時間、12 時間、24 時間 30 時間、36 時間、42
時間の時点で測定した。

前庭神経核を含む脳幹を凍結後に 30 μ m の
切片を作成した。1 次抗体に anti-Fos antibody 
(Santa Crus Biotechnology, CA, USA) を、2 次
抗 体 に anti-rabbit IgG (Medical & Biological 
Laboratories Co., Ltd., Nagoya, Japan) を用い、
発色には DAB を用いた。

結果
内耳破壊後、健側向きへの自発眼振が出現した。

内耳破壊術後 30 分で 25-35 （平均 30.08 ± 5.04）
回 /15 秒と最大値となり、その後徐々に減少し、
術後 42 時間で消失した。一方、一側内耳破壊術後
ラットに生理食塩水を投与しても眼振は出現せず
(n = 4, data not shown)、sham 手術後ラットに
MK801 を投与しても眼振は出現しなかった (n = 
4, data not shown)。

正常コントロールラット、sham 手術実施ラッ
トおよび生理食塩水を投与されたラットのいずれ
においても Fos 陽性ニューロンは前庭神経核には
ほとんど出現しなかった。内耳破壊術 6 時間後に、
Fos 陽性ニューロンは患側前庭神経核に出現し、

健側前庭神経核には出現しなかった。健側前庭神
経核に出現した Fos 陽性ニューロン数は内耳破壊
術 6 時間後に最大となり、その後徐々に減少し、
内耳破壊術 5 日後には消失した。健側前庭神経核
おいては、内耳破壊術 6 時間後、12 時間後、1 日後、
2 日後、3 日後、5 日後、7 日後、10 日後、12 日
後および 14 日後のいずれの時期においても Fos 陽
性ニューロンは出現しなかった。一方、脱代償時
における Fos 陽性ニューロンの発現状況について、
内耳破壊術 6 時間後、12 時間後、1 日後、2 日後、
3 日後、5 日後、7 日後、10 日後、12 日後および
14 日後における MK801 投与で誘導される健側前
庭神経核の Fos 陽性ニューロン数の経時的変化を
検討した。。内耳破壊術術後に MK801 を投与後の
脱代償にて誘導される健側前庭神経核の Fos 陽性
ニューロン数は、内耳破壊術1日後に最大値となり、
その後徐々に減少し、内耳破壊術 14 日後において、
MK801 投与 2 時間後には健側前庭神経核におけ
る Fos 陽性ニューロン数は正常コントロールラッ
トおよびsham手術実施ラットとほぼ同程度となっ
た。

考察
前庭神経核ニューロンは内在的なペースメー

カー活性を持っており、これに加えて前庭神経な
どからの興奮性入力により自然発火が維持されて
いる。一側内耳の前庭が障害を受けると、末梢前
庭器からの入力情報が欠如し、障害側の前庭神経
核ニューロンの自然発火は著しく低下する。それ
と同時に障害側前庭神経核ニューロンによる健側
前庭神経核ニューロンに対する両側前庭神経核間
の交連線維連絡を介した抑制が消失するために、
健側前庭神経核ニューロンの自然発火が亢進する。
このように左右の前庭神経核ニューロンの活動性
の不均衡により、眼振や平衡障害が生じ、中枢前
庭系による前庭代償機構が誘導される 4)。

前庭代償は、前期過程と後期過程に分けられる。
前庭代償の前期過程では、亢進した健側前庭神経
核ニューロンの自然発火が、前庭小脳―前庭神経
核抑制系により抑制され、左右の前庭神経核ニュー
ロンの活動性の不均衡が是正される。3)。次の段階
である前庭代償の後期過程では、低下していた障
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害側前庭神経核ニューロンの自発発火が細胞膜特
性の変化により回復し 4)、前庭代償前期過程で生じ
た健側前庭神経核への抑制がなくても左右の前庭
神経核ニューロン間の活動性の左右差が是正され、
前庭代償が完成する 5)。内耳破壊術直後より生じる
左右の前庭神経核ニューロンの活動性の不均衡に
より、眼振が生じ、前庭代償の前期過程のメカニ
ズムである前庭小脳―前庭神経核抑制系により健
側前庭神経核の活動性が抑制され、左右の前庭神
経核ニューロンの活動性の不均衡が是正されるこ
とにより、眼振は消失する。したがって、前庭代
償の前期過程である、健側前庭神経核の活動性の
抑制は、眼振数の経時的変化で評価することが可
能である（図 2）。

本研究において、最初期遺伝子である c-fos の
産物である Fos 蛋白を神経活性化のマーカーとし
て免疫組織化学的手法を行った。われわれは、以
前に一側内耳破壊術後のラットに NMDA 受容体
拮抗薬である MK801 を投与すると、健側向き眼
振が再出現する脱代償が誘発され、健側前庭神経
核に Fos 陽性ニューロンが出現することを見いだ
し、前庭代償における小脳を介して抑制されてい
た健側前庭神経核のニューロンを可視化できるこ
とを明らかにした 6)。前庭代償の後期過程では、低
下していた患側前庭神経核ニューロンの自発発火
が細胞膜特性の変化により回復し 4)、前庭代償の
前期過程で生じた健側前庭神経核への抑制がなく
ても左右の前庭神経核ニューロン間の活動性の左
右差が是正され、前庭代償が完成する 5)。つまり、

前庭代償の後期過程は、低下していた患側前庭神
経核ニューロンの自発発火の回復が不可欠である。
前庭代償の前期過程が終了した後に、患側前庭神
経核ニューロンの活動性は次第に回復し、それと
同時に健側前庭神経核ニューロンの活動性の抑制
は減弱してくる。NMDA 受容体を介した前庭小脳
―前庭神経核抑制系により抑制されていた健側前
庭神経核ニューロンは、前庭代償の後期過程が終
了前には、NMDA 受容体拮抗薬である MK810 投
与による脱代償で誘発される Fos 陽性ニューロン
として出現する。したがって、前庭代償の後期過
程である、患側健側前庭神経核の活動性の抑制は、
MK801 投与により誘導される健側前庭神経核にお
ける Fos 陽性ニューロン数の減少の経時的変化で
評価することが可能である（図２）。

まとめ
本研究で、前庭代償動物モデルを用いた免疫組

織化学的手法による前庭代償の新しい評価法を開
発した。

前庭代償の後期過程、すなわち患側前庭神経核
の活動性の回復を、内耳破壊術後の MK801 によ
り誘導される健側前庭神経核の Fos 陽性ニューロ
ン数の減少で評価できることを明らかにした。

今後、本研究で証明した前庭代償の新しい評価
方法を用いて、様々な薬剤やリハビリなどの前庭
代償の促進効果を検討していきたい。
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vestibular lesions. In　A. Berthoz and G. 
Melvill Jones (Eds.), Adaptive Mechanism 
in Gaze Control, Facts and Theories, 
Elsevier, Amsterdam, 1985, pp.251-268.

2) Smith, P.F. and Curthoys, I.S., Mechanism 
o f  r e c o v e r y  f o l l o w i n g  u n i l a t e r a l 
labyrinthectomy : a review, Brain Res. 
Rev., 14 (1989)155-180.

3) 武田憲昭、北原　糺：前庭代償のメカニズム .　
JOHNS　17：831 − 834, 2001
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5) Vibert N, Bantikyan A, Babalian A, Serafin 
M, Mühlethaler M, Vidal PP.: Post-lesional 
plasticity in the central nervous system of 
the guinea-pig: a "top-down" adaptation 

process?. Neuroscience. 1999;94(1):1-5.
6)Kitahara T, Takeda N, Saika T, Kubo 

T, Kiyama H.. Effects of MK801 on Fos 
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前庭神経炎の障害神経部位診断
―前半規管膨大部神経炎症例をもとに―

肥塚　泉、宮本康裕、三上公志、鈴木　香
望月文博、四戸達也、大原章裕、笹野恭之

聖マリアンナ医科大学耳鼻咽喉科

はじめに
前庭神経炎は、聴覚症状を伴わない単発性の突

発性回転性めまいを主症状とする疾患である１）。急
性期を脱すると、回転性めまいは軽快するものの
浮動感や平衡障害が長期にわたって持続し、ADL

（Activity of Daily Life）の低下を来すこともあ
る。男性にやや多く、発症年齢は 50 歳代に多い
とされている。前庭神経炎の英語表記には、前庭
神経の障害を意味する vestibular neuritis と前
庭神経節ニューロンの障害を意味する vestibular 
neuronitis があるが、同義語として扱われている。
前庭神経炎を急性の一側性末梢性前庭障害（acute 
unilateral peripheral vestibulopathy）とする考
え方もある２）。今回我々は、前半規管膨大部神経炎
が疑われた１症例を経験したので、本症例を元に、
今現在用いられている前庭神経炎の診断基準の問
題点について考察を加える。

症例と方法
症例：40 歳代の男性
主訴：めまい、歩行障害
現病歴：20XX 年 YY 月 ZZ 日、めまい、歩行障害
が出現、軽快するも持続するので 2 週後当科受診
となった。発症 11 日前に感冒様症状があった。
既往歴：5 年前から左耳鳴、今回のめまいに伴って
増強等はなかった。
家族歴：特記すべき事項はない。
方法

温度刺激検査は両側外耳道に 20℃の冷水 50 ml
を、20 秒間かけて注入して行った。解発された眼

振の最大緩徐相速度から以下の計算式により CP
（％）を算出した。

CP（％）＝（｜ 右耳反応−左耳反応）/（右耳
反応＋左耳反応）｜× 100

CP（％）≧ 20％を半規管麻痺とした。
cervical vestibular evoked myogenic 

potentials (cVEMP) の測定は国際ガイドライン３）

に従って行った。誘発電位検査装置（ニューロパッ
クⓇ、日本光電）を用いて測定した。記録電極には
皿電極を使用し、関電極を胸鎖乳突筋の筋腹中央、
不関電極を胸骨上縁外側縁に貼付した。低域遮断
フィルターは 20 Hz，高域遮断フィルターは 2000 
Hz とした。500 Hz のショートトーンバースト

（rise/fall time 1 msec，plateau time 2 msec）
を 105dBSPL、5 Hz の頻度でヘッドホンより与
えて刺激とした。加算回数は 50 回とした。刺激開
始前 20 msec から刺激開始時までの波形下面積の
積分値（背景積分筋電図値）を用いて、以下の計
算式より補正振幅値を求めた。

補正振幅値＝（得られた振幅）/（背景積分筋電
図値）

左右２回ずつ測定を行って再現性を確認した。
補正振幅値が対側の 50％以下、あるいは反応なし
のものを異常と判定した。

ocular  ves t ibu lar  evoked myogenic 
potentials (oVEMP) は、記録電極には皿電極を使
用し、関電極を下眼瞼の直下、不関電極をその約 2 
cm 下方に貼付した。被験者を仰臥位にした後、上
方を注視させ、眼球を上転させた状態で記録した。
その他の条件は cVEMP と同様である。補正振幅
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が対側の 50％以下，あるいは反応なしのものを異
常と判定した。なお、すべての平衡機能検査の実
施は初診日から 3 週間後であった。

video head impulse test(vHIT) の 測 定 に は、 
EyeSeeCam Ⓡ（Interacoustics, Denmark) を 用
い た。 前 庭 動 眼 反 射（vestibulo ocular refrex: 
VOR）の利得≦ 0.8（垂直半規管系の利得は≦ 0.7）
かつ catch up saccade（CUS）が出現した場合
を異常（機能低下）と判定した。

結果
初診時の所見　

初診時の眼振検査では、回旋成分を有する下眼
瞼向きの自発・頭位・頭振後眼振を認めた（図
１）。眼振の垂直成分ならびに回旋成分の方向か
ら、左前半規管の麻痺性眼振と判定した。visual 
suppression は正常であった。注視時眼球運動検
査では、眼球運動はスムース、注視眼振は認めな
かった。
平衡機能検査（初診から６週間後に実施）

温度刺激検査では、左 cp％は 20.3% であった。
cVEMP と oVEMP の結果を図 2 に示す。いずれ
の検査にも異常を認めなかった。vHIT の結果を図
３に示す。左前半規管の利得の低下および CUS、
covert saccade の出現を認めた（mixed）。平衡
機能検査の結果のまとめを表 1 に示す。MRI 検査

（拡散強調画像：DWI、T1 強調画像：T1W）で
は異常所見を認めなかった（図４）

考察
今回我々が経験した症例においては、初診時は、

回旋成分を有する下眼瞼向き自発・頭位・頭振後
眼振を認め、前半規管に病変が限局していると考
えた。初診から６週間後に施行した平衡機能検査
では、温度刺激検査では左 cp％は 20.3%、vHIT
では左前半規管においては、利得の低下および、
CUS と covert saccade の両者を認める、「mixed」

図 1. 初診時の眼振所見

図 2. cVEMP と oVEMP の結果

図 3. vHIT の結果

図 4. MRI（拡散強調画像：DWI、T1 強調画像：T1W）
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という結果であった。以上より、本症例において
病初期は、前半規管の膨大部神経に病変が限局し
ていたため、回旋成分を有する下眼瞼向き眼振を
認め、その後、上前庭神経全体に病変が広がって
いったと考えられる。温度刺激検査では左 cp％
は 20.3% と外側半規管の機能低下を認めたが、左
外 側 半 規 管 vHIT で は、 利 得 は 0.99 ／ CUS(-)
と、正常所見を示した。つまり、上前庭神経の病
変についても神経全体ではなく、部分障害であっ
た可能性が示唆される。前庭神経炎（vestibular 
neuritis）診断基準（2017）４）を表 2 に示す。本
症例は、B. 検査所見の２．「回転性めまい発作時
に自発および頭位眼振検査で方向固定性の水平
性または水平回旋混合性眼振を認める。」が合致
せず、前庭神経炎疑い例（Probable vestibular 
neuritis）という診断になる。従来、前庭神経炎
の障害部位については、上前庭神経が主体である
と考えられてきた５）６）。Fetter ら５）は前半規管、
外側半規管、後半規管の機能を個別に評価するこ
とを目的に、サーチコイルを用いて、自発眼振の
解析および回転椅子で頭部に roll、pitch、yaw
の、３つの回転面で振子様刺激を加えた際の、各
回転面での前庭動眼反射の利得を計測した。前庭
神経炎症例では後半規管の機能低下は認めず、外
側半規管、または外側半規管と前半規管の求心路
を含む前庭神経上部に障害を認めると報告した。
Brodsky JR ら７）は、19 歳以下の前庭神経症例（11
症例）に対して、振子様回転検査、温度刺激検査、
video Head Impulse Test (vHIT）、subjective 
visual vertical (SVV)、cervical Vestibular 
Evoked Myogenic Potentials （cVEMP）を用い
て、後ろ向きに検討を加えている。その結果、全
症例が上前庭神経炎であったと報告している。解
剖学的にも、上前庭神経が通る骨管は単神経の骨
管よりも長く、また、上前庭神経と栄養血管の通
路は単神経の通路よりも狭いので、障害を受けや
すいと報告されている８) ９）。しかし、前庭神経炎患
者の中に下前庭神経の機能を反映する cVEMP の
異常を示す症例が存在し、病変が上前庭神経のみ
ならず、下前庭神経にもおよんでいる症例も存在
する可能性が示されるようになった１０）。また、上
前庭神経の機能を反映する温度刺激検査は正常で

あるが、cVEMP で異常を示す症例（下前庭神経炎）
が存在することが報告されている１１）。Halmagyi
ら１２）は、外側半規管の Head Impulse Test (HIT) 
および温度刺激眼振検査は正常で、後半規管の
HIT および cVEMP で機能低下を認める症例を下
前庭神経炎と提唱している。下前庭神経炎を臨床
的に認識しにくい理由として、急性期の自発眼振
の振幅は小さく、温度刺激検査の結果は正常であ
るため、これまでは中枢性前庭障害と診断されて
いた可能性があると指摘している。Aw ら１３）は、
前庭神経炎における上前庭神経と下前庭神経の障
害について、個別の半規管を HIT で評価し、前庭
神経炎は上・下前庭神経の両方または上前庭神経
を選択的に障害し得ると報告している。Taylor ら
１４）は、発症 10 日以内の前庭神経炎（45 症例）
に 対 し て、cVEMP、ocular Vestibular Evoked 
Myogenic Potentials（oVEMP）、vHIT を 用 い
て、前向きに検討を加えている。その結果、外側
半規管の機能低下を認めたものが 97.7%、前半規
管の機能低下を認めたものが 90.7%、卵形嚢の機
能低下を認めたものが 72.1% で、これらは、後
半規管の機能低下（39.5%）、球形嚢の機能低下

（72.1%）よりも有意にその頻度が高かったと報告
している。上・下前庭神経の両方に機能低下を認
めたものは 55.8%、上前庭神経に機能低下を認め
たものは 41.9%、下前庭神経に機能低下を認めた
ものは 2.3% であった。これら以外にも、膨大部神
経炎といった限局的な障害を起こす症例１２）１５）や、
前庭神経炎の診断基準に合致するものの、前庭神
経が障害されたのではなく、内耳に病変が存在す
る内耳障害型が存在することも報告されている１２）

１６）−１８）。今後は、本症例のような、前庭神経や三
半規管の部分的障害症例も考慮した診断基準の作
成が必要と考える。
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表 1. 平衡機能検査結果のまとめ

表２　前庭神経炎（vestibular neuritis）診断基準（文
献４より引用）

Ａ．症状
1. 突発的な回転性めまい発作で発症する。回転性めま

い発作は１回のことが多い。
2. 回転性めまい発作の後，体動時あるいは歩行時のふ

らつき感が持続する。
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3. めまいに随伴する難聴，耳鳴，耳閉塞感などの聴覚
症状を認めない。

4. 第Ⅷ脳神経以外の神経症状がない。
Ｂ .  検査所見
1. 温度刺激検査により一側または両側の末梢前庭機能

障害（半規管機能低下）を認める。
2. 回転性めまい発作時に自発および頭位眼振検査で方

向固定性の水平性または水平回旋混合性眼振を認め
る。

3. 聴力検査で正常聴力またはめまいと関連しない難聴
を示す。

4. 前庭神経炎と類似のめまい症状を呈する内耳・後迷
路性疾患，小脳，脳幹を中心とした中枢性疾患など，
原因既知の疾患を除外できる。

診断
前庭神経炎確実例（Definite vestibular neuritis）
Ａ．症状の４項目を満たし，Ｂ．検査所見の４項目を

満たしたもの。
前庭神経炎疑い例（Probable vestibular neuritis）
Ａ．症状の４項目を満たしたもの。
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老人性難聴モデルマウスにおける
CD4+T リンパ球分画移入による難聴予防

岩井 大 1)、Van DB1)、鈴木健介 1)、小林良樹 1)、尹　泰貴 1)、
高田洋平 1)、福井英人 1)、神田　晃 1)、稲葉宗夫 2)

関西医科大学　1）耳鼻咽喉科・頭頸部外科学講座
2）内科学第 1 講座

はじめに
慢性両側性感音難聴の原因として主に遺伝的要

因、音響暴露、薬物、酸化ストレスが挙げられる
なか、老人性難聴はどうであろう。老人性難聴は
高齢化社会にあって 75 歳以上の高齢者の半数に発
症しさらに増加傾向であるが、この原因に上記４
因子のみをあてはめることは難しく、「予防しがた
い加齢徴候のひとつ」として扱われているのでは
ないだろうか。

一方、全身免疫機構と、聴覚系を含む中枢神経
系との関連性が次第に明らかとなってきた。胸腺
摘出を受けた動物では、リンパ球・マクロファー
ジなどの免疫担当細胞とサイトカインに不均衡が
生じ、これが脳血液関門を通して中枢に及び、認
知障害が生じる 1)。中枢認知機能障害であるアル
ツハイマー病は、急性・慢性全身炎症の増強によ
り認知障害が進行する 2)。難聴の研究においても、
その原因を蝸牛のみに求めるのでなく全身免疫機
構障害の蝸牛への影響に目が向けられ、加齢性の
慢性炎症（inflammaging）と感音難聴との関連を
調べた研究では、75 歳以上の高齢者において、白
血球数が高いほど老人性難聴が進むことが示され
た 3)。２型糖尿病や心臓血管病患者では、健常人に
比しより老人性難聴が進んでいた 4-6)。加齢性免疫
低下による老廃物蓄積・炎症遅延（慢性炎症）は、
炎症性細胞からの活性酸素を刺激・誘導して、修
復不能の組織障害・加齢性萎縮を進行させるとさ
れる 7)。したがって、全身免疫改変 ( 免疫若返り )

ができれば、加齢性聴覚障害（老人性難聴）を予
防できる可能性を考える。

一方、筆者はかつてカロリー制限によりインター
ロイキン２受容体（IL-2R）の発現が亢進し、免疫
機能が賦活化することを報告した 7)。聴力正常マウ
スの骨髄を用いた骨髄移植や、胎児胸腺移植によ
る「免疫若返り」により難聴を予防できた 9-11)。また、
免疫担当細胞の細胞表面抗原と遺伝子の解析によ
り、以下の 3 つの CD4+T 細胞分画が難聴の進行・
予防に関係していることを推定した 12)。
1 ) T r e g ： 制 御 性 T 細 胞 （ T r e g 。
CD2+Foxp3+CD4+、あるいは、FR4+highCD4+ 細
胞）。詳細な機序はいまだ不明だが、免疫機能低下
や臓器萎縮を引き起こす。加齢で増加。
2)T1R2：インターロイキン１（IL-1）受容体２型
を発現する T 細胞（IL-1R2+CD4+T 細胞）。IL-1
による免疫刺激をこの受容体がブロックし免疫機
能を低下させ、また、組織萎縮を起こす。加齢で
増加。
3)nTnI：Treg と T1R2 が除かれた CD4+T 細胞
分画　　

そこで今回、SAMP1 に定期的に nTnI を接種（同
系移入）したところ、難聴や螺旋神経節萎縮の進
行が予防されたので報告する。

材料と方法
　用いたマウスは SAMP1 であり、早期老化・

早期老人性難聴モデルマウスである（図 1）。　
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SAM( 老化促進マウス、Senescence-Accelerated 
Mouse) は AKR/J 系マウスから確立したマウス
で、「老化促進モデルマウス（SAM）学会」が管
理運営している。SAM には P1 から P10 までの系
統がある（表 1）。SAMP1 では、ヒトと同じく加
齢に伴い胸腺（骨髄からの幼弱 T リンパ球を成熟
T リンパ球に育てる）の萎縮とＴリンパ球機能障
害が生じる。難聴はおよそ５ヶ月齢から明らかと
なり、高音を含めた広い音域で閾値の悪化を示す
13)。この難聴に匹敵する蝸牛病変は主にらせん神
経節（spiral ganglion、SG）萎縮である。その他
の老化徴候として、脊椎彎曲、脱毛、老人性白内障、
行動鈍麻などがある。これらの徴候は胸腺萎縮と
T リンパ球機能低下に引き続いて起こるとされる
13,14)。

方法として、SAMP1 をホストとし、この 5 カ
月齢から、8 ヶ月齢 SAM( ドナー ) 由来の T1R2

（1x106 個）、Treg（1x106 個）、T1R2 ＋ Treg 移
入（各 1x106）、nTnI 移入（1x106）、あるいは生
理食塩水を、1.5 ヵ月ごとに 4 回移入する群を作製
した。また、無処置の 2，5 か月齢マウスを作製した。

12 ヶ月齢において、１）難聴（聴性脳幹反応
ABR；クリック音および純音）、２）蝸牛螺旋神経
節萎縮（側頭骨切片作製）、３）酸化ストレスとし
ての血清一酸化窒素（nitric oxide, NO）濃度を
それぞれ検索した。

結果
① 2 か月齢群 ( 無処置 )、5 か月齢群 ( 無処置 )、
12 か月齢群 ( 生食注 ) の間で、加齢とともに難聴
が進んでおり、加齢性難聴が確認された。
②12ヶ月齢nTnI(接種)群は、5か月齢群(無処置)
と有意差なくこの群と同じ聴力を保ち、また、12
か月齢群 ( 生食注 ) と比し有意に加齢性難聴が予防
された。
③ 12 ヶ月齢 nTnI 群は、他の 12 ヶ月齢の群（生食、
T1R2、Treg、T1R2 ＋ Treg) に比し有意に細胞
が保たれ萎縮が予防された。
④ 2 か月齢群と 12 か月齢群 ( 生食注 ) の NO 濃度
に有意差はなく、持続的な NO の産生が考えられ
た。
⑤一方、 12 か月齢 nTnI 群の NO 産生は他の 12
か月齢の群より有意に低値を示し、NO 産生が抑
えられていた。

考察
今回の研究結果より、nTnI の細胞分画には、「NO

産生を抑制し、体循環を通して加齢性難聴や SG
萎縮を予防する働きのある細胞」が存在する可能
性を考える。

NO は、神経系細胞、血管内皮、血小板、好中
球から恒常的に、また、線維芽細胞、M φなどか
ら炎症刺激の結果として産生される。したがって、
全身細胞性免疫機能と蝸牛機能との橋渡しにはリ
ンパ球とともに NO の関与が考えられる。すなわ
ち、加齢により増加する T1R2 や Treg、IL-1 産
生低下・反応低下、あるいは、それによる慢性炎

図1. SAMP1
12ヶ月齢。早期に発症し加齢に伴って促進する老人性難聴のほ
か、胸腺萎縮、細胞性免疫機能障害、老化アミロイドーシス、老
人性白内障・角膜炎、皮膚潰瘍、脱毛、脊椎彎曲、行動鈍麻など
を認める。

表1. SAM(Senescence-Accelerated Mouse,老化促進モデルマ
ウス）
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症と酸化ストレスが、血行性に SG へ作用し細胞
萎縮を促進し、免疫を改善させれば萎縮が阻止で
きる可能性を考える 15)。

免疫機能正常化や免疫若返りは、蝸牛の機能障
害・萎縮の阻止因子であることが明らかとなった。
臨床応用を考えた場合、骨髄移植は実施困難であ
ろうが、食物・カロリー摂取制限と同様に、慢性
感染性免疫疲弊（結核や誤嚥など）の回避や、口
内を含めた身体・生活環境の清潔保持が、難聴、
ひいては老化を阻止するために役立つと思われ
る。こうした感染回避の生活習慣は、quality of 
life を強く求める先進諸国の人々の間では、食物・
カロリー摂取制限より実施可能かもしれない。ま
た、胸腺は 18 歳ごろから退縮し、のちに T1R2
や Treg が増加するので、それ以前で採取された
CD4+T リンパ球、あるいは、T1R2・Treg を除
いた CD4+T リンパ球（nTnI）を保存し、加齢徴
候の現れる前に移入すれば、抗加齢作用を発揮す
るかもしれない。いずれにせよ、人口老齢化の中
にあって、免疫老化を防ぐことによる抗加齢対策
は今後一層重要になると考える。

本 研 究 遂 行 に 対 し、 関 西 医 科 大 学 耳 鼻 咽 喉
科 研 究 助 成 会、 お よ び、 科 研 費（21592170、
25462655、16K11202）の援助を受けた。 
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LOXHD1b 遺伝子 knockout ゼブラフィッシュの
作成について

樽本俊介 1,2)、浅岡洋一 2)、菅原一真 1)、広瀬敬信 1)

竹本洋介 1)、清木　誠 2)、山下裕司 1)

１）山口大学大学院　医学系研究科　耳鼻咽喉科学
２）山口大学　大学院医学系研究科　システムズ再生・病態医化学講座

はじめに
先天性の聴覚障害の発生頻度は、 出生 1000 人

に約 1 人と言われており、 先天性疾患の中で最も
高頻度に認められる疾患の一つである。 先天性難
聴の原因について近年の調査によると少なくとも
50% は遺伝子が関与しているものと推測され、 ま
た 25 % 程度はウイルス感染症や外傷、 薬物など非
遺伝性の原因による難聴であると言われている。 
現在、 難聴の遺伝子解析と臨床応用に関する研究が
進んできており、 多くの難聴の原因遺伝子を特定す
ることが可能となってきている。 現在までに難聴
に関与するとされる遺伝子は 100 種類程度存在す
るとされ、 その原因遺伝子ごとに症状が異なること
が明らかになってきている。 遺伝学的検査により
難聴の原因が明らかになった場合、 難聴に対する有
用な治療法の選択や聴力予後の推定に有用な場合
がある。

遺伝性難聴の原因遺伝子として Grillet らによっ
て報告されたLOXHD1 遺伝子は、DFNB77 の
原因遺伝子とされ、 マウスでは有毛細胞の感覚毛
に発現することが報告されている。1) 臨床的には
常染色体劣性遺伝の形式をとる進行性難聴であり、 
LOXHD1 遺伝子変異が原因の難聴家系は国内で
も報告されている。2,3) 今回我々は、LOXHD1b 
遺伝子のゼブラフィッシュ側線器における発現と
LOXHD1b 遺伝子 Knockout ゼブラフィッシュを
用いた LOXHD1 の機能解析について検討したの

で報告する。
方法

ヒ ト LOXHD1 遺 伝 子 の ortholog は ゼ ブ ラ
フィッシュのゲノム上に存在することが The 
zebrafish information network にて確認されて
いる (LOXHD1a 遺伝子およびLOXHD1b 遺伝
子 )。 ヒトLOXHD1 遺伝子とゼブラフィッシュ
LOXHD1a 遺伝子およびLOXHD1b 遺伝子の間
のアミノ酸一致率はそれぞれ 54.67％ 、 55.83％ 
であった。

In situ hybridization
LOXHD1a 遺 伝 子 及 び LOXHD1b 遺 伝

子 の 局 在 を 知 る た め に Wholemount in situ 
hybridization を行った。 生後３日目及び５日
目のゼブラフィッシュから total RNA を抽出し、 
total RNA から逆転写反応により cDNA プール
を作成した。 LOXHD1a 遺伝子及びLOXHD1b
遺伝子に特異的なプライマーを用いて同遺伝子
の cDNA を PCR にて増幅し、 電気泳動にて目的
とした cDNA が増幅されているかどうか確認し
た。 その後、制限酵素 BamHI で切断したプラ
スミドベクター（pGEM-3Zf）と cDNA をライ
ゲーションし、 大腸菌をトランスフォームした。翌
日生えたコロニーに対して PCR を行い、目的の
cDNA が挿入されていることを確認した。 目的
の cDNA が挿入されたプラスミドを大腸菌から抽
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出した後に EcoRI または Hind Ⅲで切断し、DIG 
RNA Labeling Kit (Roche 社 ) を用いてセンス
鎖 cRNA プローブとアンチセンス鎖 cRNA プロー
ブを作成した。 RNA プローブには Digoxigenin 
(DIG) が取り込まれており、 アルカリフォスファ
ターゼ標識抗 DIG 抗体で認識させ、 最終的には
BM purple のアルカリフォスファターゼ基質の
発色反応で検出した。 対照としてセンス RNA プ
ローブを、 遺伝子発現の確認としてアンチセンス鎖
RNA プローブを用いた。

Knockout ゼブラフィッシュの作出
Knockout ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の 作 出 に は

CRISPR/Cas9 システムを用いた。4,5) gRNA の標
的配列についてはLOXHD1b 遺伝子の第 1exon
上の 20 塩基の長さの配列を選択した。 gRNA と
Cas9 RNA を 2:1 の割合で混合した。 1 細胞期お
よび 2 細胞期のゼブラフィッシュ受精卵に gRNA
と Cas9 の混合溶液を微量注入した ( 図 1 )。 微量
注入を行った胚を成魚になるまで育成した後、 野生
型ゼブラフィッシュと交配させて F1 世代を得た。
さらに F1 世代の胚を成魚になるまで育成した後、 
F1 世代同士を交配させて F2 世代のゼブラフィッ
シュを作成した。

結果
In situ hybridization

In situ hybridization の結果、LOXHD1b 遺伝
子の発現がゼブラフィッシュ側線器において観察

された。

Knockout ゼブラフィッシュの作出
ゼブラフィッシュ側線器において発現が認め

ら れ たLOXHD1b 遺 伝 子 のin vivo に お け る
生理機能を明らかにするため、LOXHD1b 遺伝
子の Knockout ゼブラフィッシュの作出を試み
た。LOXHD1b 遺伝子に対する gRNA を作成し、
gRNA と Cas9 mRNA を混合した溶液をゼブラ
フィッシュ受精卵に微量注入した。微量注入を施
した胚を成魚まで育成した後、野生型を交配させ
て F1 世代を作成した。 F １世代のLOXHD1b 遺
伝子における変異導入の効率を HMA 法により評
価した。 その結果 F1 世代の雄雌共にヘテロ変異
体の電気泳動パターンが認められ、 塩基配列の解
析から雄雌それぞれにおいて塩基の欠損が認めら
れた。 次にこれら F1 世代の雄雌を交配させて F2 
世代においてホモ変異体を作出した。F2 世代にお
ける変異導入についても F1 世代と同様に HMA
法および塩基配列解析により評価し、ホモ変異体
の作出を確認することができた。 また同個体の塩
基欠損は F1 世代の雄雌双方の塩基欠損のパター
ンを引き継いでいることが確認された。 作出した
LOXHD1b 遺伝子ホモ変異体の中には横向きや上
下逆のまま泳ぐ個体が観察されており、現在これ
らの遊泳異常と LOXHD1b 遺伝子変異の相関を精
査している。 ( 図 2 )

図1

図2
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考察
ゼブラフィッシュは全ゲノム配列でヒトと 80%

の相同性があることや生後 72 時間で器官が形成さ
れ、 1 度に 200 匹程度産卵すること、 側線器有毛
細胞は内耳有毛細胞と構造的、 生理学的に類似し
ており、 有毛細胞が体表面にあるため、 観察が容易
であることから、有毛細胞の実験にはしばしば使
用される。6) また薬剤スクリーニングを行う上で、 
実験動物としてゼブラフィッシュはマウスより有
用と考えられることから、本研究においてゼブラ
フィッシュを選択した。 In situ hybridization に
て，側線器にLOXHD1b 遺伝子が発現することが
明らかになったことから，CRISPR/Cas9 システ
ムを用いてLOXHD1b 遺伝子の knockout ゼブラ
フィッシュを作成した。 一部の胚で異常運動が認
められたため、 LOXHD1b 蛋白の有毛細胞におけ
る機能低下などが考えられる。今後は電子顕微鏡
を用いてLOXHD1b ホモ変異体における感覚毛の
詳細な形態観察を実施する予定である。さらに現
在 LOXHD1b 遺伝子に加え、 LOXHD1a 遺伝子
の Knockout も作成中であり、これらの遺伝子変
異ゼブラフィッシュを用いたヒト聴覚障害モデル
の確立は将来的な治療薬剤のスクリーニングに役
立つものと期待される。
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マウス音響障害モデルに対する
Adalimumab 投与における内耳保護効果の検討

山本陽平、菅原一真、山下裕司

山口大学医学部医学系研究科　耳鼻咽喉科学

はじめに
音響障害では、内耳において炎症性サイトカイ

ンが増加し、有毛細胞の障害や蝸牛血流の低下を
介して難聴へ関与することが示唆されている 1, 2)。
炎症反応の主要なメディエーターである TNF αも
音響障害後に増加することが知られており、TNF
αを抑制することで難聴を抑えることができたと
する報告がある 3)。今回我々はマウスにおいて、抗
ヒトモノクローナル抗体製剤である Adalimumab
を音響負荷前に投与すると内耳保護効果を得られ
るのではないかと仮説を立て、検討を行った。

対象と方法
動物は CBA/N マウス（日本エスエルシー株式

会社）の雄で 6-7 週齢、体重 20-25g のものを使
用した。

音響負荷の条件としては、当教室の PTS モデル
である、中心周波数 4kHz の octave band noise
で 130dB SPL・5 時間の負荷を設定した。

実験手順としては、まず動物を Adalimumab
投与群と Control 群の 2 群（それぞれ n = 8）に
分け、負荷前の ABR を測定した（System3 聴
性脳幹反応 ABR システム，バイオリサーチセン
ター）。音響負荷の 1 時間前にそれぞれ 10mg/kg
の Adalimumab（アッヴィ合同会社）または生理
食塩水を腹腔内投与した。更に音響負荷 7 日後に
ABR を測定し、負荷前後の ABR 閾値の変化を比
較した。その後、速やかに断頭して蝸牛を取り出
した後、ファロイジンで染色して有毛細胞の欠損
率を比較した。

結果
ABR 閾値は、音響負荷前と比較して、負荷後に

は各周波数で 20-50dB の上昇を認めた（図１）。

当教室の負荷条件下では、負荷後 7 日目の閾値上
昇は両群ともに 16kHz で最大となった。2 群間の
音響負荷後の ABR 閾値上昇を比較すると、各周波
数でいずれも Adalimumab 投与群の方が閾値が大
きくなる傾向にあった。明確な有意差は出なかっ
たものの、16kHz では p=0.089 という結果であっ
た。

断頭後に摘出した蝸牛は有毛細胞を取り出し
てファロイジン染色を行い、頂回転側と基底
回転側に分けて評価した（図 2）。写真の通り、
Adalimumab 投与群の方が Control 群よりも有
毛細胞の欠損率が高い傾向にあり、Adalimumab
投 与 群 は 頂 回 転 側 8.1%、 基 底 回 転 側 11.7%、
Control 群は頂回転側 3.6%、基底回転側 3.8% で
あり、基底回転側では p=0.0036 と有意な差が得
られた。

結果をまとめると以下の通りである。我々は事
前の想定では Adalimumab 投与群の方が Control

図1
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群よりも ABR 閾値の上昇は抑えられ、有毛細胞欠
損率も小さくなると予想していた。しかし音響負
荷後の ABR 閾値については、Adalimumab 投与
群の方が逆に各周波数で閾値が大きくなる傾向が
見られた。また、ファロイジン染色による有毛細
胞欠損率の比較でも、Adalimumab 投与群の方が
欠損率が高くなる傾向にあり、特に基底回転側で
は有意な差が得られた。

考察
2006 年の藤岡らの報告によると、極端な変化で

はないものの音響暴露後に TNF αが一過性に増加
することが示されている 1)。また、Warangkana
らは、TNF α阻害薬である Etanercept をモルモッ
トに投与すると、音響負荷後の ABR 閾値上昇が抑
制されたと報告している 3)。これらの報告をもと
に我々は本研究を計画したが、結果は逆であった。
当施設の中本らの過去の報告では、TNF αは他の
炎症性サイトカインとは異なり、音響障害がない
状態でも明らかに発現を認めており、内耳におい
て常時発現していることが示されている 4)。さらに
大石らのノックアウトマウスの研究では、TNF α
が欠損すると外有毛細胞の消失や形態変化がみら
れ、難聴を生じることが示されている 5)。

今回の結果と上述の報告から考えると、TNF α
は内耳障害にも関与しているが、一方で内耳の機
能維持にも関与している可能性示唆されたと考え
る。すなわち、TNF αが増加すると炎症反応を誘
発し内耳障害を生じる可能性があるが、逆に TNF
がαを抑制しすぎると内耳の恒常性に悪影響が生
じる可能性があるのではないかと思われる。

今後はさらに検討数を増やすとともに、TNF α
阻害薬投与後の内耳における TNF αの発現の程度
の確認や、音響負荷なしで Adalimumab をマウス
に投与していった場合に難聴が生じることがない
か等、追実験を行っていく予定である。

参考文献
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図2
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新規内耳特異的発現抑制モデルマウスを用いた
Dach1 遺伝子の機能解析

三輪　徹 1,2）、蓑田涼生 1）、折田頼尚 2）

1）熊本総合病院　耳鼻咽喉科・頭頸部外科　中耳・内耳手術センター
2）熊本大学　耳鼻咽喉科・頭頸部外科

はじめに
内耳原基である耳胞への遺伝子 / 蛋白質導入は、

遺伝性難聴の治療法として、または発生過程にあ
る内耳における遺伝子 / 蛋白質の機能を調べる上
でも、極めて魅力的な方法である 1)–6)。我々は、こ
れまでに常染色体劣性無症候性難聴の原因の一つ
である Connexin30 (Cx30) を標的とする Short 
hairpin RNA (shRNA) plasmid (shRNA-Cx30)
を、Electroporation 法により正常マウス耳胞へ
導入し、難聴が発現することを報告してきた 1),2)。
ShRNA は、RNA interference (RNAi) による遺
伝子サイレンシングのために用いられるヘアピン
型の RNA 配列であり、ダイサーによって short 
interfering RNA (siRNA) へと切断され、RNA 誘
導サイレンシング複合体と結合する。この複合体
が siRNA と相補的な配列を持つ mRNA に結合し、
目的の遺伝子を切断する。

今回我々は、ノックアウトマウスが胎生致死
7) で あ る Dachshund Family　Transcription 
Factor 1(Dach1) 遺伝子に着目し、前述の方法を
用いて実験を行った。Dach1 遺伝子は、ショウジョ
ウバエの dachsfund gene(dac) の哺乳類ホモログ
として同定された 8)。ショウジョウバエにおいては、
dac 遺伝子の欠損によりショウジョウバエの眼、
四肢が低形成となることが報告され 7)、dac 遺伝子
は各組織の分化を促進することが知られている 9)。
一方、正常マウス胎生期内耳において Dach1 は、
E12 の耳胞背側および E15 の蝸牛管外側 ( 蝸牛血
管条に分化する領域 ) に発現することが報告され

ている 10)。このことから、Dach １を標的とする
shRNA(shRNA-Dach1) プラスミドを胎生期 11.5
日 (E11.5) の段階で導入することにより、内耳に
おける Dach1 の確実な発現抑制が可能であると考
える。

方法
CD-1 正常マウスの E11.5 の耳胞へ、Dach1

の siRNA 発現ベクターである shRNA-Dach1 プ
ラスミドの混濁液を Microinjection 法にて注入
し、Electroporation 法により遺伝子導入した。蛍
光マーカーとして Enhanced Green Fluoscence 
Protein (EGFP) を 用 い た。 コ ン ト ロ ー ル に は
shRNA-scramble プラスミドを用いた。まず、処
置後 4 日 (E15.5) で胎仔を摘出、切片を作製し in 
situ hybridization(ISH) 法を用いて内耳原基細胞
での Dach1 mRNA の発現の有無を確認した。ま
た、処置後 7 日 (E18.5) で帝王切開を行い、胎
仔を代理母に育成させ生後 30 日 (P30) の時点で
蝸牛の機能的・形態学的評価を行った。実験デザ
インを図 1 で示した。機能的評価には Auditory 
Brain Response (ABR) を用いた。形態学的評価
には凍結切片作製後、免疫染色を行った。有毛細
胞の評価には Surface Preparation を用いた。

統計学的検討には Student の t 検定を用い、p
値が 0.05 未満を有意と判定した。
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結果
EGFP を 付 与 し た shRNA-Dach1、shRNA-

scramble( コントロール ) は以前の我々の報告同
様 1)2)、胎生期内耳の予定感覚上皮、内側壁、外側
壁へ導入された ( データ非掲載 )。Dach1 の発現
を E15.5 の時点で ISH 法で確認したところ、コン
トロール群では胎生期内耳上皮の外側壁に Dach1 
mRNA の発現を認め、shRNA-Dach1 を導入した
群では、Dach1 mRNA 発現の消失を認めた ( 図
2)。P30 における ABR では、shRNA-Dach1 を
導入した群は、コントロールを導入した群よりも

有意に聴力閾値が上昇していた ( 図 3)。免疫染色
において、shRNA-Dach1 を導入した群では、中
間細胞のマーカーである Kir4.1 の発現が消失し
ていた ( 図 4)。また、辺縁細胞のマーカーである
KCNQ1、基底細胞のマーカーである Claudin11
の発現には変化がなかったが、血管条の厚さは薄
く変化していた ( 図 5)。また、shRNA-Dach1 を
導入した群では外有毛細胞の脱落を認めたが、コ
ントロール群では外有毛細胞の脱落をほぼ認めな
かった ( 図 6)。

図1. 遺伝子導入方法と実験デザイン(著者らの総説6)より引用改変)

図2. E15.5におけるDach1 mRNAの発現
ShRNA-Dach1を導入した群では、Dach1 mRNAの発現が抑制されていた(右図矢頭)。

図3. ABR
shRNA-Dach1を導入した群では、すべての周波数で聴力閾値が上昇していた。
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考察
Dach1 は内耳の形成に重要な役割を果たす

遺伝子であることが推測されるが、Dach1 欠
失マウスが致死的であるため 10)、これまでほと
んど検討されてこなかった。今回我々は、正常
Dach1 遺伝子が胎生期内耳において発現する前の

E11.5 に、RNAi のカセットを内包した遺伝子を、
Electroporaion 法を用いて導入すること 3),4) で、
内耳特異的に Dach1 の発現を抑制したモデルマウ
スを作製した。内耳特異的 Dach1 発現抑制モデル
成熟マウスでは、Dach1 の発現が抑制されること
により、難聴を呈し、外有毛細胞の減少を認めた。
また、組織学的検討より、内耳特異的 Dach1 発
現抑制モデル成熟マウスでは中間細胞 (Kir4.1) の
形成不全より血管条の菲薄化を呈していた。血管
条は蝸牛電位の形成に必要であり、蝸牛電位は正
常な聴覚に必須である。蝸牛電位は血管条の上皮 -
間葉系細胞ネットワークの働きにより K イオン交
換が行われることで形成される 11)。この K イオン
の流入により有毛細胞の脱分極が生じ、電気信号
に変換された音が聴神経を通り聴こえを知覚する。
これまでの報告より、中間細胞を形成する遺伝子
の欠失により、蝸牛電位が低下し難聴を呈するこ
とが知られている 12)。

まとめ
今回我々は、胎生期内耳へ Dach1 を標的とす

る shRNA プラスミドを導入し、内耳特異的に
Dach1 発現を抑制することに成功し、Dach1 の
機能解析を行った。Dach1 は胎生期に蝸牛上皮外
側壁に発現し、この発現が抑制されることで血管
条の 3 層のうち中間細胞層が形成されず血管条形
成不全が起こり、難聴が発症したものと考える。

1) Miwa, T, Minoda, R, Ise, M, et al.: Mouse 
otocyst transuterine gene transfer restores 
hearing in mice with connexin 30 deletion-
associated hearing loss. Mol. Ther. 21: 
1142–1150 2013.

2) Minoda, R, Miwa, T, Ise, M, et al.: Potential 
treatments for genetic hearing loss in 
humans: Current conundrums. Gene Ther. 
22: 2015.

3) Brigande, J V., Gubbels, SP, Woessner, 
DW, et al.: Electroporation-Mediated 
Gene Transfer to the Developing Mouse 
Inner Ear. in Methods in molecular biology 
(Clifton, N.J.)  493: 125–139 2009.

図4. 中間細胞の発現確認
shRNA-Dach1を導入した群では、血管条の中間細胞において
Kir4.1の発現が抑制されていた(矢頭)。

図6. 有毛細胞の確認
shRNA-Dach1を導入した群では、外有毛細胞の脱落を認めた
(矢頭)。

図5. 辺縁細胞、基底細胞の発現確認
shRNA-Dach1を導入した群では、辺縁細胞においてKNCQ1の
発現を、基底細胞においてがClaudin11の発現を認め、コント
ロール群と同様の結果であった。しかしながら、血管条の菲薄化
を認めた(白括弧)。
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Ndufs4 欠損マウスにおける
顎下腺・副腎の形態異常とステロイド合成障害

小林祐太 1）2）、本藏陽平 1）、阿部高明 3）、大和田祐二 2）、香取幸夫 1）

1）東北大学　耳鼻咽喉・頭頚部外科学教室
2）東北大学大学院医学系研究科　器官解剖学分野
3）東北大学　医工学研究科　分子病態医工学分野

はじめに
細胞内で用いられる生化学エネルギーの主体は

ATP であり、その大部分を産生するのはミトコン
ドリア内膜に存在する電子伝達系である。ミトコ
ンドリア異常が様々な症状を呈することは想像に
容易く、例えば耳鼻咽喉科的なものに限っても、
ミトコンドリア遺伝子変異 m1555A>G に伴うア
ミノグリコシドへの内耳易受傷性や、加齢性難聴
の背景となる酸化ストレスなどは広く知られると
ころである。

ミトコンドリア異常による疾患の代表はミトコ
ンドリア病 (MELAS、MERRF、CPEO、Leigh 脳
症など)である。日常診療において時折遭遇するが、
その重症度や罹患臓器は多種多様であり、その根
本的治療に関しては全く確立されておらず、ミト
コンドリア生理やその病態への関与の解明が急が
れる。

電子伝達系は複数のミトコンドリア複合体
(mitochondrial complex Ⅰ～Ⅴ ) により構成さ
れており、NDUFS4 は complex Ⅰに含まれる
accessory subunit である。これを欠損したマウ
スは、代表的なミトコンドリア病である Leigh 脳
症の病態モデルとして知られる 1)2)。他方、唾液腺
は組織学的に腺房、介在部導管、線条部導管、導
出部導管から構成され、線条部導管の基底部細胞
膜陥入に集積するミトコンドリアは、能動的な物
質輸送に重要な役割を担っている。また、げっ歯
類顎下腺は特徴的で、雄のみ、アンドロゲン依存

性に線条部導管に好酸性顆粒を貯留した特殊な導
管系 (GCT, Granular Convoluted Duct) へ変化
することも既知である。今回我々は、NDUFS4 欠
損マウスの顎下腺、副腎の組織学的評価を行い、
電子伝達系がステロイド合成へ関与していること
を示唆する所見を得たので報告する。

方法
マウスは ( 全身性 )Ndufs4 ノックアウトの雄を

用いた。7 週齢まで飼育し、顎下腺、精巣、副腎
を採取して組織学的評価 (Hematoxylin Eosin 染
色、免疫組織学的手法、Oil-Red O 染色 ) を行っ
た。同時に血液を採取し、血漿アンドロゲン濃度
測定を行った。くわえて、マウス TM3 細胞株 ( 精
巣 Leydig 細胞株、非腫瘍性 ) に対して免疫細胞染
色、Western Blot を用いたNDUFS4 発現評価を
行った。

結果
Ndufs4 ノックアウト雄マウスにおいて、顎下

腺で GCT の著明な発達不良を認めた。この背景
として、精巣には明らかな形態異常は認められな
かったものの、血漿アンドロゲン濃度は明らかな
低値傾向を示した。TM3 細胞株において免疫細胞
染色、Western Blot によるタンパクレベルでの
NDUFS4 の発現が確認された。

くわえてNdufs4 ノックアウト雄マウスにおい
て、副腎皮質束状層でも形態学的異常を認めた。
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Oil-Red O 染色の結果、精巣間質および副腎皮質
において脂肪滴の減少～枯渇をきたしていること
が示唆された。

考察
これまでにNdufs4 ノックアウトによる研究で

は、脳部位特異的 ( 嗅球、脳幹、小脳 ) なミトコン
ドリア機能低下や神経変性 3)、肥大型心筋症に伴
う心機能低下 4)、網膜神経節細胞の細胞死 5) など
が報告されているが、我々が渉猟しえた限りでは、
唾液腺、精巣、副腎いずれについても、Ndufs4
に着目した先行研究は認められない。重要なこ
とはこれら先行研究から、complex Ⅰにおいて
NDUFS4 はあくまで accessory subunit の位置
づけであり、必ずしも最終的に細胞内代謝プロファ
イルを著しく障害するとは限らず、またその発現
そのものも組織ごとに大きく異なることが想定さ
れる点である。さらに近年では、ミトコンドリア
複合体同士がさらに supercomplex をつくること
で構造が安定化し活性酸素の発生抑制にもなるこ
とが示されており 6)、すなわち subunit 単体の欠
損であってもその病態メカニズムは非常に複雑で
あると考えられる。

我々の研究では、まずNdufs4 欠損マウスにお
いて顎下腺 GCT が著しい発達不良を生じていた。
なお GCT は本来、雄でのみ発達する特殊な導管系
であり、雌の顎下腺では野生型 – ノックアウト間
に形態学的な差を認めていない (No Fig.)。これは、
顎下腺に直接NDUFS4 欠損が与える影響より、ア
ンドロゲン欠乏など二次的な要因のインパクトの
方が大きいことを示唆していた。実際に血漿アン
ドロゲン濃度はノックアウトマウスで低値となっ
ており、しかしそれは精巣間質 Leydig 細胞の変
性脱落が原因ではないことから、NDUFS4 欠損は
主にアンドロゲン合成分泌に作用していると考え
られる。精巣間質 Leydig 細胞に由来する細胞株
TM3 において、やはりNDUFS4 発現が確認され
たため、今後はこの細胞を用いた薬剤的 complex 
Ⅰ阻害実験系やNdufs4 ノックダウン実験系を構
築し、実際にNDUFS4 がアンドロゲン合成分泌
能へどう作用するかを検討したいと考えている。

また今回、副腎皮質ではNDUFS4 発現を確認す

ることができなかった (NCBI database > Gene 
> Transcriptome data によれば、マウス副腎で
は NDUFS4 発現量が相対的に少ない ) が、精巣間
質と共通して脂肪滴の減少傾向が認められた。ア
ンドロゲンに限らずステロイドホルモン全般はコ
レステロールを最初の基質とし、ミトコンドリア
に局在する CYP11A1( 律速段階でもある ) を含
む種々の酵素によって合成が進む。Oil-Red O は
コレステロールに特異的な染色法ではないものの、
ここまでの所見はステロイド合成基質の欠乏を示
唆している。それはNDUFS4 ノックアウトがステ
ロイド合成プロファイルに何らかの異常をきたし
た結果なのか、全身性にコレステロールが欠乏し
た結果なのか、あるいは致死的なNdufs4 ノック
アウトマウスではその全身状態不良やストレスに
よりステロイド分泌そのものが亢進することが予
想されるため「分泌過多」による枯渇なのか、といっ
た様々な仮説を立て、現在検討中である。
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Fig.1
Ndufs4-KO ♂マウスでは顎下腺におけるGCT発達不良を認め
た(a:WT, b:KO)。
NDUFS4は導管系で強い発現を認めた(c:WT, d:KO)。
下段にはこの現象をシェーマで示した。

Fig.4
免疫細胞染色においてTM3 細胞株(精巣Leydig細胞株、非腫瘍
性)でのNDUFS4発現が確認された。
VDAC1：ミトコンドリアマーカーとなる電位依存性陰イオン
チャネル

Fig.3
HSD-3βを用いた免疫組織学的手法において、 Ndufs4 -KO ♂
マウスでも精巣Leydig細胞の量的変化は認めなかった(a: WT, 
b:KO, c: Image Jによる染色面積を対象とした画像定量、
Average ± SEM, p=0.7793, Welch’s t-test)。
しかし血漿アンドロゲン濃度は著明に低下していた(d:テ
ストステロン, e:ジヒドロテストステロン, いずれもpg/ml, 
Average ± SEM, Welch’s t-test においてそれぞれp=0.2557,  
p=0.1783)。n制限やデータの個体間ばらつきが大きく統計学的
有意差には至らず。

Fig.2
Ndufs4-KO  ♂マウスでは精巣での形態異常は認めなかった
(a:WT, b:KO)。
NDUFS4は精巣間質にて発現を認めた(c:WT, d:KO, 矢印は精
巣間質に認められた染色)。精巣間質はアンドロゲン産生を担う
Leydig細胞が主に存在する領域である。
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Fig.5
Western BlotにおいてTM3 細胞株(mouse Leydig cell-line, non-tumorigenic)でのNDUFS4
発現が確認された。検出はミトコンドリア濃縮を行うことで可能となった。
TM3-Mito : TM3濃縮ミトコンドリア
TM3-Who : TM3 whole cell protein
Pos : Positive controlとしてWT心臓ミトコンドリア
Neg : Negative controlとしてKO心臓ミトコンドリア

Fig.6
Ndufs4-KO  ♂マウスでは副腎皮質束状層の形態異常を認めた
(a:WT, b:KO, ブラケットは異常を認めた束状層を示す)。
しかし免疫組織学的手法ではNDUFS4発現を確認できなかった
(c:WT, d:KOに差を認めず)。

Fig.7
Oi l -Red  O染色において、精巣間質、副腎皮質ともに、 
Ndufs4-KO ♂マウスで脂肪滴の減少傾向を認めた(a:WT精巣, 
b:KO精巣, c:WT副腎, d:KO副腎)。
この変化は副腎皮質で顕著であった。
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日常のにおいアンケート、VAS、カード式嗅覚検査、
基準嗅力検査の結果と相互関係

岡崎　健、都築建三、橋本健吾、阪上雅史

兵庫医科大学　耳鼻咽喉科・頭頸部外科

はじめに
現在日本で保険適応のある嗅覚検査は、5 種類の

臭素で構成されており嗅素の検知域値と認知域値
を評価する検査である T&T オルファクトメーター
を用いた基準嗅力検査と、静脈に臭素を注射し、
潜時と持続時間を測定する静脈性嗅覚検査であり
標準的な検査とされている。また、マイクロカプ
セル化したにおいが印刷された 12 種類のカード
を用いて行うカード型嗅覚検査の Open Essence

（OE、富士フイルム和光純薬株式会社）1-4)、生活
に即したにおい項目 20 種に対して自答する日常
のにおいアンケート（Self-administered Odor 
Questionnaire, SAOQ）5）、Visual Analogue 
Scale （VAS）の有用性も報告されている。しかし、
各々の検査の有用性は報告されているものの、そ
れぞれの相互関係については詳しく検討されてい
ない。本報告では、嗅覚障害患者における各質問票・
嗅覚検査の結果の特徴と相互関係を明かにするこ
とを目的とした。

対象と方法
2010 年 2 月から 2018 年 3 月の 8 年 2 か月間

で、当院の嗅覚専門外来を受診した 3281 例の中で、
基準嗅力検査、OE、SAOQ を施行できた 924 例 ( 男
性 412 例、女性 512 例、平均年齢 56.2 ± 17.0 歳 )
を対象とした。まず、924 例の疾患内訳を検索した。
本検討での疾患内訳は鼻副鼻腔手術、嗅覚専門外
来担当医によって診断された。すべての症例にお
ける基準嗅力検査、OE、SAOQ の平均値、各項
目の比較を行った。各結果の相関性はスピアマン
相関係数を用いて検討を行った。また、OE の異常

点数のカットオフ値を設定するために、2004 年の
日本鼻科学会嗅覚検査検討委員会案に準じて、基
準嗅力検査結果の平均認知域値が 1.2 以上を異常
と判断し、ROC 曲線を作成した。

集計データは、StatFlex® Ver.6（アーテック
（株）、大阪、日本）を使用して統計学的解析を行っ
た。結果は、平均値で示して、p < 0.05 であると
きに統計学的有意差ありと判定した。

本研究は、兵庫医科大学倫理審査委員会（承認
番号 1512）に基づいて行った。

結果
疾患の内訳は、鼻副鼻腔炎 400 例（43.3%）、感

冒後 234 例（25.3%）、外傷 50 例（5.4%）、頭蓋
内疾患（パーキンソン病、認知症など）14 例（1.5%）、
先天性 13 例（1.4%）、その他（心因性、鼻副鼻
腔腫瘍、全身疾患など）43 例（4.7%）、原因不明
170 例（18.4%）であった。

基準嗅力検査における各項目別の認知域値の平
均は、A（β -phenylethyl alcohol、バラのにお
い）4.90、B（Methyl cyclopentnolone、焦げた
におい、カラメルのにおい）4.06、C（Isovaleric 
acid、腐敗臭、汗、古靴下のにおい）3.77、D（γ
-undecalactone、桃の缶詰、甘くて重いにおい）
4.77、E（Skatol、糞臭、口臭、いやなにおい）4.31
であった（図 1）。OE の結果で、正答率が高かっ
たにおいの種類は、「カレー」51.1%、「メントール」
46.3%、「蒸れた靴下・汗臭」40.5% で、正答率が
低かったにおいは、「炒めたニンニク」16.1%、「バ
ラ」22.7% であった（図 2）。

SAOQで、点数が高かったにおいの種類（平均点）
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は、香水（0.91）、カレー（0.89）、炒めたニンニ
ク（0.83）、低かったのは、バター（0.51）、海苔（0.55）
であった（図 3）。

重症度別項目比較において、各項目比率につい
て比較した（図 4）。高度から脱失の嗅覚障害では、
OE では、メントール、カレー、SAOQ では香水、
カレー、コーヒーの比率が高かった。基準嗅力検
査と OE において、高度嗅覚障害と脱失の臭い別
の比率を比較すると Isovareric acid と蒸れた靴
下・汗の臭いの低下に特に差が見られた。

VAS と SAOQ（rs=0.843、P<0.001）、 基 準
嗅力検査の検知域値（rs=-0.751、P<0.001）、認
知域値（rs=-0.721、P<0.001）、OE（rs=0.718、
P<0.001）の結果は相関関係を示した。

基準嗅力検査と OE は、有意な相関（rs=-0.822、
P<0.001）を示し、ROC 曲線下面積は 0.886 で
あり、カットオフ値を 7 点にすると感度 0.77、特
異度 0.93 であった。

考察
嗅覚検査や嗅覚のアンケートは、各々の検査の

有用性は報告されているもののそれぞれの相互関
係については詳しく検討されていない。そのため、
本報告では、各質問票・嗅覚検査を施行できた嗅
覚障害患者 924 例の結果の特徴と相互関係を臨床
的に検討した。

基 準 嗅 力 検 査 で は、 嗅 素 符 号 C（Isovaleric 
acid: 腐敗臭、古靴下、汗臭）が最も低かった。
OE では、「カレー」、「メントール」、「蒸れた靴下・
汗臭い」、「ひのき」の順で正答率が高かった。過
去の報告 2）において「メントール」と「カレー」
は、刺激性のにおいであり評価が難しいと判断さ
れており、それらを除くと最も正答率が高かった
のは蒸れた「靴下・汗臭い」であった。また OE で、

「蒸れた靴下・汗臭い」の正答率が高度嗅覚障害よ
り脱失例で低かった。そのことから、Isovareric 
acid や「蒸れた靴下・汗臭い」の臭いは脱失の判
別に有用となる可能性が示唆された。

VAS は 基 準 嗅 力 検 査、OE、SAOQ と OE は

図1. 基準嗅力検査
C（Isovaleric acid、腐敗臭、汗、古靴下のにおい）3.77が最も
域値が低く、A（β-phenylethyl alcohol、バラのにおい）4.90
が最も域値が高かった。

図2. Open essence
正答率が高かったにおいの種類は、「カレー」51.1%、「メン
トール」46.3%、「蒸れた靴下・汗臭い」40.5%で、正答率が低
かったにおいは、「炒めたニンニク」16.1%、「バラ」22.7%で
あった。

図3. 日常のにおいアンケート
点数が高かったにおいの種類は、香水（0.91）、カレー
（0.89）、炒めたニンニク（0.83）、低かったのは、バター
（0.51）、海苔（0.55）であった。
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基準嗅力検査と有意な相関を認めた。しかし、
SAOQ では炒めたニンニクのにおいの点数が高い
にもかかわらず、OE ではニンニクの臭いの正答率
が低い結果となった。検査はそれぞれの特徴を持っ
ており総合的に評価することが必要であると考え
た。

OE の異常値を T ＆ T オルファクトメーター検
査の異常値と比較し ROC 曲線を描いたところ 7
点以下がカットオフ値として有用でないかと考え
た。このことは、スクリーニングにおいて 8 点以
上は正常と判断するべきであるという過去の報告
と同様であった 3)。また、OE を用いて「メントー
ル」、「みかん」、「練乳」3 嗅素の組み合わせが加齢
性嗅覚機能低下のスクリーニングに有用であると
の報告 4) もあり、絞り込むことによりさらに有用
な検査となる可能性がある。今後さらに疾患別特
徴や年齢別の特徴などを検討していきたい。

図4. 重症度別比較
高度から脱失の嗅覚障害において、OEでは、「メントール」、「カレー」、SAOQでは香水、カレー、コーヒーの比率が高かった。基準
嗅力検査においては、軽度・中等度において、高度・脱失と比較しIsovareric acid、Skatolの域値の比率が他の臭素とくらべ低い印象で
あった。

図5. 基準嗅力検査（1.2以上）とOEによるROC曲線
ROC曲線下面積は0.886。カットオフ値を7点にすると感度
0.77、特異度0.93。



45

まとめ
本検討は、基準嗅力検査、OE、SAOQ が施行

できた 924 例を対象として、各検査の特徴や相関
関係を検討した。基準嗅力検査と OE は、相関関
係を示し同様の特徴を示したが、SAOQ は一部異
なる結果となった。Isovareric acidや「蒸れた靴下・
汗臭い」の臭いは脱失の判別に有用となる可能性
が示唆された。OE のカットオフ値は、7 点が適当
と考えた。さらに、各嗅覚検査、アンケートを検
討することにより検査と嗅覚障害の関係をしたい。

謝辞
本研究は、JSPS 科研費 25462671、16K11220、
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鼻呼気凝集液の臨床的意義

三輪　徹 1,2）、蓑田　涼生 1）、折田　頼尚 2）

1）熊本総合病院　耳鼻咽喉科・頭頸部外科　中耳・内耳手術センター
2）熊本大学　耳鼻咽喉科・頭頸部外科

はじめに
内耳原基である耳胞への遺伝子 / 蛋白質導入は、

遺伝性難聴の治療法として、または発生過程にあ
る内耳における遺伝子 / 蛋白質の機能を調べる上
でも、極めて魅力的な方法である 1)–6)。我々は、こ
れまでに常染色体劣性無症候性難聴の原因の一つ
である Connexin30 (Cx30) を標的とする Short 
hairpin RNA (shRNA) plasmid (shRNA-Cx30)
を、Electroporation 法により正常マウス耳胞へ
導入し、難聴が発現することを報告してきた 1),2)。
ShRNA は、RNA interference (RNAi) による遺
伝子サイレンシングのために用いられるヘアピン
型の RNA 配列であり、ダイサーによって short 
interfering RNA (siRNA) へと切断され、RNA 誘
導サイレンシング複合体と結合する。この複合体
が siRNA と相補的な配列を持つ mRNA に結合し、
目的の遺伝子を切断する。

今回我々は、ノックアウトマウスが胎生致死
7) で あ る Dachshund Family　Transcription 
Factor 1(Dach1) 遺伝子に着目し、前述の方法を
用いて実験を行った。Dach1 遺伝子は、ショウジョ
ウバエの dachsfund gene(dac) の哺乳類ホモログ
として同定された 8)。ショウジョウバエにおいては、
dac 遺伝子の欠損によりショウジョウバエの眼、
四肢が低形成となることが報告され 7)、dac 遺伝子
は各組織の分化を促進することが知られている 9)。
一方、正常マウス胎生期内耳において Dach1 は、
E12 の耳胞背側および E15 の蝸牛管外側 ( 蝸牛血
管条に分化する領域 ) に発現することが報告され
ている 10)。このことから、Dach １を標的とする

shRNA(shRNA-Dach1) プラスミドを胎生期 11.5
日 (E11.5) の段階で導入することにより、内耳に
おける Dach1 の確実な発現抑制が可能であると考
える。

方法
CD-1 正常マウスの E11.5 の耳胞へ、Dach1

の siRNA 発現ベクターである shRNA-Dach1 プ
ラスミドの混濁液を Microinjection 法にて注入
し、Electroporation 法により遺伝子導入した。蛍
光マーカーとして Enhanced Green Fluoscence 
Protein (EGFP) を 用 い た。 コ ン ト ロ ー ル に は
shRNA-scramble プラスミドを用いた。まず、処
置後 4 日 (E15.5) で胎仔を摘出、切片を作製し in 
situ hybridization(ISH) 法を用いて内耳原基細胞
での Dach1 mRNA の発現の有無を確認した。ま
た、処置後 7 日 (E18.5) で帝王切開を行い、胎
仔を代理母に育成させ生後 30 日 (P30) の時点で
蝸牛の機能的・形態学的評価を行った。実験デザ
インを図 1 で示した。機能的評価には Auditory 
Brain Response (ABR) を用いた。形態学的評価
には凍結切片作製後、免疫染色を行った。有毛細
胞の評価には Surface Preparation を用いた。

統計学的検討には Student の t 検定を用い、p
値が 0.05 未満を有意と判定した。

結果
EGFP を 付 与 し た shRNA-Dach1、shRNA-

scramble( コントロール ) は以前の我々の報告同
様 1)2)、胎生期内耳の予定感覚上皮、内側壁、外側
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壁へ導入された ( データ非掲載 )。Dach1 の発現
を E15.5 の時点で ISH 法で確認したところ、コン
トロール群では胎生期内耳上皮の外側壁に Dach1 
mRNA の発現を認め、shRNA-Dach1 を導入し
た群では、Dach1 mRNA 発現の消失を認めた ( 図
2)。P30 における ABR では、shRNA-Dach1 を
導入した群は、コントロールを導入した群よりも
有意に聴力閾値が上昇していた ( 図 3)。免疫染色
において、shRNA-Dach1 を導入した群では、中
間細胞のマーカーである Kir4.1 の発現が消失し
ていた ( 図 4)。また、辺縁細胞のマーカーである
KCNQ1、基底細胞のマーカーである Claudin11
の発現には変化がなかったが、血管条の厚さは薄
く変化していた ( 図 5)。また、shRNA-Dach1 を
導入した群では外有毛細胞の脱落を認めたが、コ
ントロール群では外有毛細胞の脱落をほぼ認めな
かった ( 図 6)。

考察
Dach1 は内耳の形成に重要な役割を果たす

遺伝子であることが推測されるが、Dach1 欠
失マウスが致死的であるため 10)、これまでほと
んど検討されてこなかった。今回我々は、正常
Dach1 遺伝子が胎生期内耳において発現する前の
E11.5 に、RNAi のカセットを内包した遺伝子を、
Electroporaion 法を用いて導入すること 3),4) で、
内耳特異的に Dach1 の発現を抑制したモデルマウ
スを作製した。内耳特異的 Dach1 発現抑制モデル
成熟マウスでは、Dach1 の発現が抑制されること
により、難聴を呈し、外有毛細胞の減少を認めた。
また、組織学的検討より、内耳特異的 Dach1 発
現抑制モデル成熟マウスでは中間細胞 (Kir4.1) の
形成不全より血管条の菲薄化を呈していた。血管
条は蝸牛電位の形成に必要であり、蝸牛電位は正
常な聴覚に必須である。蝸牛電位は血管条の上皮 -
間葉系細胞ネットワークの働きにより K イオン交
換が行われることで形成される 11)。この K イオン
の流入により有毛細胞の脱分極が生じ、電気信号
に変換された音が聴神経を通り聴こえを知覚する。
これまでの報告より、中間細胞を形成する遺伝子
の欠失により、蝸牛電位が低下し難聴を呈するこ
とが知られている 12)。

まとめ
今回我々は、胎生期内耳へ Dach1 を標的とす

る shRNA プラスミドを導入し、内耳特異的に
Dach1 発現を抑制することに成功し、Dach1 の
機能解析を行った。Dach1 は胎生期に蝸牛上皮外
側壁に発現し、この発現が抑制されることで血管
条の 3 層のうち中間細胞層が形成されず血管条形
成不全が起こり、難聴が発症したものと考える。
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血清 Nerve growth factor（NGF）と
長期スギ舌下免疫療法の効果

山田武千代、登米　慧、椎名和弘、斎藤秀和

秋田大学大学院　耳鼻咽喉科・頭頸部外科

はじめに
バイオマーカー（Biomarker）は、「通常の生物

学的過程、病理学的過程、もしくは治療的介入に
対する薬理学的応答の指標として、客観的に測定
され評価される特性」と定義づけられ、疾病の存
在や進行度をその濃度に反映し、血液中に測定さ
れる物質を指す用語である。抗原特異的免疫療法
では、TH2 細胞、TH1 細胞、制御性 T（Treg）細
胞の増殖、IgG4 阻止抗体、好塩基球の変化などが
報告されている。国民病といわれるスギ花粉症１）

に対しては保険診療として舌下免疫療法が行われ
ている。今回はスギ花粉症の長期舌下免疫療法と
バイオマーカーについて検討した。スギ花粉大量
飛散シーズンでは飛散ピーク時おける症状薬物ス
コアは舌下免疫療法１年目群に比べ 3 ～ 5 年目群
が有意に低いことから、飛散ピーク時の 1 年目と
4 年目で血清分子を検討した。　

方法
スギ特異的舌下免疫療法を長期施行した 20 例

を対象とした。毎年スギ花粉の飛散前，飛散ピー
ク時に採血、血清をマイナス 80 度で冷凍保存し
た。血清中の分子は ELISA 及びビーズマルチプ
ルアッセイで測定した (IL-17A: R&D Systems, 
Minneapolis, MN; C3a, C5a: BD Biosciences, 
San Jose, CA; NGF、HGF、IL-4, IL-5, IL-13, 
IFN- γ : Multiplex Assays, Millipore, Billerica, 
MA)。鼻アレルギー診療ガイドラインに従い 2）、飛
散ピーク時の症状薬物スコアを観察し、Wilcoxon's 
signed-rank test 、Spearman’s correlation 
coefficient by rank で統計処理を行った。

結果
血清 IL-4、血清 IL-17A 濃度は 4 年目で、1 年

目と比較して有意に減少し、血清 NGF 濃度は 4
年目で、1 年目と比較して有意に増加した ( 図 1)。

舌下免疫療法 4 年目の血清 NGF 濃度は舌下免疫
療法 4 年目の症状薬物スコアと有意な相関が認め
られた ( γ = 0.563, p  = 0.014)。血清 NGF 濃度
で患者を、NGF 高値グループ H（n=5）と NGF
低値グループ L（n=15）に分けると、グループ H
の症状薬物スコアがグループ L よりも 4 年目に有
意に高かった（図 2）。

その他、血清 C3a、C5a レベルは、4 年目で治
療前及び 1 年目と比較して有意に減少した ( p < 
0.0005) ( p< 0.001)。血清 IL-5, IL-13, IFN- γ
レベルは 4 年目で、1 年目と比較して有意な変化は
認めなかった。舌下免疫療法 4 年目の血清 IL-17A
レベルは舌下免疫療法 4 年目の症状薬物スコアと
有意な相関が認められた (g = 0.57,  p<0.01)。

図1. 長期舌下免疫療法における血清分子変動
(***p  < 0.005,  *p  < 0.05)
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考察
スギ花粉症に対する舌下免疫療法 4 年目で（1

年目と比較して）血清 NGF は有意に増加し、舌下
免疫療法 4 年目の血清 NGF 濃度は舌下免疫療法 4
年目の症状薬物スコアと有意な相関が認められた。
今回、スギ花粉症において NGF との関係を初めて
示した。アレルギー性鼻炎患者の上皮および粘膜
下組織において、NGF は好酸球、肥満細胞で主に
発現し、上皮粘液細胞および粘膜下組織腺細胞に
存在しているおり 3）、アレルギー性鼻炎患者に鼻腔
に抗原を誘発させると鼻腔洗浄液中の NGF が増加
する 4）。気道アレルギーとしての研究では、気管支
喘息マウスモデルにおいて肺胞洗浄液の NGF 発現
陽性細胞数は喘息群において顕著に高く、抗 NGF
抗体処置によりコラーゲン沈着などの気道リモデ
リングを減少させている 5）。抗 NGF 抗体は RhoA
発現を低下させ、気道炎症と気道過敏性を抑制す
る 6）。

減少が認められたのは、スギ花粉症に対する舌
下免疫療法 4 年目で（1 年目と比較して）有意な減
少が認められたのは、血清 IL-4、IL-17A、C3a、
C5a であった。気道アレルギーの感作において、
補体の活性化が起こり、C3a、C5a の産生が増強
されることが知られており 7）、補体は IL-17A 産
生を誘導する 8）。感作で誘導される C3a、C5a
が、免疫療法で抑制されることは興味深い。TH1、
TH2、TH17 パラダイムが論じられているが、サイ
トカイン発現、GATA3、STAT6、retinoic acid-
related orphan receptor γ t、STAT3、CCR6
の分子から、IL-4/IL-17 陽性細胞の存在が認めら

れている 9-10）。肥満細胞はアレルギー反応で重要な
働きをしているが、NGF を産生し放出し神経免疫
相互作用および組織炎症に関与する。 NGF は肥満
細胞の強力な脱顆粒因子であり分化および成熟を
促進し IL-3 との補因子としても作用するが、B 細
胞および T 細胞、好中球および好酸球においても
作用を有する 11）。長期舌下免疫療法群の治療抵抗
群では NGF が高くアレルギー反応を悪化させてい
る可能性がある。

参考文献
1) Yamada T, Saito H, Fujieda S. Present state 

of Japanese cedar pollinosis: the national 
affliction. J Allergy Clin Immunol. 133, 632-
9, 2014.

2) Okubo K, Kurono Y, Fujieda S, Ogino S, 
et al. Japanese Society of Allergology. 
Japanese guideline for allergic rhinitis. 
Allergol Int . 60, 171-89,2011.

3) Bresciani M, Lalibertè F, Lalibertè MF, 
Gramiccioni C, et al. Nerve growth factor 
localization in the nasal mucosa of patients 
with persistent allergic rhinitis. Allergy . 
64,112-7,2009.

4) Sanico AM, Stanisz AM, Gleeson TD, Bora 
S, et al. Nerve growth factor expression 
and release in allergic inflammatory 
disease of the upper airways. Am J Respir 
Crit Care Med . 161,1631-5,2000.

5) Huang LW, Sun G, Wang DL, Kong LF. 
Inhibition of nerve growth factor/tyrosine 
kinase receptor A signaling ameliorates 
airway remodeling in chronic allergic 
a i rway inf lammation.  Eur Rev Med 
Pharmacol Sci . 19,2261-8, 2015.

6) Chen J ,  Kou L,  Kong L.  Ant i -nerve 
g row th  f a c t o r  an t i body  imp rove s 
a i r w a y  h y p e r r e s p o n s i v e n e s s  b y 
down- r egu l a t i ng  RhoA .  J .A s thma . 
2018   [Epub  ahead  o f  p r i n t ]  do i : 
10.1080/02770903.2017.1396467.

7) Zhang X, Köhl J: A complex role for 
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抗 HMGB1 抗体を用いた局所炎症制御による
外傷性嗅覚障害後の嗅覚機能回復促進
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目的
嗅神経系は本来高い再生能力を有している。し

かし実際の臨床において、外傷性嗅覚障害例の予
後は悪く、嗅覚改善率は約 30% である 1)。われ
われはこれまでに外傷性嗅覚障害モデルマウスを
用いて、嗅神経切断後の神経再生が局所炎症の程
度に依存すること、炎症急性期にステロイド薬
や抗インターロイキン -6 受容体（IL-6R）抗体、
Tumor necrosis factor- α (TNF- α ) 阻害薬を
用いた抗炎症治療を施行すれば、マクロファー
ジなどの炎症細胞浸潤とグリア瘢痕形成を抑制
し、嗅神経再生が促進され、嗅覚回復が良好にな
ることを報告した 2-4)。細胞核内タンパク質であ
る High mobility group box 1（HMGB1）も細
胞損傷により細胞外へ放出されると炎症性メディ
エーターとなることが知られており、これを阻害
することで頭部外傷後の嗅覚回復が良好になる可
能性が考えられる。よって本研究はこの確認をす
るために施行した。

方法
遺伝子組み換えマウスである OMP (olfactory 

marker protein)-tau-lacZ マウス 5) を用いて、外
傷性嗅覚障害モデル動物を作製した。固くて組織
傷害度が強いステンレス製のカッターを用いて、
左側の嗅神経を切断した。右側の嗅神経はコント
ロールとして温存した。その直後に抗 HMGB1 抗
体（少量：25 μ g/body、多量：50 μ g/body）
を腹腔内注射した。コントロール群には IgG（50 
μ g/body）を投与した。この後 5、14、42、100

日目にマウスを 4％パラホルムアルデヒドで灌流固
定した。2 週間の脱灰処理後、頭部の凍結連続切片

（水平断）を作製し、X-Gal 染色を施行して嗅神経
を青色に発色させた。その標本を顕微鏡下 CCD 
カメラで撮影し、画像撮影画像解析ソフト Image 
J (NIH, USA) で 炎症組織量を測定した。嗅神経
の再生は以下の計算式で評価した。

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) と 
CD68 に対する免疫染色で、嗅球の活性化星状膠
細胞とマクロファージを確認した。それぞれ炎症
組織内の 5 カ所で単位面積あたりの細胞数を計測
し、その平均値を算出した。

統 計 処 理 は 二 元 配 置 分 散 分 析（Two-way 
ANOVA）を行った。3 群間の差の検定は post 
hoc test に Bonferroni  method を用いて行い、
p < 0.0167 で有意差ありとみなした。

結果
抗 HMGB1 抗体投与群は、コントロール IgG 投

与群と比較して、炎症組織、活性化星状膠細胞、
組織球浸潤が抗 HMGB1 抗体の投与量に依存して
少なくなり、またより多くの嗅神経が再生してい
た（図 1、2）。
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考察
今回の研究結果から、外傷後に HMGB1 を抑制

すれば、傷害された嗅神経の再生が促進すること
が明らかとなった。過去のわれわれの研究で、外
傷性嗅覚傷害の予後改善を図るために、外傷急性

期にステロイド薬を投与することを報告した。し
かし、日本神経外傷学会が定めている頭部外傷の
管理、治療ガイドラインにおいて、急性期のステ
ロイド薬投与は、外傷治療における有効性のエビ
デンスが低いことと副作用に対する懸念から、脊
髄損傷例を除いて推奨されていない。そこでステ
ロイドにかわる抗炎症薬として、炎症性サイトカ
インのひとつである IL-6 や TNF- αの受容体抗体、
阻害薬の有効性を検討した。これは慢性関節リウ
マチなどの難治性炎症の新しい治療薬としてすで
に臨床実用化されているので、もし将来嗅覚障害
診療への応用を考えたとき、比較的早期に使用可
能になるであろうと考えたからである。これらの
薬物もステロイドと同様に有効性を示したが、一
方で過剰な免疫能抑制により、重症感染症を引き
起こすという副作用の懸念もある。これらの薬物
と比較して、今回の研究に用いた抗 HMGB1 抗体
は、これまでに副作用を生じたという報告がない
のが大きな長所である。

現在の救急医療現場で、頭部外傷の急性期に嗅
覚障害の有無と予後まで考慮に入れた治療をして
いる施設はかなり少ない。本研究結果は、外傷性
嗅覚障害の予後成績向上のためには、慢性期の治
療法開発とともに受傷急性期に対処して外傷性嗅
覚障害の発症率を下げるように取り組むのも効果
的な手段であることを示唆している。今回の研究
結果をもとに、抗 HMGB1 抗体の実地医療の場へ
の応用を進めることで、今後の外傷性嗅覚障害の
予後成績向上が図れるのではないかと考える。
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図1
嗅神経切断直後抗HMGB1抗体投与後の炎症組織量と嗅神経再生
率の変化。＊印は抗HMGB1抗体投与群とコントロールIgG群と
の間で、p < 0.0167 で有意差あり。各点 n = 6

図2
嗅神経切断直後抗HMGB1抗体投与後の活性化星状膠細胞数とマ
クロファージ数の変化。＊印は抗HMGB1抗体投与群とコント
ロールIgG群との間で、p < 0.0167 で有意差あり。各点 n = 6
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Acetylcholine-induced ciliary beat of the human nasal 
mucosa is regulated by the pannexin-1 channel and 

purinergic P2X receptor
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はじめに
気道上皮粘膜にみられる線毛輸送機能は、塵埃

や細菌などの異物を排除するのに重要な役割を果
たしている。調和のとれた線毛運動は粘膜表面の
恒常性を保つのに必須であり、線毛運動の低下や
乱れはさまざまな気道疾患と関連している。線
毛運動の制御には、Ca2+、ATP、acetylcholine 
(Ach)、NO などが関与することが以前から知られ
ている。しかしその制御機構の詳細は、ヒトにお
いては未だよく解明されていない。

われわれはこれまでにヒト鼻粘膜を使ったex 
vivo の実験により、Ach 刺激によりヒト鼻粘膜か
ら ATP が放出されることを報告した 1)。今回われ
われは Ach による線毛運動の刺激作用の経路が、
この ATP 放出の制御経路ときわめて類似した関係
にあることを見出したので報告する。

対象と方法
肥厚性鼻炎患者から全麻下に下鼻甲介粘膜を切

除し、下鼻道側粘膜を下鼻甲介骨から分離した
後、酸素を飽和溶解させた Hank’s balanced salt 
solution に浸した。この粘膜から幅 1 mm、長
さ 5 ～ 6 mm の帯状の粘膜片を切り出し、位相差
顕微鏡に接続した高速度ビデオカメラ（HAS-U1 
(DITECT 社 )）で線毛運動を記録した。そして
種々の薬剤を負荷し、線毛運動速度（ciliary beat 

frequency (CBF)）の変化を測定した。

結果
無刺激の状態での CBF は 6 ～ 10 Hz であった。

Ach (100 μ M)、ATP (100 μ M) はこの CBF
を有意に増加させた。この線毛運動促進作用は溶
液中から Ca2+ を除去することにより完全に抑制さ
れ、また、atropine sulfate (muscarinic receptor 
antagonist)、2-aminoethoxydiphenyl borate 
(IP3 receptor antagonist)、carbenoxolone 
(pannexin-1 blocker)、probenecid (pannexin-1 
blocker)、pyridoxalphosphate-6-azophenyl-
2’,4’-disu l fonic  ac id (P2X receptor 
antagonist)、flufenamic acid (connexin 
channel blocker) に よ っ て も 有 意 に 抑 制 さ れ
た。一方、bafilomycin A1 (vesicular transport 
inhibitor) はこの線毛運動促進作用には影響を与
えなかった。

考察
今回の実験でヒト鼻粘膜上皮の線毛運動が、前

回われわれが見出した ATP 放出とほぼ相同なメ
カニズムで制御されていることが分かった。今
回得られた結果から、Ach 刺激による線毛運動
制御の細胞内シグナル伝達経路について、図 1
に示すような仮説が立てられる 2)。まず Ach が
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muscarinic receptor に結合する。鼻粘膜に存在
する muscarinic receptor は主に M3 であること
が知られている 3)4)。M3 は Gq 蛋白と共役してい
る の で phospholipase C が 活 性 化 さ れ、IP3 と
diacyl glycerol が生成する。IP3 は細胞内 Ca2+ 
reservior 表面に存在する IP3 receptor に結合し、
Ca2+ を放出させる。これによって膜電位の脱分極
が起こると pannexin channel が開く。鼻粘膜に
存在する pannexin はタイプ 1（pannexin-1）で
あり 5)6)、これを通してATPが細胞外へ放出される。
この ATP 放出反応には vesicular transport は関
与していないと考えられる。ヒト鼻粘膜において
pannexin-1 は P2X プリン受容体の 7 種のサブタ
イプのうち P2X7 と共発現しており 6)、放出された
ATP は P2X7 に結合する。活性化された P2X7 を
通して細胞外 Ca2+ が細胞内に流入し、これによっ
て pannexin-1 が再び活性化される。このような
反応経路によって autocrine による feedbach 機
構が形成されていることが推定される。こうした
細胞内 Ca2+ の上昇は connexin channel を通し
て隣接する細胞へ伝搬されると考えられる。

気道上皮の線毛運動に関してはこれまでにも培
養細胞や実験動物を使っての研究がなされている。
今回の研究では、手術時に採取した鼻粘膜をex 
vivo の環境で観察してその反応を測定しており、

ヒトのin vivo における現象をかなり忠実に反映し
ているものと考えられるため、ひじょうに重要な
知見である。

結論
Ach はヒト鼻粘膜上皮の線毛運動を亢進さ

せ、 こ の 反 応 に は pannexin-1 channel と P2X 
receptor が関与することが示された。Pannexin-1 
channel か ら 放 出 さ れ た ATP は P2X receptor
を刺激し、次に P2X receptor を通して流入する
Ca2+ は pannexin-1 channel を刺激すると考えら
れる。すなわち、このシステムが周期的な細胞内
Ca2+ の上昇を引き起こす振動子として機能してい
る可能性が示唆される。将来、この制御機構を標
的とした気道疾患の新しい治療戦略が考えられる。
現在、細胞内 Ca2+ 上昇の下流の経路についてさら
に検討中である。

参考文献
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図 1. Ach 刺激による線毛運動制御のシグナル伝達経路（文献 2）より引用）
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in the eosinophillic chronic rhinosinusitis (ECRS)
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Introduction
Eosinophilic chronic rhinosinusitis (ECRS) is 
a refractory disease, and closely related to 
bronchial asthma. Interestingly, endoscopic 
sinus surgery not only improves asthma 
symptoms, but also reduces the dosage of 
anti-inflammatory drugs[1]. Although the 
interaction from upper to lower airway 
has not been known, cholinergic nerve 
system such as nasal-bronchial reflex (NBR) 
contr ibutes to regulate this interaction. 
However, the underlying mechanism that 
upper airway signaling via this pathway 
modulates chronic lower airway inflammation 
is unclear. In this study, to invest igate 
nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) 
signaling-induced neural inflammation by 
acetylcholine released from cholinergic nerve, 
we examined α 4/ α 7nAChR mRNA level in 
airway allergic inflammation mouse model 
and expression of these receptors in the 
eosinophil, a key player in allergic airway 
inflammation. 

Methods
1. OVA-induced total eosinophilic airway 

inflammation, allergic rhinitis with asthma
Mice were injected 50 μ g OVA with 1mg of 
aluminum hydroxide by intraperitoneal (i.p.) 
on day 0 and day 14. From day 21-25, mice 
were intranasal (i.n.) challenge with 1% OVA. 
Nasal and lung tissues were harvested 24h 
after the last challenge (day 26). 
2. qPCR
RNA from nasal and lung t issues were 
isolated using a RNA isolation kit (Macherey 
Nagel), and then reversely transcribed with 
PrimeScript RT reagent kit (Takara). qPCR 
were performed using SYBR Green reagents 
(Qiagen) with RotorGene system. Gene 
amplification was normalized to GAPDH 
and gene expression level quantified as fold 
difference.
3. Flow cytometry
To measure the expression of α 4/α7nAChR 
on eosinophils from IL-5 transgenic spleen, 
cells were incubated with fluorochrome-
conjugated antibodies (CD19, CD90.2, SiglecF, 
CD45) and rabbit anti-mouse α 4/α7nAChR 
in 4 °C for 30min. Then, cells were stained 
with goat anti-rabbit conjugated with Alexa 
488. For intracellular staining, cells were 
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fixed and permeabilized by using Cytofix/
Cytoperm kit (BD), and were incubated with 
anti- α 4/α7nAChR antibodies in 4°C for 30 
min. Stained cells were measured by FACS 
CantoII (BD Biosciences), and data were 
analyzed by FlowJo software v 7.1 (Tree Star, 
Inc).

Results
1. Increasing of α4nAChRs mRNA expression 
in nasal and lung tissue from allergic rhinitis 
with asthma model 
To investigate the gene expression of nAChRs 
in the inflamed site of this allergic mouse 
model, qPCR were performed in nasal and 
lung t issues. OVA-induced eosinophil ic 
airway tissues mice were shown 2 folds 
increasing expression of α 4nAChR mRNA in 
comparison with naïve group.
2. Splenic eosinophils expressed both α4 and 
α7 nAChRs 
For flowcytometric analysis, we found that 
splenic eosinophils from IL-5 transgenic mice 
expressed α 4nAChRs in both surface and 
intracellular staining. By contrast, α7nAChRs 
barely expressed.

Discussion
We found that increasing of α 4- but not α
7nAChRs gene expression in nasal and lung 
tissues from eosinophilic airway inflammation 
model . Simi larly, these receptors were 
expressed in the eosinophil. Recently, the 
involvement of nAChRs in Th2 immune 
response diseases has been repor ted. 
Lauriane Galle-Treger reported that pre-
treatment withα7nAChRs agonists attenuates 
ILC-2-dependent airway hyperreactivity[2]. 
By contrast, α 4nAChRs agonists promote 

Th2 immune response[3]. Our data suggests 
that signaling through α 4nAChRs expressed 
on eosinophils accelerate chronic airway 
inflammation, while α 7nAChRs attenuate 
this inflammation (Fig.1). Thus, this study 
might be an important milestone for a new 

strategy targeted on anti-cholinergic drug to 
airway inflammation.

Figure legend
(A) The interaction from upper to lower 
a i r way in f lammat ion (B)  Modu lat ion 
of airway inflammation through neural 
inflammation induced by nAChRs expressed 
in the eosinophil.
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ダイレクトリプログラミングによる蝸牛神経の再生
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はじめに
哺乳類の一次聴覚ニューロンであるラセン神経

節細胞は、音情報を内耳から脳幹の蝸牛神経核に
伝達する神経細胞である。ラセン神経節細胞は一
度変性すると、自発的に再生することはなく、恒
久的な感音難聴をきたす 1,2)。補聴器や人工内耳
はラセン神経細胞の音響あるいは電気刺激が必要
な聴覚デバイスであるが、ラセン神経細胞が高度
に変性した場合、これらのデバイスの効果は期待
できない。ラセン神経節細胞の変性を原因とする
感音難聴治療戦略の一つとして、遺伝子治療が挙
げられる。従来のラセン神経節細胞をターゲッ
トとした遺伝子治療の報告は、BDNF3), NT-34), 
human nerve growth factor5) などの神経栄養因
子を用いたものであった。これらの報告は、生存
している神経細胞の保護効果と神経突起の蝸牛有
毛細胞への伸張を目的としており、いちど失われ
た神経細胞の再生を目指しているわけではない。

我々は、ダイレクトリプログラミングによるラ
セン神経節細胞の再生を目指している。ダイレク
トリプログラミングは、未分化細胞を介さずに、
人為的にある種の分化した細胞を別の種類の細胞
に分化転換させることである。我々は、以前に神
経分化転換のパイオニア転写因子である Ascl1 の
導入によりマウス蝸牛非感覚上皮細胞から神経細
胞へのダイレクトリプログラミングを報告した 6)。
今回、我々がターゲットとした細胞はラセン神経
節内の非神経細胞である。ラセン神経節内の非神
経細胞は主にシュワン細胞、間葉系細胞から構成
される 7)。シュワン細胞はラセン神経節細胞を栄養
し保護する役割も果たすために、ダイレクトリプ
ログラミングされたシュワン細胞由来の神経細胞

の生存にもシュワン細胞の一部が必要である。シュ
ワン細胞は豊富に存在し、ラセン神経の変性後も
生存し増殖することが知られているために 8)、ダイ
レクトリプログラミングによりシュワン細胞が枯
渇する懸念は小さいと考えられる。

Ascl1 は神経細胞への分化転換のパイオニア転
写因子であるが、一般に可塑性の低い生後の細胞
に対しても Ascl1 単独で神経細胞にリプログラミ
ングすることができる 6,9)。中脳アストロサイトや
マウス胎生線維芽細胞から Ascl1 により誘導され
た神経細胞は主にグルタミン作動性神経であった
9)。ラセン神経節細胞は蝸牛神経核細胞を刺激する
グルタミン酸作動性神経である 10,11) から、グルタ
ミン酸作動性神経細胞の作製が聴覚回路の再生に
は必要と考えられる。さらに、転写因子 NeuroD1
はラセン神経節細胞の発生に必要 12-15) であり、か
つ胎生の蝸牛非感覚上皮からの神経誘導に十分 16)

とされているが、われわれは Ascl1 と NeuroD1
の共発現がよりラセン神経節に近似した神経の誘
導できると仮説を立てた。内因性のラセン神経節
細胞、ラセン神経節非神経細胞、リプログラミン
グされた神経細胞の 3 者を比較してトランスクリ
プトーム解析を行ったので報告する。

方法
1. 動物

Mapt 遺伝子を EGFP で置換し、神経細胞で
EGFP を発現する Tau-EGFP ノックインマウス 17) 
(Jackson Laboratories) を用いた。ホモ結合型の
Tau-EGFP マウスは行動異常や長期増強の欠失が
報告されている 18) ために、実験にはヘテロ接合型
の Tau-EGFP マウスを用いた。また、野生型のマ
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ウスとして CD-1 マウス (Charles River) を用い
た。
2. 生直後のラセン神経節の採取

生後 1 日齢の Tau-EGFP マウスからラセン神
経節を摘出した。内耳骨胞を摘出後、蝸牛骨胞を
実体顕微鏡下に外して、膜迷路を露出させた 19) の
ち、蝸牛軸から慎重にラセン神経節を分離させた。
20-24 個のラセン神経節を氷上の 100 μ l HBSS
に回収した。Oshima らの報告 19) に従って組織を
単細胞化した。
3. フローサイトメトリー

Tau-EGFP 陰性分画はラセン神経節非神経細
胞（Spiral ganglion non-neuronal cell: 以 下
SGNNC）として培養後、神経誘導転写因子ある
いはコントロールベクターをトランスフェクトし
た。6-10 日の培養後、誘導神経細胞 (Induced 
neuron: 以下 iN) を Tau-EGFP 陽性かつ DsRed
陽性の細胞分画から回収した。最後に、Tau-
EGFP 陽性内因性ラセン神経節細胞を (Primary 
auditory neuron: 以下 PAN) を回収し、SGNNC
と iN とトランスクリプトプロファイルを比較し
た。
4. プラスミド DNA

バイシストロン性のプラスミドベクター pIRES2 
DsRed-Express2 (Clontech) を用いた。マルチ
クローニング領域にAscl1, NeuroD1 のコーディ
ング領域を挿入した。作成したベクターpCMV-
Ascl1-DsRed2, pCMV-NeuroD1-DsRed2 を 便
宜的に以下Ascl1-DsRed, NeuroD1-DsRed と表
記する。
5. トランスフェクションと細胞培養

CD-1 マ ウ ス や Tau-EGFP マ ウ ス 由 来 の
SGNNC を 0.2% ゲラチンでコートしたガラスボ
トムディッシュ上で“アストロメディウム”を用い
て接着培養させた 20)。細胞へのトランスフェクショ
ンは Lipofectamine LTX (Life Technologies) を
以前の報告 20) に基づき行った。トランスフェクショ
ン後、アストロメディウムで 20 時間インキュベー
トした後、“分化メディウム”で細胞培養を行った
21)。
6. 神経分化誘導効率の定量

神経マーカーのβ II-tubulin22), microtubule-

associated protein 2 (MAP2)23) 陽性かつ、細胞
体の 3 倍以上の長さの神経突起を有する細胞を iN
と定義した。
7. トランスクリプトーム解析 (RNA-seq)

RNA は Single Cell RNA Purification Kit 
(NORGEN) を用いて抽出した。RNA ライブラリ
は two-pronged approach を 用 い て、Illumina
社 HiSeq 2500 で 解 読 し た。 発 現 デ ー タ は
transcripts per million reads (TPM) 法 24) でノー
マライズした。
8. ドロップレットデジタル PCR (ddPCR)

ddPCR25) を用いて RNA-seq のデータの妥当
性 を 検 証 し た。QX200 ddPCR シ ス テ ム (Bio-
rad) により、iN, PAN, VC 群それぞれからβ III-
tubulin, Prph, Sox2, Tnc mRNA 分子を定量化し
た。

結果
1. ラセン神経節非神経細胞 (SGNNC) は神経細胞
にダイレクトリプログラミングされうる

Ascl1 をトランスフェクト後８日間培養した
SGNNC の免疫細胞化学を図 1 に示す。汎神経マー
カーのβ II-tubulin に対する抗体 TuJ1 陽性の神
経突起を有する iN の一部は、PAN に特異的に発
現する Map2 ( 図１A)、グルタミン作動性神経マー
カー Vglut1( 図１B), I 型ラセン神経節細胞に発現
する Prox1 ( 図１C) を発現した。図１D は縦軸
に TuJ1 陽性の神経突起を有する細胞の誘導効率
を示し、横軸に導入遺伝子の種類（コントロール、
NeuroD1 のみ , Ascl1 のみ , NeuroD1 と Ascl1
両方）を示した。Ascl1 は有意に高効率に神経を
誘導した (F(1,20) = 59.03) p  < 0.0001))（図１
D）。Map2 についても同様の結果であった（図１
E）。
2. RNA-seq およびドロップレットデジタル PCR 
(ddPCR) を用いたトランスクリプトーム解析

図 2 に実験のデザインを示す。コントロールベ
クターを導入した SGNNC (vector control: 以下
VC), Ascl1 と NeuroD1 の導入により作製され
た iN, 内因性のラセン神経節細胞 PAN の 3 者を
RNA-seq および ddPCR により比較した。図 3A
はピアソンの相関係数を示し、各郡内のばらつき
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が小さいことを示す。図 3B は主成分分析の結果
を示し、郡内のばらつきが小さいが、各群間は異
なる遺伝子発現プロファイルを示すことを表して
いる。RNA-seq( 図 3C) の妥当性を検証するため
に ddPCR（図 3D）で代表的な遺伝子（神経細胞
はβ III-tubulin, Prph、シュワン細胞は Sox2, 線
維芽細胞は Tnc）を用いて TPM と ddPCR の発

現量を各郡で検討した。TMP と ddPCR は良い
相関を示しており、PAN はいずれの方法にてもβ
III-tubulin, Prph を高く発現し、VC はいずれの
方法にても Sox2, Tnc を高く発現した。SGNNC
はシュワン細胞と線維芽細胞が混在したヘテロな
細胞集団であることが示唆された。iN は以上検
討した 4 つの遺伝子について PAN と VC の中間
の発現量を示した。図 3E は恣意的に、神経に豊
富に発現する遺伝子（Neuronal, Synaptic, Ion 
Channel）、ラセン神経節に豊富に発現する転写
因子 (transcription factors)、細胞骨格の再構成
に重要な役割を果たす遺伝子、グリア細胞に豊富
に発現する遺伝子 (Oligidendro, Schwann)、線
維芽細胞に発現する遺伝子 (Mesenchymal)、有
糸分裂に関する遺伝子 (Mitosis) をピックアップ
して、各群のヒートマップを作成している。iN は
PAN の特徴を有する一方で、起源細胞 SGNNC
の遺伝子発現パターンを維持していた。図３F は
unsupervised hierarchical clustering の 結 果 を
示す。郡内のばらつきは小さいが、群間の相違が
比較的大きいことが視覚的に示されている。

考察
本研究は、ラセン神経節に存在する非神経細胞

から神経様の細胞をダイレクトリプログラミング
できることを示した初めての研究である。Ascl1 は

図 1. SGNNC から PAN へのダイレクトリプログラミング

図 2. 実験のデザイン
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種々の細胞腫から機能的な神経細胞を誘導できる
ことが報告されている 6,9,26)。NeuroD1 はラセン
神経節細胞の発生と分化に関わる最も重要な転写
因子 12-15) であり、加えて我々は以前に、Ascl1 に
NeuroD1 を追加すると蝸牛非感覚上皮からより成
熟した神経細胞を誘導できることを示した 6)。こ
れらの経緯でわれわれは今回、ダイレクトリプロ
グラミングに用いる転写因子セットとして、Ascl1
と NeuroD1 を用いた。NeuroD1 単独のトランス
フェクションも試したが、神経分化誘導効率は低
かった。NeuroD1 自体の神経分化誘導能は低く、
蝸牛神経から誘導された幹細胞 27) や活性の高いグ
リア細胞に対しては神経分化を誘導する一方で、
Ascl1 はより広い種々の細胞 9,28) に対して神経分
化誘導能を有する可能性がある。iN はソースとな
る細胞種に依存して神経のサブタイプが決定され
るとされている 29,30)。同じ微小環境に存在する細
胞は同じ化学的シグナルやストレスに発生期に暴
露されることで特異的な神経サブタイプに誘導さ
れるのかもしれない。

我々が SGNNC から作製した一部の iN は内因
性の PAN に酷似した性質を有した。これらの iN
は PAN と同じ双極性ニューロンでありかつ PAN
特異的タンパクを発現した。しかしながらトラン
スクリプトーム解析によると iN には起源細胞であ
る SGNNC の特徴が残存していた。これは、本研
究において、リプログラミングのために培養した

期間は 1 週間と他の報告より比較的短かかった故、
リプログラミングが不完全であった可能性があ
る。加えて、起源細胞の中で細胞種特異的なリプ
ログラミング因子があることが想定されている 31)。
SGNNC はヘテロな細胞集団から構成されるため
に各々の細胞集団のリプログラミングの品質に差
異が生じるのかもしれない。RNA-seq のデータに
よると、iN はシュワン細胞あるいは線維芽細胞の
トランスクリプトームプロファイルを残していた。
このことはシュワン細胞も線維芽細胞も共に神経
にリプログラムされる能力 (competence) がある
ことを示している。

特記すべき点として、VC 群は培養しかつコ
ントロールベクターをトランスフェクトされた
SGNNC であることが挙げられる。SGNNC in 
situ と比較して、機械刺激や培養による影響が
VC をより iN に近いトランスクリプトームプロ
ファイルに偏倚させた可能性がある。従って、VC
群と SGNNC in situ の遺伝子プロファイルの差
の検証が今後の課題として残る。一方で、我々の
究極の目的が、ラセン神経節が障害された生体で
SGNNC を PAN にリプログラミングさせること
であるから、ラセン神経節が障害された微小環境
を模しているかもしれない in vitro での SGNNC
を用いた実験にはこの点に置いて意義があると考
えられる。

図 3. トランスクリプトーム解析

注：図 1 － 4 は Noda et al. Front Cell Dev Biol. 2018 Feb 14;6:16 を改変した
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急性音響外傷における
ERK シグナルのリン酸化とその機能的役割
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はじめに
音響外傷は急性感音難聴の中で多くを占める疾

患である。音響外傷における聴力像や蝸牛形態学
的変化はある程度解明されているものの、発症機
序に関する分子学的メカニズムはほとんど分かっ
ていない。Extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) は mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) の 1 つであり、遺伝子発現の調整、分裂、
代謝、生存、アポトーシス、分化に関与するとさ
れている細胞内シグナルである。ERK は音響負荷
などの細胞外からの刺激に反応して、スレオニン
とチロシン残基がリン酸化されて活性化される。
MAP キナーゼ経路は、MAP キナーゼ（MAPK）、
MAP キナーゼキナーゼ（MAP2K）、MAP キナー
ゼキナーゼキナーゼ (MAP3K) の 3 つの階層の
セリン / スレオニンキナーゼから構成された細胞
内の情報伝達経路である。MAP3K は細胞外から
加わる様々な刺激や細胞内環境の変化などに応答
して自身のリン酸化酵素としての活性を亢進させ
る 1)。活性化した MAP3K は MAP2K をリン酸化
により活性化する。活性化した MAP2K はさらに
MAPK をリン酸化し、活性化 MAPK は転写因子
をはじめとするさまざまな標的分子をリン酸化す
ることによって多彩な機能を発揮する。

哺乳類においては MAP キナーゼ経路には 3 つ
の主要な経路が知られている。これらのうち、JNK

（c-Jun N-terminal kinase）ならびに p38 経路は

ストレス応答キナーゼ (stress-activated protein 
kinase: SAPK) 経路とも呼ばれ、紫外線、放射線、
酸化ストレスや熱ショックといったさまざまなス
トレス刺激や炎症性サイトカインによって活性化
され、アポトーシスの誘導をはじめとする多様な
ストレス応答に関与している。

細胞死の制御機構としてこれらの経路が注目さ
れるようになったきっかけは、神経成長因子 (NGF)
に依存して生存する培養交感神経細胞から NGF を
除去することで誘導されるアポトーシスに、JNK
ならびに p38 が積極的に関わっていることが示さ
れたことであった。しかしその後は、JNK や p38、
さらにその上流の MAP2K、MAP3K に関しても、
それぞれの分子が細胞死を促進するという報告だ
けではなく、逆に抑制的に働くという報告も相次
ぐこととなった。結局、後にノックアウトマウス
を用いた解析などが決め手となり、JNK や p38 が
単独で細胞死を制御する状況はまれで、むしろ細
胞の置かれた環境や細胞自身の細胞死シグナルに
対する感受性などに応じて、他の細胞死制御機構
との連携により細胞の運命を決定しているという
とらえ方が定着しつつある 2)。

しかし、聴覚における ERK の役割についてはあ
まり知られていない。そこで今回我々は、マウス
を用いて音響外傷と有毛細胞に関する ERK2 の役
割について検討を行った。
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方法
Erk2 ノックアウトマウスは胎生致死であること

が報告されている３)。そこで、Cre/loxP システム
を用いて内耳有毛細胞特異的Erk2 遺伝子ノックア
ウトマウス (HC-E2CKO) を作製し、音響外傷に
おける ERK1/2 のリン酸化と発現について検討を
行った。作製には、Erk2 flox/flox マウスを内耳有毛細
胞特異的な遺伝子であるPou4f3 の cre マウスと
交配させた。さらに音響外傷後の聴力と有毛細胞
の生存率についても評価した。

結果
音響外傷直後に、蝸牛外側壁とコルチ器におい

て ERK1/2 のリン酸化を確認した ( 図 1)。特に、
コルチ器では有毛細胞や支持細胞でリン酸化を認
めた。そこで、HC-E2CKO マウスを用いて、有

毛細胞での ERK2 の役割について解析した。まず、
HC-E2CKO マウス (8 週齢 ) で蝸牛の形態を検討
したが、コントロールと比較して明らかな形態異
常を示さず、有毛細胞と一部の支持細胞を除いて
は ERK2 の発現に変化は認めなかった。音響外傷
後における HC-E2CKO マウスの聴力評価を行っ
たところ、コントロールでは部分的な聴力の回復
を示したが、HC-E2CKO ではほとんど回復を示
さず、高周波数領域 (32 kHz) において有意差を認
めた ( 図 2)。

考察
急性音響性外傷も内耳の急性障害モデルとして

内耳障害の病態解明に多く用いられている。ある閾
値以上の強大音曝露により、内耳有毛細胞は細胞
死にいたり不可逆性の聴覚障害に陥る。音響外傷

図 1
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により蝸牛有毛細胞が細胞死に至る機序としては、
物理的な損傷、血流障害などもあるが、生化学的
な機序の関与も大きいことがわかっている。蝸牛
が強大音に曝露されるとまず組織内の活性酸素量
が急速に増加することが報告されている。過量に
産生された活性酸素は数日間産生され続け影響を
及ぼし続ける。また、音響外傷においても、蝸牛
感覚上皮の有毛細胞のアポトーシスが引き起こさ
れるが、その経路はやはり活性酸素産生を引き金
とする MAP キナーゼ経路である。音響外傷による
蝸牛有毛細胞のアポトーシス経路も主にカスパー
ゼにより制御されているようである。強大音曝露
に引き続き、蝸牛有毛細胞内にカスパーゼ 3, 8, 9
の共発現がみられる 4)。その他にも、cytochrome 
c のミトコンドリアから細胞質への放出や、アポ
トーシス経路のエフェクター分子である EndoG 5)

や AIF 6) のミトコンドリアから核への放出が観察
されている。また、筆者らは強大音曝露により蝸
牛内組織の Acticator protein-1 が活性化される
ことを見いだし、JNK 経路が病態に関与している
ことを報告した 7)。これらは MAP キナーゼ経路
のうちのストレス応答キナーゼ (Stress-activated 
protein kinase: SAPK) 経路である JNK ならびに
p38 経路の関与を示唆する所見である。それをさ
らに裏付ける報告が増加している。JNK 阻害剤で
ある CEP-1347 の投与により強大音曝露による有
毛細胞死を軽減させるとされ、MAPK-JNK 経路を
ブロックするとされる細胞透過性ペプチドである
AM-111 や D-JNK-1 は強大音曝露後の投与でも、
音響性聴覚障害を軽減させるという結果が出てい
る 8), 9), 10)。これらの報告より、内耳蝸牛組織にお

いて MAP キナーゼ経路、特に JNK 経路は内耳障
害の病態に大きく関与しているものと考えられる。

まとめ
HC-E2CKO は音響外傷に対して障害を強く認

めたことから、内耳有毛細胞における ERK2 は音
響外傷時に保護的に作用することが示唆された。
内耳における MAP キナーゼの関与は主に急性内耳
性難聴における有毛細胞障害であることが、これ
までの報告でわかっている。海外においては JNK
経路の阻害剤を用いた臨床治験もおこなわれてい
るようである。現在のところ内耳性難聴の病態解
明は十分に進展しておらず有効な治療法も確立し
ていないのが現状である。今後のさらなる研究に
期待したい。
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Ca2+-ATPase 変異による進行性聴力障害について
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背景
マウスの難聴変異体は、加齢性障害を含む聴力

障害の根底的な機構を理解する上で依然として重
要なモデルである 6）。我々は、順遺伝学的方法に基
づく ENU 突然変異誘発プラットフォームを構築し
1)-3)、活用することにより、聴覚障害を有するマウ
ス変異体を同定・樹立し、ヒト加齢進行性難聴の
機構解析のための新規マウスモデルを開発した。

方法
進行性聴覚障害を有するマウス系統を樹立する

ため、クリックボックスによる驚愕反応を指標と
して変異体マウスをスクリーニングし、難聴候補
個体の聴性脳幹反応（ABR）を測定した。 単離さ
れた Ca2+-ATPase;Pmca2 突然変異体 4 系統に
ついて、非症候性難聴の定義的特徴である、難聴
の他に形質を伴わない事を確認するために、更に
包括的表現型スクリーニングを実施した 4)5)。進行
性表現型の可能性を検索するため、2 週間隔での測
定における差異を検討した。これら変異体におけ
る有毛細胞カルシウムイオンの排出活性の障害を
証明するために、変異遺伝子産物を発現する細胞
から変異タンパク産物を抽出し、酵素反応中間体
EP の定量的測定を行なった。

結果
樹立した上記４系統は、4 つの異なる allele を

其々持つ変異体であり、この内、M850 は早期よ
り高度難聴を示し、一方で、M290 は早期週齢に
おいて、中程度の難聴にとどまり、表現型強度に
差異を認めた。異なる時点での有毛細胞およびら
せん神経節細胞の最終的な消失を含む、これら系
統の間の明確な表現型変化を観察した。C57BL と
C3H の掛合わせによる F1 の遺伝背景は、これら
の表現型の相違を著しく増大した。この F １にお
いては、M850 は早期より高度難聴を示す一方で、
M290 は早期週齢において全くの正常聴力であっ
た。

考察
これら 4 系統のうち、M095 と M639 は、両者

(M850 と M290) の中間の表現型を示し、低周波
領域ではほぼ正常で、高周波領域において中程度
難聴を示し、更に全領域で継時的に ABR 域値の上
昇を示した。従って、この 2 系統が、この条件下で、
進行性の難聴を解析するためには最適と考えられ
た。

こうした明瞭な表現型の差異は、各変異遺伝子
産物の Ca2+ ポンプ活性の差から生じることが推



72

定 さ れ る。 近 縁 な Ca2+-ATPase family で あ る
Serca2 遺伝子の変異は、マウスにおいて扁平上皮
癌を生じることが知られており、細胞内 Ca2+ 濃
度の定常的調節が、細胞の多岐にわたる機能に関
わることが推論されている。聴覚においては細胞
内 Ca2+ 調節障害の表現型が継時的な差異を伴っ
て発現する経路が、有毛細胞の機能的低下のみを
もたらすのか、不動毛の部分的な形態形成異常を
生じるものなのか 7）、或はその細胞の生存そのもの
を脅かすものかに、分けられると仮定すると、こ
れらの経路を解明することが、ヒト加齢・進行性
難聴発症機構の重要な可能性を示すと考えられる
( 図 1)。
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側頸嚢胞における
ハイリスク型・ヒトパピローマウイルス -16 の感染

池上太郎、上原貴行、平川　仁、真栄田裕行、我那覇章、鈴木幹男

琉球大学大学院医学研究科　耳鼻咽喉・頭頸部外科学講座

はじめに
側頸嚢胞は、胎生期に形成される第 2 鰓器官の

頸洞の退縮異常により生じる１,2）。一方、皮膚や咽
頭壁に瘻孔を有するものを側頸瘻という 1, 2）。ヒト
パピローマウイルス（HPV）はエンベロープを持
たない、二本鎖 DNA をもつウイルスで、パピロー
マウイルスに属するウイルスである 3）。現在までに
200 種類以上の HPV が同定されており 3）、HPV
は皮膚または粘膜に感染する。粘膜に感染する
HPV は、発がんに関与するものと、関与しないも
のに分類されており、それぞれハイリスク型 HPV
とローリスク型 HPV に分類される。さらにハイリ
スク型 HPV には、現在 14 種類（HPV-16、-18、-3
1、-33、-35、-39、-45、-51、-52、-56、-58、-59、-66、-68）
同定されている。ハイリスク型 HPV では、多くの
場合、HPV DNA の E2 遺伝子の領域がホストゲ
ノムに組み込まれることで、発癌タンパク質であ
る E6 および E7 のタンパク質の発現が亢進し、癌
化へと導く 4, 5）。

側頸嚢胞において、PCR 法により 19 例中 7 例
で HPV-16 または HPV-18 ゲノム DNA が検出さ
れることが報告された 6）。そこで本研究では、側頸
嚢胞の HPV 感染の有無、ウイルス量、ホストゲノ
ムへの HPV 遺伝子の組み込みについて調べた。

方法
サンプル収集

対象は、2002 年から 2015 年まで当科を受診し
た側頸嚢胞の患者 6 名である（男性 3 名、女性 3
名、年齢は２～29歳）。またHPVの陽性コントロー

ルとして HPV 関連中咽頭癌のリンパ節転移の患者
を 1 名含めた（表 1）。側頸嚢胞 6 例中 5 例のサン
プルは、フォルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
サンプルを用いた。一方、新鮮凍結サンプルが手
に入った側頸嚢胞１例および陽性コントロールサ
ンプル 1 名は新鮮凍結サンプルも用いた。新鮮凍
結サンプルが手に入った側頸嚢胞症例では、嚢胞
液も採取した。以上は、琉球大学倫理審査委員会
で承認されている。

DNA の検出
FFPE および新鮮凍結サンプルから DNA を抽

出した。FFPE サンプルについては DNA 抽出前
に以下の処理を行った。30 μ m の厚さ分の FFPE
切片（10 μ m の厚さの切片を 3 枚）をキシレン
で脱パラフィンし、100% エタノールに入れた。
つづいて、切片のエタノールを風乾し、Gentra  
Purgene Tissue kit( キアゲン ) を用いて DNA 抽
出を行った。FFPE サンプルから抽出した DNA
は、さらに 25 mM ホウ酸 - 水酸化ナトリウムバッ
ファー（pH 11.0）で 100℃、30 分間熱し、再度
エタノール沈殿し、DNA を精製した 7）。抽出した
全ての DNA サンプルは、β - グロビン遺伝子増幅
用のプライマーセット、PC04/GH20 で PCR を
行い、DNA のクオリティを確認した。

HPV DNA のスクリーニング
HPV のスクリーニングで一般的に使われるコン

センサスプライマーセット GP5+/GP6+ および
MY09/MY11 で PCR を行った（表 1）。1st PCR
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でバンドが出ない場合には、1st PCR 産物を 10 倍
希釈し、それをテンプレートとして GP5+/GP6+
プライマーセットで nested PCR を行った 8）。得
られた PCR 産物は、精製し、ダイレクトシーケン
ス法で配列を決定した。

FFPE から抽出した DNA は、200 bp 以下に断
片化していることがあることから、GP5+/GP6+
および MY09/MY11 のプライマーセットによる
PCR では増幅できない可能性もあった。そこで、
頭頸部領域で 9 割以上検出される HPV-16 に絞っ
て、E2、E6、E7 の 3 遺伝子の領域にプライマー
をデザインした 9）。目的のサイズのバンドが得ら
れた場合には、PGEM-T easy vector（プロメガ）
にサブクローニングし、DNA シーケンスにかけて
配列決定をした。

リアルタイム PCR 法による HPV-16 DNA の定量
HPV-16 DNA 量 は HPV-16 の 初 期 遺 伝 子 の

配列を含むプラスミドを 101 ～ 106 コピーになる
ように段階希釈をしたものを標準 DNA として、
E6 遺伝子の領域でリアルタイム PCR（taqman 
probe 法）を行い、定量した 10)。また、ハイリス
ク型 HPV では、ホストゲノム DNA に組み込まれ
る際に、E2 遺伝子が欠損することが知られる。こ
のことから、E6 DNA コピー数と E2 DNA コピー
数を比較することで、HPV DNA のホストゲノム
DNA への組込み状態を知ることができる。具体的
には、E2/E6 ＝１のとき、HPV DNA はエピソー
ム DNA の状態 (episomal) であり、E2/E6=0 の
とき、HPV DNA は完全に組み込まれた状態で
ある（integration）。一方、E2/E6 が 0 より大き
く１より小さいときは、エピソーム DNA と組み
込まれた DNA が混在した状態である (mixed)5, 

10)。このため、本研究では、さらに HPV-16 E2

遺伝子についてもリアルタイム PCR 法で定量し、
E2/E6 を算出した（表１）。また測定したサンプ
ル の DNA 量 を 揃 え る た め、human genomic 
placental DNA を 0.3 ～ 300 ng に段階希釈し、
検量線を引き、サンプルのゲノム DNA 量も定量し、
補正した 10)。

HPV DNA in situ  hybridization
GenePointTM HPV biot inylated DNA 

probe お よ び GenePoint tyramide signal 
amplification system for biotinylated probes

（HPV-16、-18、-31、-33、-35、-39、-45、-51、-52、-5
6、-58、-59、-68 のハイリスク型 HPV DNA を検出
できるプローブ、DAKO）を使用し、HPV DNA 
in situ  hybridization（HPV DNA ISH）を行った。
また細胞核はヘマトキシリンで対比染色をした。

p16INK4a の免疫染色
CINTec Ⓡ p16 Histology kit（MTM）を用いて、

p16INK4a の免疫染色を行った。また細胞核はヘマ
トキシリンで対比染色をした。

結果
HPV 型の同定

表１に示したように、側頸嚢胞 6 例中 4 例で
HPV-16 型が検出された。患者 4 では嚢胞液から
も HPV-16 が検出された。

HPV-16 DNA のコピー数とその状態
陽性コントロールである中咽頭癌リンパ節転移

サンプルは、1.06 × 106 copies/50 ng DNA で
あ り、E2/E6 は 0.92 で、HPV DNA の 状 態 は
mixed であった。一方、HPV-16 陽性の側頸嚢胞
４例では、HPV DNA コピー数は、7.10 × 102
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～ 1.65 × 106　copies/50 ng DNA で あ り、 患
者ごとにコピー数が異なっていた。またそのうち 3
例では E2/E6 は 0.03 ～ 0.56 で HPV DNA の状
態はミックス状態（mixed）であった。一方、側
頸嚢胞の患者１では E2/E6 は 1.03 で、エピソー
ム状態（episomal）であった（表１）。

HPV DNA ISH
ISH の結果は、E2/E6 によって予測された HPV 

DNA の状態と一致しており、HPV DNA の状態
が mixed であった側頸嚢胞３症例と 1 例の陽性
コントロールである中咽頭癌リンパ節転移サンプ
ルでは diffuse（episomal signal）と punctuate 
(integrated signal) が 見 ら れ た（ 図 2）。 一 方、
HPV DNA がエピソーム状態と予想された症例１
では、diffuse のみしか観察されなかった（表 1、
図 1）。

p16INK4a 免疫染色
陽性コントロールの中咽頭癌リンパ節転移サ

ンプルでは、p16INK4a の染色率は 100% であっ

図 1.  HPV-16 感染・側頸嚢胞の患者１（エピソーム DNA の状
態）。A および B、ヘマトキシリン・エオシン染色；C および D、
HPV DNA in situ hybridization(HPV DNA ISH)；E および F、
p16INK4a の免疫染色。HPV DNA ISH では、HPV DNA がエピ
ソーム状態のシグナルである diffuse（赤の矢印）が見られた（D）。
p16INK4a は発現していなかった（F）。

図 3.  HPV-16 非感染・側頸嚢胞の患者 4。A および B、ヘマ
トキシリン・エオシン染色；C および D、HPV DNA in situ 
hybridization(HPV DNA ISH)；E および F、p16INK4a の免疫
染色。p16INK4a は嚢胞壁の細胞中 5% 程度の細胞で発現していた

（F）。

図 2.  HPV-16 感染・側頸嚢胞の患者 6（エピソーム DNA と
組み込まれた DNA がミックスの状態）。A および B、ヘマト
キ シ リ ン・ エ オ シ ン 染 色；C お よ び D、HPV DNA in situ 
hybridization(HPV DNA ISH)；E および F、p16INK4a の免疫
染色。HPV DNA ISH では、HPV DNA がホストゲノム DNA
がに組み込まれた状態のシグナルである punctuate( 黒矢印 ) と
エピソーム DNA の状態のシグナルである diffuse（赤の矢印）
が見られた（D）。p16INK4a は嚢胞壁の細胞中 5% 程度の細胞で
発現していた（F）。
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た。HPV-16 感染の側頸嚢胞 4 例において、HPV 
DNA がエピソームの状態の患者では p16INK4a は
全く発現していなかった（図 1）。一方、HPV 
DNA がミックスの状態の患者では、p16INK4a は嚢
胞壁の細胞のうち 5％程度の細胞で発現していた

（図 2）。一方、HPV 非感染の側頸嚢胞 2 例におい
ても、5% 程度の細胞で p16INK4a が発現していた（図
3）。

考察
今回、HPV-16 陽性・側頸嚢胞 4 例では 7.10 × 

102 ～ 1.65 × 106　copies/50 ng（median 9.21
× 103）であった。一方、当科の以前の研究では、
HPV-16 関連扁桃癌において HPV DNA 量は 1.54 
x 102 ～ 1.34 x107 copies/50 ng DNA(median 
4.13 x 105) であった。これらの結果から、側頸嚢
胞における HPV DNA 量は HPV 関連扁桃癌より
は少なかった。

また今回、側頸嚢胞において HPV の感染の有無
に関わらず、p16INK4 が嚢胞壁の 5% 程度の細胞で
発現していた。このことから、側頸嚢胞では、少
ない p16INK4a の発現は HPV 感染のサロゲートマー
カにはならないことが判明した（図 1-3）。

今回、調べた 6 例の側頸嚢胞は瘻孔を有してお
らず、他の領域と交通が見られなかった。現在の
ところ、どのように側頸嚢胞に HPV が感染したの
か不明である。HPV DNA が羊水および胎盤から
検出され 11 − 15）、また胎生期に HPV に暴露される
と、新生児の口腔内から HPV が検出されることが
報告されている 11,12）。このことから、胎生期に羊
水から HPV が鰓器官に入り、持続感染が生じた可
能性がある。側頸嚢胞への HPV の感染ルートの解
明については、今後さらなる研究が必要である。

側頸嚢胞の治療法は通常外科手術による切除で
あるが、エタノール硬化療法なども行われている
16, 17）。今回の研究結果から、側頸嚢胞はハイリス
ク型 HPV に感染していることがあるため、できる
だけ手術により摘出が望ましいと考える。
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頭頸部扁平上皮癌における CXCR4 の役割

登米　慧、鈴木真輔、山田武千代

秋田大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科

背景、目的
頭頸部扁平上皮癌に対する治療には手術のほか

に、シスプラチンを中心とした化学療法と放射線
療法がある。再発・転移性の腫瘍に対しては近年、
VEGFR 阻害薬や免疫チェックポイント阻害薬が
実用化されているが、患者によっては予後は十分
とは言えない。我々は以前から、治療の新たなター
ゲットとなる分子を検索しており、今回は CXCR4
に着目した。

CXCR4 は 7 回膜貫通型 G タンパク共役受容
体スーパーファミリーに属するケモカインレセプ
ターである。エイズウイルスの感染経路の 1 つと
して知られており、免疫関連では以前から広く研
究されてきたタンパク質だが、近年癌進展にも関
連していることが分かってきた。主に腺癌の分野
では、アゴニストである SDF-1 が予後を増悪させ
る因子であることが示されている。頭頸部癌領域
では臨床検体を用いた論文がほとんどを占めてお
り、基礎研究に関連した論文は非常に少ない。

今回の研究は CXCR4 が頭頸部扁平上皮癌細胞
株の癌進展に関連していることを証明し、今後の
CXCR4/SDF-1 軸の研究の足掛かりとすることを
目的とする。

方法、結果
まずは western blotting 法を用いて頭頸部扁平

上皮癌細胞株に CXCR4 が発現していることを確
認した（図 1）。そのうち最も発現が亢進していた
FaDu で以降の実験を行った。

次 に migration assay を 用 い て FaDu の 遊 走
能を検討した。SDF-1 を加えた培地で培養した
FaDu は遊走能が亢進し、AMD3100 を加えた培

地ではその作用が抑制されていた（図 2）。
Proliferation assay、MTT assay に よ り 細

胞増殖能を検討した。Proliferation assay では
AMD3100 を加えた培地の FaDu では増殖能が抑
制される傾向にあった（図 3）が、4 日目の実数で
は有意差は認めなかった（図 4）。MTT assay で
も AMD3100 培地では増殖能が抑制され、こちら
は他の培地と比較して有意差を認めた（図 5）。

AMD3100 は細胞増殖を抑制し、SDF-1 は遊走
能を上昇させることが示された。

図 1. CXCR4 は SAS、FaDu、HSC-3 すべての細胞株において
発現を認めた

図 2. migration assay においてディッシュ裏面へ移動した細胞
数の比を示す。培地に SDF-1 を加えた細胞は遊走能が亢進し、
AMD3100 によってその作用が抑制された
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考察
腺癌の分野では同様の基礎研究に加え、臨床検

体を用いた研究でも SDF-1 が癌細胞の転移、浸
潤を促進することが示されている。本研究はそれ
らの先行研究と矛盾せず、頭頸部扁平上皮癌の浸
潤・転移においても CXCR4、SDF-1 が重要な
役割を果たしている可能性を示した。今後は癌細
胞におけるシグナル伝達経路との関係を解明し、
CXCR4/SDF-1 軸の作用機序の解明を目指す。ま
た CXCR4 は制御性 T 細胞の遊走にも関与してお
り癌微小環境中の免疫にも関連している可能性が
ある。これについても調査を進める予定である。

図 3. proliferation assay で培養した細胞の実数値を、横軸を日
数にして示す。培地に AMD3100 を加えると、細胞増殖は抑制
される傾向にあった

図 4. proliferation assay の 4 日 目 時 点 の 細 胞 数 を 示 す。
AMD3100 を加えると増殖は抑制される傾向にあったが、有意
差は認めなかった。

図 5. MTT assay において、培地に AMD3100 を加えた細胞の
増殖は有意に抑制された。



80

頭頸部扁平上皮がんリンパ節転移に際して発現亢進する分泌
性因子の診断・治療標的としての可能性

真田朋昌 1）、三谷壮平 1）、上田哲平 2）、鵜久森徹 1）、羽藤直人 1）

1）愛媛大学耳鼻咽喉科
2）松山赤十字病院　耳鼻咽喉科

はじめに
頭頸部がんの 90% 以上を占める扁平上皮がん

の転移には、際立った特徴がある。すなわち、高
頻度にリンパ節転移を伴うことで、言い換えれ
ば、リンパ節転移を伴わない 頭頸部扁平上皮がん

（HNSCC）の遠隔転移はまれである。このことは
リンパ節転移の遠隔転移に対する影響を想起させ、
本疾患の治療戦略におけるリンパ節転移抑制の重
要性を示唆する。

我々はこれまでにヒト口腔扁平上皮がん細胞の
リンパ節転移モデルを構築し、リンパ節転移機構
について検討をおこなってきた。そのなかで腫瘍
細胞が転移に先立ち標的臓器の組織構築を転移に
好適に改変するため分泌する液性因子としてリジ
ルオキシダーゼ様因子 2(LOXL2) を見出した（図
１、２）、１）。LOXL2 は LOX（リジルオキシダー
ゼ）のファミリー分子の 1 つ。リジン残基のアミ
ノ基に作用する作用するデアミナーゼとして機能
し、コラーゲンやエラスチンの架橋をおこなう。
他のファミリー分子として LOXL1 ～ 4 が知られ
ている。近年、LOX は、がん細胞や活性化した線
維芽細胞において発現が亢進することが確認され、
細胞外ではコラーゲン重合，細胞内では転写制御
に関与し，がんや線維症の病態に寄与することが
報告されている。本研究では、LOXL2 の診断・治
療標的としての可能性、あるいはリキッドバイオ
プシーとしての可能性を査定する。

対象と方法
LOXL2 ノックダウン細胞を作成し、非ノックダ

ウン細胞とノックダウン細胞をそれぞれ移植した
マウスにおいて転移活性を比較した。

また、臨床研究として患者より採血をおこない
血清 LOXL2 を測定した。愛媛大学耳鼻咽喉科頭
頸部外科を受診した HMSCC 患者 36 人（口腔が
ん 1 １人、下咽頭がん 8 人、中咽頭がん 8 人、喉
頭がん 6 人、その他３人）、年齢は 46 歳～ 85 歳、
平均 66.1 歳。HNSCC の既往がない患者７人より
採血をおこなった。癌患者と非癌患者間での相違、
Stage や原発部位と血清 LOXL2 値との相関を検
討した。同 HNSCC 患者 36 人のうち手術加療を
おこなった患者の切除標本を用いて組織学的検討
をおこなった。LOXL2 抗体（Abcam 社、Anti-
LOXL2 antibody ab96233）をもちいて免疫染色
をおこなった。本研究に先駆けて、当院倫理委員
会に臨床研究申請をおこない、承認を得た。

結果
LOXL2 ノックダウン細胞移植マウスにおいてリ

ンパ節転移の減少を認めた（図３）。
HNSCC 患 者 の 血 清 LOXL2 の 平 均 値 が

1.619ng/ml であったのに対して、HNSCC の既往
がない患者の血清 LOXL2 の平均値は 0.1675ng/
ml であった。有意差を持って、HNSCC の既往
がない患者に比べ、HNSCC 患者の血清において
LOXL2 の高発現を認めた（図４）。一方、臨床像
と LOXL2 値との間には明らかな相関は認めなかっ
た。

また、舌がん患者の切除標本において施行した
免疫染色では、同一がん病変の中でも深部に位置
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する、活動性が高いと考えられる部位に LOXL2
タンパク質が強く分布している像が得られた。

考察
腫瘍細胞の転移に先立ち、標的臓器の組織構築

を転移に好適に改変するためには、なんらかの分
泌性因子の関与が必要と考えられた。先行研究に
て、ヒト転移性 HNSCC のマウスにおけるリンパ
節転移モデル系を用いた検討において、HNSCC
のリンパ節転移に先立つ前転移期過程形成に関与
が考えられる因子の検索より、転移に先立ち発現
亢進する四つの候補遺伝子を見出した。その中の
一つが LOXL2 であった。LOX は、乳がんの肺転
移において転移に先立つ前転移期過程形成に関与
することが知られており 2）、そのファミリー分子で
ある LOXL2 にも同様の働きある可能性が予想さ
れた。

LOXL2 ノックダウン細胞移植マウスにおいてリ
ンパ節転移が減少を認めたことから、LOXL2 が確
かにリンパ節転移において機能することが示唆さ
れた。転移に至る頭頸部扁平上皮がん細胞は、原
発巣に存在する時点で前転移期過程形成因子であ
る LOXL2 を転移標的に送り付けることで前転移
期過程を形成させて、転移の準備が整ったところ
で転移巣を形成するという仮説シナリオが考えら
れた（図５）。

また、組織における LOXL2 発現様式と予後に
相関があるという報告があり３）、組織中の LOXL2
発現に関しても検討をおこなった。手術により腫
瘍切除をおこなった舌がん患者の切除標本におい
て LOXL2 タンパク質の分布を検討した。血清
LOXL2 と組織中 LOXL2 発現様式になんらかの相
関がみられるようなら、血清 LOXL2 による予後
予測の可能性まで考えられるとの思惑であったが、
数例の検討において明らかな傾向はみられなかっ
た。しかしながら、非がん部に比べ、がん部に優
位に陽性を示す像がみられ、なかでも上皮から組
織内部に浸潤した運動端において LOXL2 強陽性
を示す像を認めた（図６）。

HNSCC 患者では HNSCC の既往がない患者に
比べ血清 LOXL2 が高発現していることから、が
ん患者の体内では、がん細胞が自らの転移を完成

するため、盛んに LOXL2 を分泌しており、それ
が血液中にも循環していることが考えられた。組
織中の所見に関してはまだ少数症例での検討であ
るが、がん細胞の活動性と LOXL2 が関与してい
る可能性を強調する所見が得られたものと考えら
れた。  

結論
HNSCC のリンパ節転移において関与が強く疑

われる LOXL2 が患者がん組織において確認され、
また患者血清中に局在していたことは、LOXL2 が
転移抑制治療の標的となり得る可能性を示してい
るとともに、リキッドバイオプシーにおける診断
標的としての可能性も強く示唆している。
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16S ribosomal RNA 遺伝子解析が有用であった
non-typeable Haemophilus influenzae  による髄膜炎症例

角田梨紗子 1,5)、野口直哉 1)、鈴木貴博 1)、東海林史 1)、粟田口敏一 1)、
太田伸男 1)、樋口じゅん 2)、八田益充 3)、賀来満夫 4)、香取幸夫 5)

1）東北医科薬科大学　耳鼻咽喉科
2）仙台市立病院　神経内科
3）仙台市立病院　感染症内科
4）東北大学大学院　感染制御・検査診断学
5）東北大学耳鼻咽喉・頭頸部外科

はじめに
Haemophilus influenzae（ イ ン フ ル エ ン ザ

菌）は、急性中耳炎や副鼻腔炎など耳鼻咽喉科領
域感染症の代表的な原因菌である。今回副鼻腔炎
から髄膜炎を発症し、遺伝子解析により莢膜型が
non-typeable の β -lactamase nonproducing 
ampicillin resistant (BLNAR) H. influenzae が
原因と考えられた一例について報告する。

 
症例と現病歴

症例は 35 歳男性。主訴は発熱と頭痛。既往歴に
22 年前交通外傷で頭部手術、4 年前よりてんかん
があった。現病歴は、A 病院搬送 1 週間ほど前か
ら発熱と感冒症状があり、4 日前近医を受診しクラ
リスロマイシンなどを処方されるも解熱せず、搬
送前日に同院再受診し、レボフロキサシン処方と
なった。搬送当日夕刻より嘔吐、下痢があり、そ
の後に痙攣が見られたため市中総合病院である A
病院へ救急搬送となった。

 
搬送時の現症と検査所見

Japan Coma Scale-0、 体 温 36.2 ℃、 血 圧
144/84 mHg、 脈 拍 89 回 / 分。 身 長：162.5
㎝、体重：52.9 kg、髄膜刺激兆候として、Neck 
flection test で頸部痛があった。

血液検査
WBC 20,700 / μ L, RBC 4.40 × 106 / μ L, 

Hb 14.6 g/dL, Plt 190×103 μL, AST 27 IU/L, 
ALT 15 IU/L, BUN 15 mg/dL, Cre 0.56 mg/
dL, CRP 15.44 mg/dL

 
CT

頭部 CT では、過去の交通外傷の影響と思われ
る所見以外は新たな病変は指摘できなかった。副
鼻腔 CT では、頭蓋骨手術後のため、頭蓋底部は
粗で不正な部分が多く見られた（図 1-A 黄色矢印）。
左上顎洞を中心に、篩骨洞と前頭洞にも軽度軟部
陰影が見られたが（図 1-B）、蝶形洞は正常だった。
頸部より尾側に感染や炎症の原因となり得る所見
は指摘できなかった。
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MRI
両側側脳室後角に fluid level が見られ、拡散強

調画像で高信号（図 2-A）、Gd 造影 T1 強調画像
では同部に造影増強効果は認められず（図 2-B）、
膿の貯留が疑われた（図 2-A-B 黄色矢印）。

 

髄液検査
外観はやや黄色混濁、初圧は 22㎝ H20。髄液

糖 < 10     （正常　45-80）mg/dL、髄液蛋白 > 
400（正常　≤ 45）mg/dL、髄液細胞数 3,399（正
常　≤ 5）/ μ L、髄液細胞比（単球：多核）13% 
: 87%、グラム染色では、リンパ球優位の白血球増
多を認めるも、菌体や貪食像は確認されなかった。

 
微生物学的検査

髄液所見から細菌性髄膜炎が疑われたが、血液
培養、髄液培養は陰性であった。また、髄液迅速
試験でインフルエンザ菌 b 型、肺炎球菌、大腸菌、
B 群溶血連鎖球菌、髄膜炎菌、クリプトコッカス
は陰性だった（脳脊髄膜炎起炎菌莢膜多糖抗原キッ
ト、バイオ・ラッド ラボラトリーズ株式会社及び
セロダイレクト‘栄研’クリプトコックス、栄研
化学） 。そのため、保存髄液より DNA 抽出し 16S 
ribosomal RNA（16S rRNA）遺伝子解析を行っ
たところ 1)、原因菌としてH. influenzae が同定さ
れた（基準株との一致率　99.8%）。本菌は、PCR
法により 2,3) 莢膜型は non-typable、β - ラクタ
マーゼ（TEM-1 型、ROB-1 型）は陰性であった。
また、ペニシリン結合タンパク（PBP3）をコード
するftsI 遺伝子の DNA シークエンシングにより
4) 本菌の PBP3 の薬剤耐性に関与する部位にアミ
ノ酸置換（Met377Ile, Ser385Thr, Leu389Phe, 

Asn526 Lys）が認められた。
 

診断
上記より、本症例は non-typable BLNAR H. 

influenzae による細菌性髄膜炎との診断に至った。

治療経過
デキサメサゾン 3.3mg 静注後にセフトリア

キ ソ ン（CTRX） 2g × 2/ 日、 バ ン コ マ イ シ ン
（VCM） 1g × 2 回 / 日、アンピシリン（ABPC）
2g × 4 回 / 日の投与を開始した。11 日目にH. 
influenzae が同定されたため、CTRX 単剤とし、
合計 14 日間治療継続した。14 日目の髄液検査で
は髄液細胞数は 46 / μ L と著名な減少を確認した。
また、MRI 所見、CT での副鼻腔炎所見も改善した。
後遺症無く 40 日目にリハビリ病院へ転院となっ
た。

考察
本症例は上顎洞中心の副鼻腔炎で、頭蓋骨の術

後で骨構造が粗な部分から炎症が波及し髄膜炎を
きたしたものと考えられた。

本症例では、髄液のグラム染色、血液培養、髄
液培養、髄液迅速試験のいずれにおいても原因菌
を推定し得る情報が得られなかった。髄液迅速試
験にH. influenzae は含まれていたが、b 型の莢膜
を持つ株（Hib）のみしか検出することができない
ため、non-typable 株が原因であった本症例では
検出することができなかった。今回は、16S rRNA
遺伝子解析によりH. influenzae を同定した。16S 
rRNA 遺伝子とは、細菌が共通にもつ約 1,500bp
の領域で、保存領域と可変領域からなる（図 3）。
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この領域をユニバーサルプライマーを用いて PCR
法で増幅し、特異的な可変領域の塩基配列から菌
種を決定することが可能である。本法の利点は、
組織検体から直接 DNA 抽出可能であること、抗
菌薬投与後でも同手法可能であることなどである。
欠点としては、遺伝子配列が類似する菌の識別は
困難であること、複数菌が混在する場合同定困難
であることなどである 3)。本症例は、原因菌不明の
治療として、CTRX, VCM, ABPC の 3 剤併用で
治療を開始した。H. influenzae が同定されて以降
は、CTRX 単剤で治療を行うことが可能となった
ため、本手法は治療上大変有用であった。

H. influenzae の主な薬剤耐性機序は、1) β -
ラクタマーゼ産生、2) PBP3 のアミノ酸置換の 2
つによる 4)。今回検出された株は、H. influenzae
が産生し得る TEM-1 型、ROB-1 型β - ラクタマー
ゼは共に陰性であった 3)。後者 2) の耐性機序によ
り、BLNAR 株 と な る。H. influenzae の PBP3
はftsI 遺伝子によりコードされており、PBP3 の
中でも、Arg517His または Asn526Lys に加えて
Met377Ile, Ser385Thr, Leu389Phe の置換を持
つ株では、より高度のアンピシリン耐性を示すと
されている 4)。欧米諸国に比し、本邦ではより高度
耐性を示すアミノ酸置換を有する株が多くを占め
ている 5-7)。本症例で検出された株も、高度耐性を
示すアミノ酸置換パターンを示していた。

H. influenzae は、莢膜のタイプにより a ～ f
お よ び non-typable H. influenzae（NTHi） に
分けられる。Hib は侵襲性H. influenzae 感染症
の主な原因となる。すでに Hib ワクチンが導入さ
れている欧米諸国では、ワクチン導入後侵襲性H. 
influenzae 感染症例は激減している一方で、Hib
以外の莢膜型と NTHi が侵襲性H. influenzae  感
染症の主体となってきている 5,8)。我が国では、
2013 年 4 月の予防接種法の改正に伴い Hib ワ
クチンは定期接種になった。Hib ワクチン導入
後、本邦においても諸外国と同様に Hib 以外の莢
膜型と NTHi による侵襲性H. influenzae  感染
症が増加していくとすると、諸外国に比べ高度耐
性 BLNAR 株が多くを占める本邦では、侵襲性感
染症において耐性株の占める割合が増加し、治療
に難渋する可能性も懸念される。実際に本症例は、

高度耐性 BLNAR と思われる NTHi を原因とする
髄膜炎症例であった。2013 年 4 月から侵襲性H. 
influenzae  感染症は成人も含め、感染症法の 5 類
感染症として、届出が必要な疾患となった。今後、
侵襲性H. influenzae  感染症について、莢膜型は
勿論のこと、薬剤感受性を含めたさらなる動向調
査が必要である。

まとめ
培養陰性の細菌性髄膜炎症例ににおいて 16S 

rRNA 遺伝子解析は有用であった。近年 Hib ワク
チン導入に伴い、NTHi による侵襲性感染症の割
合が増加傾向にあり、今後の動向に注目が必要で
ある。
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ヒトの咽頭における味覚認知

西井智子、任　智美、阪上雅史

兵庫医科大学病院耳鼻咽喉科・頭頸部外科

はじめに
味覚情報は口腔に入れた飲食物を体内に摂り入

れてよいかどうかを判断するために重要である。
口腔支配の味覚神経における味覚機能の役割につ
いては多くの研究がなされているが、咽頭・喉頭
部の味覚機能についての報告は少ない。ハムス
ター・ラットにおける味覚神経応答特性 1) では、
口腔側の味覚を支配する鼓索神経、舌咽神経舌枝
および大錐体神経は 4 基本味刺激によく応答する
が、咽頭・喉頭部支配の舌咽神経咽頭枝や上喉頭
神経は甘味刺激、塩味刺激、苦味刺激に対する応
答は小さく、酸味刺激に対する応答が大きい。また、
口腔側にはみられない水に対する神経応答が特徴
的である。ヒトで舌側への水刺激は嚥下を誘発し
ないが咽頭への水刺激は嚥下を誘発する 2, 3)。こ
のように、口腔側からの感覚入力と咽頭・喉頭部
からの感覚入力は異なっている。味覚受容器であ
る味蕾は口腔内ばかりでなく、咽頭・喉頭部にも
存在する。その中でも喉頭内に最も多いとされる。
また、上咽頭にも存在することから、咽頭・喉頭
部の味蕾は味覚機能の役割は持たず、気道保護に
関わるとされている 4)。さらに、咽頭・喉頭部支配
の神経は、生体が生きていくために必要な自律機
能（気道防御、嚥下反射、体液調節、心血管応答）
に関与するとされ、茸状乳頭、葉状乳頭、有郭乳
頭の味蕾支配の神経は心血管応答に関与しないと
いう 1)。このように、味蕾の役割、神経応答の特
性、自律機能の違いから、口腔と咽頭・喉頭を支
配する感覚神経は生理機能が異なっている。しか
し、ヒトにおいて咽頭・喉頭部が味覚認知に関わ
るかどうかは未だ不明である。

今回、ヒトの咽頭部における味の知覚を味の認

知が明確である舌後方部と比較したので報告する。

対象・方法
健常成人10人（男性7人、女性3人、平均28.4歳）

を対象に、座位の姿勢で外径 1 mm のシリコン
チューブを口腔から挿入し、水と 5 基本味溶液を
舌後方部あるいは下咽頭部へ 0.1 ml 注入し、認
知された味と知覚された強さを Visual Analogue 
Scale (VAS) で回答させた。そこで、被験者には

［甘味、塩味、酸味、苦味、うま味、不特定、無味］
の中から認知した味を選択してもらった。続いて
知覚された強さ［VAS  0（無味）～ 10（想像でき
る最も濃い味）］を回答してもらった。刺激溶液と
して蒸留水、0.3 M ショ糖（甘味）、0.3 M NaCl（塩
味）、0.04 M 酒石酸塩（酸味）、0.5 mM 塩酸キ
ニーネ（苦味）、0.15 M グルタミン酸ナトリウム

（うま味）溶液を使用した。挿入したチューブの先
端が下顎切歯から 7㎝はその先端が舌後方部に位置
し、下顎切歯から 12 cm はその先端が下咽頭部に
位置した。刺激溶液の注入の順序はランダムに行っ
た。味蕾は舌後方部では有郭乳頭の溝に面して並
んでいるので注入液を溝に入れ込むためには、注
入直後に被験者に嚥下するように求めてから判定
を行った。下咽頭部では、注入後そのまま判定し、
判定後直ぐにその溶液を嚥下した後でもう一度判
定を行った。この嚥下により、溶液は咽頭粘膜へ
広がり、刺激面積は大きくなると考えた。咽頭で
は乳頭はなく味蕾は上皮組織に散在するので、刺
激溶液は容易に味蕾に達することができる。そこ
で、嚥下後の判定部位は咽頭部とし、下咽頭の判
定部位とは区別した。
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結果
水あるいは５基本味溶液の注入により、咳反射

は起こらなかった。認知された味を舌後方部、下
咽頭部、咽頭部で比較した結果を図１に示す。水
は刺激部位に関わらず、ほぼ無味が選択された。5
基本味に関しては、舌後方部での正答例が 0.3 M
ショ糖 10 例 (100 %)、0.3 M NaCl が 9 例 (90%)、
0.04 M 酒石酸塩が 10 例 (100 %)、0.5 mM 塩酸
キニーネが 10 例 (100 %)、0.15 M グルタミン酸
ナトリウムが 8 例 (80 %) で、ほとんどの被験者が
どの味も正しく認知した。これに対し、下咽頭部
での正答例は、0.04 M 酒石酸塩が 1 例 (10 %) の
みで、ほとんどの被験者は不特定または無味を選
択した。下咽頭部注入液の嚥下後の判定（図１の
咽頭部）で、正答例は 0.3 M ショ糖が 0 例 (0 %)、0.3 
M NaCl が 0 例 (0%)、0.04 M 酒石酸塩が 4 例 (40 
%)、0.5 mM 塩酸キニーネが 1 例 (10 %)、0.15 
M グルタミン酸ナトリウムが 0 例 (0 %) であり、
被験者の多くは不特定または無味の判定であった。
次に刺激溶液に対して、認知とは関係なく知覚さ
れた強さを図２に示す。水のVAS値は舌後方部0.7

± 0.37、下咽頭部 0、咽頭部 0.1 ± 0.11 で部位毎
による有意差はみられなかった。一方 5 基本味溶
液に関しては、0.3 M ショ糖では舌後方部 5.3 ±
0.67、下咽頭部 0.8 ± 0.32、咽頭部 1.9 ± 0.35、
0.3 M NaClでは舌後方部5.3±0.75、下咽頭部0.4
± 0.17、咽頭部 0.7 ± 0.34、0.04 M 酒石酸塩で
は舌後方部 7.0 ± 0.42、下咽頭部 0.6 ± 0.24、咽
頭部 1.5 ± 0.44、0.5 mM 塩酸キニーネでは舌後
方部 6.8 ± 0.55、下咽頭部 0.6 ± 0.24、咽頭部 1.4
± 0.47、0.15 M グルタミン酸ナトリウムでは舌
後方部5.1±0.59、下咽頭部0.3±0.24、咽頭部0.5
± 0.17 であり、下咽頭部と咽頭部は舌後方部に比
べると全ての味質において有意に VAS 値は低かっ
た（ P ＜ 0.05：Wilcoxon 検定、Bonferroni 補正）。

考察
本実験では刺激溶液を下咽頭部へ注入中、ある

いはその刺激液を嚥下時に、咳反射が起こらなかっ
たので、注入液が喉頭内に侵入することは無かった
と考える。従って、本実験で下咽頭部および咽頭部
から得られた結果は咽頭粘膜刺激の結果を示す。

図 1. 舌後方部、下咽頭部および咽頭部における味の認知性の比較
味の認知テストは以下の作業後に被験者に回答してもらった。即ち、舌後方部は刺激溶液注入後に嚥下、下咽頭部は刺激溶液注入直後（嚥
下前）、咽頭部は下咽頭部に刺激溶液注入後に嚥下してから認知テストを行った。詳しくは本文参照。刺激溶液の注入の順序はランダムに
行った。水はどの部位でもほとんどの被験者が無味を選択した。舌後方部ではどの味質もほとんどの被験者が正しい味質を選択したが、
下咽頭部および咽頭部では多くの被験者が不特定または無味を選択した。
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我々は水を飲んでも特別な味を感じない。しか
し、ヒトの嚥下実験から、咽頭には水に興奮する
神経線維が存在することが証明されている 3)。本実
験により水は無味で、知覚の強さは０であること
が確認された。このことは咽頭部の感覚神経が興
奮しても知覚が生じ難いことを示す。

咽喉頭部の味蕾は、咽頭部では少なく自由神経
終末も多いことから、刺激溶液は味蕾と自由神経
終末の両方が上喉頭神経の化学応答に関与してい
る可能性がある 1)。

本研究で得られた結果から、舌後方部では注入
液の味質が正しく認知されるのに対して、咽頭部
では呈示された味溶液の味質は正しく認知されず、
不特定や無味が多かった。また、知覚された強さ
は舌後方部と比較すると有意に小さく、顕著な差
があった。咽頭部に呈示された味覚刺激は、味質
およびその強さとも脳で認知され難いことが分
かった。

咽頭部（嚥下後）は知覚された強さが下咽頭
部（嚥下前）より増加した。また、咽頭部は味の
認知性の回答が僅かではあるが不特定や無味の選
定例が減少し、正しい味質あるいは異なる味質を
選んだ例が高くなった（図 1）。これは嚥下により
刺激面積が広がることで知覚の強さが増し、味の
認知の判断を促したと考えられる。特に咽頭部で
の酸刺激では認知の正答が 40％になり、酸以外の
異なる味質は選ばれなかった。しかし、この場合

も、かなりの被験者は不特定と無味の判定であっ
た。酸味は他の味質よりも刺激性を有するので、
明確に酸味を感じてなくとも酸味を選んだことが
考えられる。

食塊が咽頭・喉頭部を通過する時に上喉頭神経
は化学感覚情報を中枢に伝える。しかし、本実験
結果は咽頭部では味覚は認知されないことを示し
た。上喉頭神経が水に応答しても、無味と感じるよ
うに、咽頭・喉頭部では味の知覚は起こらない。し
かし、ここでの感覚情報は嚥下誘発を含め自律的な
機能に役立っているものと思われる。
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図 2. 舌後方部、下咽頭部および咽頭部における知覚された強さの比較
　用いた味覚刺激液で知覚された強さは舌後方部と比較すると下咽頭部および咽頭部は有意に小さかった。咽頭部の刺激溶液の注入の順
序はランダムに行った。
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