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2. 要旨 

【背景と⽬的】 

後天性中⽿真珠腫は⿎膜の⾓化扁平上⽪が中⽿腔に侵⼊することにより発⽣
する．中⽿真珠腫は内部に keratin debris を溜めながら増⼤し，局所浸潤性で
⾻溶解により中⽿および内⽿破壊をもたらし，難聴，めまい，顔⾯神経⿇痺な
どを引き起こす．頭蓋内に進展した場合には髄膜脳炎や脳膿瘍を合併し死亡す
る場合がある．根本的治療は外科的治療のみで，病変の根治，および聴⼒改
善・維持を⽬指して⿎室形成術が施⾏される．本論⽂では，まず後天性中⽿真
珠腫における術後聴覚予後因⼦について明らかにし，次いでMRI 検査による
診断精度向上の試みについて検討する．さらに，後天性中⽿真珠腫組織標本を
⽤いて Notch シグナル関連分⼦の発現解析を⾏い後天性中⽿真珠腫と Notch
シグナルの関連を検討する． 

【対象と⽅法】 

2010 年 2 ⽉から 2020 年 4 ⽉までに北海道⼤学病院⽿⿐咽喉科で後天性中⽿
真珠腫（あるいは疑い症例）に対して⼿術が施⾏された症例を対象とした． 

1. アブミ⾻上部構造が残存しており⽿介軟⾻で伝⾳再建が施⾏できた⼀期的
⿎室形成術症例を対象とした．EAONO/JOS合意案に従って病期
（Stage）と進展度（STAM システム）を評価した．聴⼒結果は，AAO-
HNS の基準に従い，0.5・1・2・3kHz を⽤いて平均純⾳気⾻導差（PTA-
ABG）を算出した．術後 1 年以上 2 年未満の聴⼒結果を術後聴⼒結果とし
て使⽤し，術後 PTA-ABGが 20dB 以内を成功と定義した．年齢（60歳未
満/60歳以上），病期（Stage I‒IV），各解剖学的区分（STAM）への進展の
有無，乳突部の蜂巣発育程度（MC0-1/MC2-3），アブミ⾻病変の程度
（S0/S1），術式（CWU/CWD），ツチ⾻柄の有無，⿎索神経の有無，中⽿
粘膜の状態（正常/病変）について，術後聴⼒結果との関連について検討し
た． 

2. 術前に non-EP DWI および T1WI を含むMRI を実施した初回⼿術と再⼿
術/段階⼿術症例を対象とした。MRIでの中⽿真珠腫を診断するための 2
つの診断基準を定義した．基準 1：中⽿または乳突腔内の non-EP DWI に
おいて，脳組織の信号と⽐較して⾼信号であること，基準 2：基準 1 の所
⾒があり，T1WI 像において⼤脳⽩質の信号と⽐較して同程度または低信
号であること．最終診断は⼿術中の所⾒で確認した．各診断基準における
診断精度について検討した． 
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3. 真珠腫組織を⽤いて PCR 法による Notch シグナル関連遺伝⼦の発現分析
を⾏った． PFPE組織から厚さ 10μm の切⽚を作成した．マイクロダイ
セクション法にて真珠腫および正常外⽿道⽪膚組織から上⽪層を回収，
mRNA を抽出し，84 の Notch シグナル関連遺伝⼦のプライマーで構成さ
れる RT2 mRNA PCR Array（RT2 Profiler™ PCR Array Human Notch 
Signaling Pathway, Qiagen）にて quantitative-realtime-PCR を施⾏し遺伝
⼦発現解析を⾏なった．各遺伝⼦の転写レベルに関しては 2 つのハウスキ
ーピング遺伝⼦を⽤いて標準化を⾏い，それぞれの∆Ct値を算出し，相対
的 mRNA 発現⽐（Fold change）に関してはΔΔCt 法に基づき計算を⾏っ
た．また，⼿術時に採取した真珠腫組織を⽤いて免疫組織化学染⾊を施⾏
した．FFPE組織を 4μm の厚さで薄切し切⽚を作成し，抗 Notch1，抗
HES1，抗 p53モノクローナル抗体を⽤いて免疫化学染⾊を施⾏した．い
ずれの実験も正常外⽿道⽪膚を対照とした．  

【結果】 

1. 解析対象は⼿術で真珠腫と確定診断を得た 34 名 34 ⽿であった．Stage IV
の患者はいなかった．術後 PTA-ABGが 20dB 以下は 55.9％の症例に認め
られた．EAONO/JOS合意案の病期上昇に伴い術後聴⼒成功率は有意に低
下し（p = 0.025），アブミ⾻病変の程度が S0（アブミ⾻上部構造および周
辺粘膜が正常）であることが有意な成功予測因⼦であった（p = 0.014）． 

2. 解析対象は 53 名 57 ⽿であった．57 ⽿のうち 46 ⽿（80.7％）で中⽿真珠
腫が⼿術で確認された．non-EP DWI のみを⽤いた基準 1では，全体の感
度，特異度，陽性的中率，陰性的中率は，それぞれ 93.5，63.6，91.5，
70.0％であり，全体の正診率は 87.7％であった．non-EP DWI と T1WI を
組み合わせた基準 2では，全体の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率
は，それぞれ 89.1，100，100，68.8％であり，全体の正診率は 91.2％であ
った． 

3. 真珠腫 PFPE標本は男性 5 ⽿，⼥性 1 ⽿から組織を採取し作製した．対照
群として，同患者からそれぞれの正常外⽿道⽪膚を採取し PFPE標本を作
製した．84遺伝⼦のうち 48 の遺伝⼦発現を解析できたが，残りの 36遺伝
⼦については半数以上の Ct値が⽋損していたため解析ができなかった．真
珠腫における Notch1 の相対的発現⽐は最も低く，統計的に有意な差が認
められた（p = 0.042）．Notch シグナルの主要な標的の⼀つである HES1
の相対的発現⽐も減少していた（p = 0.272）．Notch3 の相対的発現⽐は増
加していた（p = 0.680）．真珠腫 FFPE標本は男性 28 名，⼥性 13から組
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織を採取し作製した．対照群として，⼿術を受けた他の男性 4 名，⼥性 4
名の 8 名の患者から正常外⽿道⽪膚を採取し FFPE標本を採取した．
Notch1 の発現陽性率は，真珠腫では 48.5±32.4%，外⽿道⽪膚では 83.4±
17.5%であり，Notch1 の発現に統計学的に有意な差が認められた（p < 
0.001）．HES1 の発現陽性率は，真珠腫で 44.9±17.8％，外⽿道⽪膚で
55.7±7.1％であり，統計学的に有意な差が認められた（p < 0.01）．p53 の
発現陽性率は，真珠腫では 8.5±11.4%，外⽿道⽪膚では 0.5±0.7%であ
り，統計学的に有意な差が認められた（p < 0.001）． 

【考察】 

1. 後天性中⽿真珠腫に対する⿎室形成術の術後聴⼒成績に対して，
EAONO/JOS合意案の病期が低いこと，アブミ⾻周囲に病変が及んでいな
いことが有利に働く重要な因⼦であることが⽰された．病期は中⽿真珠腫
が初発部位を越えて隣接区分に進展することで進⾏し，また，病期が進⾏
することでアブミ⾻病変の程度も悪化しやすい．従って，有効な聴覚を温
存するためには，早期に⼿術を⾏うことが重要と考えられた． 

2. 中⽿真珠腫の MRI診断において T1WI は偽陽性の除外に有⽤であり，
non-EP DWI と T1WI の組み合わせは，non-EP DWI のみと⽐較して，特
異度と正診率の向上が期待できることが⽰された．non-EP DWI と T1WI
を合わせた MRI 検査は，中⽿真珠腫の正確な早期診断に寄与すると考えら
れる． 

3. 真珠腫組織における Notch1遺伝⼦の発現， Notch1 と HES1 の発現は，
正常外⽿道⽪膚に⽐べて有意に低下していた．Notch シグナルは，ケラチ
ノサイトの増殖停⽌と分化を導くことが報告されているが，真珠腫におけ
る Notch1 と HES1 の発現低下は，ケラチノサイトが分化から増殖へとバ
ランスを変化させ，病的状態の原因となっている可能性がある． 

【結論】 

1. 中⽿真珠腫に対して有効な聴覚を温存するためには，病期が進⾏する前に
早期に正確な診断を⾏い，⿎室形成術を⾏うことが重要である． 

2. ⿎膜所⾒だけでは中⽿真珠腫の診断が困難な場合は，non-EP DWI と
T1WI を組み合わせた MRI 検査も⾏うことで，中⽿真珠腫を正確に早期に
診断することが可能となる． 

3. 中⽿真珠腫では Notch1‒HES1 シグナル経路の発現が低下する傾向が⽰さ



 
 

6 

れ，細胞の分化から増殖⽅向へとバランスを変化させ，病的状態の原因を
もたらしている可能性が考えられる． 
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3. 略語表 

本⽂中，ならびに図表中で使⽤した略語は以下の通りである． 

CSL   Centromere-binding factor 1/Suppressor of Hairless/Lag-1 
CT  computed tomography 
CWD  canal wall down 
CWU  canal wall up 
Ct  cycle threshold 
DWI  diffusion weighted imaging 
Dll  Delta-like 
EAONO European Academy of Otology & Neuro-Otology 
FFPE  formalin-fixed paraffin embedded 
GADPH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
HASTE  half-Fourier acquisition single-shot turbo-spin-echo 
HE  hematoxylin-eosin 
HES1  Hairy and enhancer of Split-1 
kHz  kilohertz 
JOS  Japan Otological Society 
Jag  Jagged 
MR  magnetic resonance 
MRI  magnetic resonance imaging 
NCSTN nicastrin 
NICD  notch intracellular domain 
PCR  polymerase chain reaction 
PFPE  PAXgene Tissue-fixed paraffin embedded 
PROPELLER periodically rotated overlapping parallel lines with enhanced 

reconstruction 
PTA-ABG pure-tone average air‒bone gap 
RNA  ribonucleic acid 
RPLP0  Ribosomal protein lateral stalk subunit P0 
T  tesla 
T1W1  T1-weighted imaging 
cDNA  complementary DNA 
dB  decibel 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
non-EP  non-echo planar   
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4. 本論⽂全体の緒⾔ 

4-1. 中⽿真珠腫 

中⽿真珠腫 middle ear cholesteatoma とは中⽿腔に⽣じる表⽪性嚢胞性病変
の総称である．その発⽣⺟地によって，胎⽣期の外胚葉組織の迷⼊や遺残によ
る先天性中⽿真珠腫と⿎膜から⽣じる後天性中⽿真珠腫に分類される．かつて
は腫瘍と考えられた時期もあったが，真珠腫は腫瘍ではなく⾓化扁平上⽪の落
屑（keratin debris）が増殖堆積したものである．内部にコレステロール結晶を
伴うことがあり真珠のような⽩⾊塊として観察されることがあるため，このよ
うな名称になった． 

後天性中⽿真珠腫は⿎膜の⾓化扁平上⽪が中⽿腔に侵⼊することにより発⽣
する．その病態⽣理は未だ不明であるが，最も広く受け⼊れられている説は
1933 年にWittmaack が提唱したもので，⿎膜の陥凹部分（retraction pocket）
の⾃浄作⽤が失われ，keratin debris の堆積が始まると真珠腫に進展するとされ
ている(Hamed et al., 2016; Kuo, 2015)（図 1）．その侵⼊部位の違いから弛緩
部型と緊張部型に分類され，弛緩部型は⿎膜上⽅の弛緩部から侵⼊し，緊張部
型は主に⿎膜の後上部から侵⼊する．また，慢性中⽿炎による⿎膜穿孔から⼆
次性に⽣じる場合や，外傷後や医原性に⽣じる場合もある(Yung et al., 2017)
（図 2）．中⽿真珠腫は内部に keratin debris を溜めながら増⼤し，局所浸潤性
で⾻溶解により中⽿および内⽿破壊をもたらし，難聴，めまい，顔⾯神経⿇痺
などを引き起こす．頭蓋内に進展した場合には髄膜脳炎や脳膿瘍を合併し死亡
する場合がある(Kuo, 2015)． 

 

図 1．弛緩部型中⽿真珠腫の進展様式．緑線は中⽿に侵⼊した⾓化
扁平上⽪を⽰す．A：初期の真珠腫．B：進⾏した真珠腫．（Briddell 
JWらの論⽂(Briddell et al., 2018)から改編して引⽤） 
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 Epidemiology

Estimates on the prevalence of COM range from 
affecting 65–330 million people worldwide [2]. 
The range in prevalence is attributable to the inci-
dence being higher in regions where healthcare 
resources are limited; thus, its true incidence is 
underreported. Additionally, the varied de"ni-
tions may also mean there is underreporting in 
some areas. In Southeast Asia, Africa, and the 
Western Paci"c, the prevalence is higher than in 
North America and Europe, where the prevalence 
is <2% [2]. In regions where healthcare is lim-
ited, patients are more likely to develop compli-
cations. A 2004 report from the World Health 
Organization estimated that 28,000 deaths per 
year are attributable to COM worldwide [2]. 
Chronic otitis media has additional global impact 
in being a signi"cant cause of hearing impair-
ment [2].

 Risk Factors

Since the middle ear is not protected from the 
external environment, activities such as bathing 
or swimming can increase exposure to patho-
gens. Many of the other risk factors for develop-
ing COM coincide with factors that increase 

one’s risk for chronic Eustachian tube dysfunc-
tion given its key role in the development of tym-
panic membrane perforation and cholesteatoma. 
Eustachian tubes oriented in a more horizontal 
plane, as in young children and individuals with 
craniofacial anomalies, are prone to Eustachian 
tube dysfunction [8]. Patients who have had radi-
ation of the head and neck for treatment of cancer 
may also develop signi"cant Eustachian tube 
dysfunction, although this incidence is decreas-
ing with the advent of modern radiotherapy tech-
niques [12].

Other risk factors include those that can con-
tribute to mucosal in#ammation of the nasophar-
ynx resulting in Eustachian tube dysfunction as 
well as in#ammation of middle ear mucosa itself. 
Smoking is a known mucosal irritant that can 
have this affect. While some studies fail to draw a 
correlation between allergic rhinitis and COM, 
others have found direct evidence of eosinophils 
in the middle ear, suggesting allergy plays a role 
[13]. Gastroesophageal re#ux is also a contribu-
tor to chronic nasopharyngeal and middle ear 
in#ammation as evidenced by the detection of 
pepsin in middle ear #uid [14, 15]. Other studies 
show that certain patients also may be genetically 
predisposed to CSOM due to lower expression of 
certain toll-like receptors in middle ear mucosa 
biopsies [16, 17].

Ossicles

Tympanic
membrane

Squamous
debris/drainage

Direction of
retraction

pocket
extension

Tegmen/
Skull base

A. Early retraction pocket cholesteatoma

Direction of growth
and destruction

Persistent
drainage

B. Late retraction pocket cholesteatoma
with extensive ossicular erosion

a b

Extension into the
mastoid
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In the early phases, the retraction pocket begins to form as 
the pars #accida invaginates and wraps around the ossi-
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leading to erosion
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術式選択や⼿術成績を⽐較するために，ヨーロッパ⽿科学会（EAONO）と
⽇本⽿科学会（JOS）の合意案が 2017 年に作成され，世界的に広く⽤いられ
つつある（図 2）(Yung et al., 2017)．根本的治療は外科的治療のみで，病変の
根治，および聴⼒改善・維持を⽬指して後述する⿎室形成術が施⾏される． 

 

 

図 2． EAONO/ JOS 中⽿真珠腫の病態分類(Yung et al., 2017) 
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4-2. ⽿の解剖 

⽿は外⽿，中⽿，内⽿に分類され，聴器，平衡器と顔⾯神経が含まれる（図
4）．外⽿は⽿介と外⽿道から構成され，⾳波を中⽿へ伝える．中⽿は側頭⾻内
の含気腔で，⽿管，⿎室，乳突洞，乳突蜂巣などから成る．外側は⿎膜によっ
て外⽿道と，内側は前庭窓と蝸⽜窓によって内⽿と境されている．⿎室の前⽅
は⽿管によって上咽頭に，上⽅は乳突洞を経て乳突蜂巣に通じる．⿎膜から内
⽿に向かって，ツチ⾻，キヌタ⾻，アブミ⾻と呼ばれる 3 つの⽿⼩⾻が連鎖し
ており，アブミ⾻底は前庭窓にはまり込んでいる．内⽿は蝸⽜，前庭，半規管
から構成され，側頭⾻内に形成された⾻迷路という空間とその内部にある膜迷
路からできている．両者の間は外リンパ液，膜迷路の中は内リンパ液で満たさ
れている．膜迷路によって蝸⽜，前庭，半規管は交通している．顔⾯神経は内
⽿道から⿎室内側の側頭⾻内を⾛⾏する．⿎室，乳突洞，乳突蜂巣の上⽅には
頭蓋底が隣接し，乳突蜂巣の後⽅には頭蓋底と S状静脈洞が隣接する． 

中⽿真珠腫において病変が進展すると，⽿⼩⾻や内⽿⾻胞の破壊をもたら
し，難聴を引き起こす．半規管（特に外側半規管）の破壊はめまいをもたら
す．また顔⾯神経管に病変が近接・進展すると，顔⾯神経⿇痺を引き起こしう
る．頭蓋底の菲薄化や⽋損を⽣じると細菌感染の波及により髄膜炎や脳炎，脳
膿瘍などを形成することがある(Kuo et al., 2015a)． 

 

図 4. ⽿の解剖.（Ear Surgery Illustrated(Jackler and Gralapp, 2020)
より改編して引⽤）  
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4-3. 聴覚機能と聴⼒検査 

聴覚とは⾳声の弁別，知覚，理解などの機能のことで，⾳波としての⾳を外
⽿でとらえてから中⽿，内⽿，聴神経を介して聴覚中枢まで伝え，認識するこ
とである．⽿介は主に前⽅からの数千 Hz の⾳を集⾳して外⽿道に導く．外⽿
道は⼀端が⿎膜で閉鎖された共鳴腔で，2,000‒4,000 Hz の周波数が最⼤ 10 dB
程度増幅される．中⽿には⾳波を増幅させて内⽿に伝える役割がある．⿎膜と
アブミ⾻底の⾯積⽐やツチ⾻柄とキヌタ⾻⻑脚のてこ⽐による中⽿インピーダ
ンス整合により約 30 dB の増幅効果がある（図 5）．また，蝸⽜窓遮蔽効果によ
り約 12 dB の損失を免れる．アブミ⾻底板から内⽿に⼊った液体振動エネルギ
ーは蝸⽜コルチ器の有⽑細胞の興奮によって，神経活動という電気化学的エネ
ルギーへ変換され，聴覚中枢へと情報伝達がなされる． 

 

図 5. 中⽿伝⾳器の⾳圧増強作⽤．⿎膜とアブミ⾻底の⾯積⽐は
17:1，ツチ⾻とキヌタ⾻のてこ⽐は 1.3:1.0である．（新⽿⿐咽喉科
学(切替, 2013)より改編して引⽤） 
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純⾳聴⼒検査は純⾳という正弦波で⽰される波形を持つ⾳によって聴⼒を測
定する検査である．純⾳聴⼒検査には気導聴⼒検査と⾻導聴⼒検査があり，難
聴の程度（聴⼒閾値）の評価と伝⾳，感⾳，混合性難聴の分類が可能である．
気導聴⼒検査はヘッドフォンを装着して外⽿道⼝から純⾳を提⽰し，外⽿道か
ら⿎膜，⽿⼩⾻経由で前庭窓，内⽿へと到達した⾳に対する反応を調べるもの
で，聴覚伝導路のいずれの部位の障害であっても閾値の上昇がみられる．⾻導
聴⼒検査は振動端⼦を側頭⾻乳様突起部に接触させて⾳を提⽰し，頭蓋⾻を介
して直接内⽿へと到達した⾳に対する反応を調べるもので，内⽿および内⽿よ
り中枢に障害がある場合に起こる感⾳難聴の際に⾻導閾値が上昇する．⼀⽅，
外⽿から中⽿に障害がある場合に起こる伝⾳難聴では⾻導閾値は上昇せず，上
昇した気導閾値と⾻導閾値に気⾻導差（air‒bone gap）と呼ばれる乖離が認め
られる（図 6）． 

中⽿真珠腫においては，⽿⼩⾻の固着や破壊は伝⾳難聴の原因となり，内⽿
⾻胞への炎症波及や内⽿の破壊は感⾳難聴の原因となる(Kuo et al., 2015a)． 

 

 

図 6. 気導聴⼒と⾻導聴⼒（https://www.temco-
j.co.jp/bone_conduction/から改編して引⽤，アクセス⽇ 2021 年 11
⽉ 1 ⽇）  

気
導
受
話
器

骨
導
受
話
器



 
 

13 

4-4. 中⽿真珠腫に対する外科的治療法と⽿⼩⾻連鎖再建 

中⽿真珠腫に対する外科的治療の第⼀の⽬的は，中⽿真珠腫病変を摘出して
病変の進展を防ぎ，⽿漏のない乾燥した外⽿道と⿎膜を形成することである．
⼀般的には外⽿道後壁保存型（canal wall up; CWU）⿎室形成術か外⽿道後壁
削除型（canal wall down; CWD）⿎室形成術が⾏われる（図 7）．CWU ⿎室形
成術は⽣理的な外⽿道形態を維持できるのが⻑所であるが，⼿術中の視野が取
りにくく真珠腫を取り残す恐れがあるため再発率が⾼いことが⽋点である．
CWD ⿎室形成術は広い視野が得られるため真珠腫の完全摘出がしやすく再発
率が低いことが⻑所であるが，外⽿道後壁が削除されることで乳突腔と本来の
外⽿道とが共通腔となった広い外⽿道が形成されるので，⽿漏や痂⽪が発⽣し
やすく，⽣涯に渡り定期的な⽿処置が必要になることなどが短所である(Kuo et 
al., 2015a)．再発率に関するシステマティックレビューでは，CWU ⿎室形成術
の再発率は 16.7‒61.0%，CWD ⿎室形成術は 0‒13.2%との報告がある
(Kerckhoffs et al., 2016)．遺残性再発リスクの⾼度な症例については，初回⼿
術の半年から 1 年後に⼆期的⼿術を計画することがある． 

 

図 7. 外⽿道後壁保存型（canal wall up; CWU）⿎室形成術と外⽿道
後壁削除型（canal wall down; CWD）⿎室形成術の⽔平断での模式
図．（Ear Surgery Illustrated(Jackler and Gralapp, 2020)より改編して
引⽤） 
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外科的治療の第⼆の⽬的は聴⼒を維持，あるいは改善させることである．中
⽿真珠腫によって⽣じた伝⾳難聴に関しては，⾃家移植⽚（軟⾻や⾻）や⼈⼯
⽿⼩⾻を⽤いた⽿⼩⾻連鎖再建（伝⾳再建）を⾏うことで改善させることが可
能である．CWD ⿎室形成術では中⽿の共鳴が損なわれるため，CWU ⿎室形
成術よりも術後聴⼒が悪くなる傾向があると考えられている(Kuo et al., 
2015a)．しかし，両者の間の術後聴⼒成績に有意な差が⾒出せなかったという
報告も複数あり，どちらの術後聴⼒が優れているかについてはコンセンサスが
得られていない(Kuo et al., 2015b)．術式選択に関しては，解剖学的要因などに
より CWD ⿎室形成術を選択せざるを得ない場合もあるが，病変の進展度や患
者の社会的背景などに応じて適切に⼿術計画を⽴てることが肝要である． 

 

4-5. 本論⽂の⽬的 

本論⽂では，第⼀章において後天性中⽿真珠腫における術後聴覚予後因⼦に
ついて明らかにし，第⼆章において magnetic resonance imaging（MRI）検査
による診断精度向上の試みについて検討し論ずる．さらに第三章において，後
天性中⽿真珠腫の病態⽣理解明のため，後天性中⽿真珠腫組織標本を⽤いて
Notch シグナル関連分⼦の発現解析を⾏った． 

 

4-6. 本論⽂で明らかになったこと 

後天性中⽿真珠腫に対する⿎室形成術の術後聴⼒成績は真珠腫の進展度やア
ブミ⾻病変の程度などに相関することが⽰された．従って，良好な聴覚を温存
するためには早期に正確な診断を⾏い⼿術を⾏うことが重要である． 

後天性中⽿真珠腫の画像診断においては MRI がその質的診断において有⽤
であるが，non-echo planar（non-EP）拡散強調像（DWI）に T1 強調像
（T1WI）を併⽤することで，従来の non-EP DWI単独に⽐べて診断精度の向
上に寄与することが⽰され，正確な早期診断に有⽤なツールと考えられた． 

Notch シグナルは表⽪⾓化細胞において増殖停⽌と分化をもたらすとされて
いるが，後天性中⽿真珠腫上⽪における Notch シグナル関連遺伝⼦とタンパク
質の発現解析の結果，中⽿真珠腫上⽪では Notch1‒HES1 シグナル経路に関わ
る遺伝⼦発現低下，および Notch1，HES1タンパク質の発現低下がみられ，そ
の病態⽣理に重要な役割を果たしている可能性が⽰唆された．  



 
 

15 

 

 

 

 

 

第⼀章 
 

後天性中⽿真珠腫における聴覚予後因⼦の探索  
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5-1. 緒⾔ 

後天性中⽿真珠腫に対しては現在まで⼿術以外の有効な治療法は開発されて
おらず，そのため，病変を除去し聴⼒を維持・改善するためには⿎室形成術を
⾏うことが唯⼀の根治治療である．しかし，がんに対しての TNM 分類のよう
な世界的に標準化された病期分類が中⽿真珠腫に対しては存在せず，治療成績
の⽐較検討が困難であった．そこで，中⽿真珠腫治療に関わる臨床研究の基盤
とするため，2015 年に⽇本⽿科学会（JOS）から中⽿真珠腫進展度分類 2015
（JOS 2015）が提案された(Matsuda et al., 2018; Tono et al., 2017)．これをも
とに，2017 年にはヨーロッパ⽿科学会（EAONO）と JOS が協⼒して，中⽿
真珠腫の定義，病態分類，病期分類に関する共同合意案が世界に向けて発信さ
れ(Yung et al., 2017)，現在この EAONO/JOS合意案が世界的に広く⽤いられ
つつある． 

⿎室形成術の術後聴⼒成績に影響を与えうる様々な因⼦がこれまでに検討さ
れている．伝⾳再建後の聴⼒改善に有利な因⼦としては，⽿漏が少ないこと
(Chavan et al., 2014; Dornhoffer and Gardner, 2001)や，ツチ⾻柄の存在(Albu 
et al., 1998; Bared and Angeli, 2010; Chavan et al., 2014; Dornhoffer and 
Gardner, 2001; Mishiro et al., 2009; De Vos et al., 2007; Yung and Vowler, 
2006)，アブミ⾻上部構造の存在(Albu et al., 1998; Mishiro et al., 2009, 2010; 
Moon et al., 2007; Umit et al., 2010)，アブミ⾻の可動性が正常であること
(Mishiro et al., 2009)，⿎索神経の存在(Yamamoto et al., 2010)，中⽿粘膜の状
態が正常であること(Dornhoffer and Gardner, 2001; Mishiro et al., 2009; Moon 
et al., 2007; De Vos et al., 2007)，CWU ⿎室形成術(Dornhoffer and Gardner, 
2001; Martin et al., 2009; Quaranta et al., 2015; Yamamoto et al., 2010)，初回⼿
術(Albu et al., 1998; Dornhoffer and Gardner, 2001; Martin et al., 2009; Mishiro 
et al., 2010; Yamamoto et al., 2010)，局所⿇酔下⼿術(Mishiro et al., 2009)が報
告されている．しかし，これらの研究の多くは，対象疾患が中⽿真珠腫以外の
慢性中⽿炎も含まれていて伝⾳再建法も様々であり，報告によっては有意とな
らない因⼦もあるため，その結果の解釈には議論を要する． 

中⽿真珠腫に対する伝⾳再建術後の聴⼒予後因⼦に関して，標準化された進
展度分類に基づいて検討した報告はこれまでになかった．本章では，JOS 2015
と EAONO/JOS合意案，また過去に報告された予後因⼦に従って，弛緩部型
中⽿真珠腫新鮮例に対する⿎室形成術の術後聴⼒予後因⼦について検討した． 
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5-2. ⽅法 

(1) 対象 

本研究は，2013 年 4 ⽉から 2017 年 7 ⽉までに北海道⼤学病院⽿⿐咽喉科で
弛緩部型中⽿真珠腫新鮮例に対して⼀期的⿎室形成術が施⾏された症例を対象
とした後⽅視的研究である．中⽿真珠腫の診断は，EAONO/JOS合意案(Yung 
et al., 2017)の定義に従った．伝⾳再建の⽅法による術後聴⼒への影響を除くた
め，アブミ⾻上部構造が残存しており⽿介軟⾻で伝⾳再建が施⾏できた症例を
対象とした． 

(2) ⼿術⽅法 

全⾝⿇酔下で全ての症例の⼿術を施⾏した．⽿後部切開をおき，顕微鏡下に
CWU ⿎室形成術，あるいは CWD ⿎室形成術を⾏い中⽿真珠腫を摘出した．
これらの術式は，乳突蜂巣の発育程度，天蓋の位置や⾻破壊の有無の状態に応
じて選択した．すなわち，乳突蜂巣の発育が悪い症例や天蓋の位置が低い症
例，天蓋の⾻破壊のある症例に対しては CWU ⿎室形成術では⼗分な視野がと
れず，真珠腫を取り残す恐れがあるため CWD ⿎室形成術を施⾏した．ツチ⾻
頭部とキヌタ⾻は摘出した．⽿甲介腔から採取した軟⾻から⼩軟⾻⽚を 2段重
ねにしたものを作成し，アブミ⾻頭と⿎膜の間に移植して伝⾳再建とした（図
I-1）．⿎索神経が温存された場合は，移植した 2段軟⾻⽚を安定化させるため
にその上に神経を置いた． 

  

図 I-1. 伝⾳再建⽅法．2段軟⾻⽚をアブミ⾻の上に乗せ，その上に
⿎膜を敷いた．  
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(3) 病期と分類の基準 

EAONO/JOS合意案（図 I-2）に従って病期（Stage）を決定した．中⽿真珠
腫の進展度については⼿術所⾒で確認し，STAM システム（図 I-2）に従って
評価した(Yung et al., 2017)．乳突部の蜂巣発育程度は術前の computed 
tomography（CT）所⾒で評価し，JOS 2015 に従い MC0‒MC3 の 4段階に分
類した（図 I-3）(Tono et al., 2017)．アブミ⾻病変の程度は術中所⾒で評価
し，JOS 2015 に従い S0，S1 の 2 つの状態に分類した（図 I-4）．また，ほかの
検討因⼦としてツチ⾻柄と中⽿粘膜の状態を定義した．すなわち，ツチ⾻柄が
残存している場合を「有」，病変により消失していたか意図的に摘出した場合
を「無」と定義した．中⽿粘膜の状態は術中所⾒から「正常」あるいは「病
的」（浮腫状，あるいは⿎膜と癒着）に分類した． 

 

図 I-2. EAONO/JOS 中⽿真珠腫の病期分類(Yung et al., 2017) 

 

  
図 I-3. 乳突部の蜂巣発育程度 

中耳腔の解剖学的区分
（STAMシステム）

S1 (supratubal recess)：耳管上陥凹
S2 (sinus tympani)：鼓室洞
T (tympanic cavity)：中鼓室
A (attic)：上鼓室
M (mastoid)：乳突洞・乳突蜂巣

中耳真珠腫病期分類

StageⅠ：真珠腫が初発区分に限局

StageⅡ：
真珠腫が初発区分を越えて隣接区分に進展

Stage Ⅲ：頭蓋外合併症・随伴病態を伴う
顔面神経麻痺、迷路瘻孔、耳後部膿瘍・瘻孔、
頬骨膿瘍、頸部膿瘍、外耳道後壁の広範な破壊、
頭蓋底の広範な破壊、鼓膜全面の癒着病変

Stage Ⅳ：頭蓋内合併症を伴う
化膿性髄膜炎、硬膜外膿瘍、硬膜下膿瘍、脳膿瘍、
硬膜静脈洞血栓症、乳突洞への脳ヘルニア⽇本耳科学会⽤語委員会報告 849

MC0：蜂巣構造が殆ど認めらないもの
MC1：蜂巣構造が乳突洞周囲に限局しているもの
MC2：乳突蜂巣の発育が良好なもの
MC3：蜂巣発育が迷路周囲まで及んでいるもの

a：乳突部の含気状態を加味する場合
術前 CTまたは術中所⾒で乳突洞や乳突蜂巣に含気（aeration）を認める例を区別する場合には aを付記す
る。（記載例：MC2aなど）

１）乳突部の蜂巣発育程度と含気状態
乳突部の蜂巣発育程度（MC0-3）

S0：アブミ骨上部構造（SS）および周辺粘膜が略正常
S1：SS（アーチ構造）は保存されているが、肉芽や真珠腫などの病巣を伴う
S2：SS（アーチ構造）は消失しているが、可動性のあるアブミ骨底を認める
S3：粘膜病変のために前庭窓窩が閉塞しアブミ骨底が剖出できない状態
SN：アブミ骨を積極的に確認しなかった例

２）アブミ骨病変の程度（S0-3）

Ⅴ．副分類

MC0：蜂巣構造が殆ど認められないもの
MC1：蜂巣構造が乳突洞周囲に限局しているもの
MC2：乳突蜂巣の発育が良好のもの
MC3：蜂巣発育が迷路周囲まで及んでいるもの
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図 I-4. アブミ⾻病変の程度 

(4) 聴⼒結果 

聴⼒結果は世界的に頻⽤されている guidelines of the Committee on Hearing 
and Equilibrium of the American Academy of Otolaryngology-Head and Neck 
Surgery(American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery, 1995)
に従い，0.5・1・2・3 kilohertz（kHz）の純⾳気導聴⼒と純⾳⾻導聴⼒を測定
し，平均純⾳気⾻導差（pure-tone average air‒bone gap; PTA-ABG）を算出し
た．3kHz が測定されなかった場合は，2 kHz と 4 kHz の平均値で代⽤した*．
術後 1 年以上 2 年未満の聴⼒結果を術後聴⼒結果として使⽤し，術後 PTA-
ABGが 20 dB 以内を術後聴⼒結果の成功と定義した． 

*本邦では⽶国と異なり標準的に⾏われる純⾳聴⼒検査の周波数に 3 kHz が採
⽤されていない． 

(5) 統計学的解析 

患者の年齢（60歳未満/60歳以上），病期（Stage I‒IV），各解剖学的区分
（STAM）への進展の有無，乳突部の蜂巣発育程度（MC0-1/MC2-3），アブミ
⾻病変の程度（S0/S1），術式（CWU/CWD），ツチ⾻柄の有無，⿎索神経の有
無，中⽿粘膜の状態（正常/病的）について，術後聴⼒結果との関連について
検討した．病期分類の統計解析には Cochran-Armitage の傾向検定を，その他
の因⼦の統計解析には Fisher の正確確率検定を⽤いた．統計学的解析には
JMP pro 14 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)を使⽤し，p 値が 0.05未満で
ある場合を統計学的に有意であると判断した． 

(6) 倫理⾯への配慮 

本研究は，北海道⼤学病院⽣命・医学系研究倫理審査委員会の審査を受け承
認された「⽿科⼿術の術後成績に関する研究（臨床研究番号 017-0375）」の⼀
環として，「ヘルシンキ宣⾔」および「⼈を対象とする医学系研究に関する倫
理指針」（平成 26 年⽂部科学省・厚⽣労働省告⽰第 3号)を遵守して実施され
た．  

S0：アブミ骨上部構造および周辺粘膜が正常

S1：アブミ骨上部構造は保存されているが、
肉芽や真珠腫などの病巣を伴う

⽇本耳科学会⽤語委員会報告 849

MC0：蜂巣構造が殆ど認めらないもの
MC1：蜂巣構造が乳突洞周囲に限局しているもの
MC2：乳突蜂巣の発育が良好なもの
MC3：蜂巣発育が迷路周囲まで及んでいるもの

a：乳突部の含気状態を加味する場合
術前 CTまたは術中所⾒で乳突洞や乳突蜂巣に含気（aeration）を認める例を区別する場合には aを付記す
る。（記載例：MC2aなど）

１）乳突部の蜂巣発育程度と含気状態
乳突部の蜂巣発育程度（MC0-3）

S0：アブミ骨上部構造（SS）および周辺粘膜が略正常
S1：SS（アーチ構造）は保存されているが、肉芽や真珠腫などの病巣を伴う
S2：SS（アーチ構造）は消失しているが、可動性のあるアブミ骨底を認める
S3：粘膜病変のために前庭窓窩が閉塞しアブミ骨底が剖出できない状態
SN：アブミ骨を積極的に確認しなかった例

２）アブミ骨病変の程度（S0-3）

Ⅴ．副分類
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5-3. 結果 

対象は 34 名 34 ⽿，男性は 18 名，⼥性は 16 名であった．年齢中央値は
61.5（16‒87）歳であった．⼿術からの平均追跡期間は 41（12‒63）ヵ⽉であ
った．表 I-1 に対象症例の臨床的特徴を⽰す．Stage IV の患者はいなかった．
表 I-2 に全患者の術後聴⼒結果をまとめた．術後 PTA-ABGが 20 dB 以下とい
う良好な聴⼒結果は 55.9％の症例に認められた．34 ⽿中 1 ⽿は，CWU ⿎室形
成術を受けてから 3 年後に中⽿真珠腫の遺残性再発が認められ再⼿術を受け
た．術後に局所弁の壊死や乳突腔障害，顔⾯神経⿇痺，髄膜炎，脳膿瘍などの
合併症を起こした患者はいなかった． 

表 I-1. 対象患者の臨床的特徴 

  No. (%) 
性別 男性 

⼥性 
18 
16 
(52.9) 
(47.1) 

年齢（歳） 中央値 (範囲) 
<60 
≥60 

61.5 
15 
19 

(16‒87) 
(44.1) 
(55.9) 

病期 Stage I 
Stage II 
Stage III 
迷路瘻孔 
頭蓋底の広範な破壊 
⿎膜全⾯の癒着病変 

Stage IV 

5 
16 
13 

3 
10 

1 
0 

(14.7) 
(47.1) 
(38.2) 
(8.8) 
(29.4) 
(2.9) 
(0) 

S1 進展 有 
無 

1 
33 
(2.9) 
(97.1) 

S2 進展 有 
無 

3 
31 
(8.8) 
(91.2) 

T 進展 有 
無 

5 
29 
(14.7) 
(85.3) 

M 進展 有 
無 

26 
8 
(76.5) 
(23.5) 

乳突部の蜂巣発育程度 MC0‒1 
MC2‒3 

27 
7 
(79.4) 
(20.6) 

アブミ⾻病変の程度 S0 
S1 

18 
16 
(52.9) 
(47.1) 

術式 CWU 
CWD 

14 
20 
(41.2) 
(58.8) 

ツチ⾻柄 有 
無 

30 
4 
(88.2) 
(11.8) 

⿎索神経 有 
無 

23 
11 
(67.6) 
(32.4) 

中⽿粘膜 正常 
病的 

30 
4 
(88.2) 
(11.8) 
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表 I-2. 術後聴⼒結果 

平均気⾻導差（標準偏差） 19.2 (10.4) dB 
気⾻導差 
    0–10 dB 
   10–20 dB 
   20–30 dB 
   >30 

 
8 (23.5 %) 

11 (32.4 %) 
11 (32.4 %) 
4 (11.8 %) 

 

図 I-5 と表 I-3 に，術後聴⼒結果の予後因⼦の分析結果を⽰す．
EAONO/JOS合意案の病期上昇に伴い術後聴⼒成功率は有意に低下し（p = 
0.025），また，アブミ⾻病変の程度が S0（アブミ⾻上部構造および周辺粘膜が
正常）であることが有意な成功予測因⼦であった（p = 0.014）．年齢，各解剖
学的区分（STAM）への進展の有無，術式（CWU/CWD），ツチ⾻柄の有無，
⿎索神経の有無，中⽿粘膜の状態は有意な成功因⼦ではなかった． 

 

  

図 I-5. EAONO/JOS合意案の病期別の術後聴⼒成功率．成功率は病
期上昇に伴い有意に低下した（p = 0.025）．  

0%
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40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Stage I Stage II Stage III

PTA-ABG ≤20 dB PTA-ABG >20 dB

Cochran‒Armitageの傾向検定, p = 0.025
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表 I-3. 術後聴⼒結果の予後因⼦の分析 

因⼦  p値* 
術後平均気⾻導差 
≤20 dB vs >20 dB 

年齢, 歳 <60 
≥60 

0.738 

S1 進展 有 
無 

0.441 

S2 進展 有 
無 

0.571 

T 進展 有 
無 

0.146 

M 進展 有 
無 

1.0 

乳突部の蜂巣発育程度 MC0–1 
MC2–3 

0.104 

アブミ⾻病変の程度 S0 
S1 

0.014 

術式 CWU 
CWD 

0.495 

ツチ⾻柄 有 
無 

1.0 

⿎索神経 有 
無 

0.475 

中⽿粘膜 正常 
病的 

0.299 

CWU, canal wall up; CWD, canal wall down. 
*Fischer の正確確率検定  
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5-4. 考察 

本研究では，EAONO/JOS合意案の病期上昇に伴い，聴⼒改善成功率は有意
に低下していた．聴⼒改善成功率と EAONO/JOS合意案の病期との間には明
確な相関関係があり，EAONO/JOS合意案の病期は弛緩部型中⽿真珠腫新鮮例
に対する⿎室形成術の聴⼒予後を反映していることが⽰された．⼀⽅，STAM
システムを⽤いた場合，聴⼒予後と真珠腫の特定の部位への進展との間に相関
関係は認められなかった． 

術後の PTA-ABGが 20 dB 以内を聴⼒成功とした場合，アブミ⾻病変の程度
が S0（アブミ⾻上部構造および周辺粘膜が正常）であることが有意に良好な予
測因⼦であった．アブミ⾻病変の程度が S1（アブミ⾻上部構造は保存されてい
るが，⾁芽や真珠腫などの病巣を伴う）の場合，⾁芽や真珠腫の影響でアブミ
⾻の可動性が低下しうるため，アブミ⾻病変の程度が S0 の聴⼒成績は S1 のそ
れより良好であったと考えられる．このことは，アブミ⾻の可動性が正常であ
ったことが伝⾳再建の有意に良好な予後因⼦であったとの過去報告にも⼀致す
る(Mishiro et al., 2009)． 

上述のように，後天性中⽿真珠腫に対する⿎室形成術の術後聴⼒成績に対し
て，EAONO/JOS合意案の病期が低いこと，アブミ⾻周囲に病変が及んでいな
いことが有利に働く重要な因⼦であることが⽰された．病期は中⽿真珠腫が初
発部位を越えて隣接区分に進展することで進⾏し，また，病期が進⾏すること
でアブミ⾻病変の程度も悪化しやすい．従って，有効な聴覚を温存するために
は早期に正確な診断を⾏い，早期に⼿術を⾏うことが重要と考えられた．  
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第⼆章 
 

中⽿真珠腫診断における MRI T1 強調像の有⽤性の検討  
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6-1. 緒⾔ 

前章において，中⽿真珠腫に対して有効な聴覚を温存するためには早期に正
確な診断を⾏い，早期に⼿術を⾏うことが重要と考えられた．後天性中⽿真珠
腫の正確な診断には外⽿道・⿎膜所⾒を詳細にとることが最も重要であるが，
外⽿道が狭いために⿎膜所⾒が取りにくい場合や，外⽿道・⿎膜所⾒からだけ
では中⽿真珠腫かどうか診断に迷う場合がしばしば経験される．その場合，
CTやMRIでの画像検査が参考になる．CT はその優れた空間分解能により，
側頭⾻の⼩さな軟組織病変や⾻破壊病変を正確に検出し描出することができる
ため，側頭⾻内の病変の進展範囲を検索するのに有⽤であり，術前の解剖学的
評価のためにも必須の画像検査である．しかし，CTでは真珠腫とほかの軟部
組織病変とを区別することができない(Baráth et al., 2011)． 

軟部組織の質的鑑別には MRI が有⽤であるが，中⽿真珠腫に関しては non-
echo planar（non-EP）拡散強調像（DWI）の⾼い組織特異性が診断の助けと
なりえる(Más-Estellés et al., 2012)．non-EP DWI の中⽿真珠腫の診断性能は
⽐較的⾼いが，コレステリン⾁芽腫(Kösling and Bootz, 2001)，⾁芽組織
(Venail et al., 2008)，膿瘍(Profant et al., 2012; Toyama et al., 2008)，瘢痕組織
(Jeunen et al., 2008)での偽陽性例が報告されている．タンパク質成分を含む液
体やコレステリン⾁芽腫などの⾮真珠腫性軟組織は T1 強調像（T1WI）で⾼信
号を⽰すが，真珠腫はこれに合致しないため(Lingam et al., 2016)，偽陽性例の
除外には T1WI が有⽤である可能性がある．実際，中⽿真珠腫診断に関する
non-EP DWI に関するいくつかの報告では，偽陽性例の発⽣率を下げるため
に，T1WIも加えた診断基準を採⽤している(Dubrulle et al., 2006; Lehmann et 
al., 2009; Profant et al., 2012; Yamashita et al., 2013)． 

術前の中⽿真珠腫診断における non-EP DWI の診断精度に関するメタアナリ
シスでは，感度 91％‒94％，特異度 92％‒94.0％と報告されている(Li et al., 
2013; Lingam and Bassett, 2017)．しかし，メタアナリシスに採⽤された研究
には上述のように T1WI を診断基準に組み込んでいるものと組み込んでいない
ものの両者が含まれており，T1WI がどの程度診断に寄与しているのかは不明
である．これまでに T1WI がどの程度中⽿真珠腫の診断に寄与しているのかを
詳細に検討した研究はなく，その具体的な上乗せ効果は未解明であった．本研
究では，non-EP DWI のみと T1WI を併⽤した場合の中⽿真珠腫の術前診断の
精度を⽐較し，中⽿真珠腫の MRI診断における T1WI の有⽤性について検討
を⾏なった． 
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6-2. ⽅法 

(1) 対象 

本研究は，2012 年 6 ⽉から 2017 年 2 ⽉までに北海道⼤学病院⽿⿐咽喉科で
⼿術治療を受けた，中⽿真珠腫が疑われる患者を対象とした後⽅視的研究であ
る．対象には初回⼿術と再⼿術/段階⼿術を含めた．術前に全症例に non-EP 
DWI および T1WI を含むMRI を実施した． 

(2) MRI撮影条件 

1.5tesla（T） magnetic resonance（MR）装置（Avanto; Siemens, Erlangen, 
Germany）と 3.0T MR装置（Discovery MR750w；GE Healthcare, Milwaukee, 
WI）を⽤いて，2種類の MR シーケンスを⾏った．⽔平断の T1 強調⾼速スピ
ンエコー画像（TR/TE, 500-640/12, スライス厚, 4 mm）を取得した．1.5T 
MR装置では HASTE（half-Fourier acquisition single-shot turbo-spin-echo），
3.0T MR装置では PROPELLER（periodically rotated overlapping parallel lines 
with enhanced reconstruction）を⽤いて，⽔平断の non-EP 拡散強調画像（b 
factor, 1,000 s/mm; スライス厚, 4mm）を得た．⼀部の症例では，⾒かけの拡
散係数マップを算出した． 

(3) 画像評価と外科的評価 

本研究では，MRIでの中⽿真珠腫を診断するための 2 つの診断基準を定義し
た．診断基準 1：中⽿または乳突腔内の non-EP DWI において，脳組織の信号
と⽐較して⾼信号であること，診断基準 2：基準 1 の所⾒があり，T1WI 像に
おいて⼤脳⽩質の信号と⽐較して同程度または低信号であること．すべての画
像は，⼿術や臨床情報が盲検化された状態で，⻑年の経験を有する 1 名の認定
神経放射線科医が評価した．最終診断は⼿術中の所⾒で確認した． 

(4) 統計学的解析 

⼿術所⾒と術前の MRI所⾒を⽐較し，MRIプロトコルの感度，特異度，的
中率，診断精度を算出した．non-EP DWIで⾼信号が確認された症例のうち，
T1WIで⾼信号を⽰した症例の割合を，Fisher の正確確率検定を⽤いて，真珠
腫症例と⾮真珠腫症例で⽐較した．統計学的解析には JMP pro 12 (SAS 
Institute, Inc., Cary, NC, USA)を使⽤し，p値が 0.05未満である場合を統計学
的に有意であると判断した．  



 
 

27 

(5) 倫理⾯への配慮 

本研究は，北海道⼤学病院⽣命・医学系研究倫理審査委員会の審査を受け承
認された「MRI による真珠腫性中⽿炎診断の試み（臨床研究番号 016-0024）」
の⼀環として，「ヘルシンキ宣⾔」および「⼈を対象とする医学系研究に関す
る倫理指針」（平成 26 年⽂部科学省・厚⽣労働省告⽰第 3号)を遵守して実施
された． 

 

6-3. 結果 

対象は 53 名 57 ⽿，男性は 28 名 31 ⽿，⼥性は 25 名 26 ⽿であった．年齢中
央値は 53（6‒82）歳であった．34 名 37 ⽿が初回⼿術を受け，19 名 20 ⽿が再
⼿術/段階⼿術を受けた．表 II-1 に 2 つの診断基準の精度をまとめた． 

表 II-1. 診断基準 1 と診断基準 2 の精度の⽐較 
 

全体  

 

初回⼿術  再⼿術/段階⼿術  
n = 57  n = 37  n = 20  

基準 1 基準 2  基準 1 基準 2  基準 1 基準 2  
(DWI) (DWI + 

T1WI) 
 (DWI) (DWI + 

T1WI) 
 (DWI) (DWI + 

T1WI) 
感度 93.5% 89.1%  96.7% 90.0%  87.5% 87.5% 
特異度 63.6% 100.0%  57.1% 100.0%  75.0% 100.0% 
陽性的中率 91.5% 100.0%  90.6% 100.0%  93.3% 100.0% 
陰性的中率 70.0% 68.8%  80.0% 70.0%  60.0% 66.7% 
正診率 87.7% 91.2%  89.2% 91.9%  85.0% 90.0% 
DWI, non-echo planar diffusion-weighted imaging; T1W1, T1-weighted 
imaging 

 

⼿術所⾒により 57 ⽿のうち 46 ⽿（80.7％）で中⽿真珠腫が確認された．non-
EP DWI のみを⽤いた診断基準 1では，真珠腫が確認された 46 ⽿のうち 43 ⽿
で真珠腫と正しく診断され，真珠腫が確認されなかった 11 ⽿のうち 7 ⽿で真珠
腫が正しく除外された．全体の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率は，それ
ぞれ 93.5，63.6，91.5，70.0％であり，全体の正診率は 87.7％であった．non-EP 
DWI と T1WI を組み合わせた診断基準 2では，真珠腫が確認された 46 ⽿中 41
⽿で真珠腫と正しく診断され（図 II-1），真珠腫が確認されなかった 11 ⽿全て
で真珠腫が正しく除外された．全体の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率は，
それぞれ 89.1，100，100，68.8％であり，全体の正診率は 91.2％であった． 



 
 

28 

 

図 II-1. 典型的なMRI所⾒を呈した真珠腫．A, non-EP DWIで左中
⽿に⾼信号の病変として真珠腫が⽰されている（⽮印）．B, T1WIで
は同病変は低信号を⽰している（⽮印）．病変部の⼤きさは 11mm． 

初回⼿術群では，⼿術所⾒により 37 ⽿中 30 ⽿（81.1％）で真珠腫が確認さ
れた．診断基準 1 による真珠腫診断の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率
は，それぞれ 96.7，57.1，90.6，80.0％であり，正診率は 89.2％であった．偽陽
性は 3 ⽿で，コレステリン⾁芽腫（図 II-2）が 2 ⽿，線維化病変が 1 ⽿であっ
た．偽陰性は 1 ⽿（⼤きさ 3mm未満の⼩さな真珠腫）であった．診断基準 1で
真珠腫陽性と診断できた場合の真珠腫の⼤きさは 3‒18mmであった．診断基準
2 による真珠腫診断の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率は，それぞれ 90.0，
100，100，70.0％であり，正診率は 91.9％であった．診断基準 2 による偽陽性
例はなかったが，偽陰性例が 2 ⽿追加され，その真珠腫の⼤きさは 4‒6mmであ
った． 

 

図 II-2. non-EP DWIで⾼信号を呈したコレステリン⾁芽腫．A, non-
EP DWIで，右中⽿に⾼信号のコレステリン⾁芽腫が⾒られる（⽮印）．
B, T1WIでは同病変は⾼信号を呈している（⽮印）．病変部の⼤きさ
は 12mm．  



 
 

29 

再⼿術/段階⼿術群では，⼿術所⾒により 20 ⽿中 16 ⽿（80.0%）で真珠腫が
確認された．診断基準 1 による真珠腫診断の感度，特異度，陽性的中率，陰性的
中率は，それぞれ 87.5，75.0，93.3，60.0％であり，正診率は 85.0％であった．
コレステリン⾁芽腫の 1 ⽿が偽陽性であった．偽陰性は 2 ⽿で，1 ⽿は 3mm未
満の⼩さな真珠腫で，もう 1 ⽿は湿った感染性 debris を含んだ真珠腫であった．
診断基準 1で真珠腫陽性と診断できた場合の真珠腫の⼤きさは 2‒20mmであっ
た．診断基準 2 による真珠腫診断の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率は，
それぞれ 87.5，100，100，66.7％であり，正診率は 90.0％であった．診断基準
2 による偽陽性は 0 ⽿であった． 

non-EP DWIで⾼信号を⽰した 43 ⽿の真珠腫のうち，T1WIで⾼信号を⽰し
たのは 2 ⽿のみ（4.7%）であった．⼀⽅，non-EP DWIで⾼信号を⽰した⾮真
珠腫の 4 ⽿は，全て T1WIで⾼信号を⽰し（100％），これらの割合は有意に異
なっていた（p < 0.001, 表 II-2）． 

 

表 II-2. non-EP DWIで⾼信号を⽰した症例の T1WI⾼信号の割合の
⽐較 

  T1WI⾼信号 
(+) 

T1WI⾼信号  
(-) 

全体 p値* 

non-EP DWI 
⾼信号 (+) 

真珠腫 2 (4.7%) 41 (95.3%) 43 < 0.001 
⾮真珠腫 4 (100%) 0 (0%) 4  

*Fisher の正確確率検定 
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6-4. 考察 

本研究では，臨床的に中⽿真珠腫と診断された術前 MRIで，non-EP DWI
に T1WI を追加することで，中⽿真珠腫の診断精度がどの程度向上するかを評
価した．その結果，真珠腫の診断において T1WI を診断基準に追加した場合，
non-EP DWI のみを⽤いた評価と⽐較して，感度は 93.5%から 89.1%とわずか
に低下したものの，特異度は 63.6%から 100%へ上昇し，正診率も 87.7%から
91.2%へ向上が認められた．この傾向は，初回⼿術群と再⼿術/段階⼿術群のい
ずれにも⼀貫して認められた．従って，non-EP DWIだけではなく T1WIも⽤
いることは，初回⼿術および術後の真珠腫偽陽性例が効率的に除外され，中⽿
真珠腫の術前の診断精度向上に寄与することが⽰された． 

⼿術によって中⽿真珠腫が確認されなかった 11 ⽿のうち，4 ⽿が non-EP 
DWIで⾼信号を⽰した．このうち 3 ⽿はコレステリン⾁芽腫，もう 1 ⽿は線
維化病変であったが，4例とも T1WIで⾼信号を⽰した（100％）．⼀⽅，non-
EP DWIで⾼信号が確認された真珠腫症例のうち，T1WIで⾼信号を⽰したも
のはわずか 4.7%であり，これらの割合は有意に少なかった．従って，中⽿真
珠腫が T1WIで⾼信号を⽰すことはほとんどなく，コレステリン⾁芽腫や線維
化と真珠腫を区別するためには，T1WI が有⽤であることが⽰唆された． 

初回⼿術で最終的に中⽿真珠腫と診断された 30 ⽿のうち，T1WIで⾼信号
を⽰したのは 2 ⽿（⼤きさ 4‒6mm）のみであった．これらの症例のうち 1 ⽿
では，コレステリン⾁芽腫が真珠腫周囲の空間から乳突洞まで広がっていた．
この症例は真珠腫が⼩さすぎたため周囲のコレステリン⾁芽腫の影響を受けて
T1WIで⾼信号を⽰した可能性がある．もう 1 ⽿は，真珠腫以外に⿎室乳突洞
内には軟部組織を⽰す信号は認められなかった．内容物が⾼タンパク質のため
T1WIである程度の⾼信号を⽰す真珠腫があると報告されており(Más-Estellés 
et al., 2012)，この症例は⾼タンパク質に起因して T1WIで⾼信号を呈したと考
えられた．再⼿術/段階⼿術で中⽿真珠腫と診断された 16 ⽿のうち，T1WIで
⾼信号を⽰した症例はなかった． 

上述のように，中⽿真珠腫の MRI診断において T1WI は偽陽性の除外に有
⽤であり，non-EP DWI と T1WI の組み合わせは，non-EP DWI のみと⽐較し
て，特異度と正診率の向上が期待できることが⽰された．丁寧な外⽿道・⿎膜
の診察を⾏うことで通常は中⽿真珠腫の診断が可能であるが，所⾒が取りにく
く診断に迷う場合もしばしば経験される．その場合は，non-EP DWI と T1WI
を合わせて確認することで，中⽿真珠腫を正確に早期に診断することができ，
早期の⼿術治療につなげていくことが可能となる．  
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第三章 
 

中⽿真珠腫における Notch シグナル関連分⼦の発現解析 
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7-1. 緒⾔ 

前章までに述べたように，後天性中⽿真珠腫において有効な聴覚を温存する
ためには，早期に正確な診断を⾏い，早期に⼿術を⾏うことが重要であること
が確認された．⼀⽅で，根本的治療は依然として外科的治療のみに限られてい
るのが現状である． 

中⽿真珠腫は腫瘍ではないが，局所浸潤や⾻溶解といった腫瘍に似た臨床的
特徴を有している．真珠腫は，細胞の過剰増殖へとバランスが変化し，浸潤・
⾻溶解能が増強された，制御不能な細胞増殖の⼀例であると考えられている
(Kuo, 2015)．細胞増殖制御の異常には，内部のゲノムまたはエピジェネティッ
クな変化と，外部からの刺激が関与しており，細胞内外の様々なシグナル伝達
カスケードが関与しているとされる(Kuo, 2015)．真珠腫の病態⽣理に関わる新
たな標的分⼦，シグナル伝達機構が解明できれば，真珠腫の⾮外科的治療法の
可能性も期待される． 

Notch は 1 回膜貫通型の受容体で Notch を介した伝達系は Notch シグナル
と呼ばれている．⽪膚ケラチノサイトの増殖と分化の統合的制御と，正常⽪膚
のホメオスタシスの維持に Notch シグナルの関与が報告されている(Lefort and 
Dotto, 2004)．これまでマウスやヒトのさまざまな細胞上に，膜貫通型分⼦で
ある 4 つの受容体ホモログ（Notch1-4）と 5 つのリガンドホモログ（Jagged 
[Jag] 1，Jag2，Delta-like (Dll) 1，Dll3，Dll4）の発現が確認されている
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999)．Notch受容体がリガンドによって活性化され
ると，Notch受容体の細胞内ドメイン notch intracellular domain（NICD）が
γセクレターゼによって切断され，NICD が核内に移⾏する．NICD は転写因
⼦ CSL（Centromere-binding factor 1/Suppressor of Hairless/Lag-1）(Pinchot 
et al., 2011)などと結合して転写因⼦複合体を形成し，HES1（Hairy and 
enhancer of Split-1）などの標的遺伝⼦の転写を開始する(Kageyama et al., 
2005)（図 III-1）．Notch シグナルの機能は細胞種によって⾮常に多様である．
ある状況では組織の成⻑や癌を促進する⼀⽅で，別の状況では細胞死や腫瘍抑
制を誘導する(Bray, 2016)．⽪膚癌においては Notch1 が癌抑制遺伝⼦として機
能することが⽰唆されている(Nicolas et al., 2003)．  
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図 III-1. Notch シグナル伝達機構．Notch受容体がリガンドによっ
て活性化されると，細胞内ドメイン notch intracellular domain
（NICD）がγセクレターゼによって切断され核内に移⾏する．
NICD は転写因⼦複合体を形成し標的遺伝⼦の転写を開始する．
（Bray の論⽂(Bray, 2016)から改編して引⽤） 

 

⼀⽅で TP53 はよく知られた癌抑制遺伝⼦の 1 つであり，その⽋損は細胞増
殖を促進し癌のリスクを⾼める(Ashcroft and Vousden, 1999)．Notch1遺伝⼦
は正常および癌由来ケラチノサイトの両⽅で TP53遺伝⼦産物である p53タン
パク質の標的遺伝⼦であることが⽰されている(Lefort et al., 2007)．Notch1 の
負の制御が p53 の転写抑制によって引き起こされ，ケラチノサイトの増殖や⽪
膚癌を引き起こす可能性が報告されている(Kolev et al., 2008)． 

これまでに中⽿真珠腫で Notch シグナルがどのように関わっているか検討し
た報告はない．本章では Notch シグナルのケラチノサイトにおける働きに着⽬
し，中⽿真珠腫におけるケラチノサイトの増殖亢進に Notch シグナルの異常な
変化が関与しているのではないかと仮説を⽴て，中⽿真珠腫標本を⽤いて
Notch シグナル関連分⼦の発現解析を⾏うことで，真珠腫と Notch シグナルの
関連性について検討することを⽬的とした．さらに，Notch1 発現を上流で制
御することが報告されている p53 の発現についても評価した．  

rather, their spatial and temporal regulation directs Notch 
signalling profiles in many contexts and is an impor-
tant mode for regulation by other signalling pathways. 
Although regulation of ligand expression mostly occurs 
at the transcriptional level, microRNAs also contribute. 

For example, members of the miR-200 family target the 
3′ untranslated regions of Ser and JAG1 to fine-tune 
the levels of protein produced in D. melanogaster and in 
human tissues, respectively6,7.

One example of how ligand expression dictates the 
spatial pattern of signalling occurs during the formation 
of the growth organizer in D. melanogaster wing imag inal 
discs. Here, Ser is produced exclusively in the dorsal 
terri tory owing to its regulation by the spatially restricted 
Apterous transcription factor8,9, and it specific ally gener-
ates a stripe of Notch activity in adjacent ventral cells 
to create a boundary that organizes tissue growth8. 
Dynamic changes in expression of both ligand and 
receptor also help to drive oscillations in Notch signal-
ling10, such as those that occur during somitogenesis in 
the presomitic mesoderm. Here, Notch1 expression is 
dependent on its pathway activity, which might help 
to reinforce signalling, whereas ligand expression is 
regulated by WNT signalling, thus ensuring that the 
pattern of Notch activity is instructed by another main 
 component involved in the somite clock11,12.

In addition, interplay between different ligands is fre-
quently required to set the correct number and spacing 
of precursor cells in many situations. For example, in 
the zebrafish ear, a broad ‘inductive’ signal by Ser (JAG1 
in mammals) sustains the neurogenic potential of the 
 placode13,14 before subsequent dispersed expression of 
Delta (DLLs in mammals) in incipient precursors inhib-
its the surrounding cells to ensure that a single precursor 
cell is specified at each position15–18. Likewise, to establish 
the branching pattern of blood vessels, the production 
of DLL4 in tip cells prevents neighbouring cells from 
adopting the same fate19,20, whereas JAG1 acts as a potent 
pro-angiogenic regulator that antagonizes DLL4–Notch 
signalling to favour new sprouting.

Although the fundamental consequences of ligand 
binding are the same — cleavage of Notch receptors to 
produce NICD — they nevertheless often elicit different 
outcomes21. One possibility is that different ligands bring 
about different strengths (or durations) of intracellular 
signal. For example, JAG1 and DLL1 have lower meas-
ured affinities for Notch1 than does DLL4, possibly owing 
to differences in the orientation of the amino-terminal 
and Delta–Ser–LAG2 (DSL) domains involved in the 
binding interface22. Indeed, in the mouse haemangiogenic 
endothelium, specification of haematopoietic stem cells 
involves a low-strength JAG1-dependent signal, whereas 
specification of endothelial arterial cells requires a high-
strength DLL4 signal23. Strikingly, cells that received the 
low-strength JAG1-induced Notch activity seemed to be 
unresponsive to a high-strength DLL4 signal. Although it 
is unclear what causes this lack of response, if the expres-
sion of JAG1 precedes that of DLL4, it could switch on 
an inhibitory programme or cause cell re-arrangements 
to disrupt contacts with DLL4. Similarly, in the inner 
ear JAG1 might elicit a lower level of Notch1 activation 
than DLL1 does, as JAG1 can induce the expression of  
Hairy/Enhancer of split related with YRPW motif pro-
tein 1 (HEY1), which requires a low threshold, but not 
Hairy and Enhancer of split 5 (HES5), which requires a 
higher level of signalling24.
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7-2. ⽅法 

(1) 対象 

本研究は，2010 年 2 ⽉から 2020 年 4 ⽉までに北海道⼤学病院⽿⿐咽喉科で
⼿術を施⾏した後天性中⽿真珠腫新鮮例を対象とした後⽅視的研究である．⼿
術時に真珠腫組織と対照として正常外⽿道⽪膚組織を採取した．中⽿真珠腫は
良性の⾓化扁平上⽪病変であるため，これまでの中⽿真珠腫に関する研究
(Hamed et al., 2017; Liu et al., 2014; Motamed et al., 2002)と同様に正常外⽿道
⽪膚を対照として採⽤した．これらのサンプルは，病理組織学的および免疫組
織化学的解析のため，直ちに 10%ホルマリンで固定後にパラフィン包埋
（FFPE）した．サンプルの⼀部は polymerase chain reaction（PCR）法による
遺伝⼦発現分析のため，添付プロトコールに従い，PAXgene® Tissue System 
（PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland）で固定しパラフィン包埋
（PFPE）した． 

(2) Notch シグナル関連遺伝⼦に関する PCR array 

PFPE組織からミクロトームを⽤いて厚さ 10μm の切⽚を作成した．
hematoxylin-eosin（HE）染⾊を⾏い適切にサンプルが採取されていることを
確認した後に，マイクロダイセクション法にて真珠腫および正常外⽿道⽪膚組
織から上⽪層を回収した．まず，PAXgene Tissue RNA Kit (PreAnalytiX) を⽤
いてトータル ribonucleic acid（RNA）精製を⾏なった．RNA精製後，RT2 
First Strand Kit（Qiagen, Maryland, USA）を⽤いて complementary DNA
（cDNA）を合成した．次に，この cDNA を RT2 SYBR Green ROX qPCR 
MasterMix（Qiagen）と混合し，84 の Notch シグナル関連遺伝⼦（および参
照⽤の 5 つのハウスキーピング遺伝⼦）のプライマーで構成される 96ウェル
の RT2 mRNA PCR Array（RT2 Profiler™ PCR Array Human Notch Signaling 
Pathway, Qiagen）に加え，StepOnePlus™ real-time PCR system（Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を⽤いて quantitative-realtime-PCR を
施⾏し，インターカレーション法（SYBR green）にて検出を⾏なった．各遺伝
⼦の転写レベルに関しては，GAPDH（Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Dehydrogenase）と RPLP0（Ribosomal protein lateral stalk subunit P0）の 2
つのハウスキーピング遺伝⼦を⽤いて標準化を⾏い，それぞれの∆Ct値を算出
した．相対的 messenger ribonucleic acid（mRNA）発現⽐（Fold change）に
関してはΔΔCt 法に基づき計算を⾏った．すなわち，真珠腫サンプル中の標
準化した遺伝⼦発現量（2-∆Ct）を同⼀患者のコントロールサンプル中の標準化
した遺伝⼦発現量（2-∆Ct）で除した値を Fold change として算出した． 
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(3) 免疫組織化学染⾊ 

FFPE組織からミクロトームを⽤いて 4μm の厚さで薄切し切⽚を作成し
た．キシレンおよびエタノールで脱パラフィンおよび脱⽔処理を⾏なった後，
750Wの電⼦レンジを⽤いて 10mMクエン酸ナトリウム緩衝液（10mmol/L, 
pH6.0）で 15 分間の抗原賦活化を⾏った．0.1％の過酸化⽔素で内因性ペルオ
キシダーゼ活性を不活化し，10％ヤギ正常⾎清で 30 分間，室温でブロッキン
グした．⼀次抗体として，抗 Notch1ウサギモノクローナル抗体（#3608; Cell 
Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA）および抗 HES1ウサギモノク
ローナル抗体（#11988; Cell Signaling Technology Inc.）を⽤い，4℃の湿潤箱
で⼀晩反応させた．また，抗 p53マウスモノクローナル抗体（M7001; Dako, 
92 Glostrup, Denmark）を⽤い，室温で 30 分反応させた．⼆次抗体として，
ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギまたはヤギ抗マウス抗体（Histofine MAX-
PO (MULTI) kit; Nichirei, Tokyo, Japan）を⽤いて，室温で 30 分間反応させ
た．ジアミノベンジジン溶液に 10 分間浸し，ヘマトキシリンで対⽐染⾊を⾏
い，封⼊し標本を完成させた． 

(4) 免疫組織化学的評価 

Notch1 発現については細胞膜が明瞭に染⾊されているものを陽性細胞と判
定した．HES1 と p53 については核が明瞭に染⾊されているものを陽性細胞と
判定した．光学顕微鏡の 400倍の視野において任意の 3箇所でケラチノサイト
層全体の陽性細胞数の割合を計測し，3箇所の割合の平均値を算出した．正常
な⽪膚と同様に計測するために，上⽪下を含む真珠腫全体ではなく上⽪層のみ
を解析した．染⾊強度は考慮しなかった．以上の判定については，臨床情報を
盲検化した 2⼈の医師によって⾏い，2⼈の値の平均値をサンプルの抗原陽性
率とした． 

(5) 統計学的解析 

Welch の t 検定を⽤いて，それぞれの遺伝⼦のΔCt値と抗原陽性率を真珠腫
群と対照群の間で⽐較した．統計学的解析には JMP pro 14 (SAS Institute, Inc., 
Cary, NC, USA)を使⽤し，p値が 0.05未満である場合を統計学的に有意である
と判断した． 

(6) 倫理⾯への配慮 

本研究は，北海道⼤学病院⽣命・医学系研究倫理審査委員会の審査を受け承
認された「後天性真珠腫の発症・増殖メカニズムに関する研究（臨床研究番号
016-0161）」「中⽿真珠腫の発現タンパクに関する研究（臨床研究番号 020-
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0156）」の⼀環として，「ヘルシンキ宣⾔」および「⼈を対象とする医学系研究
に関する倫理指針」（平成 26 年⽂部科学省・厚⽣労働省告⽰第 3号)を遵守し
て実施された． 

 

7-3. 結果 

(1) 真珠腫における Notch シグナル伝達経路関連遺伝⼦の発現 

本実験のための真珠腫 PFPE標本は男性 5 ⽿，⼥性 1 ⽿から真珠腫組織を採取
し作製した．年齢中央値は 38.5歳（18‒79歳）であった．対照群として，同患
者からそれぞれの正常外⽿道⽪膚を採取し PFPE標本を作製した．HE染⾊に
より標本が適切に採取されていることを確認した後，これらの標本からmRNA
を抽出し，PCRアレイにて遺伝⼦発現解析を⾏った．PCRアレイにおける各
遺伝⼦の相対的 mRNA 発現⽐（Fold change）と p値を表 III-1 に⽰す．遺伝
⼦は Fold change の昇順に並んでいる．遺伝⼦名と説明は，Human Genome 
Organisation Gene Nomenclature Committee のデータベースに基づいている．
84遺伝⼦のうち 48 の遺伝⼦発現を解析できたが，残りの 36遺伝⼦について
は半数以上の Ct値が⽋損していたため解析ができなかった．真珠腫における
Notch1 の相対的発現⽐は最も低く，統計的に有意な差が認められた（Fold 
change = 0.013, p = 0.042）．また，Notch シグナルの主要な標的遺伝⼦の⼀つ
である HES1 の相対的発現⽐も減少していた（Fold change = 0.117, p = 
0.272）．⼀⽅，Notch3 の相対的発現⽐は増加していた（Fold change = 2.35, p 
= 0.680）（図 III-2）．Notch2 の相対的発現⽐はごくわずかな減少しかみられな
かった（Fold change = 0.484, p = 0.427）．  
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表 III-1. 真珠腫における Notch シグナル伝達経路関連遺伝⼦の発現 

遺伝⼦名 説明 Fold 
change 

p値 

NOTCH1 Notch receptor 1 0.013 0.042 
SUFU SUFU negative regulator of hedgehog 

signaling 
0.063 0.197 

PPARG Peroxisome proliferator activated receptor 
gamma 

0.087 0.288 

NFKB2 Nuclear factor kappa B subunit 2 0.108 0.072 
HES1 Hes family bHLH transcription factor 1 0.117 0.272 
CHUK Component of inhibitor of nuclear factor 

kappa B kinase complex 
0.142 0.209 

PAX5 Paired box 5 0.226 0.253 
ID1 Inhibitor of DNA binding 1, HLH protein  0.236 0.419 
NCSTN Nicastrin 0.249 0.381 
NCOR2 Nuclear receptor corepressor 2 0.299 0.177 
DLL4 Delta like canonical Notch ligand 4 0.306 0.517 
RBPJL Recombination signal binding protein for 

immunoglobulin kappa J region like 
0.339 0.396 

SEL1L SEL1L adaptor subunit of ERAD E3 
ubiquitin ligase 

0.341 0.679 

FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription 
factor subunit 

0.342 0.180 

TLE5 TLE family member 5, transcriptional 
modulator 

0.386 0.461 

VEGFD Vascular endothelial growth factor D 0.390 0.234 
HR HR lysine demethylase and nuclear receptor 

corepressor 
0.416 0.550 

JAG2 Jagged canonical Notch ligand 2 0.420 0.707 
KRT1 Keratin 1 0.428 0.255 
CDKN1A Cyclin dependent kinase inhibitor 1A 0.432 0.366 
NEURL1 Neuralized E3 ubiquitin protein ligase 1 0.457 0.525 
NOTCH2 Notch receptor 2 0.484 0.427 
SHH Sonic hedgehog signaling molecule 0.487 0.629 
POFUT1 Protein O-fucosyltransferase 1 0.492 0.346 
NOTCH2NL Notch 2 N-terminal like A 0.509 0.440 
CFLAR CASP8 and FADD like apoptosis regulator 0.521 0.518 
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CTNNB1 Catenin beta 1 0.528 0.517 
RFNG RFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-

acetylglucosaminyltransferase 
0.551 0.682 

HOXB4 Homeobox B4 0.561 0.640 
NFKB1 Nuclear factor kappa B subunit 1 0.563 0.614 
DTX1 Deltex E3 ubiquitin ligase 1 0.632 0.851 
JAG1 Jagged canonical Notch ligand 1 0.645 0.412 
LFNG LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-

acetylglucosaminyltransferase 
0.658 0.800 

HDAC1 Histone deacetylase 1 0.661 0.432 
CCND1 Cyclin D1 0.676 0.833 
GLI1 GLI family zinc finger 1 0.715 0.748 
CCNE1 Cyclin E1 0.716 0.763 
RUNX1 RUNX family transcription factor 1 0.774 0.750 
DLL3 Delta like canonical Notch ligand 3 0.836 0.870 
PSENEN Presenilin enhancer, gamma-secretase 

subunit 
1.004 0.997 

SH2D1A SH2 domain containing 1A 1.555 0.739 
HES5 Hes family bHLH transcription factor 5 1.562 0.652 
PSEN1 Presenilin 1 1.597 0.607 
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 1.839 0.419 
NOTCH3 Notch receptor 3 2.350 0.680 
MMP7 Matrix metallopeptidase 7 2.430 0.704 
LORICRIN Loricrin cornified envelope precursor 

protein 
2.950 0.455 

NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4 group A 
member 2 

6.920 0.484 
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図 III-2. 真珠腫と外⽿道（EAC）⽪膚における Notch シグナル関連
遺伝⼦発現のヒートマップと Fold change．ヒートマップ上の灰⾊は
⽋損値を⽰す． 
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(2) Notch1，HES1，p53 の免疫組織化学的発現評価 

本実験のための真珠腫 FFPE標本は男性 28 ⽿，⼥性 13 ⽿から真珠腫組織を
採取し作製した．年齢中央値は 57歳（18‒87歳）であった．対照群として，
⼿術を受けた他の男性 4 ⽿，⼥性 4 ⽿，年齢中央値 53歳（13‒82歳）の 8 ⽿
から正常外⽿道⽪膚を採取し FFPE標本を作製した．Notch1 の発現は，真珠
腫上⽪と外⽿道⽪膚上⽪の基底層と傍基底層で主に観察された（図 III-3，A，
D）．しかし，外⽿道⽪膚上⽪の⼀部では傍基底層⽅向に広く発現が観察され
た．Notch1 の発現陽性率は，真珠腫では 48.5±32.4%，外⽿道⽪膚では
83.4±17.5%であり，Notch1 の発現に統計学的に有意な差が認められた（p < 
0.001）（図 III-4）．真珠腫上⽪と外⽿道⽪膚上⽪における HES1 の発現は，傍
基底層に局在していた（図 III-3，B，E）．HES1 の発現陽性率は，真珠腫で
44.9±17.8％，外⽿道⽪膚で 55.7±7.1％であり，統計学的に有意な差が認めら
れた（p < 0.01）（図 III-4）．p53 の発現は，真珠腫上⽪と外⽿道⽪膚上⽪の基
底層と傍基底層で主に観察された（図 III-3，C，F）．p53 の発現陽性率は，真
珠腫では 8.5±11.4%，外⽿道⽪膚では 0.5±0.7%であり，統計学的に有意な差
が認められた（p < 0.001）（図 III-4）． 

 

図 III-3. 真珠腫（A, B, C）と外⽿道⽪膚（D, E, F）における
Notch1（A, D）と HES1（B, E），p53（C, F）の免疫染⾊（×200） 
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図 III-4. 真珠腫と外⽿道⽪膚における Notch1，HES1，p53 の発現
陽性率． 
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7-4. 考察 

本研究は，後天性中⽿真珠腫の病態⽣理に Notch1 が関与している可能性を
明らかにした初めての研究である．真珠腫組織における Notch1 mRNA の発現
は，正常外⽿道⽪膚組織に⽐べて有意に低下していた．免疫組織化学的検討の
結果，真珠腫上⽪における Notch1 と HES1 の主な発現部位は，正常外⽿道⽪
膚上⽪と類似していたが，真珠腫上⽪での Notch1 と HES1 の発現は，正常外
⽿道⽪膚上⽪に⽐べて有意に低かった．図 III-5 に，Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes のパスウェイデータベース(Kanehisa et al., 2017)に基づい
た，ヒトの Notch シグナル伝達経路を⽰す． 

 

図 III-5. Notch シグナル伝達経路（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomesパスウェイデータベースより改編して引⽤）．タンパク質
と対応する遺伝⼦は以下の通りである: Delta-like: DLL1 and DLL4; 
Jagged: JAG1 and JAG2; Fringe: LFNG and RFNG; Notch: 
NOTCH1, NOTCH2, and NOTCH3; Deltex: DTX1; PSE2: 
PSENEN; PSEN: PSEN1; NCSTN: NCSTN; CSL: RBPJL and RBPJ; 
Hes1/5: HES1 and HES5; SMRT: NCOR2; and HDAC: HDAC1 and 
HDAC2. 

 

実線は PCRアレイで解析できた遺伝⼦がコードするタンパク質を⽰し，点線
は解析できなかった遺伝⼦がコードするタンパク質を⽰す．⾊のついた箱は，
2倍以上または 2 分の 1 以下に発現変化した遺伝⼦を⽰し，ピンクと緑はそれ
ぞれ発現増加と発現減少を⽰す．Notch1受容体の発現低下は，核に移⾏する
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NICD を減少させ，転写因⼦ CSL と相互作⽤して形成される転写因⼦複合体を
減少させて，標的転写産物である HES1 mRNA を減少させたと考えられる．さ
らに，Notch1 の Dll および Jagリガンドや，γ-セクレターゼ複合体の構成因
⼦である NCSTN(Kaether et al., 2006)の mRNAレベルも低下していることが
確認された．⼀⽅，Notch3 の mRNAレベルは上昇していた．Notch3 の細胞
内ドメイン(IC)は，Notch1 の IC に⽐べて不⼗分な活性化因⼦であり，HES1
プロモーターの転写活性を競争的に阻害することで，Notch1 の抑制因⼦とし
て作⽤する(Beatus et al., 1999, 2001)．つまり，Notch3 が増加すると，HES1
の発現に抑制的な影響を及ぼす．以上のように，真珠腫では Notch1-HES1 シ
グナル経路の発現が低下する傾向が認められた．Notch シグナルは，ケラチノ
サイトの増殖停⽌と分化を導くことが報告されている(Rangarajan et al., 
2001)．さらに，基底細胞から有棘細胞の運命を決定するのにも重要な役割を
果たしている(Blanpain et al., 2006)．ケラチノサイトで HES1 を発現させる
と，その下流で，分化特異的なタンパク質をコードする有棘細胞層の遺伝⼦が
誘導される(Blanpain et al., 2006)．マウスの⽪膚で Notch1遺伝⼦を⽋損させ
ると，表⽪と⾓膜が過形成になり，その後，⽪膚腫瘍が発⽣したり，化学物質
による⽪膚の発癌も促進したことから，Notch1 が腫瘍抑制遺伝⼦として機能
していることが⽰されている(Nicolas et al., 2003)．真珠腫における Notch1 と
HES1 の発現低下は，ケラチノサイトが分化から増殖へとバランスを変化さ
せ，病的状態の原因となっている可能性がある． 

⼀⽅，p53 に関する免疫組織化学的検討では，真珠腫上⽪における p53 発現
は正常外⽿道⽪膚よりも有意に⾼いことが⽰された．後天性中⽿真珠腫では正
常外⽿道⽪膚と⽐較して p53 の発現が亢進していたという結果がこれまでにい
くつか報告されている(Albino et al., 1998; Huisman et al., 2003; Olszewska et 
al., 2013; Shinoda and Huang, 1995)．p53 は細胞周期の停⽌やアポトーシスの
誘導，あるいはその両⽅により細胞増殖を抑制する(Albino et al., 1998)．細胞
増殖は p53 の発現を上昇させる可能性があり，さらに好中球が活性酸素を放出
することで p53 は活性化されうるため，真珠腫における p53 の発現は細胞増殖
と活性酸素に反応して増加している可能性があるとされる(Huisman et al., 
2003)．本研究では真珠腫における p53 の増加が認められたにも関わらず，p53
の直接の下流の標的であると報告されている Notch1(Yugawa et al., 2007)の増
加はみられず，むしろ，Notch1 は減少していた．これは，最初に何らかの要
因で Notch1 の発現減少と細胞増殖が起こったと仮定することで説明できる．
すなわち，細胞増殖に対する反応として，負のフィードバック制御を介して
p53 が増加したと考えられる．しかし，真珠腫上⽪における p53 発現の増加に
ついては否定的な意⾒もあり(Chung et al., 2015; Motamed et al., 2002)，
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Notch1 の発現低下を誘発する機序は不明であるため，さらなる研究が望まれ
る．  
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8. 総括および結論 

(1) 研究から得られた知⾒ 

ü 後天性中⽿真珠腫に対する⿎室形成術に対して，EAONO/JOS合意案の病
期が低いこと，アブミ⾻周囲に病変が及んでいないことが術後聴⼒成績に
有利に働く重要な因⼦であることが⽰された． 

ü 中⽿真珠腫の MRI診断において T1WI は偽陽性の除外に有⽤であり，
non-EP DWI と T1WI の組み合わせは，non-EP DWI のみと⽐較して，特
異度と正診率の向上が期待できることが⽰された． 

ü 中⽿真珠腫では Notch1‒HES1 シグナル経路の発現が低下する傾向が⽰さ
れた． 

(2) 新しい知⾒の意義 

ü 中⽿真珠腫に対して有効な聴覚を温存するためには，病期が進⾏する前に
早期に正確な診断を⾏い，⿎室形成術を⾏うことが重要である． 

ü ⿎膜所⾒だけでは中⽿真珠腫の診断が困難な場合は，CTだけではなく，
non-EP DWI と T1WI を組み合わせた MRIも⾏うことで，中⽿真珠腫を正
確に早期に診断することが可能となる． 

ü 中⽿真珠腫における Notch1 と HES1 の発現低下は，細胞の分化から増殖
⽅向へとバランスを変化させ，病的状態の原因をもたらしている可能性が
ある． 

(3) 今後の研究展開と課題 

ü 中⽿真珠腫に対する術前診断，術後治療成績に関しては，症例数，観察期
間を増やし，聴⼒の⻑期成績だけではなく病変の再発との関連性について
も検討を深める必要性がある． 

ü 中⽿真珠腫における Notch1 の発現低下を誘発する機序は不明であり，他
の主要なシグナル伝達系を含めて制御機構などの検索を⾏う必要性があ
る．また，臨床症状との関連についても検討を⾏い，組織破壊性との関連
や，外科的治療後の再発リスクの検討を⾏う． 

ü 現状では中⽿真珠腫の根本的治療は外科的治療のみであり，真珠腫発症・
増殖・⾻溶解メカニズムを分⼦⽣物学的側⾯から解明することで，分⼦標
的治療などの⾮外科的治療法開発の⾜掛かりをつかみたい．  
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