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気息性嗄声の治療のためのマウス声門閉鎖不全モデルの検討

田所　宏章，雑賀　太郎，原　浩貴

川崎医科大学耳鼻咽喉・頭頸部外科学

抄録　嗄声は，炎症や腫瘍性病変以外にも老化や筋疾患に伴う声帯筋萎縮や反回神経麻痺などに
よって発症する．うまく発声できないことはコミュニケーション能力の極端な低下を意味し，
Quality of life（QOL）を著しく低下させる．その病態は疾患によって異なるが，声門閉鎖不全に
より発声時に生じる声門間隙の残存があると気息性嗄声を生じる．気息性嗄声の治療は，保存的治
療から外科治療まで様々なものが存在するが専門性が高く限られた施設のみで治療される現状で，
治療を受けられる患者が限定される問題がある．そのためさらに低侵襲で復元性の高い治療や汎用
性の高い治療が望まれる．再生医療をふくめた新規治療の開発を進めるためには，まず声門閉鎖不
全を生ずるマウスモデルの確立が必要である．
　本研究では，C57BL/6マウスを用いて神経原性の声門閉鎖不全モデルとしての反回神経麻痺モ
デルと，加齢性の声門閉鎖不全モデルの２つのモデル動物を作成し，内喉頭筋を含む声帯の評価を
行うことでマウスにおける声門閉鎖不全のメカニズムがヒトと同一であるかどうかを解明すること
を目的とした．また筋肉の過形成を抑制する分子である Myostatin（以下，Mstn）を標的とし，変
異 Mstn を過剰発現することで全身性に筋過形成を来すマウス（以下，変異 Mstn tg マウス）を用
いて内喉頭筋を含む声帯の評価を行い，Mstn 阻害の臨床応用の可能性についても検討した．
　反回神経麻痺モデルマウスについては，健側と比較して麻痺側では有意に甲状披裂筋萎縮が認め
られ，声門閉鎖不全のメカニズムはヒトと同一でありモデルとして有効であると考えられた．加齢
マウスを用いた検討では，内視鏡で，声帯萎縮と弓状変化を確認出来た．甲状披裂筋萎縮はみられ
ず声帯粘膜の萎縮とコラーゲン線維の増加が確認され，加齢に伴うヒト声帯の萎縮と同様の形態学
的所見を呈することから加齢に伴う声門閉鎖不全のモデルとして有用であると考えた．変異 Mstn 
tg マウスの内喉頭筋においては有意な筋肉量・筋線維の増大はなかったが，傍声帯間隙の脂肪が
減少しており，喉頭内においても脂肪代謝に影響があることが明らかになった．
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〈原著論文〉

緒　言
　嗄声は，様々な原因によって発症する．原因
は急性喉頭炎などの炎症性疾患や声帯ポリー
プ，声帯結節などの声帯粘膜に生ずる炎症性の

腫瘤性病変による声帯の粘膜波動の不良，加齢
に伴う声帯萎縮や反回神経麻痺による発声時の
声門閉鎖不良などがある．会話によるコミュニ
ケーションは日常生活の根幹をなしていること
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から，ひとたび嗄声をふくむ音声障害を起こし
た場合には，患者の Quality of life（QOL）は著
しく低下する．
　嗄声は，聴覚印象評価によって，粗造性，気
息性，無力性，努力性に分類される．このうち，
もっとも発生頻度の多い粗造性嗄声は主に炎症
により声帯粘膜波動が不良となって生ずる．こ
のため，治療は声の衛生指導に加えて消炎及び
炎症性腫瘤の切除を行うことで完了することが
多く，治療法はほぼ確立している．しかし次に
多く見られる気息性嗄声に対する治療法はいま
だに確立しているとは言い難い．反回神経麻痺
による声門閉鎖不全が原因の場合には音声外科
によるアテロコラーゲンや自家脂肪の声帯内注
入術や喉頭形成術が行われている１）が，現在，
本邦における音声外科医は100名程度であるこ
とから，音声外科医不在の地域では治療を受け
られない患者がいるという問題がある．また加
齢に伴う声帯の萎縮が原因の声門閉鎖不全や，
声門閉鎖不全とともに粘膜固有層浅層が欠損し
た状態である声帯溝症２）では確立された治療
法はない．
　このような現状を鑑み，我々は気息性嗄声の
原因となる声門閉鎖不全を来す疾患に対し，よ
り汎用性が高く低侵襲な治療として積極的に内
喉頭筋を肥大させ声門閉鎖不全を解消させると
ともに声帯筋の筋力を増強することを考えてい
る．
　今後，新規治療の開発を進めるためには，ま
ず声門閉鎖不全を生ずる動物モデルの確立が必
要である．従来，反回神経麻痺や声帯の萎縮に
関する動物モデルは，イヌ，ネコ，ラット，ウ
サギなどが用いられてきた３－９）．再生医療を含
む新規治療を考える際，マウスモデルは必須で
あるが，マウスはサイズが小さいことから声
帯を含めた喉頭の研究にはほとんど用いられて
こなかった．しかし近年，トランスジェニック
マウスを用いた喉頭の発生学的研究が報告され
ヒトとマウスの喉頭及び声帯の構造と機能（呼
吸，発声，嚥下）の類似性も明らかにされてき
た10－12）．マウスはヒトと同様に喉頭を使って発

声し基本周波数は100-120,000Hzであること，
内喉頭筋である甲状披裂筋が声門閉鎖を制御し
周波数を調節していることが示されている13）．
そこで本研究では，C57BL/6マウスを用いて神
経原性の声門閉鎖不全モデルとしての反回神経
麻痺モデルと，加齢性の声門閉鎖不全モデル
の２つのモデル動物を作成し，内喉頭筋を含む
声帯の評価を行うことでマウスにおける声門閉
鎖不全のメカニズムがヒトと同一であるかどう
かを解明することを目的とした．また筋肉の過
形成を抑制する分子である Myostatin（以下，
Mstn）を標的とし，変異Mstnを過剰発現する
ことで全身性に筋過形成を来すマウス（以下，
変異Mstn tgマウス）14）を用いて内喉頭筋を含
む声帯の評価を行い，Mstn阻害の臨床応用の
可能性についても検討した．

対象と方法
実験動物
　実験には２か月齢，18か月齢の C57BL/6マウ
スのオスおよび18か月齢の変異Mstn tgマウス
のオスを用いた．マウスはコンベンショナルエ
リアの環境で生育した．実験動物は川崎医科大
学動物実験委員会の承認を受け（No.18-073，
19-021，19-049，20-123），川崎医科大学動物実
験指針に基づいて研究を実施した．
　反回神経麻痺モデルは２か月齢の C57BL/6マ
ウスを用いて作製した．麻酔は三種類混合麻酔
薬（塩酸メデトミジン +ミダゾラム +酒石酸
ブトルファール）を使用した．塩酸メデトミジ
ン 0.3 mg/kg，ミダゾラム ４ mg/kg，酒石酸ブ
トルファール ５ mg/kgとなるように生理食塩
水で希釈した混合液を，マウス体重 10 gあた
り 0.1 ml腹腔内に投与し疼痛刺激に対して反
射が起こらないことを確認してから処置した．
全身麻酔下に仰臥位で頸部正中を皮膚切開し，
気管を伴走する右側反回神経のみを選択的に切
断した（図1A）．覚醒後は通常通りの飼育をお
こなった．
　加齢モデルはマウスの発育成長を検討した報
告15）に基づき，本研究では C57BL/6マウスの
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オスの２か月齢を若年群，ヒトで加齢性の声門
閉鎖不全が見られるようになる50歳代後半に相
当する18か月齢を加齢群として比較した．なお
マウスにおいては，18～24か月齢が，ヒトの56
～69歳に相当し，ほとんどのバイオマーカー
に老齢変化が検出される16）．また，18か月齢の
C57BL/6マウスのオスを野生型として18か月齢
での変異Mstn tgマウスのオスにおける声帯構
造との比較もおこなった．

評価方法
１．内視鏡画像による評価
　全身麻酔後，体位は仰臥位で四肢を牽引
し，切歯にワイヤーをかけて頭部を固定（図
1B）して内視鏡を挿入した．観察時は舌を鑷
子で前上方へ牽引し，硬性内視鏡（STORZ社
製 HOPKINS®Telescopes 30°（直径：1.9 mm，
＃1232CA））を経口腔的に喉頭へ挿入して声門
を観察し，動画記録を行った（図1C）．加齢モ
デルでは声帯萎縮の程度を内視鏡を用いて評価

した（図1D）．声帯萎縮の評価は，菊池らの方
法17）に従い，安静呼吸時における最大吸気時
の声帯の弓状彎曲が最も深い部分の長さ（α）
と，その時点での声帯突起と前連合を結ぶ声帯
膜様部の長さ（β）を測定し除算した値を声帯
萎縮率として評価した（図1E）．反回神経麻痺
モデルでは作製後１か月に同様の方法で喉頭所
見を確認した．

２．組織学的評価
１）組織標本の作製
　２か月齢，18か月齢の C57BL/6マウスのオス
および18か月齢の変異Mstn tgマウスのオスは
それぞれ二酸化炭素を用いて安楽死させた後，
喉頭を摘出した．反回神経麻痺モデルマウスで
は２か月齢で反回神経切断処理を行い，３か
月齢の時点で二酸化炭素を用いて安楽死させた
後，喉頭を摘出した．摘出した喉頭を４％パラ
ホルムアルデヒド固定後パラフィンに包埋し，
滑走式ミクロトームを用いて３ μm厚の冠状断
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図１　実験方法
Ａ）反回神経処理の風景．T: 気管の右側を走行する反回神経を同定し切離を行う．
Ｂ）マウスの固定方法．切歯にワイヤーをかけて頭部を固定し，四肢は牽引固定を行う．
Ｃ） 内視鏡の挿入方法．舌を上方へ牽引し喉頭を展開しながら経口腔的に内視鏡を挿入す
る．実際の観察風景．

Ｄ）内視鏡写真．矢頭が声帯を示す（Ａ: 披裂軟骨，Ｅ: 喉頭蓋，Ｖ: 声帯，Lt: 左，Rt: 右）
Ｅ） 内視鏡による検討方法．安静呼吸時における声帯の弓状彎曲が最も深い部分の長さ（α）
と，その時点での声帯突起と前連合を結ぶ声帯膜様部の長さ（β）を測定し除算する
ことで評価する．
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で連続薄切標本を作製した．切片をクリアプラ
スにて脱パラフィン化し，70%~99%アルコー
ルを用いて親水化を行ない，Hematoxylin-Eosin
（HE）染色と Sirius Red（SR）染色を行った．
HE染色には Hansenのヘマトキシリン溶液と
0.5％ Eosin水溶液を用いた．99％アルコール
とキシレンで脱水・透徹を行った後，マリノー
ルで封入し組織学的評価を行った（図2A）．SR
染色は飽和ピクリン酸のろ過液45 mL＋１％
Sirius Red液５ mLの混合液を用いて15分間染
色したのち濾紙で溶液を吸着後に乾燥させ，キ
シレンを滴下して切片になじませた後マリノー
ルを用いて封入し組織学的評価を行った（図
2B）．
２）組織の計測法
　HE染色を行った組織標本を顕微鏡下で観察
しマウスの声帯粘膜および甲状披裂筋の断面積
を画像解析ソフト（Image-J（NIM: ImageJ ver 
1.52a））にて測定した．腹側から背側までの全

スライスのうち，中央の３スライスを選出し，
該当部位の面積を平均して算出した．さらに組
織学的に加齢性変化を確認するため，SR染色
した組織標本も，同様に中央の３スライスを選
出し Image-Jを用いて画像解析を行い甲状披裂
筋と声帯粘膜内のコラーゲン線維量を算出し各
群で比較した（図2C，D）．また，傍声帯間隙
とよばれる甲状披裂筋外側から甲状軟骨内軟骨
膜までの範囲における脂肪組織の断面積も計測
した．

解析方法
　反回神経麻痺モデルにおける健側と患側の筋
断面積・声帯粘膜面積・声帯萎縮率および加齢
モデルマウス，変異Mstn tgマウスにおける声
帯粘膜面積・筋断面積・声帯粘膜と甲状披裂
筋に占めるコラーゲン線維の割合に対しては t
検定，若年・加齢・変異Mtsn tgの３群間の傍
声帯間隙の脂肪組織の比較検討では Tukey－
Kramer検定を用いて解析した．解析ソフトは
StatMateⅤ®を用いた．p < 0.05をもって有意と
した．

結　果
　反回神経麻痺モデルマウス，加齢モデルマウ
ス，変異Mstn tgマウスの順に結果を示す．

反回神経麻痺モデルマウスにおける声帯評価
　内視鏡で確認したところ，処置側の声帯麻痺
を認めた．また麻痺側の声帯は肉眼的に萎縮し
ているのが確認された（図3A，B）．内視鏡画
像から計測した声帯の萎縮率比較では，麻痺側
の声帯は有意に萎縮率が高かった（表１）（p <  
0.05）．
　組織学的には，健側の筋断面積は21.12 ± 1.77
×104μ㎡，反回神経麻痺側の筋断面積は15.72 
± 2.48×104μ㎡であった．反回神経切断によっ
て甲状披裂筋が有意に萎縮していた（p < 0.05）
（図3C，D）．声帯粘膜の面積は健側と麻痺側
で差を認めなかった．
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図２　検討方法（組織学的検討）
Ａ） 喉頭冠状断（HE染色）（TA: 甲状披裂筋，TC: 甲状
軟骨，CC: 輪状軟骨，＊ : 声帯粘膜）．

Ｂ）喉頭冠状断（SR染色）．
Ｃ） SR染色を行った喉頭冠状断切片を Image-Jにて画
像解析し，コラーゲン線維にフォーカスを当てた
画像．

Ｄ） SR染色を行った喉頭冠状断切片を Image-Jに画像
解析し，甲状披裂筋にフォーカスを当てた画像．
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加齢モデルマウスにおける声帯評価
　内視鏡所見では若年群と比較して加齢群では
声帯の萎縮が認められた（図4A，B）．内視鏡

画像から計測した声帯の萎縮率比較では若年群
に対して加齢群は有意に萎縮率が大きかった（p 
< 0.05）（表２，図4C）．

図３　反回神経モデルマウスの両側声帯の比較
A） 安静吸気時の喉頭内視鏡写真．矢頭：麻痺側では健
側と比較して肉眼的に声帯の萎縮が認められた．

B）安静呼気時の喉頭内視鏡写真．
C） 喉頭冠状断（HE染色）．麻痺側では神経原性の内喉
頭筋萎縮を認めた．声帯粘膜には左右差なし．

D） 健側と麻痺側の甲状披裂筋断面積の比較．麻痺側で
は有意に筋断面積が小さかった．

図４　若年群と加齢群マウスの内視鏡所見
Ａ）若年群の喉頭内視鏡写真．
Ｂ）加齢群の喉頭内視鏡写真．
Ｃ） 若年群と加齢群での内視鏡画像による声帯萎縮率
の比較．加齢群では若年と比較して有意に弓状変
化が大きかった．
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表１　反回神経麻痺モデルにおける筋断面積・声帯粘膜面積・声帯萎縮率
部位

健側（n = 6） 処置側（n = 6）
筋断面積（μ㎡） 21.12 ± 1.77 × 104 15.72 ± 2.48 × 104＊

声帯粘膜面積（μ㎡） 1.06 ± 0.19 × 104 1.08 ± 0.21 × 104

声帯長（pixel） 490.91 ± 113.59 511.21 ± 124.69
彎曲の深さ（pixel） 24.45 ± 6.50 35.54 ± 9.69＊

声帯萎縮率（%） 5.03 ± 1.10 7.75 ± 0.88＊

（＊ p < 0.05，t検定）

表２　喉頭内視鏡による加齢モデルマウスの声帯萎縮率
モデル

若年マウス（n = 8） 加齢マウス（n = 8）
声帯長（pixel） 185.53 ± 37.47 188.00 ± 50.87
彎曲の深さ（pixel） 9.88 ± 3.32 16.78 ± 3.66＊

声帯萎縮率（%） 5.37 ± 1.77 9.65 ± 3.81＊

（＊ p < 0.05，t検定）
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　組織学的検討では，若年群の甲状披裂筋の
断面積は18.46 ± 5.48×104μ㎡，加齢群では
29.04 ± 2.69×104μ㎡であり，若年群と比べて

加齢群で有意に大きかった（p < 0.05）（表３，
図5A，B，E）．コラーゲン線維の甲状披裂筋に
占める割合の比較では，若年群が6.46 ± 3.55%
であったのに対して，加齢群は9.28 ± 4.25%
と若干の増加を示したが有意差は認められな
かった（表３，図5C，D，F）．
　声帯粘膜の面積は若年群が1.25 ± 0.25×104

μ㎡であったのに対して加齢群では0.63 ± 0.18
×104μ㎡と有意差を持って粘膜の萎縮が認め
られた（p < 0.05）（表３，図5A，B，G）．また
声帯粘膜におけるコラーゲン線維の割合は若年
群が6.94 ± 2.33%であったのに対して加齢群
は62.47 ± 23.59%と有意に高い割合を示した（p 
< 0.05）（表３，図5C，D，H）．さらに，傍声
帯間隙の脂肪組織の断面積も加齢群で有意に増
大していた（p < 0.05）（表５，図７）．

変異Mstn tgマウスにおける声帯評価
　変異Mstn tgの加齢群（18か月齢）の甲状披
裂筋断面積は33.26 ± 7.62×104μ㎡，野生型
の加齢群（18か月齢）の甲状披裂筋断面積は
29.04 ± 2.69×104μ㎡であり，変異 Mstn tg群
が大きい傾向を示したものの両者間に有意差は
認められなかった（表４，図6A，B，E）．甲状
披裂筋内に占めるコラーゲン線維の割合の比較
では，野生型加齢群の9.28 ± 4.25%に対し，
変異Mstn tg加齢群は12.92 ± 10.58%であり，
両者間に有意差は認められなかった（表４，図
6C，D，F）．
　また，声帯粘膜の面積は，野生型の加齢群で
0.63 ± 0.18×104μ㎡，変異Mstn tg群では0.47 
± 0.08×104μ㎡と両群間に明らかな差は認め
られなかった（表４，図6A，B，G）．一方，
声帯粘膜におけるコラーゲン線維の割合は加齢
群で62.47 ± 23.59%，変異Mstn tg群で55.99 ± 
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表３　加齢モデルマウスにおける筋断面積・声帯粘膜面積・コラーゲン線維の割合
モデル

若年マウス（n = 8） 加齢マウス（n = 8）
甲状披裂筋面積（μ㎡） 18.46 ± 5.48 ×104 29.04 ± 2.69 × 104＊

甲状披裂筋におけるコラーゲン線維の割合（%） 6.46 ± 3.55 9.28 ± 4.25
声帯面積（μ㎡） 1.25 ± 0.25 × 104 0.63 ± 0.18 × 104＊

声帯におけるコラーゲン線維の割合（%） 6.94 ± 2.33 62.47 ± 23.59＊

（＊ p < 0.05，t検定）

図５　若年群と加齢群マウスの組織所見の比較
A） 若年群の喉頭冠状断切片画像（HE染色）．甲状披裂
筋は甲状軟骨内軟骨膜と接しており傍声帯間隙の脂
肪はほとんどない．

B） 加齢群の喉頭冠状断切片画像（HE染色）．声帯粘膜
の萎縮および甲状披裂筋と甲状軟骨内軟骨膜との間
（傍声帯間隙）に多数の脂肪組織が見られる．

C）若年群の喉頭冠状断切片画像（SR染色）．
D） 加齢群の喉頭冠状断切片画像（SR染色）．傍声帯間
隙に多数の脂肪組織が見られる．

E） 甲状披裂筋断面積の比較．若年群と比較すると加齢
群では有意に筋断面積が大きかった．

F） 甲状披裂筋におけるコラーゲン線維の比率の比較．
加齢群で若干割合が高かったが有意差は認めなかっ
た．

G） 声帯粘膜断面積の比較．若年群と比較すると加齢群
では有意に声帯粘膜断面積が小さかった．

H） 声帯粘膜に占めるコラーゲン線維の比率の比較．若
年群と比較すると加齢群ではコラーゲン線維の占め
る割合が大きかった．
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10.05%と両群間に有意差は認めないものの，
変異Mstn tg群で減少する傾向がみられた（表
４，図6C，D，H）．さらに，傍声帯間隙の脂
肪組織の断面積は，野生型加齢群と比較して有
意に減少しており（p  < 0.05），若年群との比較
でも減少する傾向が見られた（表５，図７）．

考　察
　本研究では，気息性嗄声の原因となる声門閉
鎖不全を来す疾患に対する新規治療の開発のた
めに，マウスモデルを作成することを目的とし
た．神経原性の声門閉鎖不全モデルとしての反
回神経麻痺モデルと，加齢性の声門閉鎖不全モ
デルの２種類のマウスモデルを用いて，マウス
における声門閉鎖不全のメカニズムがヒトと同
一であるかどうかを検討した．また変異Mstn 
tgマウスの声帯の評価も行い，野生型との比較
検討からMstn阻害の臨床応用の可能性につい
ても検討した．
　これまでに加齢に伴うマウス内喉頭筋の変化
や反回神経麻痺モデルマウスの内喉頭筋の変化
について検討した報告は，ほとんどない18－20）．
特に加齢マウスの声帯粘膜の面積や甲状披裂筋
の断面積を計測した報告はなく，加齢マウスに
おける声門閉鎖不全のメカニズムがヒトと同一
であるかどうかという視点から行われた研究報
告は見られない．さらに変異Mstn tgマウスの
声帯の組織学的特徴については我々が渉猟しえ
た限り国内外いずれからも報告はみられない．
本研究で得られた知見は初の報告と考えられる．
　反回神経麻痺モデルについては，内視鏡画像
所見では，健側と比較して麻痺側では有意に声
帯萎縮率が増加していた．組織学的には甲状披
裂筋の萎縮が認められ，声帯粘膜の面積は変化
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図６　加齢群マウスと変異Mstn tg群マウスにおける声
帯評価
A） 加齢群の喉頭冠状断切片画像（HE染色）．傍声帯間
隙に脂肪組織が見られる．

B） 変異Mstn tg群の喉頭冠状断切片画像（HE染色）．
加齢マウスと異なり傍声帯間隙に脂肪組織は見られ
ない．

C） 加齢群の喉頭冠状断切片画像（SR染色）．傍声帯間
隙に脂肪組織が見られる．

D） 変異 Mstn tg群の喉頭冠状断切片画像（SR染色）．
傍声帯間隙に脂肪組織は見られない．

E） 甲状披裂筋断面積の比較．加齢群と変異Mstn tg群
では有意差はないが変異群で増大傾向を認めた．

F） 甲状披裂筋におけるコラーゲン線維の比率の比較．
加齢群と変異Mstn tg群の間に有意差は認めなかっ
た．

G） 声帯粘膜断面積の比較．加齢群と変異Mstn tg群の
間に有意差は認めなかった．

H） 声帯粘膜に占めるコラーゲン線維の比率の比較．変
異Mstn tg群で声帯に占めるコラーゲン線維の割合
が減少していたが，加齢群と比較して有意差は認め
なかった．

表４　変異Mstn tgマウスにおける筋断面積・声帯粘膜面積・コラーゲン線維の割合
モデル

加齢マウス（n = 8） 変異Mstn tgマウス（n = 8）
甲状披裂筋面積（μ㎡） 29.04 ± 2.69 × 104 33.26 ± 7.62 × 104

甲状披裂筋におけるコラーゲン線維の割合（%） 9.28 ± 4.25 12.92 ± 10.58
声帯面積（μ㎡） 0.63 ± 0.18 × 104 0.47 ± 0.08 × 104

声帯におけるコラーゲン線維の割合（%） 62.47 ± 23.59 55.99 ± 10.05
（＊ p < 0.05，t検定）
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表５　若年・加齢・加齢筋肥大マウスにおける傍声帯間隙脂肪断面積
モデル

若年マウス（n = 8） 加齢マウス（n = 8） 変異Mstn tgマウス（n = 8）
傍声帯間隙の脂肪（μ㎡） 1.25 ± 0.25 × 104 6.30 ± 3.20 ×104 1.71 ± 0.65 × 104

＊

＊
（＊ p < 0.05，Tukey-Kramer検定）
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図７　若年・加齢・変異Mtsn tgマウスの３群間比較
傍声帯間隙の脂肪組織断面積の比較．加齢群は他の２
群に比べて有意に脂肪組織断面積が大きかった．変異
Mstn tg群は若年群よりも脂肪組織断面積が小さかった．

していなかった．したがって内視鏡画像所見で
みられた声帯の萎縮は組織学的には甲状披裂筋
萎縮に伴うものであり，反回神経麻痺における
声門閉鎖不全は反回神経切断による神経原性の
甲状披裂筋萎縮が主体であることが示された．
ヒト反回神経麻痺による声門閉鎖不全の機序
も，神経原性の甲状披裂筋の萎縮によることが
わかっており，声帯粘膜の容積や構造変化はみ
られない21）．ヒトと同様の所見で有り，本マウ
スモデルは反回神経麻痺に伴う声門閉鎖不全モ
デルとして有用であると考える．
　加齢モデルマウスを用いた検討では，内視鏡

画像所見では，加齢群において声帯の弓状変化
が確認され，声帯萎縮率も有意に増加していた．
これに対し組織学的には，若年群と加齢群にお
ける甲状披裂筋の断面積の平均は加齢群で大き
く，一方で声帯粘膜の面積は加齢群で減少して
いた．また声帯粘膜内のコラーゲン線維の割合
は加齢群で増加していた．
　これらの結果から，加齢群でみられた内視鏡
画像所見上の声帯の萎縮は，組織学的には声帯
粘膜の容積の減少とコラーゲン線維の増加が影
響しており，加齢に伴う声門閉鎖不全の原因と
考えられた．ヒトの場合，加齢に伴う声帯の萎
縮は生理的萎縮（老人性萎縮）であり，声帯粘
膜と筋層の容積は重複して減少するが，特に声
帯粘膜固有層浅層の容積の減少が大きく関与す
る．この構造変化は声帯粘膜固有層浅層にコ
ラーゲンが蓄積しエラスチンが減少することに
より生じ22），声帯の硬化と萎縮を引き起こし，
声門閉鎖不全を生ずる．またヒト甲状披裂筋の
断面積は50歳代まで増大し，有意な減少を示
すのは80歳以降であるとされている23）．すなわ
ち，ヒトにおける加齢性の声門閉鎖不全は，80
歳未満では声帯粘膜の構造変化が主体と考えら
れる．従って本研究で設定した加齢モデルマウ
スは，ヒトの56歳以上70歳未満に相当する月齢
であり，甲状披裂筋の断面積の減少も伴ってお
らず，声門閉鎖不全の機序は声帯粘膜の容積の
減少とコラーゲン線維の増加が主体であると考
えられることから，80歳未満のヒトに見られる
加齢性の声門閉鎖不全のモデルとなり得ると考
えた．
　さらに今回の結果から，声門閉鎖不全にとも
なう気息性嗄声の治療を考えた場合，治療の
ターゲットを神経原性の甲状披裂筋萎縮の予防
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や再生におく場合は，本研究で作成した２か月
齢の反回神経麻痺マウスモデルを使用すること
が妥当であるが，声帯粘膜の容積や構造変化を
ともなう年齢である50代後半以降に生じた反回
神経麻痺をターゲットにする場合は加齢モデル
マウスとして妥当性を確認した18か月齢のマウ
スを用いて反回神経麻痺モデルを作成すると，
より実臨床に近いモデルになると考える．
　加齢に伴うマウス声帯および内喉頭筋の変化
について，Hiranoらによる２か月齢と20か月齢
のマウス喉頭の比較では，加齢群では粘膜固有
層においてヒアルロン酸が減少し，コラーゲン
は増加していた22）．また，平滑筋マーカーであ
るαSMA陽性の筋線維芽細胞は両群で腺管や
血管近傍に存在していたが，声帯筋においては
加齢マウスにのみ存在していた18）．我々の検討
では18か月齢の時点で加齢により声帯粘膜の容
積の減少とコラーゲン線維の増加が見られた．
Senescence accelerated prone mouse modelという
加齢促進マウスでの検討においては野生型と比
べて，コラーゲン１遺伝子が有意に増加し，ヒ
アルロン酸が減少しており，声帯筋におけるα
SMA陽性細胞の増加がみられており，Hirano
らと類似の結果が得られている19）．また加齢モ
デルラットを用いた声帯粘膜の再生医療に関す
る研究も散見され，今後，加齢モデルマウスを
用 い て，bFGF（basic fibroblast growth factor）
などの効果も検証していきたい．
　変異Mstn tgマウスは，老化しても全身の筋
量が減らず，同週齢の野生型と比べ，筋肉量が
増加している．既報では下肢筋肉において過
形成していることは確認されている24）が，こ
れまでに変異Mstn tgマウスの内喉頭筋を含む
声帯の評価を行った報告はない．すでにヒト
のMstn変異も報告されており，骨格筋量と筋
力が増大し脂肪量は少ないとされている24）が
喉頭の所見は確認されていない．内喉頭筋にお
いても筋肉量が増加しているのであれば，たと
えば甲状披裂筋のMstnを阻害することで甲状
披裂筋萎縮に伴う声門閉鎖不全を改善し気息性
嗄声の治療となりうると考え，本研究にて検討

した．今回の研究で，Mstn tgマウスの内喉頭
筋は野生型加齢マウスと比較し有意な甲状披裂
筋の筋線維の肥大は見られず，声帯粘膜の容積
やコラーゲン線維の割合も有意差を認めなかっ
た．しかし，興味深いことに傍声帯間隙とよば
れる甲状披裂筋外側から甲状軟骨内軟骨膜まで
の範囲における脂肪組織の断面積は野生型加齢
マウスより有意に減少しており，若年群との比
較でも減少する傾向が見られた．Mstnを阻害
すると，骨格筋量の増大とともに，皮下脂肪と
内臓脂肪の量の劇的な低下が見られ，骨格筋内
脂肪蓄積も低下する．その機序は未だに解明さ
れていないが，骨格筋量が増え エネルギーを
より効率的に消費するため二次的に脂肪代謝
が亢進する機構，あるいは全身の脂肪酸代謝や
糖代謝が変化する機構が想定され，Mstn阻害
によりレプチンの低下や脂肪分化に必須の転写 
因子である C/EBPαや PPARγの mRNAの低下
も報告されている25）．本モデルの結果では喉頭
内脂肪組織にも体脂肪低下と同様な変化が生じ
ているものと考えられる．ヒト傍声帯間隙の脂
肪組織が，成長や加齢とともにどのように増加
するかについては報告がみられないが，Mstn
阻害により同脂肪組織を減少させるとともに，
広がった間隙に甲状披裂筋の肥大を誘発するこ
とが可能であれば，声門閉鎖力を向上させる可
能性もあり，新規治療を考える上で重要な手が
かりとなるかも知れない．
　本研究にはいくつかの limitationがある．ま
ず内喉頭筋の筋肉量・脂肪変性を評価するため
の方法について，当初は組織学的検討を軸位断
で実施していたが，筋腹の断面積を評価する
方法が最も客観的と考えられたため，冠状断
での検討に切り替えた．さらに，より客観的
なデータを得るため，マイクロ CTを用いた検
討も試みた．マイクロ CTにて撮影した画像を
DICOMデータに変換し，Osirix®にインポート
したのちに，喉頭内の関心領域（軸位断におけ
る甲状軟骨内腔外縁をトラッキングしたもの）
の体積を計測することで測定した．内喉頭筋の
容積を得るうえでは最良の方法と予想したが，
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撮影した画像データから筋の容積を算出するた
めの抽出の方法に検討の余地があり，検者の主
観による影響を除外出来なかった．喉頭の CT
値から筋肉・脂肪の質量を計算することが可能
となればマウス喉頭であっても正確な測定が可
能となると考えられるため，今後の検討課題で
ある．
　本研究で使用した野生型の C57BL/6マウスの
オスでは，22か月齢をこえると生存率が急激に
低下することが知られており16），変異Mstn tg
マウスを含め18か月を加齢マウスとして使用し
た．ヒトでは甲状披裂筋の断面積が有意な減少
を示すのは80歳以降であるとされていることか
ら，超高齢者を対象とした治療を考える場合に
は，今後はヒト80歳に相当する30か月齢以降で
の検討を行う必要がある．その場合は飼育条件
を含め十分な準備が必要になる．また加齢の表
現型を確認するうえで，局所のヒアルロン酸や
免疫染色でのαSMA・NOSの発現などは確認
出来ていない．
　さらに変異Mstn tgマウスについては，18か
月齢のみでの観察しか行えておらず，若年およ
び成熟月齢で甲状披裂筋のみならず下肢筋の筋
肥大の観察を加えること，骨格筋の加齢性変化
としてみられる筋サテライト細胞数の減少26）

の有無など検討する必要がある．今後はこれら
についてさらに研究を進めていきたいと考えて
いる．
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A mouse model of glottal closure for the treatment  
of breathlessness and hoarseness

Hiroaki TADOKORO,  Taro SAIKA,  Hirotaka HARA

Department of Otolaryngology-Head and Neck Surgery, Kawasaki Medical School

ABSTRACT   In addition to inflammatory and neoplastic lesions, hoarseness can also be 
caused by vocal fold muscle atrophy and recurrent nerve palsy associated with aging and 
muscle diseases. The inability to speak well leads to a drastic decrease in communication 
ability and quality of life (QOL). The pathogenesis differs depending on the disease, but 
the residual glottal gap caused by inadequate glottal closure during vocalization results in 
hoarseness. There are various treatments for hoarseness, ranging from conservative to surgical 
treatment, but they are highly specialized and are only available at limited facilities, limiting the 
number of patients who can receive treatment. Therefore, minimally invasive, highly restorative, 
and highly versatile treatments are desired. To develop new therapies, including regenerative 
medicine, the establishment of a mouse model of glottic atresia is necessary.
   In this study, we created two models of glottic insufficiency in C57BL/6 mice: a neurogenic 
model of recurrent nerve palsy and an age-related model of glottic insufficiency. The purpose of 
this study was to clarify whether the mechanism of glottal closure in mice is the same as that in 
humans. In addition, we targeted myostatin (Mstn), a molecule that inhibits muscle hyperplasia, 
and evaluated the vocal folds, including the internal laryngeal muscle, in mice overexpressing 
mutant Mstn (mutant Mstn tg mice). This mutation causes systemic muscle hyperplasia and 
allows investigation of the possible clinical application of Mstn inhibition, which was also 
examined.
   In the mouse model of recurrent nerve palsy, significant atrophy of the lamina propria muscle 
was observed on the paralyzed side, compared with the healthy side, suggesting that the 
mechanism of glottic insufficiency is the same as in humans and that this would be an effective 
model. The mechanism of glottic atrophy in mice is the same as that in humans, also making it 
a useful model. In the case of mutant Mstn tg mice, there was no significant increase in muscle 
mass or muscle fiber numbers in the endolaryngeal muscle. Further, in the endolaryngeal 
muscles, there was no significant increase in muscle mass or muscle fiber numbers; however, 
there was decreased fat in the paralaryngeal gap, indicating that laryngeal fat metabolism is 
also affected. (Accepted on October 15, 2021)
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