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研究成果の概要（和文）：異なる3種類の免疫抑制剤（プレドニゾロン、シクロスポリン、メトトレキサート）を用い
た口腔カンジダ症モデルの作製を試みた。この結果、Candida albicansの舌塗布前日にプレドニゾロンによる免疫抑制
処置を行ったマウスにおいて、感染後3日目に顕著な体重減少を認め、舌では10000オーダーの菌の定着とヒトの口腔カ
ンジダ症に準ずる病変形成（びらん・潰瘍・白苔）がみられた。シクロスポリンAとメトトレキサートでは、薬剤の複
数回接種および高用量接種も試みたが、いずれも病変形成に至らなかった。すなわち、この二剤はマウスにおける口腔
カンジダ症のモデル作製には困難を有する薬剤である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Production of the mycotic stomatitis model using three kinds of different immunosu
ppressants (prednisolone, cyclosporin, methotrexate) was tried. As a result, in the mouse which performed 
immune suppression disposal by prednisolone on the day preceding a tongue application of Candida albicans,
 Remarkable weight loss was accepted three days after infection, and the pathological change formation (de
composition, an ulcer, and white moss) according to fixing of the bacillus of 10000 orders and human mycot
ic stomatitis was seen with the tongue. In the cyclosporin A and methotrexate, although two or more times 
inoculation and high-dose inoculation of a medicine were also tried, neither resulted in pathological chan
ge formation. That is, it was suggested that the cyclosporin A and methotrexate are difficult for model pr
oduction of the mycotic stomatitis in a mouse. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 難治性の造血器系悪性腫瘍の治療法とし
ての造血幹細胞移植が不可欠なものとなる
なか、その適用は高齢者にも広まっているが、
この有害事象の発現は化学的療法と比較し
て、極めて高頻度に起こる。この理由として
は、大量の抗癌薬や全身に対する放射線治療
が行われることに起因する。また、移植後の
移植片対宿主反応の予防のための免疫抑制
剤投与は口腔感染症のリスクを高め、これが
高齢者を対象とした場合は、特に口腔内の衛
生環境の悪化した患者が多いことから、口内
炎の発症に結び付く例が多く、注意が必要で
ある。高齢者の死亡原因の第一位を占める肺
炎の多くは口腔内微生物の誤嚥に由来する
もので、高齢者の造血幹細胞移植に伴う口腔
感染症とそれに続く誤嚥性肺炎の原因とし
ては Candida albicans が重要である。C. 
albicansの口腔内常在率は加齢とともに増加
し、感染防御能の低下を認める高齢者での口
腔カンジダ症の発症頻度は高い。免疫抑制剤
の投与により口腔内の粘膜を傷害する場合、
C. albicans の口腔内における定着が一層促
進され、カンジダ症の増悪や本菌の肺への移
行が懸念される。我々はこれまで口腔カンジ
ダ症に関する基礎研究を行ってきており、ヒ
ト唾液中に分子量 50K 以上のカンジダ性剥
離因子が存在し、その活性は加齢に伴い低下
することを報告している。さらにマウスカン
ジダ症モデルを用いた実験で同剥離因子が
カンジダ症発症を抑制する可能性を示した。
この他、高齢者において、口腔内に常在する 
C. albicansに対する感染防御機構の破綻は、
重篤な口腔カンジダ症発症の原因となる可
能性をマウスの感染モデルにて証明した。こ
の一方で、免疫抑制剤の一種であるメトトレ
キサートの低濃度量投与による肺炎の発症
例（数％）が知られ、さらに本剤には口腔粘
膜の傷害性の報告もある。したがって、口腔
内にC. albicansが常在する高齢者へのMTX
投与は、本剤による口腔粘膜傷害の影響も手
伝い、重篤な口腔カンジダ症とそれに伴う誤
嚥性肺炎を導く原因となることが考えられ
るほか、我々は、C. albicansがマウスの肺で
強い炎症反応を惹起することをすでに報告
している。 
 
２．研究の目的 
 高齢者の造血幹細胞移植に伴う免疫抑制
剤の投与と微生物感染による口内炎および
誤嚥性肺炎の発症に対する予防法を確立す
るために、その前段階として、種々の免疫抑
制剤を用いて作製した口腔カンジダ症マウ
スを用いて、免疫抑制剤が口腔粘膜にどのよ
うな傷害をもたらし、それが C. albicans の
口腔内での感染を如何にして増悪していく
かを明らかにする。さらには、抗真菌薬を用
いない安全な予防法を模索することを目的
とする。 
 

３．研究の方法 
異なる三種の免疫抑制剤処置による 
口腔カンジダ症モデルの作製条件の設定 
(1) マウス 
 4 週齢の雌の ICR マウスは日本クレア株式
会社（東京）より入手した。マウスは、搬入
後すぐに 3群に分け、自由給水ならびに自由
給餌（MF Certified diet, オリエンタル酵
母株式会社、東京）にて 1週間の慣らし飼育
を行い、5週齢に達したものを実験に供した。 
(2) 各種免疫抑制剤の調整と接種法 
① プレドニゾロン；Pd 
:プレドニゾロン注射液「KS」10mg/ml, 共立
製薬株式会社, 東京 
 本薬剤は原液を接種する（調製不要）。マ
ウスの体重別に、100mg/kg（中用量）, 
200mg/kg（高用量）相当量の薬液を非麻酔下
でマウス背部皮下に接種する。 
② シクロスポリン A；CyA 
:Cyclosporine A 50mg（粉末）, 和光純薬工
業株式会社, 東京 
 本粉末を予め 1ml の 100%エタノール（フィ
ルター滅菌済）にて溶解したものをストック
溶液(50mg/ml)とし、使用直前に生理食塩水
にて 50mg/kg（中用量）,100mg/kg（高用量）
に調整したものを、非麻酔下でマウスの腹腔
内に接種する。 
③ メトトレキサート；MTX 
：Methotorexate 100mg（結晶性粉末）, 和
光純薬工業株式会社, 東京 
 本粉末を、予め 4ml の滅菌 0.05M 炭酸ナト
リウム水溶液にて溶解したものをストック
溶液(25mg/ml)とし、使用直前に生理食塩水
にて 100mg/kg（中用量）,200mg/kg（高用量）
に調整したものを、非麻酔下でマウスの腹腔
内に接種する。 
(3) 免疫抑制処置 
 免疫抑制処置は、プレドニゾロン(Pd)・シ
クロスポリン(CyA)・メトトレキサート(MTX)
の三剤について、中用量あるいは高用量の薬
剤を単回接種（感染日前日に一回接種）ある
いは複数回接種（感染日前日と感染日一日後
の計二回接種）する場合の二種類の条件で検
討した。 
 

(4) Candida albicans 
 本施設で凍結保存している C. albicans 
OH-1 株は、カンジダ GS 培地（栄研化学株式
会社、東京）に播種後、37℃の好気的条件下
で培養を行った。24 時間後、全コロニーを白
金耳にて回収し、生理食塩水に 2.5×109 

単回接種 二回接種 単回接種 二回接種

Pd100群 Pd100-100群 Pd200群 Pd200-200群

単回接種 二回接種 単回接種 二回接種

CyA50群 CyA50-50群 CyA100群 CyA100-100群

単回接種 二回接種 単回接種 二回接種

MTX100群 MTX100-100群 MTX200群 MTX200-200群

Pd接種群

CyA接種群

MTX接種群

中用量接種群 高用量接種群

100mg/kg/回（i.p.） 200mg/kg/回（i.p.）

50mg/kg/回（i.p.） 100mg/kg/回（i.p.）

100mg/kg/回（s.c..） 200mg/kg/回（s.c.）



cells/ml となるように懸濁させたものを舌
塗布用の調整菌液とした。 
(5) 実験的マウス口腔カンジダ症モデル 
 マウスは 4週齢の個体を搬入し、動物用実
験施設にて一週間の慣らし飼育をおこなっ
た後に実験に供した。5 週齢に達したマウス
は、C. albicans 感染日前日に、免疫抑制剤
を接種し、その 24 時間後に 2mg/ml のクロル
プロマジンを大腿骨部に接種(i.p.)し、十分
な鎮静状態が確認されたのちに、マウスの舌
表面に C. albicans の調整菌液を浸み込ませ
た綿棒を数回這わせることにより感染処置
を施した。複数回接種群では、感染処置をお
こなった一日後に、再度一回目と同量の免疫
抑制剤を接種（二回目）した。 
＜実験スケジュール＞ 
 
 
 
 
 
 
(6) 採取臓器（舌・肺）の CFU 算出 
 舌塗布（感染）日から 1・3・5・7 日後に
マウスを頸椎脱臼により屠殺し、舌と肺（両
肺）を採取した。臓器の肉眼観察および写真
撮影の後、各々の臓器を 1ml の生理食塩水中
で十分にすり潰し、組織を懸濁させた。これ
を適宜希釈し、カンジダGS培地上に播種後、
好気的条件下にて 37℃で 24 時間培養し、培
地上に形成されたコロニー数から臓器（舌・
肺）当たりの CFU を算出した（平板希釈法）。 
 
４．研究成果 
(1) 【プレドニゾロン；Pd 接種群】 
① 体重変化 
 接種薬液量が最も少ない中用量単回接種
の Pd 100 群では、感染後 3 日目に体重減少
のピークを迎え、感染後 5日目にはすでに体
重の回復がみられた。次に薬液の接種総量が
同じ 200mg/kg であるが、接種回数が異なる
Pd100-100 群と Pd200 群の体重変化の比較を
おこなったところ、両群ともに減少のピーク
は Pd100 群よりも延長し、Pd100-100 群は感
染後 5 日目、Pd200 群では感染期間最長の 7
日目まで継続して体重減少がみられ、両群と
も Pd100 群よりも体重の減少度が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 最も接種薬液量が多かった高用量複二回
接種の Pd200-200 群においても、7 日目まで
の継続した体重減少が認められ、さらに本群
の免疫抑制前と感染後7日目の平均体重の比
較では、その差が-8.6g と、全群中最大量の
体重減少を記録した。 
 
② 病変形成（舌・肺） 
 中用量単回接種の Pd100 群では、感染後 3
日目の舌で病変形成がみられ、肺の病変は全
群ともに確認されなかった。 

 舌表面の主要病変はびらんで、数か所で軽
度の潰瘍形成がみられた。舌病変の形成され
た領域（分布）に大きな偏りはみられず、病
変部は舌全体に分散して形成された。 
 より明瞭な病変形成を目的におこなった
中用量二回接種、高用量単回接種、高用量二
回接種の実験では、感染後 3日目以降、全群
の舌で病変の形成を認めた。  

 特に、高用量単回接種の Pd200 群および高
用量二回接種のPd200-200群では重篤な病変
形成［舌全体におけるびらんと多数の潰瘍形
成］を認めた。中用量二回接種の Pd100-100
群においても病変［びらんおよび舌の一部で
軽度の潰瘍形成］を認めたが、薬剤の接種総
量が同じである Pd200 群と比較すると、病変
は非常に軽症であった。Pd接種群における体
重の減少度は、薬液の接種量が多く、また接



種回数が多いほど高い傾向を示した。 
 
③ 舌・肺の臓器当たりの感染菌量（CFU） 
 プレドニゾロン接種群の個体すべての舌
において、感染後 1 日目～7 日目までの観察
日全日で C. albicans の定着を認めた。臓器
当たりの菌量（CFU）は全群ともに感染後 3
日目が最も多く、同日の舌の菌量は全群が104

オーダーを満たしていた。さらに、感染後 3
日目以降も、Pd100-100 群は感染後 5 日目ま
で、Pd200 群と Pd200-200 群では感染後 7 日
目まで 104オーダーの菌数を維持していた。
プレドニゾロン接種群では、臓器中の菌の定
着量は、病変形成の重症度に密着に関わって
おり、肉眼的に観察可能な舌病変が形成され
た個体では、臓器あたりの菌数は必ず 104オ
ーダーを満たしていた。 

 
 特記すべき所見として、全薬剤接種群のう
ち、Pd200 群の感染後 3 日目と Pd200-200 群
の感染後 3～7 日目においてのみ、肺におけ
る菌の定着がみられた。しかし、いずれの肺
も菌量は 103オーダーを超えず、肉眼的に観
察可能な病変形成は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)【シクロスポリン；CyA 接種群】 
① 体重変化 
 シクロスポリン接種群は、他の薬剤群と比
較して体重減少が非常に早くはじまるが、そ
の回復も早く、プレドニゾロン接種群の体重
減少のピークである感染後3日目には体重が 
緩やかに増加し始め、さらには全観察期間を
通しての体重の減少量は他の薬剤接種群と
比較すると概して少ないのが特徴である。ま
た、本群では、薬剤の接種用量および接種回
数が個体の体重変化にほとんど影響しない
という特徴も示された。 
 
 
 
 
 

 
② 病変形成（舌・肺） 
 シクロスポリンA接種群の全ての個体で、
舌・肺ともに肉眼的に観察可能な病変形成は
観察日全日を通して認められなかった。 
 
③ 舌・肺の臓器当たりの感染菌量（CFU） 
 シクロスポリンA接種群の全個体において、
菌の定着は舌のみで認められ、肺への菌の定
着はみられなかった。また、全個体の舌で103

オーダーを超える菌の定着は認められなかっ
た。 

 
(3)【メトトレキサート；MTX 接種群】 
① 体重変化 
 メトトレキサート接種群の個体では、薬剤
の体重減少に対する反応性が高い傾向を示
し、体重の減少度は、接種する薬剤の総量よ
りも、むしろ接種回数に依存した（単回＜二
回）。すなわち、同量の薬剤を接種する場合
は接種回数を増やすことで、より体重が減少
し、さらに体重の減少期間も延長する傾向を
示した。 

 
② 病変形成（舌・肺） 
 メトトレキサート接種群では、個体の体重
減少に対する反応性が強い傾向が示された
が、体重の減少度は病変形成の強度には反映
されず、観察日全日を通して、実験群のすべ



てで舌および肺における病変は確認されな
かった。 
 
③ 舌・肺の臓器当たりの感染菌量（CFU） 
 メトトレキサート接種群の全個体におい
て、観察日全日を通した菌の定着は舌のみで
みられ、肺における菌の定着は認められなか
った。また、舌の定着菌数はすべての群で 103

オーダーを超えることはなかった。 
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