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研究成果の概要（和文）：研究の目的は，口内炎における活性酸素の関わりとそれに伴うレドックスバランスの変化を
in vivo 電子スピン共鳴(ESR)法を用いて証明することである。ハムスターチークポーチに対し，5-FU+酢酸処置で口内
炎を誘導し，生じた口内炎を摘出し脂質過酸化レベルの増加を見出した。さらに，ESR 測定の結果，口内炎の局所にお
いてレドックスバランスが顕著に崩壊していた。また，これらの影響はαグルコシルヘスペリジン投与で有意に抑制さ
れた。以上の結果より，口内炎初期ステージにおいて過剰に活性酸素種が産生され，それに伴い局所の抗酸化物質が多
く消費されるが，ファイトケミカルの投与で予防できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was thus to demonstrate the involvement of reactive 
oxygen species (ROS) and the alteration of the redox state in oral mucositis using an electron spin 
resonance (ESR). An oral mucositis animal model induced by treatment of 5-fluorouracil with 10% acetic 
acid in hamster cheek pouch. Lipid peroxidation was measured and the rate constants of the signal decay 
of nitroxyl compounds using in vivo L-band ESR were calculated from the signal decay curves. We 
established the oral mucositis animal model induced in hamster cheek pouch. An increased level of lipid 
peroxidation was found by measuring malondialdehyde. The decay rate constants of carbamoyl-PROXYL were 
decreased. These disorders was inhibited by treatment of alpha-glucosyl-hesperidine. These results 
suggest that a redox imbalance might occur by excessive generation of ROS at an early stage of oral 
mucositis and the consumption of large quantities of antioxidants in the locality of oral mucositis.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
現在，癌化学療法に併発する口内炎に対し

ては，口腔ケアによる予防が重要であると考
えられている。しかし，癌化学療法の副作用
は口内炎だけではなく，嘔吐や全身倦怠感な
どがみられ，化学療法施行中は，患者自身が
積極的に口腔ケアを行うことが困難となる
ことが多い。その結果，口内炎の発症を口腔
ケアだけで抑えることは容易ではないのが
実情である。そのため，発症した口内炎に対
しては氷片や線維素溶解酵素を用いたクラ
イオセラピーや塩酸リドカイン外用液やス
テロイド軟膏を用いた疼痛緩和などの対症
療法を中心に行われている。最近，癌化学療
法により誘導される口内炎発症に活性酸素
を含め様々な因子の存在が明らかにされ，既
に活性酸素の 1 つであるスーパーオキシド合
成系を阻害するアロプリノール含有含嗽剤
が口内炎治療薬として期待されている。現在
のところ，口内炎発症に関わる具体的な活性
酸素種は十分に明らかにされておらず，口内
炎治療における活性酸素の消去と治療効果
の関係も不明である。そのため活性酸素を標
的とした効果的な治療法開発には至ってい
ない。 
ファイトケミカルは主に果物や野菜に含

まれ，栄養学の世界では第 7 の栄養素として
脚光を浴びており，その強力な活性酸素消去 
(抗酸化) 作用，癌細胞に対する抗プロモータ
ー作用や免疫賦活化による抗癌作用または
抗菌作用などの機能性に期待が寄せられて
いる。これら作用に加え，副作用の少なさや
高い汎用性また生体応用性をもつことで，抗
癌剤投与による活性酸素の発生を阻害し，活
性酸素による DNA 損傷を回避することで粘
膜上皮細胞のアポトーシスの抑制効果を持
つことが考えられる。したがって，この一連
の反応を応用することで，癌化学療法により
誘発される口内炎の発症は十分に抑制可能
である。しかしながら，活性酸素の測定が非
常に困難なため，その有効性の検討がほとん
ど行われていない。 

 
２．研究の目的 
ファイトケミカルは疾病治療や健康増進

など，生体に有益な効果をもたらすことが報
告されているにも関わらず，医療応用がほと
んど行われていないのが現状である。したが
って，ファイトケミカルの抗酸化作用を口内
炎治療・予防に応用し，その発症原因分子に
着目し治療薬を検索することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究は癌化学療法に併発する難治性口

内炎に対するファイトケミカルの有用性の
確立をゴールとしている。そのため，申請者
らにより確立された in vivo，in vitro 電子ス
ピン共鳴 (ESR) 法による活性酸素検出技術
を実験基盤とし，以下の実験を遂行した。 

 

(1) 抗癌剤投与により生成される口内炎
モデル動物における活性酸素種の解
析: シリアンハムスターに対し抗癌剤
として 5-フルオロウラシル (5-FU) を
60 mg /kg を腹腔内に 0 日目，2 日目に
投与し，また 2 日目にハムスターチー
クポーチ内に 10 % 酢酸溶液を注入し
化学療法薬による口内炎モデルを作
成した。なお，口内炎評価として経日
的に口腔内をデジタルカメラにて撮
影し，画像解析ソフト (Image J) によ
り潰瘍面積の分析を行った。 
 

 
図 1 口内炎面積の測定 

 
 活性酸素種の測定は，実感開始 4 日
目に in vivo L-band ESR 法を用いて，
RSR ス ピ ン プ ロ ー ブ 剤 で あ る
Carbamoyl-PROXYL (C-PROXYL) 代
謝速度を測定することで行った。 

(2) 粘膜上皮組織を用いた酸化ストレス
マーカーの分析：上記にて作成したハ
ムスターチークポーチを摘出し，酸化
ストレスマーカーであるマロンジア
ルデヒド (MDA) 濃度を ELISA 法に
て解析を行った。 

(3) ファイトケミカルの活性酸素種消去能
の解析：水溶性ファイトケミカルとし
て ① α グルコシルヘスペリジン ② 
α グルコシルルチン ③エピガロカテ
キンガレート ④ クロロゲン酸を用い，
in vitro X-band ESR 法を用いてスーパ
ーオキシド，およびヒドロキシルラジ
カルに対する消去活性を測定した。 

(4) 口内炎モデル動物に対するファイト
ケミカル有効性評価：上記 3 にて各種
ファイトケミカルの IC 50 を算出し，
この値をもとに，両活性酸素に対して
消去能を示し，且つ安価なファイトケ
ミカルを実験開始 5 日前より飲料水に
添加し自由摂取させ，その後作成した
口内炎に対する有用性を測定した。な
お，実験動物に関わる全ての本研究は
神奈川歯科大学実験動物倫理委員会
の審査・承認を得て行った。 

 
４．研究成果 



(1) 抗癌剤投与により生成される口内炎モ
デル動物における活性酸素種の解析：
5-FU+酢酸処置により口内炎を発症し，
潰瘍部面積は処置開始 4 日で最大とな
った (図 2)。また，口内炎面積が最大
となる計測日に in vivo ESR 測定を行
っ た 結 果 ， 5-FU+ 酢 酸 処 置 群 で 
C-PROXYL 減衰速度の有意な低下を認
めた (図 3) (Yoshino et al., PLoS ONE, 
2013)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 口内炎面積 

図 3 口内炎部活性酸素 
 

(2) 粘膜上皮組織を用いた酸化ストレスマ
ーカーの分析：口内炎を発症したハムス
ターチークポーチを摘出し MDA 濃度
を測定した結果，口内炎発症群で有意な 
MDA 濃度の増加を認めた  (図  4)。 

図 4 口内炎部の MDA 濃度 

(3) ファイトケミカルの活性酸素種消去能
の解析：実験に用いたすべてのファイト
ケミカルはスーパーオキシド，ヒドロキ
シルラジカルに対して消去活性を示し
た (図 5)。加えて，αグルコシルヘスペ
リジンを口内炎発症前より投与した所
非投与群と比較し，有意な口内炎面積の
低下，および回復の促進が認められた。 

図 5 ファイトケミカルの抗酸化活性 
 
これら以上の結果より，口内炎の初期ステ

ージにおいて過剰に活性酸素種が産生され，
それに伴い局所でのグルタチオンを含む抗
酸化物質が多く消費され，レドックスバラン
スが破綻した可能性が示唆された。加えて，
水溶性ファイトケミカルである α グルコシ
ルヘスペリジン投与は化学療法にて誘発さ
れる口内炎の増悪を抑制したことから，これ
らの知見は口内炎の病因に関わる活性酸素
の存在を裏付けるものであり，今後の新規口
内炎治療薬の開発に役立つかもしれない。 
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