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研究成果の概要（和文）：口腔カンジダ症の原因病原体のCandida albicansが、なぜ口腔内に常在できるのか不
明である。
我々は、C. albicansの経口摂取がそれに対する経口免疫寛容が誘導するからではないかと考えた。経口免疫寛
容とは、食物に免疫反応が起こらないのと同様に、口から摂取された異物に対して免疫反応が起こらないシステ
ムのことである。そこで、経口的にC. albicansを若いマウスや高齢のマウス、TLR2遺伝子欠損マウスに摂取さ
せたがC. albicans特異的血中抗体に対する免疫抑制を誘導せず、TLR2の有無もC. albicansに特異的な抗体産生
誘導には影響しないとわかった。

研究成果の概要（英文）：Candida albicans is one of the causative of human oral candidiasis, although
 it is a commensal resident of human oral cavity. It is still unknown that why C. albicans can 
reside in the cavity.
We hypothesized that oral tolerance is induced against C. albicans by uptake of the organism orally.
 Oral tolerance is the state of local and systemic immune unresponsiveness that is induced by oral 
administration of innocuous antigen such as food proteins. C. albicans were orally administrated and
 vaccinated to mice, and the induction level of specific antibodies against the organism was 
examined to investigate whether the oral administration induces oral tolerance. Level of oral 
tolerance was determined by the titer of antibody specific to C. albicans. It was found that the 
titer of antibodies in young mice were generally lower than those in old mice. In addition, absence 
of TLR2 was not crucial for induction of C. albicans specific antibodies.

研究分野：微生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
口腔カンジダ症は代表的な日和見感染症
であり、主に口腔粘膜に真菌である Candida 
albicans が感染・増殖することにより引き起
こされる炎症性の疾患である。C. albicans
は口腔常在性であり、加齢とともに検出率が
上昇することが報告されているが、なぜ常在
できるのかは不明のままであった。 
そこで我々は、口腔における C. albicans
の定着に制御性 T細胞（Treg）が関わってい
るのではないかと考えた。Tregは免疫の恒常
性維持に重要な役割を果たす免疫抑制性の
細胞であり、経口的に摂取された抗原に対し
ても腸管で誘導されることが知られている。
具体的には、経口的に取り込まれた抗原は、
腸管のパイエル板の M 細胞や腸管上皮間隙
から突起を伸ばした樹状細胞（DC）に取り
込まれ、粘膜固有層（LP）の T 細胞に抗原
提示される。そして、T 細胞の中で IL-10、
TGF-βあるいはレチノイン酸産生DCから抗
原提示を受けたものが Treg に変換される。
このようにして腸管で誘導された Treg は、
腸管膜リンパ節から全身のリンパ節へと循
環するだけでなく、唾液腺にも存在すること
などから、腸管で誘導された免疫抑制性の細
胞が、口腔においても抑制的に作用している
可能性がある。以上のことから我々は、口腔
内常在の C．albicansが咀嚼、嚥下の過程で
唾液などとともに飲み込まれることで、C．
albicans に特異的な Treg が誘導されている
のではないかと考えた。さらに、加齢により
C．albicans の検出率が上昇するのは、加齢
とともに C．albicans に特異的な Treg の割
合が変化しているからではないかと予想し
た。実際に、ヒトとマウス両方において年齢
とともに Treg の割合が増加するという報告
もあり、加齢により C．albicansに特異的な
Tregの割合が増加すれば、口腔においても C．
albicansに対して免疫抑制状態となり、カン
ジダ症が発症しやすくなる可能性があると
考えたのである。 
また、我々人間は、人体にとって異物であ
る食べ物を摂取しても、基本的にそれに対し
て免疫系が反応することはない。これは「免
疫系に異常がない場合には、口から食べたも
のには免疫応答が起こらない」という経口免
疫寛容があるからであり、経口免疫寛容にお
いても腸管関連リンパ組織（GALT）におけ
るTregの重要性が明らかになってきている。
したがって、本研究では、マウスに C．
albicansを持続的に経口的に摂取させ、マウ
スの GALTにおける C. albicansに特異的な
Tregの誘導と、加齢がその誘導に及ぼす影響
などを調べることで、C．albicans が口腔内
に常在できるメカニズムを明らかにできる
と考えた。さらに、このことから口腔常在菌
への経口免疫寛容についての一面も明らか
にできると考えた。 
 

２． 研究の目的 
 

 既述のように、口腔カンジダ症は加齢とと
もに検出率の上昇する口腔常在性の C. 
albicans が原因となるが、なぜ C. albicans
が常在できるのか不明のままである。我々は、
口腔の C. albicans が唾液などとともに飲み
込まれることで、C．albicans に対して特異
的な Treg が誘導されており、さらに加齢と
ともに T細胞における Tregの割合が変化し
て C．albicansの検出率が上昇する一因とな
っているのではないかと考えた。本研究課題
では、経口摂取された C．albicansにより誘
導される GALT における免疫抑制性の細胞
について調べることで、C. albicansが口腔に
定着し、加齢により C. albicans の検出率が
上昇するメカニズムを明らかにすることを
目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
 C. albicans の経口摂取により免疫抑制状
態を誘導するかどうかを、まず C. albicans
に対する特異抗体の抗体価を調べることに
した。具体的には、C. albicansの経口投与が、
C. albicans免疫による特異的 IgG、IgA、IgM
ならびに IgEの産生誘導に及ぼす影響を調べ
た。 
・C. albicansの培養 

C. albicans pACT1-GFPを蔗糖添加SD培
地で、pACT1-GFPの親株である CAI4をさ
らにウリジンを添加した同培地で培養、遠心
し、PBSで菌体を洗浄後、使用時まで－80℃
に凍結保存する。 
・C. albicansのマウスへの経口投与 
 マウス腸管に確実に C. albicans を投与す
るため、ゾンデを用いた。投与開始前の血液、
糞便ならびに唾液を採取し、20日間の経口投
与とその間に 3回背部皮下に C. albicansを
フロイントの不完全アジュバントとともに
免疫した。唾液はマウスの腹腔への塩酸ピロ
カルピン注射により得た。使用したマウスは
C57BL/6 野生型ならびに C57BL/6 の
TLR2KOである。TLR2は真菌成分の認識に
おいて重要な役割を果たすことが知られて
いるパターン認識受容体のひとつである。な
お、それぞれ若いマウスとして 7週齢、高齢
のマウスとして野生型は 42 週齢、TLR2KO
マウスでは 33週齢のものを用いた。 
・抗体価の測定 
 マウス血清ならびに唾液は必要に応じて
希釈して用い、糞便は重量比を揃えて PBS
に懸濁し、遠心上清を用いて ELISA 法によ
り抗体価を測定した。具体的には 96 well 
plateの底面に C. albicansを固定し、血清な
どのサンプルを段階希釈して加え、サンプル
中の特異抗体を anti mouse IgG、anti mouse 
IgA、anti mouse IgMあるいは anti mouse 
IgEで検出した。 
・マウス DCならびにマクロファージにおけ



る IL-1β産生誘導について 
 マウス DC 系細胞 XS106 ならびにマクロ
ファージ系細胞 J774.1を LPSでプライミン
グ後に C.albicansで刺激し、成熟型の IL-1β
の産生誘導を調べた。 
 
４．研究成果 
 
 マウスに経口的に C. albicans を投与した
場合における C. albicans 特異的抗体産生誘
導を調べたところ以下のようなことがわか
った。 
 

図 1．野生型マウス（A）と TLR2KOマウス
（B）に対する血清中の C. albicans 特異的
IgGの抗体価 
 
 野生型のマウスならびに TLR2KO マウス
において、血清中の IgGの誘導は同じ傾向を
示した（図 1）。すなわち、経口投与も免疫も
ないコントロールと比べ、PBSを経口投与し
た場合に C. albicans特異的 IgGの抗体価の
上昇がみられたが、若いマウスの高齢マウス
の間では差がなかったこと、また C. albicans
を経口投与した場合に、若いマウスよりも恒
例のマウスで C. albicans特異的 IgGの抗体
価の上昇がみられたことである。 
 また、IgGとともに感染防御において重要
な役割を果たす IgM についても同様に調べ
たところ、野生型マウスでは IgGの場合と似
た傾向を示した。面白いことに TLR2KO マ
ウスの場合は、PBS 経口投与においても C. 
albicans経口投与においても高齢マウスの方
が C. albicans特異的 IgMの抗体価の上昇が
みられた（図 2）。これらは予想に反して起き
たことであるが、より高齢のマウスを使用す
ると異なった結果が得られた可能性がある
と思われる。 
 

図 2．野生型マウス（A）と TLR2KOマウス
（B）に対する血清中の C. albicans 特異的
IgMの抗体価 

図 3．野生型マウス（A）と TLR2KOマウス
（B）に対する糞便中の C. albicans 特異的
IgAの抗体価 
 
 また、唾液中の IgAはまったく検出されな
かったため、糞便中の C. albicans特異的 IgA
を調べた（図 3）。マウスの糞便を回収し、重
量比で一定となるように PBS を加え、上清
を回収しその中に含まれる特異的 IgAの抗体
価を調べた。 
 その結果、野生型マウスにおいて、C. 
albicansを免疫した場合、高齢マウスでは無
免疫の場合と比較して抗体価の上昇はなく、
若いマウスでは PBS を経口投与し C. 
albicansを免疫した場合に抗体価の上昇がみ
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られた。しかしながら全体的にどのマウスに
おいても大きな抗体価に大きな差はなかっ
た。 

図 4．野生型マウス（A）と TLR2KOマウス
（B）に対する血清中の C. albicans 特異的
IgEの抗体価 
 
 腸管におけるカンジダの定着でアレルギ
ーが増悪するという報告もあることから、ア
レルギー関連の抗体である C. albicans 特異
的 IgE の抗体価を調べた。その結果、C. 
albicans特異的 IgEはどのマウスにおいても
大きな差見られなかった（図 4）。 
 これらのことを総合すると、今回の実験条
件下では C. albicans経口投与で C. albicans
特異的抗体の産生誘導が抑制されなかった
ことから、C. albicans 経口投与では C. 
albicansに対する免疫抑制が生じなかったと
言える。ただ、C. albicansを経口しなかった
場合でも C. albicans 免疫で抗体価の上昇が
確認できなかったことも問題であり、今後は
これらの原因を含めてどのようなことが起
きていたのか解析することが課題となるだ
ろうと思われる。 

図5．C. albicans pACT1-GFPあるいはCAI4
刺激による XS106 ならびに J774.1 による
IL-1β産生誘導の違い 
 

 また、マウス DC 系細胞 XS106 ならびに
マクロファージ系細胞 J774.1を LPSでプラ
イミング後に C.albicansで刺激し、成熟型の
IL-1βの産生誘導を調べたところ、XS106と
J774.1 では C.albicans 刺激による IL-1β の
産生誘導のメカニズムが異なることがわか
った（図 5）。これらのメカニズムがどのよう
に異なっているのかについても非常に興味
深い。 
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