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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜はcandidaに対して，ストレス応答を行うことを考えている。口腔粘膜上皮
細胞からC. albicans (以下 Ca)によって誘導されるヘムオキシゲナーゼ1 (HO-1) を同定し，その発現誘導につ
いて検討した。DNA マイクロアレイによってCa加熱死菌で誘導されるHO-1 を同定した。Ca由来のbeta-glucanは
HO-1の発現を誘導した。beta-glucanは細胞内活性化酸素を亢進し，Nrf2 の核内移動を亢進した。口腔粘膜上皮
細胞からbeta-glucan によって誘導されるHO-1はカンジダ感染におけるストレスに対する防御に重要な役割を担
っている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Oral mucosa may regulate stress response against Candida.  We focused on 
Heme oxygenase-1 (HO-1) gene induced by Candida albicans (Ca), and investigated the HO-1 expression 
oral keratinocytes.  We found HO-1 expression induced by heat-killed Ca using a cDNA microarray.  
beta-glucan derived from Ca increased HO-1 expression in oral keratinocytes.  beta-glucans promoted 
induction of intercellular reactive oxygen species and Nrf2 translocation into nuclei. HO-1 induced 
by beta-glucan may have an important role in host defense against the stress caused by C. albicans. 

研究分野： 口腔外科

キーワード： ヘムオキシゲナーゼ1 (HO-1) 　口腔粘膜細胞　口腔カンジダ症
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１．研究開始当初の背景 

口腔カンジダ症は，Candida albicans(以下 Ca)

を主な原因菌とする日和見感染症である。Ca

は口腔粘膜に付着，定着，侵入するが，それ

に対して宿主の口腔粘膜は Ca を認識し，そ

のストレスから防御する初期免疫応答を稼

働すると考えられる．しかしながら口腔粘膜

が Ca に対して起こす免疫応答に関しては不

明な事が多い。申請者らは Ca 細胞壁構成成

分の認識による口腔粘膜の免疫防御応答の

解明を目的とし，口腔粘膜上皮細胞に Ca 加

熱死菌を添加し，発現が誘導される特異的遺

伝子をマイクロアレイ法によって網羅的に

解析し，24000 個の遺伝子群の中から Ca 加熱

死菌により Heme oxygenase-I (HO-1) が誘導

されることを発見した。HO-1 は酸化ストレ

スによって生じた Heme を分解する酵素であ

り，抗酸化ストレス作用，抗細胞障害作用な

ど多彩な防御作用をもつ抗ストレス遺伝子

であることが知られている。一方，酸化スト

レスは活性酸素種(ROS)が産生され障害を発

現する作用と，障害を修復する作用との均衡

が崩れた状態として定義され，粘膜疾患の増

悪因子として知られている。これらの結果は

口腔粘膜上皮細胞が何らかの Ca 構成成分を

認識することで，HO-1 を誘導し，Ca 感染で

生じる酸化ストレスのような細胞障害を防

御している可能性を示唆している。しかしな

がら口腔粘膜細胞における HO-1 の発現やそ

の機能に関しては不明である。今回の研究の

目的は，口腔粘膜細胞が Ca の構成成分を認

識し，口腔粘膜防御機構としての HO-1 発現

誘導される機構を解析し，さらに Candida 症

における HO-1 の役割を検討する。 
 
２．研究の目的 
口腔粘膜細胞における HO-1 の発現やその機

能に関しては不明である。今回の研究の目的

は、口腔粘膜細胞が Ca の構成成分を認識し、

口腔粘膜防御機構としてのHO-1 発現誘導さ

れるメカニズムと HO-1 の役割を検討する。 

 
３．研究の方法 
１）用いた細胞 

細胞は hTERT 遺伝子を導入することによっ

て不死化させた口腔粘膜上皮細胞 RT7，初代

培養の正常口腔粘膜上皮細胞 を用いた。表

皮角化基本培地 (Lonza 社)で培養を行った。 

２）菌株の調整 

Ca，C.grabrata，C.tropicaris は Sabouraud 培地

で培養を行った。S.aureus，E.coli は BHI 培地

にて培養した。 酵母 beta-glucan は WGP 

Dispresable (Invivogen 社)を用いた。 

３）加熱死菌の作成と Ca 構成成分の抽出 

Candida 属，S.aureus，E.coli を培養し，

Midorikawa らの方法によって加熱死菌を作

成した。さらに Ca を大量培養し，Nishini ら

の方法によって細胞壁構成成分である

beta-glucan を抽出した。また Shinoda らの方

法によって細胞壁構成成分である mannan を

抽出した。 

４）口腔粘膜上皮細胞における Ca 加熱死菌

によって誘導される遺伝子の同定 

RT7 に Ca 加熱死菌を添加，非添加後の RNA 

を抽出し，マイクロアレイ（ロシュ社）を行

い，24000 個の遺伝子群の変化を網羅的に検

出した。 

５）HO-1 の定常状態の発現と局在 

RT7, 正常口腔粘膜上皮細胞をコンフルエン

トに培養し，RNA を抽出，cDNA を合成し，

HO-1mRNA の発現を検討した。 

RT7 をコンフルエントに培養し，HO-1 抗体

にて免疫組織化学染色を行い，HO-1 蛋白の

細胞内局在を検討した。 

６）Candida 加熱死菌，Ca 構成成分による

HO-1 の発現誘導の解析 

RT7 に Ca 生菌，Candida 属，S. aureus，E. coli

の加熱死菌，Ca から抽出した beta-glucan，

mannanを添加培養し，RNA を抽出，cDNA を

合成し，HO-1mRNA の発現を Real time-PCR

法で検討した。また同様に全蛋白を抽出し，

HO-1 蛋白の発現を Western blotting 法で検討



した。 

７）Ca 加熱死菌，beta-glucan による酸化ス

トレスの解析 

Ca 加熱死菌，Ca beta-glucan， 酵母 beta-glucan

を添加し，生体内活性酸素種（Reactive oxygen 

species; ROS）の亢進を DCF-DA 法で，活性

酸素分解酵素である Super oxide dismutase

（SOD）の発現を Western blotting 法にて検討

した。 

８）Ca 加熱死菌，beta-glucan による酸化スト

レス関連転写因子の活性化 

ROS の前段階でおこる NADPH oxidase の活

性化を検討するために，NADPH オキシダー

ゼ阻害剤である Apocynin (APO), 

Diphenyleneiodonium (DPI) の前処理による

Ca 加熱死菌，Ca beta-glucan， 酵母 beta-glucan 

誘導性の HO-1 の発現の影響を Real-time 

PCR 法で検討した。またRT7にCa加熱死菌， 

Ca beta-glucan， 酵母 beta-glucan 添加後の細

胞質画分，細胞膜画分を抽出し，各画分にお

ける p47-phox 蛋白の発現を Western blotting

法にて検討した。また酸化ストレス転写因子

である Nrf2 の転写を検討するために RT7 に

Ca 加熱死菌，Ca beta-glucan， 酵母 beta-glucan

添加後の核画分を抽出し，核画分における

Nrf2 蛋白の発現と局在を Western blotting 法，

細胞免疫蛍光染色にて検討した。 

９）Ca 加熱死菌，beta-glucan によって誘導

される HO-1 に対する Nrf2 の影響 

RT7 に Nrf2 の特異的 siRNA を添加し，Nrf2 

が抑制されることを Real-time PCR で確認し

た。Nrf2 の特異的 siRNA を添加し，48 時間

後に Ca 加熱死菌，Ca beta-glucan， 酵母

beta-glucan を添加し，HO-1 蛋白の発現を

Western blotting 法で検討した。 
 
４．研究成果 
１）口腔粘膜上皮細胞における Ca 加熱死菌

によって誘導される遺伝子の同定 

解析を行った 24,000 個の遺伝子群の中で，

Ca 加熱死菌添加群が非添加群と比較して 8

倍以上の発現が認められた遺伝子は 33 個，

そのうち偽遺伝子を除くと 9 個の遺伝子が認

められた。また，8 倍以上の発現の減少が認

められた遺伝子は2個であった. 8倍以上の発

現の増加，減少が認められた遺伝子の Ca 生

菌・加熱死菌添加による発現の変化を Real 

Time RT-PCR 法によって確認した。この結果，

Ca 生菌・加熱死菌の添加により発現の増加が

認められたストレス応答蛋白である HO-1 を

同定した.  

２）HO-1 の定常状態の発現と局在 

RT7, 正常口腔粘膜細胞において定常状態

における HO-1mRNA の発現が示された。ま

たHO-1 は細胞内に発現していることが認め

られた。 

３）Candida 加熱死菌，Ca 構成成分による

HO-1 の発現誘導の解析 

Ca 生菌，Candida 属加熱死菌の添加によっ

てHO-1mRNAの発現誘導が著しく増加した。

Ca beta-glucanの添加によってHO-1のmRNA

の発現は増加したが，mannan や，S. aureus，

E. coli 加熱死菌の添加による HO-1mRNA の

発現誘導はみられなかった。Ca 加熱死菌，

beta-glucan の添加は HO-1 蛋白の発現誘導

を増加した。 

４）Candida 加熱死菌，beta-glucan による酸

化ストレスの解析 

Ca 加熱死菌，beta-glucan 誘導性の HO-1 は

NADPH 阻害剤によって有意に抑制された。

また Ca 加熱死菌，beta-glucan の添加により

短時間で細胞内における ROS の亢進が示さ

れた。ROS はその後減少した。また SOD の

発現誘導の増加が認められた。 

５）Candida 加熱死菌，beta-glucan による酸

化ストレス関連転写因子の活性化 

Ca 加熱死菌，beta-glucan の添加により

p47-phox 蛋白の細胞質から細胞膜画分への

移動が確認された。さらに Ca 加熱死菌，

beta-glucan の添加により Nrf2 の核内におけ

る発現が増加した。 



６）Ca 加熱死菌，beta-glucan によって誘導

される HO-1 に対する Nrf2 の影響 

Nrf2 の特異的 siRNA は Nrf2 の発現を抑制し

たNrf2siRNAのノックダウンはコントロール

si と比較して Ca 加熱死菌，beta-glucan で誘

導される HO-1 蛋白の発現誘導が抑制された。 

以上の結果から，口腔粘膜上皮細胞はCaの

感染によって構成成分であるbeta-glucanを認

識し，細胞内ROSの産生が亢進，Nrf2経路を

介してHO-1が誘導されることが示唆された。

beta-glucan で誘導されるHO-1はカンジダ感

染によって生じる酸化ストレスに対して宿主

防御に重要な役割を担っている可能性がある。 
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