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研究成果の概要（和文）：口内炎ができるとひどい痛みが生じるが、その痛みがどのように発症するのかよく分
かっていない。本研究では、口内炎部から組織内に侵入した口腔内細菌と口内炎の痛みとの関係を明らかにする
ために、口内炎モデルラットを用いて痛みの評価と抗菌作用を持つ遺伝子の発現レベルを調べた。口内炎により
自発痛や接触痛が生じたが、抗菌薬を投与することでこれらの痛みは減弱した。また口内炎の発症に伴い、神経
や口内炎部組織での抗菌作用を持つ遺伝子発現レベルが増強した。口内炎部から細菌が侵入し、痛みを伴う口内
炎が発症すること、その際に神経や口内炎部組織から抗菌物質が分泌される可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Oral ulcerative mucositis induces severe pain. However, the pain mechanisms 
are not well known. To reveal whether oral bacteria invaded from the ulcer region are involved in 
the oral ulcerative mucositis-induced pain, we evaluated the pain-related behavior and gene 
expression level using oral ulcerative mucositis model rats. Spontaneous and mechanical pain are 
observed in the model and an antibacterial drug inhibited the pain. An antibacterial peptide mRNA in
 trigeminal ganglion and the ulcer region were upregulated in the model. These results suggested 
that oral ulcerative mucositis-induced pain is caused by bacterial invasion into the mucosal tissue 
and antibacterial peptides are released from ganglion cells and ulcer region.    

研究分野： 口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 
咬傷や火傷，不適合義歯などにより口腔内

に潰瘍が形成されると，口腔粘膜バリアが失
われ組織内への口腔内細菌侵入が引き起こ
される．粘膜上皮の破壊自体による痛みに加
えて，この感染は炎症を引き起こすことから
口内炎疼痛を増悪させ，治癒を遅らせると考
えられる．これらの痛みは会話や食事時に誘
発されて患者に苦痛を強いるだけでなく，口
腔清掃も困難になることからより感染を助
長して，栄養不良に陥るなど負のスパイラル
に陥ってしまう．しかし，これまで，口腔粘
膜防御層の破綻による疼痛発症機序につい
ては，ほとんど研究されていない．  

 
最近，ラット口腔粘膜への酢酸処理後 2 日

目に白斑を伴う潰瘍を生じ自発痛や機械的
痛覚過敏を示すことを報告した (Hitomi et 
al., 2015)．また，酢酸処理による口腔潰瘍形
成は，血中白血球数を有意に増加させ，これ
が抗菌薬の給水投与により抑制するという
結果を得た．つまり，口腔潰瘍による口腔粘
膜バリア機能の欠損は組織への細菌感染を
引き起こしており，感染性炎症に伴う発痛物
質やサイトカインなどにより疼痛を誘発し
ている可能性が考えられる． 

 
予備実験において，口腔潰瘍モデルラット

の三叉神経節において，抗菌作用を示す 2 つ
のペプチド遺伝子の発現量増加が認められ
た．その一つであるヘプシジンは肝臓由来の
抗菌ペプチドで，鉄代謝を調節することでグ
ラム陽性・陰性菌，真菌に対して抗菌作用を
示すことが報告されている．もう一つはセリ
ンプロデアーゼインヒビター3 であり，抗菌
作用を持つ．しかし，このような抗菌ペプチ
ドが口腔潰瘍発症においてどのような役割
を担っているのかについてはこれまで全く
報告されていない． 
 
２．研究の目的 
口腔粘膜防御層の破壊を伴う口腔粘膜炎

により引き起こされる口腔内疼痛に対して，
組織内細菌侵入がどのように関与している
のかを解明することを目的とした．  
 
３．研究の方法 
（1）口腔粘膜炎モデルの作製 
① 口内炎モデル：ペントバルビタール(50 
mg/kg) 麻酔したラットの下唇粘膜に，50％
酢酸を浸したろ紙（3×3 mm）を 30 秒間塗布
した． 
② 口内炎増悪モデル：あらかじめ，1日おき
に 3回 5-フルオロウラシル（40 mg/㎏）を腹
腔内投与し，その 2日後に上記と同様に酢酸
処理を行った． 
③ 外傷性口腔粘膜炎モデル：麻酔下におい
て，角ワイヤーをラット下顎前歯間に挟み，
角ワイヤーの先端が下唇粘膜に触れるよう
に結紮線及びスーパーボンドを用いて歯牙
に固定した． 

 
（2）口腔粘膜炎の評価 
①肉眼的評価：以下指標を用いて評価した．
Score 0：正常粘膜．Score 0.5：異常なピン
ク色かどうか疑わしい．Score 1：わずかだ
が明確な赤みがある．Score 2：強い赤みが
ある．Score 3：白斑形成のみ（潰瘍なし），
Score 4：9mm²の 1/2 未満の上皮剥離（潰瘍）．
Score 5：9mm²の 1/2 以上の上皮剥離（潰瘍）．
Score 6: Score 5 及び下口唇の腫脹 
② 口腔粘膜炎部位の HE 染色：ペントバルビ
タール麻酔下にて摘出した下唇粘膜組織の
パラフィン切片を作製し，HE 染色にて顕微鏡
下で炎症性細胞の組織浸潤程度について観
察した． 
 
（3）疼痛関連行動評価 
① 自発痛：プラスチックボックス(30x30x30 
cm) にラットを入れ，口腔内疼痛に関与する
ことが知られている顔面グルーミング行動
（ラビング時間）を 10 分間計測した． 
② 機械的アロディニア：麻酔下にて予めラ
ットのオトガイ皮膚に装着した磁性リング
に，磁石で４g の加重をかけて下唇粘膜を露
出させた（安定開口法）．覚醒下にて，体保
持用のボックス（7x7x15 cm）にラットを入
れ，von Frey 毛を用いて直接露出した粘膜
へ機械刺激を加え，逃避閾値を測定した． 
 
（4）炎症関連物質の定量 
麻酔下にて摘出した下唇粘膜組織から口

腔粘膜炎部をブロックとして切り出し，重量
測定後ホモジナイズしてサンプルを作製し
た．プロスタグランジン E2，ブラジキニン，
インターロイキン－1βを ELISA 法にて測定
した． 
 
（5）組織内細菌定量 
(4)②と同様に摘出した口腔粘膜組織ブロ

ックを一定量のリン酸緩衝生食に入れ，30 
秒間超音波をかけて組織内の細菌を溶液中
に漏出させた．これを BHI 寒天培地に播種し，
2 日後にコロニー数を数えることで細菌量
を定量した． 
 

（6）細菌感染抑制の影響 
スルファメトキサゾール (800 mg/l)とト

リメトプリム (400 mg/l)の混合溶液を各モ
デルの粘膜炎作製前から飲水させて投与し
た． 
  
（7）抗菌ペプチドレベルの検討 
口内炎モデルラットから摘出した三叉神

経節および口内炎組織を用いて，リアルタイ
ム RT-PCR 法にて抗菌ペプチドであるヘプシ
ジンおよびセリンプロテアーゼインヒビタ
ー3 の RNA 定量を行った．  
 
４．研究成果 
口内炎モデルラットにおいて，酢酸処理 2



日目に潰瘍を伴う明らかな口内炎が発症し
た(図 1A)．口内炎増悪モデルでは，下口唇の
腫脹がみられ，口内炎の顕著な増悪が認めら
れた．外傷性口腔粘膜炎モデルでは，ワイヤ
ー装着後１日目に粘膜下膿瘍を伴う潰瘍が
認められた（図 1B）．各処置により異なる所
見を示す3種類の口腔粘膜炎モデルが完成し
た． 

三種類のモデルにおける疼痛評価を行っ
たところ，口内炎および口内炎増悪モデルで
は酢酸処理 2日目に，外傷性口内炎モデルで
はワイヤー装着1日目に自発痛および機械的
アロディニアが認められた．口内炎モデルと
比較して口内炎増悪モデルでは疼痛が悪化
していた． 
口内炎部組織中の細菌コロニー数は全モ

デルにおいて好気性菌および嫌気性菌とも
に増加した．しかし，外傷性口腔粘膜炎モデ
ルにおいては，その増加程度は低かった．ま
た，口内炎モデルにおいて，炎症性サイトカ
インであるインターロイキン－1β， ブラジ
キニンおよびプロスタグランジン E2 量が増
加した． 

次に，組織内に侵入した細菌が口腔粘膜炎
の程度や疼痛に関与しているかどうかを調
べるために，抗菌薬を飲料水に混ぜ口腔粘膜
炎発症前から摂取させた．その結果，各モデ
ルで増加した細菌コロニー数はコントロー
ルレベルまで減少した．また，口内炎モデル
および口内炎増悪モデルにおいては，口内炎
の肉眼的所見（visual score）が減少し，疼
痛の抑制が認められた（図 2）．一方で，外傷
性口腔粘膜炎モデルにおいては，肉眼的所見

は若干の減少が認められたが，疼痛に変化は
認められなかった．おそらく口腔粘膜炎発症
による細菌コロニー数の増加程度が他のモ
デルに比べて低かったことが関与している
と考えられる． 
 
抗菌ペプチドとして知られるヘプシジン

及びセリンプロテアーゼインヒビター3 につ
いて，口内炎モデルラットの三叉神経節にお
ける mRNA を測定した．その結果，Hamp (ヘ
プシジン)および Serpina3n (セリンプロテア
ーゼインヒビター3)は，コントロール
（Naive）群と比べて有意に増加した（図 3A: 
Hamp）．しかし，抗菌薬投与群では増加は認
められなかった．さらに，潰瘍部位における
Hamp mRNA 量も酢酸処理 2 日目で増加し，抗
菌薬処置での増加は認められなかった（図
3B）． 

 
以上の結果より，酢酸処理や持続性の機械

刺激による口腔粘膜上皮の破壊が感染性炎
症を引き起こし，疼痛を伴う潰瘍性口内炎を
発症すること，同時に，感覚ニューロンおよ
び潰瘍部位において抗菌作用を持つ遺伝子
発現が増強される可能性が示唆された．  
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