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研究成果の概要（和文）：基礎研究にて，抗がん剤5-FUは活性酸素増生により細胞死を促進し、大黄甘草湯（TJ-84）
は5-FUが誘導する細胞死の抑制効果を認めた。臨床研究では，食道がん化学療法患者への専門的口腔ケア介入にて重傷
口腔粘膜炎発症を軽減し，TJ-84は薬剤効果により歯周病関連細菌のF. nucleatum 及び C. rectus に作用して有意に
細菌数を減少させ、歯肉の炎症を軽減した。本知見は，漢方薬を応用した口腔保健管理によるがん患者への医療支援の
有用性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：The results of basic research indicated that the increase of reactive oxygen 
species production was consider to be associated with the cell death induced by 5-FU and TJ-84 may 
attenuate 5-FU-induced cell death. The results of clinical research showed that the onset of severe oral 
mucositis was reduced by intervention of professional oral health care for esophagus cancer patients 
during chemotherapy. TJ-84 acted as a drug effect on periodontopathogenic bacteria, F. nucleatum and C. 
rectus and significantly decreased a number of these bacteria in addition to reduced gingival 
inflammation. These findings suggest that it may be useful for cancer patients in supportive cure by oral 
health management applied with Kampo medicine.

研究分野： 予防歯科学
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湯
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

【基礎研究】 

抗癌剤 5-fluorouracil (5-FU)は、副作用とし
て口腔粘膜の細胞死を促進させ、口腔粘膜炎
を引き起こす。これまでに我々は、大黄甘草
湯(TJ-84)の漢方薬成分が歯周病原菌の付着
を抑制することや、歯肉由来の細胞での炎症
性サイトカイン産生を抑制することを明ら
かにしている。しかし、 TJ-84 が抗癌剤によ
る口腔粘膜炎に有効であるかは不明である。
また、5-FU によりミトコンドリアから放出さ
れる ROS が、口腔粘膜を傷害し細胞死を誘導
することがわかっている。近年、ミトコンド
リア由来の ROS により、インフラマソーム
NLRP3 が活性化するという報告がされた。し
かし、NLRP3 が、口腔粘膜において 5-FU が
誘導する細胞死に関与するかは不明である。 

【臨床研究】 

近年、入院患者の QOL を高めると同時に
早期の回復にも寄与できる包括医療の観点
から、入院患者への歯科医療介入が求められ
ている。がん化学療法患者では重篤な口腔粘
膜炎を併発することが多く、専門的な対応が
必須である。口腔粘膜炎発症時には口腔内に
常在するグラム陰性桿菌が潰瘍部位から血
行性に広がり、局所的または全身的な感染症
を引き起こすリスクを高めると考えられて
いる。専門的口腔ケアは、より質の高いがん
治療を提供させるための重要ながん支持療
法であるとされているが，専門的口腔ケアの
効果の更なる検証が求められている。また、
化学療法中の口腔粘膜炎予防として漢方薬
を応用した効果に関しても報告はされてい
るが、その詳細は明らかではない。 

 

２．研究の目的 

【基礎研究】 

5-FU が口腔粘膜において細胞死を誘導す
る機序を ROS や NLRP3 に着目して解明し、
TJ-84 の効果について検討する。 

【臨床研究】 

食道がん化学療法患者に対するがん支持
療法としての専門的口腔ケアの効果を明ら
かにする。更に、食道がん化学療法患者に対
して通常の専門的口腔ケアに加え、TJ-84 を
含む漢方薬を応用した口腔保健管理を行う。
口腔粘膜炎の発症に加えて口腔内の病態や
口腔細菌の変化を調べることにより、漢方薬
の有効性を検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

【基礎研究】 

(1) 細胞：ヒト歯肉癌由来細胞株 Sa3 細胞
（RIKEN Bio Resource Center から譲与）を、
10% FBS 含有 DMEM 培地にて、通法に従い
培養し実験に用いた。 

(2) 薬剤：大黄甘草湯は TJ-84 顆粒（Tsumura 

& Co）を熱湯で各濃度に溶解して使用した。
抗癌剤の 5-fluorouracil（5-FU）は Injection 250 

Kyowa（協和発酵）を細胞培養液中に、各濃

度となるように添加した。 

(3) 細胞死の判定 

WST-8 Cell Counting Kit-8 assays を用いて
細胞の生存率を測定した。培養上清中の
Lactate dehydrogenase (LDH)活性を、LDH 

cytotoxicity assay kits により測定した。細胞膜
ポアの有無を 1 g/mL Propidium ioide (PI)及
び 1 g/mL Hoechst33342 の染色にて判定した。 

(4) NLRP3 経路活性化の判定 

培養細胞から蛋白質を調整し、Western blot 

法により NLRP3 や caspase-1 の発現変化を解
析した。Quantikine ELISA (R&D systems)を用
いて IL-1の分泌量を測定した。siRNA 

(5’-GUUGCAAGAUCUCUCAGCA-3’)により
NLRP3発現を抑制し、各現象におけるNLRP3

の関与について検討した。 

(5) ミトコンドリア膜電位差の変化 

培養細胞内のミトコンドリア膜電位の変
化を 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 

3’-tetraethyl-benzimidazol-carbocyanin ioide 

(JC-1) を作用させて蛍光顕微鏡下で観察し、
細胞内の蛍光強度をNIH ImageJ softwareによ
り定量化した。 

(6) ROS の測定：ミトコンドリアの局在を
MitoTracker® Green FM、surperoxide の存在を
MitoSOXTM Red で検出して、細胞内の蛍光強
度を NIH ImageJ software により定量化した。 

【臨床研究】 

(1) 対象 

 ①専門的口腔ケアの有用性 

平成 24 年 11 月から平成 27 年 7 月までの
期間に，徳島大学病院食道・乳腺甲状腺外科
にて初回 DFP 療法を行った食道がん患者の
うち，初回 DFP 療法期間中の口腔内状態が確
認できた 26 名（男性 25 名，女性 1 名，平均
年齢 67.2±9.30 歳）を対象とした。専門的口
腔ケア介入群（口腔ケア介入群）は 9 名，非
介入群（コントロール群）は 17 名であった。 

 ②漢方薬の有効性の検討 

本研究への同意の得られた 23 名（男性 20

名，女性 3 名，平均年齢 64.7±7.7 歳）を対
象とした。対象患者を無作為に介入群①（専
門的口腔ケアのみ）、介入群②（専門的口腔
ケア＋大黄甘草湯）、介入群③（専門的口腔
ケア＋半夏瀉心湯）に分けた。 

(2) 専門的口腔ケア介入および漢方摂取 

専門的口腔ケア介入群では、DFP 療法開始
直前および観察期間中は週に 1 回、口腔内状
態の評価終了後に専門的口腔ケアを実施し
た。専門的口腔ケアは，歯科医師・歯科衛生
士による歯ブラシ・歯間ブラシを用いた口腔
清掃，手用スケーラーを用いたスケーリング，
H2O2綿球等による口腔内清拭を一連の流れ
とした。観察期間は，初回 DFP 療法開始から
1 コース終了時点までとした。漢方摂取群に
対して、DFP 療法期間中は 1 日 3 回、食間に
漢方シャーベット（大黄甘草湯 TJ-84 または
半夏瀉心湯）を摂取させた。 

(3) 調査項目 

口腔粘膜炎の状態は NCI-CTCAE Ver.4.0 に



よる評価を行い、歯肉の状態は GI（Gingival 

Index）、口腔衛生状態は Pl I（Plaque Index）、
舌苔沈着は TCI（Tongue Coating Index）、口腔
乾燥度は口腔水分計を用いて評価した。薬剤
の種類、休薬の状況や発熱などの全身状態の
データはカルテから抽出した。介入方法の違
いによる口腔への影響を詳細に分析するた
め、舌苔の細菌数を細菌カウンタ（Panasonic，
大阪）にてモニタリングした。また採取した
舌苔サンプルはリアルタイム PCR 法により、
歯周病関連細菌（Pg: Porphyromonas gingivalis, 

Pi: Prevotella intermedia, Fn: Fusobacterium 

nucleatum, Cr: Campylobacter rectus）数を測定
し、log 対数化して分析に用いた。 

(4) 統計学的分析 

統計学的分析には IBM SPSS Statistics ver. 

20.0を用いた。検定の有意水準は 5%とした。 

 

４．研究成果 

【基礎研究】 

(1) 細胞死: 

歯肉由来細胞である Sa3 細胞に、抗がん剤
5-FU を 1.25-5 mg/mLの各濃度で 24時間作用
させた。どの濃度においても 5-FU は有意に
細胞の生存率を低下させた（図 1, A）。また、
5 mg/mL 5-FU は、添加後１時間から 24 時間
において細胞生存率を低下させた図 1, B）。
5-FU を添加して３時間以内に、LDH の培養
上清中への放出が認められ、添加後 24 時間
後には顕著となった（図 1, C）。5-FU 添加 24

時間後の培養細胞は、無添加群と同様に膜透
過性色素である Hoechst33342 により染色さ
れた（図 1D，a-f）。一方で、無添加群と比較
して、5-FU 添加群の培養細胞では PI による
染色が確認された。以上の結果より、5-FU は 

Sa3 cells において細胞死を促進すること、そ
の細胞死は LDH 放出や細胞膜ポアを伴うピ
ロトーシスの特徴を有することがわかった。 

図 1 

(2) 5-FU 誘導細胞死における NLRP3 の関与 

インフラマソーム NLRP3 がピロトーシス
経路を制御する報告があるため、5-FU が誘導

する細胞死に NLRP3が関与するかを調べた。 
NLRP3 は、pro-caspase-1 を切断し、活性を

もつ caspase-1 とする。活性型 caspase-1 は
interleukin (IL)-1を切断し、サイトカインと
して細胞外へ放出させる。5 mg/mL の 5-FU

を 24 時間作用させた細胞を回収し、各時点
における NLRP3 蛋白質の発現を解析した。 

5-FU 添加後 3時間から 12時間後に NLRP3

蛋白質、6 時間後に pro-caspase-1 蛋白質の発
現が亢進した（図 2, A）。5-FU 添加後２４時
間には、細胞培養上清中の caspase-1 蛋白質量
が増加した（図 2, B）。5-FU は添加後 2 時間
において、細胞培養上清中 IL-1分泌量を有
意に亢進させた（図 2, C）。 

次に NLRP3が 5-FU誘導細胞死に関与する
かを調べた。一般的なカスパーゼ阻害剤
zVAD-FMK を前処理すると、5-FU により誘
導された細胞死の一部が回復した（図 3, A）。

siRNAによりNLRP3発現を抑制すると、5-FU

が亢進する細胞死や IL-1b 分泌量は、有意に
低下した（図 3, B, C, D）。 

図 1 から図 3 までの結果より、5-FU は細胞
死を誘導し、NLRP3 経路を活性化するが、
NLRP3 の関与は軽度であると考えられた。 

(3) 5-FU 誘導細胞死への TJ-84 の効果 



漢方薬 TJ-84 が、5-FU が誘導する細胞死に
どう影響するかを調べるために、まず Sa3 細
胞に対する TJ-84 の細胞毒性を検討した。Sa3

細胞各濃度の TJ-84 を 24 時間作用させた後、
細胞の生存率を測定した。2500 g/mL までの
濃度において TJ-84 は、細胞の生存率に影響
せず、細胞毒性がないと判断された（図 4, A）。 

TJ-84は 250~1000 g/mLの各濃度において、
5-FU により低下した細胞生存率の一部を、有
意に回復させた（図 4, B）。また、500 g/mL

の TJ-84 は、5-FU による LDH 放出を有意に
抑制した（図 4, C）。以上より、TJ-84 が Sa3

細胞において 5-FU が誘導する細胞死を抑制
する効果があることが判明した。 
(4) TJ-84 が 5-FU 誘導細胞死を阻害する機序 

5-FU によりミトコンドリアから放出され
る ROS が、口腔粘膜を傷害し細胞死を誘導す
ることがわかっているので、TJ-84 が ROS 産
生に及ぼす影響について検討した。 

ミトコンドリア膜電位の脱分極は、細胞死の
初期に生じる。膜透過性 JC-1 色素を用いて、
ミトコンドリアの細胞膜電位の変化を検出
した。5-FU を 3 時間処理すると、赤色蛍光
（535 nm）で示される JC-1 色素の膜電位依存
的な蓄積は減少して蛍光波長は緑色(485 nm)

へとシフトした結果（図 5, A）、赤色/緑色蛍
光強度比は減少し（図 5, B）、ミトコンドリア
の脱分極が認められた。5-FU により誘導され
たミトコンドリア脱分極は、TJ-84 処理によ
り回復した（図 5, A, B）。また、5-FU を作用
させた細胞では、ミトコンドリア特異的な
ROS により MitoSOX が酸化され、赤色蛍光
が増強された。細胞内のミトコンドリアを
Mitotracker で緑色蛍光に染色し、MitoSOX に
よる赤色蛍光とマージさせて、5-FU による
ROS 産生亢進が、ミトコンドリア特異的であ
ることを併せて確認した。TJ-84 を前処理す
ると、5-FU により亢進していたミトコンドリ
アでの ROS 産生は、有意に抑制された。これ
らの結果より、5-FU がミトコンドリアの膜電
位を脱分極し ROS 産生を亢進すること、
TJ-84が以上の 5-FUの作用を阻害することが
明らかになった。 

抗がん剤による細胞死を引き起こす因子
として従来提唱されている ROS は、Sa3 細胞
においても 5-FU により誘導された。また、
TJ-84 はミトコンドリアの膜電位の変化自体
に影響し ROS 産生をほぼ完全に抑制したこ
とから、TJ-84 が 5-FU による細胞死を抑制す
る機序に ROS が関与すると考えられた。今回
の研究では、TJ-84 が 5-FU による細胞死を抑
制する機序の全容は明らかにならなかった
が、TJ-84 が抗癌剤による口腔粘膜炎の治療
に有効である可能性が示された。 

【臨床研究】 

① 専門的口腔ケアの有用性 

コントロール群（17 名）と口腔ケア介入群
（9 名）との間で，重症口腔粘膜炎発症率に
差があるか否かをKaplan-Meier法を用いて分
析した結果，図 6 に示すように、口腔ケア介
入群はコントロール群と比較して，重症口腔
粘膜炎未発症率は有意に高い（p<0.05）こと
が確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 調査期間中の重症口腔粘膜炎未発症率 

（*：p<0.05） 

一方，図 6 に示すように、重症口腔粘膜炎は
化学療法開始後 2 週目以降に出現する割合が
高く，重症口腔粘膜炎を発症した群は DFP 療
法の中断（休薬）に至った割合が有意に高い
ことが明らかとなった（p<0.05）。 

② 漢方薬の有効性の検討 

対象者 23 名のうち、介入群①（専門的口
腔ケアのみ）は 9 名、介入群②（専門的口腔
ケア＋大黄甘草湯）は 7 名、介入群③（専門
的口腔ケア＋半夏瀉心湯）は 7 名である。 



表１ 口腔粘膜炎の発症状況 

 

表 1 に示すように口腔粘膜炎を発症した者
は 14 名（未完遂者 5 名を含む）であった。
化学療法開始から 2 週目、3 週目にそのピー
クが認められ、好発部位は、下唇粘膜に最も
多く、次いで口角、口蓋、舌の順であった。
Grade 2以上となった症例は、5症例で、Grade3

は 1 症例のみであった。しかし、介入群①、
介入群②および介入群③の 3 群間において、
重症口腔粘膜炎発症での有意な差は認めら
れなかった。 

0 週から 2 週までは介入中止に至らずに全
ての対象者から細菌数のデータが得られた。
分散分析により大黄甘草湯では、総菌数、Fn

菌数および Cr 菌数において「期間」に主効
果が認められたことから、これらの細菌では
0 週～2 週までに細菌数が有意に減少してい
ると考えられた。更に Fn 菌数および Cr 菌数
では「漢方薬の有無×期間」において交互作
用が認められた（p<0.05）。 

 

図 7 菌別菌数の変化（大黄甘草湯） 

 

図 7 に示すように多重比較の結果からも、
大黄甘草湯は Fn 菌、Cr 菌の歯周病関連細菌
に作用し、専門的口腔ケア介入に加えてその
薬剤効果から観察期間中に有意に細菌数を
減少させることが示された。一方、半夏瀉心
湯では、Fn 菌数において「期間」に主効果が
認められたが、他の指標では有意な差は認め
られなかった。 

表 2 に示すように大黄甘草湯では、TCI, 
GI および PlI において「期間」に主効果が認
められたことから、0 週～2 週の観察期間で
舌苔、歯肉の炎症および歯垢が有意に減少し
ていると考えられた。更に GI では「漢方薬
の有無×期間」において交互作用が認められ
（p<0.05）、薬剤効果から観察期間中に有意に
歯肉の炎症を軽減する効果が示された。 

表 2 漢方薬別の各指標の分散分析表 

 

本研究において、漢方薬の薬剤効果による
口腔粘膜炎の発症予防への効果を認めるこ
とはできなかったが、専門的口腔ケア介入に
より重傷口腔粘膜炎発症の軽減に加え、口腔
総菌数、Fn 菌数および Cr 菌数の減少が認め
られた。また、大黄甘草湯は薬剤効果により
Fn 菌および Cr 菌に作用して有意に細菌数を
減少させ、歯肉の炎症を軽減した。本研究で
得られた知見は，がん化学療法患者への専門
的口腔ケアの有効性を示す基礎資料となり、
漢方薬を応用した口腔保健管理による同患
者への医療支援の可能性を示すものである。 
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