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研究成果の概要（和文）：口内炎に関するin vitroでの基礎的実験として、口腔粘膜細胞を7継代から8継代まで
細胞培養した。同培養細胞上にシロリムスを添加し、培養細胞の反応を観察した。その結果、細胞増殖の
doubling timeは0nMに比べ、10nMでは5倍に延長した。DNA合成能は20%程度低下した。形態は0nMでは紡錘形で大
きい細胞が多く、1nM 以上では小球形の細胞が増えた。核の面積はシロリムス0nMに比べ、10nMの方が有意に小
さかった。細胞の面積はシロリムス0nMに比べ、0.1nM、1nMならびに10nMの方が有意に小さかった。さらに
E-Cadherin の発現が抑制され、細胞間接着が脆弱になっていた。

研究成果の概要（英文）：As a basic experiment in vitro for sirolimus stomatitis, oral mucosal cells 
were cultured from 7 passages to 8 passages. Sirolimus was added onto the cultured cells, and the 
reaction of the cultured cells was observed. As a result, the doubling time of cell proliferation 
was prolonged by 5 times at 10 nM compared to 0 nM. The DNA synthesis ability decreased by about 20
%. The morphology was spindle-shaped and many large cells at 0 nM, and small spherical cells 
increased at 1 nM or more. The area of the nuclei was significantly smaller at 10 nM compared to 
sirolimus 0 nM. The area of the cells was significantly smaller at 0.1 nM, 1 nM and 10 nM compared 
to sirolimus 0 nM. Furthermore, the expression of E-Cadherin was suppressed, and cell-cell adhesion 
was weakened.

研究分野： 口腔外科学、生物統計学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らは、リンパ脈管筋腫症に対するmTOR阻害剤の日米加共同MILES試験の日本側代表として試験の成功に貢
献し、ついで安全性確立を目的とした医師主導治験を実施し、LAMに対する世界初の薬事承認に繋げた。その
後、結節性硬化症の血管線維腫に対する外用が承認された。現在、難治性リンパ管疾患、限局性皮質異形成II型
のてんかん発作、進行性骨化性線維異形成症に対する医師主導治験が進行中であり、益々適応拡大が予想され
る。mTOR阻害剤により高頻度に発症する有害事象の一つに口内炎があり、患者のQOLを著しく低下させている。
mTOR阻害剤による口内炎の発症機序の解明と治療・予防法の確立は喫緊の課題である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは、若年女性の希少難病であるリンパ脈管筋腫症に対する mTOR 阻害剤の日米加

共同 MILES 試験の日本側代表として試験の成功に貢献し、ついで安全性確立を目的とした医
師主導治験を実施し、LAM に対する世界初の薬事承認に繋げた。その後、結節性硬化症の血
管線維腫に対する外用が承認された。現在、難治性リンパ管疾患、限局性皮質異形成 II 型のて
んかん発作、進行性骨化性線維異形成症に対する医師主導治験が進行中であり、益々適応拡大
が予想される。mTOR 阻害剤により高頻度に発症する有害事象の一つに口内炎があり、患者の
QOL を著しく低下させている。しかし mTOR 阻害剤による口内炎の発症機序は不明であり、
有効な予防法も確立されていない。mTOR 阻害剤による口内炎の発症機序の解明と治療・予防
法の確立は喫緊の課題である。そこで、シロリムスによる口内炎発症の臨床的研究として、2012
年 6 月から 2014 年 7 月までの 2 年間にシロリムスが投与された 63 例を対象として、口内炎
の発症状況ならびにそのリスクファクターに関する分析を行った。その結果、63 例中、56 例
（88.9％）に口内炎が発症した。口内炎に関するリスクファクター分析により、服薬時のヘモ
グロビン濃度が低い症例ほど、口内炎の累積発症率が高かった。さらに、シロリムスの投与後、
貧血のタイプの指標である MCV（平均赤血球容積）と MCH（平均赤血球ヘモグロビン量）が
経時的に急速に減少したが、その際、最初の 3 ヵ月での MCV ならびに MCH の減少量が大き
い症例ほど、口内炎の累積発症率が高かった。 
 
２．研究の目的 

mTOR 阻害剤(分子標的薬)のシロリムスは、若年女性の希少難病であるリンパ脈管筋腫症
(略称 LAM)の治療薬(分担者ら、New Engl.J.Med. 2011)として、申請者らを中心に医師主導治
験が行われ、2014 年 7 月、世界で初めて薬事承認された。高頻度に発症する有害事象の一つ
に口内炎がある。それによりしばしば摂食・嚥下や会話等の機能が低下することがあり、投薬
の減量や中止を余儀なくされることもある。しかし mTOR 阻害剤による口内炎の発症機序は
不明であり、有効な予防法も確立されていない。そこで本研究では、mTOR 阻害剤による口
内炎の予防法を確立すべく、ヒト口腔粘膜上皮細胞の手法を応用して、mTOR 阻害剤による
口内炎発症機序の解明を目指したい。 
 
３．研究の方法 
mTOR 阻害剤による口内炎の臨床所見(＝アフタ性口内炎)は、従来の殺細胞性抗がん剤による

口内炎(＝潰瘍性口内炎)と異なるため、両者の発症機序も異なると考えられる。そこで本研究
では、以下の如くヒト口腔粘膜上皮細胞培養の技術を用いて、口腔上皮細胞ならびに粘膜にシ
ロリムスを作用させ、in vitro でヒト口腔粘膜上皮細胞の増殖能、分化能、細胞活性ならびに
粘膜の再上皮化に対する影響等を調べることにより、粘膜上皮細胞ならびに口腔粘膜における
反応を調べる。 
1)ヒト口腔粘膜上皮細胞の培養：新潟大学歯学部倫理委員会の承認のもと、同意の得られた

患者より口腔粘膜を採取し、無血清培地（EpiLife&reg）の存在下で口腔粘膜上皮細胞を培養し
た。 
2)シロリムス添加培地による口腔粘膜上皮細胞の培養 
3)細胞増殖能分析：リンパ脈管筋腫症におけるシロリムス有効トラフ血中濃度は、5-15ng/ml

とされているが、これは、5-15 nM にあたる。ほとんどは、赤血球中に分布しているので、実
際に患者の血漿中のシロリムス濃度は、数 10pM と思われる。 
4)形態的検索：培養した口腔粘膜上皮細胞の形態については位相差顕微鏡下ならびに光学顕

微鏡下で観察、画像化した。 
5)表面抗原検索：シロリムス非存在下および存在下で培養した口腔粘膜上皮細胞の Annexin

Ⅴや E-Cadherin の発現を調べる。 
 
４．研究成果 
口内炎に関する in vitro での基礎的実験として、口腔粘膜細胞を 7継代から 8継代まで細胞

培養した。同培養細胞上にシロリムスを添加し、培養細胞の反応を観察した。 
口腔粘膜細胞（8 から 9 継代したもの）を無血清培地中で培養し、そこにシロリムスを添加

して、４日目に生残率を MTT アッセイで調べたところ、IC50 はおよそ 0.2 pM であった。 
口腔粘膜細胞は、楕円形から紡錘形の付着細胞であるが、シロリムス存在下では小型紡錘形

細胞の割合が増加した。 
細胞増殖の doubling time は 0nM に比べ、10nM では 5倍に延長した。DNA 合成能は 20％程度

低下した。形態は 0nM では紡錘形で大きい細胞が多く、1nM 以上では小球形の細胞が増えた。 
核の面積はシロリムス 0nM に比べ、10nM の方が有意に小さかった。細胞の面積はシロリムス

0nM に比べ、0.1nM、1nM ならびに 10nM の方が有意に小さかった。 
シロリムスの濃度が高くなるにつれ、AnnexinⅤの発現が上昇した。すなわち、シロリムス濃

度の増加により、細胞死の割合が高くなっていた。さらに E-Cadherin の発現が抑制され、細
胞間接着が脆弱になっていた。 
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