
岡山大学・大学病院・医員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

若手研究

2020～2019

大量化学療法による口腔粘膜障害発症メカニズムの解明

Mechanism of oral mucositis caused by high-dose chemotherapy

７０８０３１８８研究者番号：

小林　優子（森川優子）（Morikawa, Yuko）

研究期間：

１９Ｋ１９２９４

年 月 日現在  ３   ５ ２９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植を施行する患児から唾液を採取し、PCR法を行ったところ移植後３か
月の口腔内細菌は移植前には歯周病原菌の存在が認められた。また、得られた唾液から齲蝕病原性細菌 
Streptococcus mutans を分離し、その病原性について検討したところ、S. mutans 株の齲蝕病原性は移植後３
か月までは低い状態であることがわかった。以上の結果から、移植後の患児の口腔内の状況は移植前と比較して
大きく変化していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Saliva samples were collected from children before and again three months 
after undergoing hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), and PCR analysis revealed the 
presence of multiple bacterial species in the oral cavity in the post-transplant period as compared 
to before HSCT. In addition, Streptococcus mutans organisms were isolated from those samples and 
their caries pathogenicity was investigated, which showed a low level up to three months following 
transplantation. These results suggested that HSCT leads to a drastic change in oral condition. 

研究分野： 小児歯科

キーワード： 小児がん　大量化学療法　Streptococcus mutans

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大量化学療法による全身状態の変化や長期にわたる抗生剤の投与によって口腔内の状況が変化し、口腔内細菌叢
が変化したと考えられる。このことから、口腔粘膜障害はこの変化によって引き起こされていると考えられる。
また、移植後の口腔内の状態は移植直前直後よりもう蝕や歯周疾患のリスクが高くなっている可能性が高いこと
が示された。このことから、大量化学療法後は長期的な口腔内管理が必要であることが明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

小児がん患者では、治療に用いる抗がん剤を含む大量化学療法によって免疫能が低下

し、 口腔内に口内炎、潰瘍や水泡が生じるとともに、舌苔や乾燥が生じることによっ

て口腔粘膜障害が 多発することが知られている。これらは口腔内環境の変化により、

口腔細菌叢の変化や細菌 の病原性自体にも変化が生じている可能性が考えられている。 

口腔細菌叢を形成する細菌のうち、グラム陽性細菌の代表的なものとしては、齲蝕の

主要な病原細菌である Streptococcus mutans が挙げられる。口腔内は温度変化、唾液

分泌量、唾液 pH、生活習慣、外来物質の侵入などの因子により環境が大きく変化する。

S. mutansの最大の特徴としては、過酷な口腔内の環境に速やかに対応するための機能
を有していることである。その中で、ABC トランスポーターをはじめとする膜タンパ

クの働きによって、菌にとって必要な栄養素を取り込むとともに不要なものを排出する

ことで、強固なバイフォイルムを作り出すことができる。成熟したバイオフィルムは抗

菌物質に対して抵抗性を示し、宿主の防御機構を破壊するようになる。そのため、バイ

オフィルム形成に関連する ABCトランスポーターの存在は、菌が病原性を発揮する上

で重要なものである。さらに、口腔内細菌がこのような様々な環境の変化に曝露された

際に、膜タンパクは環境変化によるストレスに応答し、その発現動態を変化させること

が報告されている。このような種々のストレスによる生育条件の悪化に対するストレス

応答システムは、細菌において特に重要な防御機構として考えられている。図 1に示す

ように、ABC トランスポーター

は、細菌からヒトに至るさまざま

な生物種に普遍的に存在する。そ

のため、様々な口腔細菌において

も S. mutansと同様に ABCトラ

ンスポーターが存在し、細菌の生

存に関与していると考えられる。

口腔細菌の種類としては、歯周病

の発症に関連する歯周病原細菌や唾液、舌、頬粘膜、歯肉より分離されることが報告さ

れている乳酸桿菌などが挙げられる。これらの細菌も同様に固有の ABCトランスポー

ターを有しており、S. mutansの ABCトランスポーターと同様に、細菌にとって必要

な栄養素を取り込むとともに不要なものを排出しバイオフィルムを形成することが知

られ ている。しかしながら、小児がん患者の口腔内では、想定されないレベルでの環

境の変化が 起きており、これらの膜タンパクの発現動態も変化している可能性が大い

に考えられる。そこで我々は大量化学療法を行う小児患者における口腔粘膜障害に関連

する口腔細菌において、ABC トランスポーターをはじめとする膜タンパクの発現動態

はどのように関連しているのかについて検討した。 
 
２．研究の目的 



乳幼児期に発症した小児がん患者における抗がん剤による化学療法は、その侵襲が大

きいため治療が終了した後も全身的に様々な問題が起こる 。そのため、治療後の小児

患者の QOLが低く長期的なフォローアップが問題となっている。口腔内においても免

疫能低下による歯肉炎などの口腔内の炎症が一旦消退しても、口腔内衛生状態が悪く、

重篤な齲蝕や歯周疾患に罹患している患者が多い。これは、化学療法により免疫能が低

下することによる口腔内環境の変化が口腔細菌叢に変化をもたらせている可能性があ

る。また、それに伴い細菌叢を形成する口腔レンサ球菌の表層タンパク自体が変異して

いる可能性も示唆される。しかしながら、その細菌叢を構成する細菌の種類あるいは病

原性についてこれまで報告 はされていない。本研究の目的は、化学療法を行う小児患

者における口腔粘膜障害の原因の特定につながる知見を得ることである。 
 
３．研究の⽅法 
（１）各ステージにおけるプラークおよび唾液サンプルの採取   
 岡⼭⼤学病院⼩児⻭科を受診した⼩児がん患者で化学療法をうける予定の患者の
保護者に研究内容を説明し同意を得られた対象において、齲蝕および⻭周疾患に関す
る詳細な診査を⾏い、唾液を採取する。その後、移植後約１か⽉および３か⽉時に、
移植前と同様に⼝腔内診査および唾液の採取を⾏う。その際、造⾎幹細胞移植の有無、
免疫抑制剤、放射射線治療についてのデータを同時に収集する。 
（２）Polymerase Chain Reaction (PCR) 法による各サンプル中に含まれる⼝腔細菌
種の検出 
 得られたプラークおよび唾液から、通法に従って細菌 DNA を抽出する。得られた
細菌 DNA を⽤いて、⼝腔内細菌における特異的なプライマーを⽤いた PCR 法にて、
サンプル中に含まれる⼝腔レンサ球菌種の検出を⾏う。 
（３）Semiquantitive-PCR 法による菌の定量 
 リアルタイム PCR 法を⽤いて、それぞれのサンプルに含まれる各菌の定量を⾏う。 
（４）プラークサンプルからの菌の分離・培養  
 プラークサンプルを⼝腔レンサ球菌の分離には、Mitis-Salivarius 寒天培地を、乳酸
菌および⻭周病原性細菌の分離には、⾎液寒天培地⽤いて、直接播種した後、それぞ
れ培養を⾏う。得られたコロニーを適した液体培地にて培養後-80℃で保存する。 
（５） 各ステージで分離したミュータンスレンサ球菌の病原性の検討 
①培養菌体のスクロース依存性平滑⾯付着能 
 供試菌を 1 ％スクロース含有 BHI 培地に播種し、試験管を⽔平⾯から 30 °に傾け
て 37 ℃、18 時間静置培養する。培養後、ボルテックスミキサーで 3秒間撹拌し付着
していない菌体の濁度を測定し、培養試験管に強固に付着した菌体の濁度との⽐率を
算出する。 
②バイオフィルム形成量の検討 
 あらかじめ培養した供試菌を 1 / 100 量になるように Todd-Hewitt (TH) 液体培地
に播種し、96 ⽳細胞培養⽤マイクロテストプレートの各ウェルに 100 μl ずつ分注
した後、37℃で 2 ⽇間嫌気下で培養する。培養後、1％クリスタルバイオレット溶液
にて染⾊を⾏い、洗浄後、エタノールで固定し、吸光度 570 nm で測定する。 
 



４．研究成果 
小児がん患者において抗がん剤等の

大量化学療法を受けた小児において、口

腔内環境が変化し重度の齲蝕や歯肉炎

が起こることがすでに知られている。ま

た、同時に大量化学療法を受けている小

児においては、免疫機能の低下から著し

く歯肉の状態が悪化していることが考

えられる。このような患者では、齲蝕お

よび歯肉炎発症に関わる菌およびその菌

の生育環境も大きく変わっている可能性

が高く、その細菌叢は健常の小児のもの

とは大きく異なると思われる。本研究で

は岡山大学病院小児科を受診中で保護者

の同意が得られた患児１１名（表１）

より唾液を採取し、それらから細菌

DNA を抽出した。得られた DNA を鋳型として、各口腔内細菌（表２）の特異的プライマ

ーを用いて PCR 法を行い菌の同定を行った。サンプルとして、化学療法開始１か月前およ

び開始後約１、３か月後に唾液を採取した。結果として、口腔レンサ球菌の検出率は移植 1

か月前と比較して移植 1 か月後で低下した。また、移植 3 か月後のサンプルでは、1 か月後

と比較して 6 種類すべての口腔レンサ球菌において検出率が増加した。同様に移植 3 か月

後のサンプルでは、1 か月後と比較して歯周病原菌の 10 種類中 6 種類において検出率が増

加した。口腔レンサ球菌と歯周病原細菌のいずれも移植 1 か月前と比較して 3 種類以上の

細菌を有する患児の割合が増加した。（図 2）

口腔内細菌の分布においては口腔レンサ球

菌、歯周病原細菌の両方を有する患児は移植

1 か月前では約 55%であったが移植 1 か月後

に約 18%に低下し、3 か月後に約 82% に増

加した。移植 1 か月後と移植 3 か月後におけ

る検出菌数を比較した場合、移植 3 か月後に

菌数が増加した患児の割合は、口腔レンサ球

菌では 90%、ミュータンスレンサ球菌では

73%であった。 

また、得られた唾液から齲蝕病原性細菌 

Streptococcus mutans を分離し、その病原性について検討した。開始１か月前のサンプル

からは S. mutans は分離できなかった。標準株として日本人小児由来の S. mutans 

MT8148 株をコントロール株として用いて、患児より分離された S. mutans 株のバイオフ

＜表 1 症例＞ 

＜表 2 口腔レンサ球菌と歯周病原細菌＞ 



ィルム形成能の比較を行った。移植後

１か月後、移植３か月後の唾液から分

離された S. mutans 株は、MT8148 株

と比較するとバイオフィルム形成量の

有意な低下が認められた。一方移植１

か月後と３か月後の間には有意な差は

認められなかった。（図 3）さらにスク

ロース依存性平滑面付着の比較におい

てはバイオフィルム形成能と同様に

MT8148 株と比較すると移植後１か月

後、移植３か月後の S. mutans 株で

は、ともに有意なバイオフィルム形成

能の低下が認められたが、移植１か月

後と３か月後の間には有意な差は認

められなかった。（図 4） 

通常、健康な小児では歯周病原細菌

は検出されないが、化学療法を施行さ

れている患児の口腔内からは歯周病

原細菌が検出された。また移植後の口

腔内細菌は多菌種の存在が認められ

た。これは全身状態の変化や長期にわたる抗生剤の投与によって口腔内の状況も変化し、口

腔内細菌叢が変化したと考えられる。以上の結果より、移植後 3 ヶ月後の口腔内の状態は

移植直前直後よりもう蝕や歯周疾患のリスクが高くなっていると考えられる。しかしなが

ら、今回実験に供試した患児のサンプルにおける S. mutans 株の齲蝕病原性は移植後３か

月までは低い状態であることがわかった。今後は他の症例から分離された菌の性状を検討

していくと同時に、バイオフィルム形成に関連する膜タンパクの変化について検討するこ

とにより齲蝕病原性低下のメカニズムを追究する予定である。 
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