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研究成果の概要（和文）： 

アフタ発症のメカニズムは未だ不明な点が多く，診断はもっぱら現病歴や臨床所見に基づい
たものでしかない．それゆえに根拠となる客観的な指針がないのが現状である．治療法におい
ても根本的な方法は確立されておらず，現時点では対症的な方法にとどまっている．本研究で
はアフタ性口内炎の要因として挙げられるストレス，免疫機構の関わりについて探求を試みた．
唾液中のストレスマーカーを測定した結果，口内炎ができやすいと感じる体質の程度によって
変動する可能性が示唆された．糖質コルチコイド(GC)に呼応して免疫細胞の時計遺伝子が誘導
性に発現することや，γδT 細胞の免疫応答能を有する可能性が示唆された．またサーカディ
アンリズムにはストレスシグナルが直接影響していることが示された．以上より，アフタ発症
にはストレスに起因する GC の変動やサーカディアンリズムの異常が関わっている可能性が考
えられた． 
 

研究成果の概要（英文）： 
The mechanism of onset of aphtha has not been well-elucidated, and diagnosis of aphtha 

is based entirely on current medical history and clinical findings. As a result, no 
objective guidelines that serve as the basis of diagnosis are currently available. No 
fundamental treatments have been established, and only palliative care is given at present. 
In the present study, we investigated the roles of stress and immune mechanisms, which 
are known to be causes of aphthous stomatitis. Measurement of salivary stress markers 
revealed the possibility that these markers vary depending on the sensitivity of the 
individual to stomatitis. The results indicated the possibility that clock genes in 
immunocytes are inducibly expressed in response to glucocorticoids (GC), and that T 
cells have immunocompetence. In addition, the circadian rhythm was found to be directly 
influenced by stress signals. The above findings suggest that onset of aphtha may be 
related to variations in GC caused by stress and abnormalities in circadian rhythm. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 

 
 
[糖質コルチコイド：概日リズム調節機構とス
トレス応答に関する背景] 
日常の診療においてアフタ有病患者に遭遇す
るとき，程度の差はあるものの，不規則な生
活習慣や仕事上での疲労・不安感，睡眠不足
といった心的ストレスを背景に抱えている方
が多いことをわれわれはしばしば経験する．
文献的にもアフタとストレス要因との因果関
係を指摘する報告は散見される（Miller MF. 
et al. 1977，Chiappelli F. et al. 2004）．
ストレス時の生体防御反応の中心的な役割を
果たすのが糖質コルチコイド（GC）である．
GC は副腎皮質より産生される他，鉱質コルチ
コイドやアンドロゲンも産生され，電解質，
血圧，糖代謝の調節にも関与している．コル
チゾールの分泌量として，ヒトでは 1日あた
りおよそ 10mgとされるが，ストレス時には尐
なくとも 10 倍以上の分泌量に増大する
(Schimmer BP. et al. 1996；Degroot LJ. et 
al. 2005)．ストレス時の分泌は視床下部
(CRH:corticotropin-releasing hormone)―
下垂体前葉細胞(ACTH：adrenocorcotrophic 
hormone)の
HPA(hypothalamic-pituitary-adrenal)-axis
系によって制御されるが，生理的分泌は振幅
を伴う概日リズムによって変動していること
が知られている（Takahashi JS. et al. 2001）．
リズムの位相は，ヒトでは起床時にピークを
示し，反対に夜行性のマウスでは完全に逆相
位であることが知られている（Keenan DM. et 
al. 2004）．リズムを発振する中枢の制御系は
視床下部視交叉上核(suprachiasmatic 
nucleus: SCN)といわれ，時計遺伝子といわれ
る因子によってネガティブフィードバック機
構で調節されている(Kriegsfeld LJ. Et al. 
2002）． SCN からのサーカディアンシグナル
は脊髄交感神経節前ニューロンの神経支配に
よって副腎皮質ホルモンを調節することが最
近の研究で明らかになってきており(Ishida 
A. et al. 2005），GCが末梢細胞に時を伝え
るメッセンジャーとしての役割を担っている
と考えられる．つまり，SCN－交感神経という
中枢性のリズム制御系が副腎皮質ホルモン情
報へと変換され，全身の細胞にリズム入力シ
グナルを伝えるという伝達経路が存在すると
考えられる．最近，時計遺伝子ｍPeriod（Per）
1のプロモーターに GC応答領域(GRE）があり，
GREを介してｍPer1の転写が制御されている
ことが明らかとなった(Koyanagi S. et 

al.2006）．また，合成ステロイド剤を末梢臓
器の初代培養系や細胞株に用いた実験で，投
与によってリズム発振が誘導されることや，
副腎皮質ホルモンの生体への連続投与で行動
リズムが撹乱されるなど，GC がリズム調節を
末梢臓器に伝えるメッセンジャーとしての作
用があることが分子レベルで明らかにされて
きている． 
 
２． 研究の目的 
 ストレスや口内炎体質が GC シグナル系に
応答するのか，またサーカディアンシグナル
系に直接影響を及ぼすのかを明らかにするた
め，以下の検討を行った． 
 
(1)アフタ患者群，健常群における唾液中スト

レスマーカーを測定し，変動の相違を明
らかにする． 

(2)アフタに関与する粘膜免疫系細胞におけ
る時計遺伝子 per1,2 の発現に対する CG
の影響を検討する． 

(3)免疫不全マウスモデルに細胞移植，GC 処
理を行なうことで，γδＴ細胞の免疫応
答能の相違について検討する． 

(4)リズム異常を持つ mPer2 ノックアウトマ
ウスを入手し，ステロイド処理によるγ
δＴ 細胞の活性化変動の相違を比較検
討する． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1)看護学生の唾液中ストレスマーカーを 
用いた口内炎体質の測定調査 

今回われわれは埻玉医科大学の看護学校生
60 名に対して，研究の目的を説明し同意を得
たうえで唾液を採取し，ストレスマーカーと
されるコルチゾール，クロモグラニン A，お
よび分泌型 IgA を測定し，口内炎のできやす
さによる体質別の測定調査を行った．EIA法
を用いた唾液中のコルチゾール測定は，
cortisol-binding globulin によって干渉す
る血漿測定よりも HPA-axis のコルチゾール
活性をより反映しているとの報告がなされた
ことから(WS. Gozansky et al., 2005），この
方法を用いた．コルチゾールの分泌量は起床
時前後に最も高く，午前中には減尐し，午後
に安定するというサーカディアンリズムをも
つことが知られている．クロモグラニン A，



および分泌型 IgAも同様にして ELISA 法に測
定した．唾液は採取 5分以内の飲水および 30
分以内の歯磨きを制限し，食事前のものとし
た．また必要量を排出できない者に対しては
測定に影響しないガムを咀嚼してもらい採取
した．女性の口紅は落としてもらった．採取
後，-20℃での凍結および融解後，1500ｇｘ15
分遠心しムチンを沈殿させ，上精を‐80℃で
保存し測定は全サンプルを同時に行なった． 
 60名の学生は事前のアンケートにより口
内炎に 1）できにくい人，2）たまにできる人，
3）よくできる人の体質別に振り分けた．また，
現在口内炎がある人，ない人についても別途
記入してもらった．これらの内訳により上記
マーカーの測定値について検討を加えた． 
(2)リンパ球系細胞を用いた糖質コルチコイ
ドによる時計遺伝子 per1,2 の発現応答の検
討 
アフタをもたらす粘膜上皮において重要な

役割をもつのが免疫系細胞であり，その作用
がアフタ発症に深く関わっていることが考え
られる．そこでマウス由来のマクロファージ
細胞株を用いて，デキサメタゾンを処理する
ことにより継時的な時計遺伝子 per1,2 の発
現応答を検討した．発現は RT-PCR を用いて半
定量的な測定により検討した． 
(3)ヒト末梢血単核細胞(hPBMCs)の単離なら
びに免疫不全マウスへの移植 
hPBMCsはヘパリン Naまたは EDTA入りの採

血管(BD Vacutainer)を使用してボランティ
アの健常人全血から，Ficoll-Hypaque 比重遠
心法によって分離し，単離した. 

免疫不全マウスにはチャールズ・リバー社
から入手可能な NOD.CB17-Prkdcscid/J mice を
用いた．本系統は補体活性の欠損，骨髄球分
化および抗原提示機能の欠損，低 NK細胞活性，
放射性抵抗性を呈することを特徴とする．免
疫応答可能な T，B細胞を欠損していることか
ら，ヒト細胞による細胞移植に適していると
されている．細胞移植は腹腔内より注入した． 
(4)移植マウスでのプレドニゾロン(PSL) 処
理による脾臓内ヒトγδＴ細胞の測定 
hPBMCs を腹腔内に移植した．これに 21 日

間徐放性ペレットである PSL(1.5mg)もしく
は Placebo(1.5mg)を皮下へ埋入し,ペレット
が吸収される 3週目で下顎骨膜下に LPS(10μ
g)を局注し 4週目で脾臓を採取した．ヒトγ
δＴ細胞はフローサイトメトリーにより定量
した． 
(5)Per2ノックアウトマウスを用いたコルチ
ゾン Aの測定 

サーカディアンリズムを制御する時計遺伝
子が GCの動態に直接影響を及ぼすのかを検
証するため，最もリズム異常の表現型が顕著
とされる per2ノックアウトマウス(KO)を入
手し，血中コルチゾン Aの動態を測定した．
WT 群と KO群にそれぞれ PSL をⅣと同様に処

理し，同時に骨への影響を考慮し，ビスフォ
スフォネート製剤(ゾメタ；ノバルティスファ
ーマ)を週 1 回投与のうえ，4 週目に血液を採
取した．測定は ELISA 法を用いた． 

 
 

４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

(1)看護学生 60 名(平均年齢 20.89±3.7 歳)
の内訳は男 8 名(平均年齢 21.6±4.3 歳），女
52 名（平均年齢 20.78±2.6 歳）であった．
口内炎は 7名(12％)に認められ，男 25％，女
9.6％と男性に多い傾向であった． 

 
 
 
 
 
 
 

体質別にみると，70％の方が“できる”と答
え，たまにできる人が 62％と多かった．男女
別にみても同様の傾向であった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     １；口内炎なし，2；口内炎あり 

 
    
    1; 口内炎なし,  2;口内炎あり 



ストレスマーカーの測定では，全体でいずれ
も口内炎がある人に高値の傾向であったが，
男女別にみると相反する傾向がみられた．統
計的有意差は得られなかった．母集団が尐な
いことが原因と思われた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1；できにくい，2；たまにできる，3；よくできる 

 
クロモグラニン Aではできやすさに相関して
低値の傾向を示したが，男女別では異なるパ
ターンであった．分泌型 IgA は“たまにでき
る群”で比較的高値の傾向を示した．口腔免
疫能を反映していることから，興味深いパタ
ーンであった．コルチゾールは検出限界以下
の値を含むため，いずれも傾向を示すのみで
あるが，男女別では相反するパターンを示し
た．全体ではよくできる人に高値の傾向であ
った．統計的有意差はいずれもなかったが，
体質として口内炎ができやすいと感じる人に
一定の特徴が示唆される結果であった．今回
サンプリングした母集団が尐数であったため，
今後は人数を増やし，さらなる検討を進めて
いきたい． 
まとめ；口内炎有病者には唾液中ストレスマ
ーカーが高値傾向を示した．口内炎ができや
すい人ほどクロモグラニン A が低い傾向が，
またコルチゾールが高い傾向があった．分泌
型 IgA は口内炎が強くできやすいと感じる人
に比較し，軽い人には高い傾向があった． 
 
 
 
 
 
 

(2) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

マクロファージ系の細胞株である RAW細胞お
よび C7 細胞を用いた、in vitro の系におい
て、デキサメタゾンを処理した後、4 時間毎
にRNAを回収し24時間の連続サンプリングを
行ったところ，未処理群と比較して時計遺伝
子 per1,2 の発現がいずれも誘導性に上昇し
た．このことはストレス時に誘導される
HPA-axis 系の GC が，生理的サーカディアン
リズムを制御する時計遺伝子 per1,2 の発現
に応答し，末梢の免疫系細胞においてもいわ
ゆるリズムのリセット機能に関与することが
示唆された． 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
   
 
 
 

 
(3)マウス免疫細胞が GCに応答して時計遺伝
子の発現を誘導することは示されたが，ヒト
免疫系細胞において in vivo で応答するかを
検証するために移植実験を試みた．hPBMCs は
GC の投与により，脾臓内での γδTCR 発現細
胞の増加傾向が示された．統計学的有意差は
得られなかった．さらなる検討を行う必要が
あるが，γδT細胞が GCによって粘膜上皮系
の免疫機構に応答する可能性が示唆された． 
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(4)生理的サーカディアンリズム制御系とス
トレス応答の HPA-axis 系との関連を検証す
るため per2 ノックアウトマウスを用いて，
PSL 投与でのコルチゾン A の血中濃度を比較
した．Per2 KO マウスでは優位にコルチゾン A
の低下を認めた．時計遺伝子 per2が欠失する
ことで GC に応答する発現が誘導されないこ
とから，リズムを制御するフィードバック機
構に影響することが示唆された．このことは，
ストレスシグナルがサーカディアンリズムに
直接作用し，生理的状態に影響を及ぼすこと
を意味するものと思われる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結語；本研究では口内炎のできやすい体質の
程度によりストレスマーカーが変動している
可能性が示唆された．ストレスに呼応して免
疫細胞の時計遺伝子が応答すること，また生
理的サーカディアンリズムにストレスシグナ
ルが直接影響していることが示された． 
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