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研究成果の概要（和文）：  口腔粘膜上皮細胞に5FU刺激することにより炎症性サイトカインの発現が増大し
た。さらにβ-cryの添加により5FU刺激による炎症性サイトカイン発現レベルの増大が抑制された。これよりβ
-cryは口腔粘膜上皮細胞に対して抗炎症効果を有しており、粘膜炎に対する治療薬となる可能性が示唆された。
5FUで生じる口腔粘膜上皮の炎症に対して、β-cryは抗炎症作用を有する可能性が判明した。これにより、天然
食物に多く含まれる、安全性の高いβ-cryはがん化学療法で生じる口腔粘膜炎の新たな治療法となりうる可能性
がある。 

研究成果の概要（英文）： The expressions of inflammatory cytokines in the cells of oral mucosa 
stimulated by 5FU were increased. In additon of β-cry, the increase of inflammatory cytokines by 
the stimulation of 5FU was suppressed. The results shows that β-cry may have anti-inflammatory 
effects on the oral mucosa, may be usable as therapeutic agent for inflammatory diseases in the oral
 mucosa. the working mechanism of the increase of inflammatory cytokines was an activation of ERK 
that participates in signal transduction in the cells stimulated by 5FU. In additon of β-cry, the 
activation of ERK was suppressed and we think that results in the suppression of inflammatory 
cytokines.　Beta-cry may have anti-inflammatory effects on the oral mucosa. Thus,  β-cry may have 
anti-inflammatory effects on the oral mucosa. Thus, β-cry derived from natural food may serve as a 
safe therapeutic agent for inflammatory diseases in the oral mucosa. 

研究分野： 歯科口腔科学

キーワード： 粘膜炎　カルテノイド

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 日本人の死亡原因第１位であるがんをは
じめとした疾病に対する周術期の口腔機能
管理は、重要であることが知られている。こ
の際、しばしば遭遇し治療に難渋するのが口
腔粘膜炎である。薬剤性の口腔粘膜炎は、口
腔粘膜に対し化学療法で用いられる抗悪性
腫瘍剤によって生じる白血球数の減少が局
所感染を引き起こすこと（炎症作用）や活性
酸素が酸化ストレスを与えること（酸化作
用）で発症する。海外では、薬剤性の口腔粘
膜炎の治療に際し、病悩期間の短縮や重症度
を低下させる薬剤や活性酸素による細胞破
壊の予防薬が存在する。このような薬剤は、
日本では未承認であり、酸化ストレスを除去
する含嗽剤や苦みの強い薬剤が存在する。こ
れらは、口腔粘膜炎が発症してからの効果が
無く、現状では局所の汚染除去や保湿剤によ
る対処療法が中心となっている。これらは、
口腔粘膜炎が発症してからの効果が無く、現
状では局所の汚染除去や保湿剤による対処
療法が中心となっている。 
 -クリプトキサンチン（-cryptoxanthin 
以下、-cry）は、温州みかんに豊富に含有さ
れているカロテノイドで、日本人における血
中濃度が外国人と比較して高いことが知ら
れている。 
 これまでに口腔内細菌やメカニカルスト
レスに対して-cry が抗炎症効果を有し、口
腔内細菌が引き起こす歯肉線維芽細胞の炎
症反応は、-cry によってコントロール（予
防や治療効果）が可能との報告がある。 
 
２．研究の目的 
 -cry を用いて抗悪性腫瘍剤に対する口腔
由来細胞の影響を検討することならびに口
腔粘膜炎に対する重症化のリスクファクタ
ーである口腔内細菌の影響を検討すること、
さらには、マウス口腔粘膜炎モデルに対する
-cry の影響を検討することから、-cry の薬
剤性口腔粘膜炎に対する予防・治療薬として
の可能性を検討すること 
 
３．研究の方法 
 （1）-cry は, Uchiyama らの報告に従い,
最終濃度を 1×10-7mol/l に調整した. 歯周
病原菌は，偏性嫌気性グラム陰性桿菌
P.gingivalis ATCC 33277 を使用し， 5％羊
血寒天培地(ニッスイ,東京) 上で嫌気培養，
1×107CFU/ml に調整した． 
（2）実験にはヒト口腔粘膜上皮細胞（以下、
HO-1-N-1）を用いた。HO-1-N-1を 10%FBS/DMEM
で満たしたプレートに播種し、コンフルエン
トに達した後に、1μg/ml P. gingivalis 由
来 LPS で 刺 激 し た 。 ま た 、 -cry は 
DEMSO(dimethyl sulfoxide)を用いて溶解し
1×10-7 M に調整し用いた。 
 （実験１）P. gingivalis 由来 LPS で刺激
後に-cry を添加した群を LPS+-cry 群とし
た。また、HO-1-N-1 に対して P. gingivalis 

LPS 刺激のみの群を LPS 刺激群、刺激をして
いない群をコントロール群とした。 
 次に、炎症性サイトカインであるインター
ロイキン（以下、IL）-1、IL-6、IL-8、腫
瘍壊死因子（以下、TNF）-αについて、real 
time PCR 法を用い遺伝子発現を解析した。
HO-1-N-1 の細胞形態は、位相差顕微鏡を用い
てコントロール群・-cry群・LPS群・LPS+-cry
群の形態学的変化について鏡検を行い、検討
を加えた。 
 β-cry(1×10-7 M)を添加した。24 時間後 
Porphyromonas gingivalis 由来 LPS (100μ
g/ml)で刺激し、さらに 24 時間後培養上清を
回収した。細胞は PBS で洗浄後、Lysis Buffer
で溶解し、細胞溶解液を抽出した。培養上清
中の炎症性サイトカイン IL-1β、IL-6、IL-8、
TNF-αを CBAシステムによりタンパク量を定
量した。次に、細胞溶解液中の、リン酸化タ
ンパク（ERK・JNK）の濃度を CBA システムで
定量した。これらの解析はフローサイトメト
リー CantoⅡを使用した。 
 
（実験 2）５フルオロウラシル（以下、5FU）
で刺激後に-cry を添加した群を 5FU +-cry
群とした。また、HO-1-N-1 に対して 5FU 刺激
のみの群を 5FU 刺激群、刺激をしていない群
をコントロール群とした。 
 次に、炎症性サイトカインであるインター
ロイキン（以下、IL）-1、IL-6、IL-8、腫
瘍壊死因子（以下、TNF）-αについて、real 
time PCR 法を用い遺伝子発現を解析した。
HO-1-N-1 の細胞形態は、位相差顕微鏡を用い
てコントロール群・-cry 群・5FU 群・5FU 
+-cry群の形態学的変化について鏡検を行い、
検討を加えた。 
 β-cry(1×10-7 M)を添加した。24 時間後 
5FU で刺激し、さらに 24時間後培養上清を回
収した。細胞は PBS で洗浄後、Lysis Buffer
で溶解し、細胞溶解液を抽出した。培養上清
中の炎症性サイトカイン IL-1β、IL-6、IL-8、
TNF-αを CBAシステムによりタンパク量を定
量した。次に、細胞溶解液中の、リン酸化タ
ンパク（ERK・JNK）の濃度を CBA システムで
定量した。これらの解析はフローサイトメト
リー CantoⅡを使用した。 
 
４．研究成果 
（実験１） 
 Real-time RT-PCR において LPS 群が
control 群に比べ IL-1・IL-6・TNF-a mRNA
発現が増加した。b-cry 添加により LPS 群に
比べ、IL-1・IL-6・TNF-a mRNA 発現が減少
した（図１）。ELISA において LPS群が control
群に比べ IL-8 の産生量が増加した。b-cry 添
加によりが LPS 群に比べ、IL-6・IL-8 産生量
が減少した（図 2）。CBA により、LPS 刺激に
よる細胞内シグナル伝達に関与する MAPK タ
ンパクのリン酸化したタンパクの量を測定
ました。LPS 刺激により ERK のリン酸化を促
進した。また、β-cry の添加はは LPS 刺激に



よる ERK のリン酸化を抑制した（図 3）。 こ
れより -cryは口腔粘膜上皮細胞に対して抗
炎症効果を有しており、粘膜炎に対する治療
薬となる可能性が示唆された。 
 さらに作用機序として、P. gingivalis 由
来 LPS 刺激による細胞内シグナル伝達に関
与するERKの活性化により炎症性サイトカイ
ンの産生が増強された。加えて、β-cry の
添加により、ERK の活性化を阻害する事で、
炎症性サイトカインの産生を抑制したと考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 1.  P. gingivalis LPS に対するヒト粘

膜上皮細胞の炎症性サイトカイン発現 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. P. gingivalis LPS に対するヒト粘膜
上皮細胞の炎症性サイトカインの産生量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.  P. gingivalis LPS に対するヒト粘
膜上皮細胞の細胞内シグナル伝達 

（実験 2） 
 Real-time RT-PCR において 5FU 群が
control 群に比べ IL-1・IL-6・TNF-a mRNA
発現が増加した（図 4）。b-cry 添加により 5FU
群に比べ、IL-1・IL-6・TNF-a mRNA 発現が
減少した。ELISA において 5FU 群が control
群に比べ IL-8 の産生量が増加した。b-cry 添
加によりが LPS 群に比べ、IL-6・IL-8 産生量
が減少した（図 5）。CBA により、LPS 刺激に
よる細胞内シグナル伝達に関与する MAPK タ
ンパクのリン酸化したタンパクの量を測定
ました。LPS 刺激により ERK のリン酸化を促
進した。また、β-cry の添加はは LPS 刺激に
よる ERK のリン酸化を抑制した（図 6）。 こ
れより -cryは口腔粘膜上皮細胞に対して抗
炎症効果を有しており、粘膜炎に対する治療
薬となる可能性が示唆された。 
 さらに作用機序として、P. gingivalis 由
来 LPS 刺激による細胞内シグナル伝達に関
与するERKの活性化により炎症性サイトカイ
ンの産生が増強された。加えて、β-cry の
添加により、ERK の活性化を阻害する事で、
炎症性サイトカインの産生を抑制したと考
えられた。 
 5FU で生じる口腔粘膜上皮の炎症に対し
て、β-ｃｒｙは抗炎症作用を有する可能性
が判明した。これにより、天然食物に多く
含まれる、安全性の高い β-ｃｒｙはがん
化学療法で生じる口腔粘膜炎の新たな治療
法となりうる可能性がある。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 4.  5FU に対するヒト粘膜上皮細胞の炎

症性サイトカイン発現 
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図 5.  5FU に対するヒト粘膜上皮細胞の炎

症性サイトカインの産生量 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.  5FU に対するヒト粘膜上皮細胞の細
胞内シグナル伝達 
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