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研究成果の概要（和文）：日常臨床では、口腔カンジダ症や口腔扁平苔癬などの難治性症例に遭遇する。このような症
例では、口腔内における局所免疫系の破綻・ゆがみ、つまり免疫系の構成細胞の割合の変化がおきているのではないか
と着想し、唾液中の免疫細胞の構成割合をフローサイトメトリーを用いて重点的に解析した。唾液と血液を蛍光抗体(F
ITC-CD3、APC-CD4、PE-CD45)で染色し、実際の構成細胞の割合をフローサイトメトリーで解析したFSC-SSC分画のgate
においてCD45陽性細胞が検出された。そのうち、2重染色により唾液中のCD45(+)CD3(+)、CD45(+)CD4(+)が検出可能で
あることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Objective: Confirmation of a flow cytometry-based method for the determination of 
major leucocyte subsets such as leukocyte, monocytes, T cells and B cells in stimulated whole human 
saliva (SWS). Study Design: Salivary leucocyte subsets were determined by three-colour flow cytometry 
(Aria-Ⅱ) in five healthy volunteers . Comparison of leucocyte subsets between saliva and whole blood was 
also performed. It was observed that mononuclear cells were the predominant cells in the saliva. 
Proportions of CD45 positive cells in psWHS. Most of CD45 positive cells belongs to lymphocyte fraction 
in FSC-SSC plot. When calculated as a percentage of all CD45+ events in saliva, the most frequent were Th 
cells (CD4+), T cells (CD3+).
Flow cytometry can be used as non-invasive and reproducible method for the analysis of leucocyte subsets 
in human saliva. Further investigation of pathological conditions such as oral candidiasis and lichen 
planus and other conditions .
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１．研究開始当初の背景 
唾液は非侵襲的かつ簡便に繰り返し
採取が行えるというメリットがある。
近年唾液中の物質を口腔粘膜疾患の
診断、経時的な病態の把握に用いよう
とする試みが始まっている。しかし、
唾液中のリンパ球、マクロファージ、
顆粒球、NKキラー細胞などの免疫細
胞の構成割合を解析し、病因解明、診
断や治療に活かしている報告は少な
い。 
 日常臨床では、口腔カンジダ症、口
腔扁平苔癬、慢性再発性アフタにおけ
る難治性症例に遭遇する。これらの疾
患においては免疫系の異常が報告さ
れているが、実際の局所における免疫
細胞の構成割合についての詳細は分
かっていない。このような症例では、
口腔内における局所免疫系の破綻・ゆ
がみ、つまり免疫系の構成細胞の割合
の変化がおきているのではないかと
着想し、検討することとした。 
２．研究の目的 
まず、健常者の唾液中の免疫細胞の構
成割合をフローサイトメトリーを用
いて重点的に解析した。さらに、重度
口腔カンジダ症患者の唾液を回収し、
解析した。 
３．研究の方法 
研究方法としてはガムテストを行い、
5分間の刺激時唾液を採取した。コン
トロールとして血液を用いた。 
唾液と血液を蛍光抗体 (FITC-CD3、
APC-CD4、PE-CD45)で染色し、実際
の構成細胞の割合をフローサイトメ
トリーで解析した。 
H26年度は、唾液の処理方法と測定に
あたっての適正条件設定を行った。 
唾液はさまざまな不純物が混濁して
おり、粘稠である。当初、前処理を行
わずに、フローサイトメトリー解析を
行うと、フローサイトメトリーの流路
系で閉塞が起こり正確な測定はでき
ないことがわかった。このような困難
を打破し、円滑に解析を行えるように
様に様々な工夫を行った。①洗浄液に
より洗浄を繰り返して、不純物の除去、

②100μmのフィルター濾過し上皮系
細胞、口腔内残渣などを除去した。唾
液中の免疫系細胞を効率よく回収で
きたと考えている。これにより、問題
なくフローサイトメトリー解析の実
験を行うことができるようになった。 
H26 年度後半から H27 年度にかけて
は、フローサイトメトリーを用いて健
常者の唾液中の細胞分画から CD3、
CD4、CD45 陽性細胞が検出・解析可
能かを解析した。被験者は歯周ポケッ
トが 3mm以下で、口腔粘膜疾患を有
していない健常者 5名として、各血液
と安静時唾液（唾液約 3ml）を回収し
た。 

ヒト血液・唾液処理プロトコール           

以下にプロトコールを示す。 
1. 血液、唾液を5ml回収. 
2.100μmのフィルターを用いて、不純
物を除去. 
2. 200×g で10分遠心。pelletを乱すこと
なく, 上清を注意深く除去する. 
3. 0.5%BSA含有1×HBSSを加える. 
4.200×g で5分間遠心後、上清を吸引. 
7.0.5%BSA含有1×HBSSを5ml添加. 



8.各サンプルエッペンに60μlずつ分配. 
9.Human Fcブロッカー(ミルテニー社)
を20μlずつエッペンに添加. 
10.10分間冷蔵庫で静置. 
11.900μlの0.5%BSA含有1×HBSSで懸
濁し900rpmで5分遠心。上清を吸引. 
12.100μlの0.5%BSA含有1×HBSSで懸
濁し抗体(CD3-FITC 5μl、CD4-APC 
5μl)、アイソタイプコントロー(Mouse 
IgG2a、Mouse IgG2b )を添加して30分
間、on iceで静置. 
13.900μlの0.5%BSA含有の1×HBSSで
懸濁し900rpmで5分遠心。上清を吸引。 
14.500μlの0.5%BSA含有の1×HBSSで
懸濁しフローサイトメトリー解析. 
４．研究成果 
唾液サンプルでは、今回設定した
FSC-SSC分画のgateにおいて、0.7～
3.6%のCD45陽性細胞が検出された。
そのうち、2重染色により唾液中の
CD45(+)CD3(+)、CD45(+)CD4(+)が検
出可能であることがわかった。また、
検出されたCD45陽性細胞は血液分画
中ではリンパ球分画に多く存在して
いた。小量の唾液サンプルからCD3、
CD4、CD45陽性の免疫細胞が検出・解
析可能であることが示唆された。今後

は唾液中の免疫細胞の構成割合の変
化などが口腔カンジダ症や口腔扁平
苔癬といった難治性口腔粘膜疾患の
病態解明につながるかについて検討
したい。 
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