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緒言

慢性炎症が癌の発生に関与することが、ピロリ菌や肝炎ウイルス感染による慢性炎症に

起因する胃癌および肝細胞癌の症例から注目を浴び、慢陛炎症と発癌の関係を解明するた

め様々な研究が行われている','。常在真菌である Candidaalbicans (c aルicans)は、糖

尿病患者や高齢者に対し、免疫能低下による感染症を誘発し','、 c alb北飢S感染が慢陛

化した口腔ならびに食道における慢性肥厚性カンジダ症患者の一部で癌へ進行することが

報告されている'、姶。血 VI'V0においても持続的な C. albicanS感染は発癌プロモーターで0

ある Phorb01-12,13-didecanoote よりも強い発癌促進作用を示す',玲,H。したがって、

C alb北飢S 感染は炎症のみならず腫傷発生に重要な因子であることが明らかになりつつ

あるが、 c alh'C即.感染による慢性炎症と発癌との関係を解析した研究は非常に少ない

','。その理由のーつは、ヒトと同様の病変を示す動物モデルが存在しないことである。カ

ンジダ症のラットおよびマウスへの誘発は、免疫抑制剤や抗菌剤を投与することによって

比較的容易にできる巧町。しかし、免疫抑制剤の投与では、効果が軽度であればカンジダ

症は回復し、重度になると全身性カンジダ症を発症して動物は死亡するため、長期間持続

する C aル北飢S感染は成立しない。したがって、肩平上皮過形成ならびに癌を発症する
15-17

C aル北a加感染による慢性肥厚性カンジダ症モデルの作製は非常に困難を要する巧、Ⅱ。

児玉ら玲は、アロキサン投与により糖尿病を誘発させた WBN爪ob ラットの前胃に、

C.aル北勧S 感染を伴った重度の慢性炎症および肩平上皮増殖性病変が形成され、そのー

部が肩平上皮癌に進行することを報告した。また佐野ら円⑳はアロキサン誘発糖尿病ラッ

トの前胃増殖性病変は、インスリンおよび抗真菌剤のイトラコナゾール投与によって抑制

されることから、糖尿病および C. a1加'C飢S感染が本病変形成に深く関与していることを

明らかにした。以上から、糖尿病の WBN/Kob ラットは、前胃に、長期間 C albicanS感染

を持続し、癌や過形成を発症する慢性肥厚性カンジダ症のモデルであることは明らかであ

るが、一方、本モデルの病変の形成にはほぽ生存期間に相当する長期の時間を要すること、

また病変の程度は一定でなく、発癌率も低いという事実も指摘された。

そこで、筆者は、 c alb北即S の強制経口投与またはプレドニゾロン間局欠投与の 2 種類

の方法により、高率かつ重症度の高い慢性肥厚性カンジダ症モデルの作製を試みるととも

に、本モデルを用いプロバイオティクスであるヨーグルトの慢性肥厚性カンジタ症に対す

る予防および治療効果の解析研究を実施した。さらに、 C. alb北飾S による慢性炎症から

癌に至る発癌過程のメカニズム解析のために、前胃病変の増悪化に関与する炎症細胞の同

定ならびに癌抑制遺伝子・DNA修復遺伝子の DNA プロモーター領域のメチル化およびその

タンパク発現の関連性を解析した。
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第1章糖尿病ラットへの C

作製の試み

1.1 序文

児玉ら W、部は、アロキサンにより糖尿病を誘発させたラットの前胃米胡莫に C albiC飢S

感染による慢性炎症を伴った肩平上皮癌が発生することを見出し、本動物は過去に報告の

ない長期間の真菌症を持続し、肩平上皮過形成および癌を発症する慢性肥厚性カンジタ症

のモデノレであることを報告した。しかし、本モデノレの C albicanS感染は糖尿病の持続に

伴う易感染性による日和見感染であり、病変の形成にはほぼ生存期間に相当する長期の時

間を要すること、また病変の程度に個体差があり発癌率が低いことが問題点として指摘さ

れた。そこで、筆者らは、糖尿病ラットに C alb北飢Sを直接的に強制経口投与すること

により、 C 紅仂'微加感染による慢性肥厚性カンジダ症モデルを早期かつ効率的に作製す

ることを目指した。

albiC飢S強制経口投与による慢性肥厚性カンジダ症モデル

材料および方法1.2

1.2.1 動物および飼育条件

日本SLC株式会社生産の雌WBN爪ob ラットを用いた。気温24土2゜C、湿度60士30%および

12時間毎の明暗サイクル(8時から20時までの明期および20時から8時までの暗期)で

制御された動物室において動物を金属ケージで飼育し、標準実験動物飼料(CRF-1、オリエ

ンタル酵母工業株式会社、東京)および水を自由に摂取させた。なお、本動物実験は摂南

大学動物委員会により承認され、実験に用いた動物の取り扱いは、摂南大学の動物実験に

関する規定を遵守して行った。

1.2.2 使用動物および試験群の構成

雌の鴨N爪ob ラットを総計40匹用いた。糖尿病群では、10週齢のラット30匹にアロキ

サンを単回投与した。非糖尿病群として、10 匹のラットを用いた。糖尿病群のラット 15

匹および非糖尿病群のラット 10 匹の総計25 匹に対し、12週齢から 10週間、 C. a1加'C幼S

溶液を強制経口投与した。したがって、本実験の試験群は、アロキサンを投与し糖尿病を

誘発させた肌群(15 匹)、糖尿病に加え C albiC飢Sを投与したAC群(15 匹)、糖尿病を誘

発させず C. alb北勧Sのみを投与した C群(10 匹)の計3群から構成された(Fig. D。
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1.2.3 薬物の調製および投与方法

1.2.3.1 アロキサン

アロキサンの投与量を、動物が長期間生存し、糖尿病状態を持続すると予測される 40

mg/kg に設定し、投与容量が体重 lkg につき lmL になるように A110松n monohydrate (シ

グマアルドリッジジャパン株式会社、東京)を生理食塩水(大塚製薬株式会社、東京)に

溶解した。アロキサンの投与液をいずれも用時に調製し、AL群およびAC 群に対して尾静

脈内に単回投与した。

Experimental design.

AL

12

C

A110胎n iv

22 37 Weeks of age

1.2.3.2 C albicans

本研究室内で飼育したアロキサンにより糖尿病を誘発したF3"ラットを用い、増殖性病

変が認められた胃から C.aル北即S株を分高働音養した。本株は、遺伝子解析により Candida

albicans ATCC=18804 の近縁菌であると同定され、使用するまで Microbank (pro-Lab

Dねdoo.ti船, oot吐io, C0始dω中に、-80゜Cで保存された。凍結保存していた株を試験開

力台 1 週鳥ヨ月1」1こ Potato Dextrose Agar , slants(BD BBL prepared culture Media)を用し＼て

室温(23゜C)で培養し、月に一度継代を行い、試験終了時まで用いた。投与72時間前にPotato

Dextrose Agar , slants(BD BBL prepared culture Media)で土音匡妄した C albicanS 1こ生王里

食塩水(大塚製薬株式会社、東京)を加えて溶解し、6×10¥固加L になるように菌数を調

整し、最初の2週間は週に3回、その後8週間は週に 1回強制経口投与(1mV匹)した。

necropsy

1.2.4 尿糖・血糖モニタリング

AL群およびAC群の尿糖を、アロキサンの投与日を投与0日と起算して投与0~3日まで

の連日、投与後1~3週まで週1回および投与後4週以降は毎月1回測定した。全群に対し、

血糖を投与後4週以降、毎月1回測定した。尿糖に関しては新鮮尿中のブドウ糖をプレテ

スト3a(和光純薬工業株式会社、大阪)を用い、血糖に関しては尾静脈からの新鮮血をグ

ルテストE (株式会社三和化学研究所、愛矢のを用いて午後の一定時刻(13~16時)にそ

れぞれ測定した。

3



1.2.5 剖検および組織の固定

37週齢に剖検を行った。剖検予定週齢に至らず状態が悪化した動物については、その時

点で剖検に付した。

動物を深麻酔下で腹部大動脈より放血安楽死させ、各臓器を肉眼的に観察した後、直ち

に消化管を摘出し、すべての臓器とともに 10%中陛緩衝ホルマリン溶液(PH7.2)に浸漬固

定した。また、胃に関しては大穹倶仂、ら開いた状態で固定した(Fig.2)。

A

Cutting line of
Iesser curvature

0部om"M仙.＼
forestomach

Cardia

Iimiting ridge

CU杜ing line of
greater curvature

/

gastric fundus

B

Fig.2: cutting line and normal structure of the stomach.

(A) The rat stomach was opened along the greater curvature, cut about 5 1肌 apart,

and 6 Pieces were obtained as the pictured 6 Portions demarcated with red lines. TWO

middle pieces were selected and examined as lesser curvatures. Two pieces at both

ed8es were selected and examined aS 今reater curvatures.(B) Macro-image of the stomach

Of health rat before fixation.(C) Micro-image of the forestomach. HE stain. scale

bar:100 μm

duodenum

Pylorus

C

1.2.6 包埋および組織標本の作製

摘出した臓器を24時間固定後、常法に従い約5mmの厚さで切り出した。前胃に関して

は長軸方向に端から 5 血間隔で切り出し、全てを標本にした(Fi三.2)。エタノール系(70

~100%)で脱水、パラフィン包埋後、大型滑走式ミクロトーム(大和光機工業株式会社、埼

玉)を用い、約4 師の厚さの組織切片を作製した。

forestomach

Iimiting ridge

1.2.フヘマトキシリン・エオジン(H.E.)染色法

常法に従い、マイヤーのへマトキシリンおよびエオジン染色を行った。

4
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1.2.8 組織学的解析

作製された標本を、光学顕微鏡(Nik伽 L朋OPHOT)を用いて観察し、病理形態学的な解

析を実施した。前胃半胡莫の肩平上皮における増殖性および炎症性病変の部ade判定は、兒

玉らの方法に従った W。肩平上皮過形成は米胡莫の厚さを指標として、対照動物と同程度の

変化を「ー」、軽度の過形成の変化を「+」、中等度の変化を「++」、「++」以上の高度の変化

を「+++」と等級付けし、また肩平上皮癌と診断した例を SquamousceH carcinoma の略と

して「SCC」と規定した。化膿性炎症は、粘膜表層における好中球の浸潤であり、慢性炎症

は、米胡莫固有層および粘膜下織におけるりンパ球や形質細胞の浸潤である。イ閉農性炎症お

よび慢性炎症の程度については、粘膜表層ならびに粘膜固有層・米胡莫下織の浸潤している

細胞の出現頻度が対照動物と同程度の変化を「ー」、軽度の変化(10%以下)を「+」、中等度の

変化(10-30%)を「十+」、高度の変化(30-60%)を「+++」と等級付けした。 c albicanS 感染

の程度は、対照動物と同程度の変化を「ー」、軽度の変化(10%以下)を「+」、中等度の変化

(10-30%)を「++」、高度の変化(30-60%)を「+++」と等級付けした。

1.2.9 感染病原微生物の形態学的解析

HE染色切片を鏡検した後、感染性病変の有無にかかわらず、すべての組織標本について

以下の染色を施した。

1.2.9.1 過ヨウ素酸シッフ(PAS)染色法

PAS染色により、真菌類および一部の細菌類は赤~赤紫色に染色される。

キシレンによる脱パラフィン処理およびエタノール系列 aoo~70%)による親水化を施

した切片を蒸留水で洗浄した後、1%オルト過ヨウ素酸水溶液で10分間糖質の酸化処理を施

し、蒸留水で各1分間2回洗浄した。水分を除去した後、酸化で生じたアルデヒドをシッ

フ試薬(武藤化学株式会社、東京)と15分間反応させ、多糖類を呈色した。呈色後、切片

を亜硫酸水で各3分間3回洗浄し、さらに3分間流水で洗浄した後、マイヤーのへマトキ

シリン液に3分間浸漬して核染色を行い、10分間流水および蒸留水で色出した。染色した

切片をエタノール系列(70~100%)およびキシレンで脱水および透徹後、封入した。

1.2.10 免疫組織学的解析

前胃の切片について、形態学的な検査とともに免疫組織学的な解析を行った。免疫染色

では、切片にキシレンによる脱パラフィン処理およびエタノール系列(100~70%)による親

水化を施した後に、蒸留水で洗浄し、抗原賦活化処理を行った。抗原賦活化処理として、

C aルicanS に対する免疫染色では酵素処理(ペプシン、 37゜C、 20分間)を、また Ki-67

に対する免疫染色では 10mMのクエン酸緩衝液(PH6.の中での熱処理 a0分間)を行っ

た。その後、 50 mM Tris-Hcl buff.r (PH 7.6) with o.03% Tween-20 (TBST)で洗浄し、

0.03%過酸化水素水を含む 100%メタノールで内在性ぺルオキシターゼに対するブロッキ

5



ングを行った。TBST で洗浄後、免疫グロブリンFC 受容体や補体受容体を介した非特異的

反応の除去のために、TBSTで希釈した5%正常ヤギ血清によるブロッキングを室温で5分間

行い、 Dako Real Antibody Diluent で希釈した抗 C. albicanS抗体(1:400、 chemicon、 USA)

および抗 Ki-67 抗体(1:500、 Epitomics、 USA)を用い、 4゜Cで一晩反応させた。さらに、

犯ST で洗浄後、それぞれ三次抗体としてシンプルステインラットMAX-PO (M)または(R)

を用い室温で60分間反応後、 3,3-diamiob印Zidine ΦAB)にて発色させた後、直ちに蒸留

水で 10分間洗浄し、マイヤーのへマトキシリン液に 1分間浸漬して対比染色を行い、10

分間流水および蒸留水中で色出しを行った。染色切片をエタノール系列(70~100%)およ

びキシレンで脱水および透徹後、封入した。細胞増殖の指標として、肩平上皮細胞(1000

ネ醐包)に対するKi-6祁昜性細胞数を計測した。

1.2. H 統計学的解析

Ki一釘陽性細胞数には、 stude此の t 検定を、増殖性変化および炎症変化には、

Mann-whitney U検定を用い、統計学的に解析した(stat Mate1Π、 ATMS、東京)。有意水準

醗で検定を行い、 Pく0.05 を有意とした。

結果1.3

1.3.1 一般状態

肌群の1例を一般状態が悪化したために、 H週齢で剖検した。原因は、重度の糖尿病状

態によるケトアシドーシスであると推測された。

アロキサンを投与後、ほとんどのラットは翌日から高血糖(竺300 昭/dDおよび高尿糖

(>500 昭/dD を示し、剖検時まで持続した(AC群:13/15、肌群:13/14)。 AC群の 2 例お

よび飢群のⅡ列は、正常から軽度の血糖および尿糖を示した。剖検時のAC群およびAL群

の平均体重は C 群と比較し、有意に減少していた(AC:198.7土19.8g、 AL:182.2士15.4g、

C:237.7士 16.2 宮)。

1.3.2 組織学的解析

AC 群では 14/15(93.3%)に、 AL群では 4/14(28.6%)に、角化亢進を伴う前胃肩平上皮過形

成が形成されたが、 C群では病変は認められなかった(Fig.3)(Tablel)。肩平上皮過形成

の程度は、紅群と比較しAC群で有意に高度であり、そのうち 1例は肩平上皮癌にまで進

行していた(Fig.3)(Table D。さらに細胞増殖の指標 Ki-67 の陽陛率も、紅群および C

群と比べAC群では増加していた(Fig.4)。

肩平上皮過形成を示した半胡莫表層には、廩烱または潰傷を伴った好中球やマクロファー

ジを主体とする化膿陛炎症が観察され、*胡莫表層の角質層には、細菌ならびに酵母型およ

び菌糸型の C. alb北anS 抗体による免疫染色で陽性を示す C albicanS が認められた
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(Fig.5)(Table2)。半胡莫固有層から米胡莫下織にかけては、りンパ球や形質細胞が多数浸潤

していた。これらの炎症性変化ならびに感染の程度は、AL群と比較しAC 群で有意に高度

であった(Fig.5)(Table 2)。一方、 c albicanS のみを投与していた C 群では、細菌感染

は全例に認められたが、炎症細胞の浸潤は伴っておらず、 c aル北a加感染は 1例にも認

められなかった(Table 2)。

Table l Histopath010gic findings of hyperplastic changes in the
f01'estomach

Effective no. of tats

Squa皿Ous ce11 Catcinoma

Squamous ce11 h沌erplasia

+

++

+++

**significantly diffetent from 紅 group pく0.01

桝Significantly different from c group pく0.01

AC

15

1 (6.6%)

14 (93.3%)

2 (13.3%)

8 (53.3%)

4 (26.フ%)

Table 2 Histopath010gic findings of infla1肌atory changes in the
forestomach

AL

Effective no. of rats

14

斡桝

SUPP山ative infla血ation

In mucosa

十

++

十十+

0

(28.6%)榔

(14.3%)

a4.3%)

10

C

10

Chronic inflam血tion

in submucosa

+

++

0

AC

15

0

13 (86.フ%)粋榔

2 a3.3%)

6 (40%)

5 (33.3%)

13 (86.フ%)粋桝

9 (60%)

4 (26.フ%)

斡桝13 (86.フ%)

15 (100%)

C albicans infection

Bacterial infection

**si即ificantly different from AL group pく0.01

榊Si即ificantly different from c group pく0.01

AL

14

4 (28.6%)

1 (フ.1%)

3 (21.4%)

榔

C

10

4 (28.6%)

4 (28.6%)

0

0

(100%)

榔

4 (28.6%)榔

14 (100%)

0
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Fig.3: Mucosal hyperplasia and squamous ce11 Carcinoma induced by c. albicans.

(A) Normal forestomach mucosa in the C 8roup. scale bar,500 μ m.(B) Mild hyperplasia

Of mucosal squamous epithelium in the AL group. scale bar,500 μm.(C) severe

hyperplasia of mucosal squamous epithelium in the AC 宮roup. scale bar,500 μm.(D)

Squamous ce11 Carcinoma of the forestomach in the Ac group. scale bar,100 μm.
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Fig.5: Mucosal and submucosal infla1血ation induced by c albicans.

(A) Neutrophil infiltration in the hyperplastic mucosal surface with fungal and

bacterial infection in the AC 8roup.(B) Lymphoplasmacytic ce11 infiltration in the

Submucosa in the AC 8roup.(C) Fungi positive for a c albicans antigen by

i1肌Unohistochemical staining in hyperplastic mucosal surface. scale bar,50 μm.
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1.4 考察

本研究では、 C. albicanS を強御伯勺に接種することにより、 c albicanS感染とそれに伴

う半胡莫の炎症および増殖性変化をアロキサンのみでは、30%しか発症しない早期に、糖尿

病を誘発させた全てのラットに誘発することができた。一方、糖尿病を発症していないラ

ツトへの C. a1加'canS接種では、 c a1加'canS感染および炎症性病変は認められなかった。

この結果は、血糖コントロール不良の糖尿病患者で口腔カンジダ症に櫂患しやすい事実と

一致している幻。加えて、1例ながら、肩平上皮癌が C albicanSを投与した糖尿病群のみ

に認められた。 Russe1やJoneS らは、ラットの口腔カンジダ症の組織学的特徴を詳細に報

告しているが詑、我々の研究よりも長期間の実験期間であるにもかかわらず、口腔米胡莫は、、

過形成を示すのみで肩平上皮癌には至っていない詑。本研究の結果からも、前胃半胡莫は口

腔半舗莫よりも C. a1加'C幼S感染やそれに伴う肩平上皮増殖性病変が前胃で発症しやすい可

育目陛は高い。

本研究では、 C. alb北即S に感染した半胡莫表層に、多数の好中球浸潤を特徴とする重度

のイ閉農性炎症性変化が見られた。好中球は、貪食、殺菌あるいは好中球の細胞外補足によ

り、 c albicanSを直接的に死滅させることから鈴、本炎症反応は C. albicanS感染に対す

る反応を反映している可育断生が高い。糖尿病患者では、好中球の殺菌作用が減少している
24-26

ため、健常人と同程度に病原を除菌することは難しいことが予想される'H゜。本研究にお

ける長期間の糖尿病状態が、 C 誠b北飢S 感染の持続に寄与したのは明らかである。加え

て、非糖尿病群では、 c aル北即S 感染と炎症性変化を伴う過形成病変のいずれも認めら

れなかったことから、筆者のモデルでは、糖尿病が C aル北即S感染と半胡莫の増殖性病変

に関与している可能性は高い。さらにヒトの糖尿病は、"刊蔵、畔臓、子宮、大腸、卵巣、

跨胱などの臓器で腫傷のりスクファクターとなり得ることが報告されており、その原因と
28

して糖尿病による高インスリン血症、高血糖、炎症が考えられている部。一方、児玉ら

はインスリン非依存性の糖尿病状態が、遺伝毒性物質誘発の肩平上皮癌を増悪化するとい

うことを明らかにしている。以上から、 c a1切'C飢S と糖尿病の両者が前胃米胡莫病変に重

要な役割を果たしていることが示唆された。

近年、大腸癌や胃癌のような消化管腫傷の促進に慢性炎症が関与していることが注目さ

れており、慢性炎症が悪陛腫傷の原因となる可能性が示唆されている',豹。我々の一連の研

究においても、半胡莫の増殖性病変には C. alb北anS感染を伴う慢性炎症性変化が随伴して

いた。今回、肩平上皮癌の発症率の急激な上昇は認められなかったが、 c alb北勧S 感染

が炎症を惹起し、さらにこの炎症は粘膜を刺激し、米胡莫の増殖を誘導しているのは明らか

である。また、我々の作製したモデルの重度の半胡莫の増殖性病変や肩平上皮癌には、

C albicanS感染とともに多数の細菌も感染していることから、 c a1加'canS と細菌の重複

感染が増殖性変化に対して重要な役割を果たしている可能性も示唆された。

Ki一釘は、細胞増殖マーカーとして用いられ、悪性度との関連が高い細胞周期関連核タ

ンパクである即。上音瞬肖化管では、半胡莫の異形成の程度に従って Ki一釘の発現が増強する0
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ことが報告されている飢,噐。今回、前胃の Ki-67 陽性細胞は過形成の程度に依存して増加

し、 AC群において最も高度であったことからも、 c alb北飢S感染に伴う炎症反応が半胡莫

の増殖に重要な役割を果たしている可能性を裏付けている。

結論として、アロキサン誘発糖尿病ラットにC a1加'C勧Sの強制接種を行うことにより、

ほぽ全例に C. alb北飢S感染を早期にかつ高率に誘発し、肩平上皮増殖性病変を増悪化さ

せた慢性肥厚性カンジダ症モデルを確立した。この実験的 C a1加'微加感染による慢性肥

厚性カンジダ症モデノレは、病変をほぼ100%誘発できるモデノレであることから、 c albicans

感染の予防、治療薬の開発に有用であると考えられた。
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第2章糖尿病ラットへのプレドニゾロン間歌投与一c albicanS日和見感染誘発による慢

性肥厚性カンジダ症モデル作製の試みー

2.1 序文

アロキサン投与により糖尿病を誘発したWB酬Kob ラットに C alb北anSを強制経口投与

することにより、早期にかつ高率に肩平上皮増殖性病変を誘発することに成功したことか

ら、糖尿病と C alh'C勧S感染は本病変を成立させる上で重要な因子であることが明確と

なった(第 1章)。

免疫抑制剤や抗菌剤の投与によって、カンジダ症をラットおよびマウスに誘発すること

は、比較的容易である巧、Π。しかし、免疫抑制剤を用し寸ご慢性肥厚性カンジダ症モデルの

作製において、免疫抑制剤の投与量や投与頻度の調整は極めて難しい巧町。しかし、過去

の我々の研究室のデータを基盤に考慮すると、糖尿病動物に対し、免疫抑制剤の投与量と

頻度をコントローノレすると、 c a1加'canS の日和見感染をより早期に定着させ、増殖性病

変を成立・増悪化できる可能性が示唆された。

また、今回作製したモデルを含めて、我々の研究室が報告した C. alb北飢S感染による

慢性肥厚性カンジダ症モデルでは、常に肩平上皮の増殖とともに高度の炎症反応を伴って

いる玲。慢性炎症は腫傷の発生に関与し、マクロファージやりンパ球を含む炎症細胞は、

サイトカインおよびケモカインの産生や反応により様々な腫傷の発生進行に関与している

',゜。したがって、これらの炎症細胞を慢性肥厚性カンジダ症モデルで解析することは

C aル北飢S によって誘発される慢性炎症が肩平上皮過形成から癌に至る発癌過程にどの

ように関わっているかをより明確化することができる。

そこで今回、糖尿病ラットに、免疫抑制および抗炎症作用をもつプレドニゾロンを投与

することによって、C.紅加'微加日和見感染による慢性肥厚性カンジダ症モデルの作製と肩

平上皮増殖性病変の増悪化を試みた。さらに、この動物を用いて肩平上皮過形成から癌へ

の進行に関与する炎症細胞も合わせて解析した。

材料および方法2.2

2.2.1 動物および飼育条件

日本SLC株式会社生産の雌WBN/Kobラットを摂南大学薬学部病理学研究室内の動物室に

おいて自家繁殖した。以後、1.2.1に準じて動物および設定条件に従った。

2.2.2 使用動物および試験群の構成

雌のWBN爪ob ラットを総計44匹用いた。糖尿病群では8週齢の動物33 匹にアロキサン

を単回投与し、非糖尿病群として、Ⅱ匹の動物を用いた。さらに、糖尿病群のラット 18

匹および非糖尿病群のラットⅡ匹の総計29匹に対し、プレドニゾロン注射液を12週齢(ア
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ロキサン投与後 4週)から 2週毎に皮下投与(10 鴫/kg)した。したがって、本実験の試験

群は、アロキサンを投与し糖尿病を誘発させた A群(15 匹)、糖尿病に加えプレドニゾロ

ンを投与したAP群 a8匹)、糖尿病を誘発させずにプレドニゾロンのみを投与したP群(11

匹)の計 3群から構成された(Fig.6)。

A110xan jv

Fig.6: Experimental design.

Schematic representation of the experimental design to analyze the effects of the

Combination of diabetes and intermittent prednis010ne administration.

0

AP

8 12

A

2.2.3 薬物の調製および投与方法

2.2.3.1 アロキサン

1.2.3.1 に準じて、アロキサンの調製を行い、 AP群およびA群に対して尾静脈内に単回

投与(45 mg/k8)した。

P

Prednls010ne

2.2.3.2 7゜レドニゾロン

プレドニゾロン(共立製薬株式会社、日本)を、アロキサン投与後4週から2週間毎に

30週間、10mg/kg用量で皮下投与した。本投与量は、動物が長期間生存できることが予測

されるように予備実験の結果から設定された。

42 Week ofage

Prednis010he

2.2.4

1.2

necropsy

尿糖・血糖モニタリング

4に準じて尿糖・血糖モニタリングを行った。

2.2.5 剖検および組織の固定

42週齢に剖検を行った。剖検予定週齢に至らず状態が悪化した動物については、その時

点で剖検に付した。以後、 1.2.5 に準じて組織の固定を行った。

2.2 6 包埋および組織標本の作製

2.6に準じて包埋および組織標本の作製を行った。
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2.2.フヘマトキシリン・エオジン(H.E.)染色法

常法に従い、マイヤーのへマトキシリンおよびエオジン染色を行った。

2.2.8 組織学的解析

1.2.8 に準じて組織学的解析を行った。

2.2 9 感染病原微生物の形態学的解析

2.9に準じて感染病原微生物の形態学的解析を行った。

2.2.10 免疫組織学的解析

AP群およびA群の前胃の切片について、形態学的な検査とともに免疫組織学的な解析を

行った。免疫染色では、切片にキシレンによる脱パラフィン処理およびエタノール系列(100

~70%)による親水化を施した後に蒸留水で洗浄し、抗原賦活化処理を行った。抗原賦活化

処理を Table 3 に示す。その後、 50 mM Tris-Hcl buffer (PH 7.6) with o.03% Tween-20

(TBST)で洗浄し、 0.03%過酸化水素水を含む 100%メタノールで内在性ぺルオキシター

ゼに対するブロッキングを行った。TBST で洗浄後、免疫グロブリンF0 受容体や補体受容

体を介した非特異的反応の除去のために、TBSTで希釈した5%正常ヤギ血清によるブロッキ

ングを室温で 5分間行い、 Table3 に示す一次抗体を用い 4゜Cで一晩反応させた。 TBST で

洗浄後、一次抗体に対応する二次抗体を用い室温で 60分間反応後、 3,3-diamiobenzidine

①AB)にて発色させた後、直ちに蒸留水で 10分間洗浄し、マイヤーのへマトキシリン液

に1分間浸漬することにより対比染色を行い、10分間流水および蒸留水で色出しを行った。

染色切片をエタノール系列(70~100%)およびキシレンで脱水および透徹後、封入した。

細胞増殖の指標として肩平上皮細胞(1000ホ醐包)に対する Ki一釘陽性細胞数を計測した。

また、マクロファージマーカーの CD68、 T糸醐包マーカーの CD3、 Bネ醐包マーカーの CD45、

好中球マーカーの myeloperoxidase に関して、前胃の角質、肩平上皮、半胡莫固有層、半胡莫

筋板、米胡莫下織における炎症細胞発現の評価を行った。Φ68陽性マクロファージおよびCD3

陽性T細胞が対照動物と同程度の発現を「ー」、軽度の発現(10%以下)を「十」、中等度の発現

(10-30%)を「十+」、高度の発現(30-60%)を「十十+」、+十十より高度な発現(60%以上)を「+十++」

と等級付けした。 CD45 陽性B 細胞およびmyeloperoxidase 陽性好中球が対照動物と同程度

の発現を「ー」、軽度の発現(10%以下)を「+」、中等度の発現ao-30%)を「++」、高度の発現

(30-60%)を「+++」と等級付けした。

Table 3. Antibodies used in this study

Primary antibody

C. a/bibans

Ki-67

CD68

CD3

CD45RA

myeloperoxidase

Souroe

Chemicon

Serotec

Serotec

DAKO

Serotec

DAKO

Pepsln

10 mM citrate bU仟er (PH 6.0)

Antigen retrieval

Pepsln

Proteinase K

10 rnM citrate bU仟er (PH 6.0)

Pepsln

Time

20 min

10 min

20 min

20 min

10 rnin

10 min

Dilution

1:400

1:500

1:2000

1:800

1:3200

1:1200

14

Histofine sirnple stain rat MAX-PO (M)

Histofine simp!e staln rat MAX-PO (Rb)

Histofine simple staln rat MAX-PO (M)

Histofine slmple stain rat MAX-PO (Rb)

DAKO LSAB 2 kivHRP

Histofine sirnple stain rat MAX-PO (Rb)

Secondary antibody



2.2. H Φ4+/CD3十およびCD8VCD3十二重免疫組織学的解析

CD3陽性T細胞に占めるΦ4またはCD8陽性細胞の比率を比較するために二重免疫染色

を行った。 AP群およびA群の前胃を解剖時に 0.C.T. compound (サクラファインテック、

東京)中に包埋し、液体窒素で冷却したn一ヘキサン(和光純薬工業株式会社、大阪)中で

徐々に凍結し、-80゜C下で保存した。さらに一20゜Cに設定したクリオスタットで約5μmの厚

さの切片を作製した後、冷風で5分間乾燥させ、アセトンで10分間固定し、蒸留水で洗浄

した。 TBST で洗浄後、 0.03%過酸化水素水を含む 100%メタノールで内在性ぺルオキシダー

ゼに対するブロッキングを行った。TBSTで洗浄後、醗ヤギ正常血清でブロッキングを室温

で5分間行い、AntibodyDilue武で希釈した抗CD3抗体(1:800、Dako)と抗CD4抗体(1:100、

Serotec)のカクテノレおよび抗 CD3 抗体(1:800、 Dako)と抗 CD8 抗体(1:200、 serotec)

のカクテノレを 4゜Cで一晩反応させた。 TBST で洗浄後、 goat anti-rabbit lgG secondary

antibody conjugated to Alexa Fluor 594 (1:200、 1nvitrogen)および goat anti-mouse lgG

Secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 488 (1:200、 1nvitrogen)のカクテノレを

室温で 60分間反応させた。 TBST で洗浄した後、 DAPI (1:50000、 1nV北rogen)を室温で 1

分間反応させ、直ちに蒸留水で洗浄後、 proLong Gold antifado reage此(Life

Techn010gies)を用いて封入した。共陽性であった細胞数をカウントし、 100 1肌'辺りの陽

性細胞数を算出した。

2.2.12 統計学的解析

Ki-67 陽性細胞数、 CD4+/CD3絲剛包数およびΦ8+/CD3絲醐包数には、 student の t 検定を

用い、増殖性変化および炎症変化および免疫染色による炎症細胞浸潤には、Mann-whi加eyu

検定を用いて統計学的に解析した(statMate1Π、ATMS、東京)。有意水準既で検定を行い、

Pく0.05 を有意とした。

結果2.3

2.3.1 一般状態

AP群の6例が 12週齢から36週齢の間に死亡または一般状態が悪化したために、それぞ

れの発見時点で剖検した。死因は、消化管出血が3例、上行性感染および敗血症がⅡ列で

あることが剖検によって確認されたが、その他の 1例に関しては腐敗が強く死因を特定す

ることができなかった。

A群およびP群の体重は徐々に増加したが、AP群の体重は増減を繰り返し、徐々に減少

した(Fig.7A)。 AP 群および P 群では、プレドニゾロンを投与した翌週に体重が減少し、

次の週に回復する現象が剖検時まで繰り返された。剖検時、AP群の体重はA群およびP群

と比較して有意な低値を示したが(Pく0.001)、A群およびP群間で有意な差は認められなか

つた。
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アロキサン投与後、すべてのラットは翌日から高血糖(>300昭/dDおよび高尿糖(>500

mg/dD を示し、剖検時まで持続した(AP 群:12/12, A 群:15/15)(Fig.7B)。 P 群のラッ

Nよ、観察期間中、血糖値および尿糖はともに正常値(<20o m8/dL および(ー))を示し

た。
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2.3.2 組織学的解析

前胃における肩平上皮過形成は、角化亢進を伴う粘膜上皮の重層化および粘膜丈の肥厚

を特徴とし、 AP群と A群のほぼ全例に認められた(Fi8.8A, BandD)。 AP群における肩平

上皮過形成の程度は、3 群で最も高度であり、A 群および P 群と比較し有意に高かった

(Pく0.OD。AP 群の大部分(10/12、83.3%)では、肩平上皮過形成は中等度から高度で(Fi8.8D)、

そのうち 1例(V12、 8.3%)は肩平上皮癌にまで進行していた(Fig.8E)。これに対し、 A群

の肩平上皮過形成では、中等度から高度の病変が 5/15 (33%)にとどまり、さらに P 群で

は過形成病変は全く認められなかった(Fig.8CandD)。 AP群のKi-6祁昜陛率は、 A群と比

較すると軽度に増加していたが、両群間で有意な差は認められなかった(Fig.9)。

AP群およびA群の肩平上皮過形成を示す半胡莫表層には、好中球やマクロファージが多数

浸潤するイ幽農陛炎症が形成されており、有意ではなかったが(P・0.106)、 AP 群では A 群よ

りも高度な例が多く観察された(Fig.10AandB)。半胡莫表層に浸潤した細胞はCD68 陽性マ

クロファージおよびmy010por0虹由訟陽性好中球であり、化膿陛炎症が認められる*胡莫表

層の角質層には、酵母型および菌糸型の C a1加'C勧Sならびに細菌の重複感染が認められ

た(Fig.10C-F)。肩平上皮過形成の程度が強いほど、菌糸型の Caル北anSが角質から上皮

内に浸潤しており、AP群では他の群と比べ、その程度がより高度な例が多かった。

AP群およびA群の肩平上皮過形成を示す半胡莫の粘膜固有層から粘膜下織には、りンパ球

および形質細胞を主体とする炎症細胞が多数浸潤し、さらにAP群の程度はA群よりも有意

に高度であった(Pく0.01)(Fi8.11A andB)。 P群では炎症細胞は認められなかった。 CD3 陽

性T細胞は、肩平上皮、粘膜固有層、粘膜筋板および粘膜下織に認められ、いずれの部位

においても、 AP 群は A 群よりも有意に高発現していた(Pく0.01)(Fig.11C-E)。また、

CD4VCD3+およびCD8VCD3+のT細胞は、肩平上皮、米胡莫固有層および半胡莫下織に認められ、

いずれも AP 群の陽性細胞数は A 群よりも有意な高値を示した(Pく0.05 and pく0.01)。

CD4+/Φ3+と CD8VCD3+の細胞数を比較すると、 AP 群およびA群ともにΦ4+/CD3絲醐包数が

上回っており(Fig.11F-H)、特に、 AP 群の半胡莫下織での CD4+/CD3絲剛包数の増加が顕著で

あった。 CD68陽性マクロファージは肩平上皮、半胡莫固有層、半胡莫筋板および米胡莫下織のい

ずれにも認められたが、 AP 群のΦ68 陽性細胞の総数は A 群よりも有意に多く(Pく0.05)、

特に米胡莫筋板および米胡莫下織ではその差は明瞭であった(Fig.111-K)。C山部昜陛B細胞は、

粘膜固有層、半胡莫筋板および粘膜下織に認められ、AP群では高度な例が多く観察されたが、

AP群およびA群の両群間に有意な差は認められなかった。

前胃以外の上部消化管において、AP群の舌半胡莫および頬米胡莫におけるC alb北飢S感染

を伴う肩平上皮過形成および慢性化膿性炎症は、A群およびP群と比べ有意に強く(Pく0.05)、

特に舌粘膜における病変の程度はAP群で高度であった。下顎臼歯間の歯肉および口蓋では、

AP群およびA群で肩平上皮過形成を認めたが、両群間に差はなかった。AP群およびA群と

もに、噴門部に近い食道下部で肩平上皮過形成を認めたが、両群間で明瞭な差はなく、食

道上部では両群ともに病変はほとんど形成されなかった。
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(A) suppurative infla1血ation in the hyperplastic mucosal surface of the Ap group.
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and hyphal form (F) infection in the mucosal surface. The bar indicates the mean value.
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Prednis010ne administration correlates with T ce11 and macrophage increase.

(A) Lymphoplasmacytic ce11 infiltration in the submucosa in the Ap group.(B) score

Of chronic infla1肌ation was highest in the Ap group compared to that in the other

groups.(c and D) 1n i1血Unohistochemical analysis, the number of cD3 Positive T ce11S

Was increased in the Ap group (C) compared to that in the A group (D).(E) score of

CD3 Positive ce11S in the Ap and A groups.(F and G) The number of cD4+/CD3+ T ce11S

(F) exceeded that of cD8VΦ3+ T ce11S (G).(H) C0叩吐ison of the 加mber of cD4VΦ3十

and cD8+/CD3+ T ce11S in the Ap and A groups.(1 and J) CD68 Positive macropha今es

Were increased in the Ap group (1) compared to the A group (J).(K) score of cD3

Positive ce11S in the Ap and A groups. The bar indicates the mean value.* Pく0.05,

** P く0.01. scale bar:50 μm.
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2.4 考察

本研究では、アロキサン誘発糖尿病ラットにプレドニゾロンを間歌投与することにより、

C a1加'C飢S を直接接種することなく、高率かつ高度に日和見感染性の慢性肥厚性カンジ

ダ症モデルを確立することができた。プレドニゾロンを含む免疫抑制剤の投与により日和

見感染のカンジダ症が発症することはよく知られている事実である而,鈴。しかし、本試験

のプレドニゾロン投与用量では、糖尿病を発症していないラットに、 C.誠biC飢S 感染を

伴う前胃の増殖性および炎症性病変は全く認められなかった。したがって、今回用いた低

用量のプレドニゾロン投与では、糖尿病要因が加わることにより免疫抑制状態となり、

C aル北即S 感染が成立することで半胡莫の過形成を伴う慢性肥厚性カンジダ症を誘発でき

た可能陛が高いと考えられる。

ラットおよびマウスの口腔・消化管のカンジダ症は、 c aル北飢S の接種および高用量

のプレドニゾロン投与によって誘発されるが N"、既報告では C albiC即S の感染期間は

短く、半胡莫の過形成や癌が形成された報告もない。マウスではプレドニゾロン投与後48時

間後に最も高度な舌カンジダ症が形成されることから、非常に短期間の免疫抑制状態で

C albicanS 感染が成立することは明らかである"。本研究では、プレドニゾロン投与 1

週目に体重が減少し、投与のない2週目で増加に転じたことから、この作用は投与後2週

目に消失すると考えられる。恐らく、糖尿病によって免疫力が低下している状態で低用量

プレドニゾロンを投与すると、投与直後は免疫がさらに抑制され、非糖尿病状態では発症

しない C. albicanS感染が成立するが詔、その1週後には病変は回復し、再び2週後にプ

レドニゾロンを投与することで感染が再度成立するサイクルを繰り返していると考えられ

る。本サイクノレにより、プレドニゾロンの間歌投与を行った糖尿病ラットでは、c albicans

の持続感染が成立し、慢性化することで、肩平上皮増殖性病変や慢性炎症が増悪化する可

能陛が高いと考えられた。また、 C 威加'C即S 持続感染が成立し、肩平上皮過形成の程度

の強い個体ほど菌糸型の真菌感染の程度も強い傾向にあった。 c a1加'canS は、酵母型と

菌糸型に変化する二相性真菌であり、ヒトやラットの消化管内では酵母型として常在し、

感染が成立すると菌糸型に変化することが知られている。菌糸型は病原性が強く、人の慢

性肥厚性カンジダ症において菌糸型が角質内から肩平上皮に広く浸潤しており、今回報告

した前胃も同様の病変を形成していたことは、両者の病変の相同性を明示していた。

慢性肥厚性カンジダ症患者の一部では、粘膜が過形成から異形成となり最終的に癌化す

児玉ら玲は糖尿病ラットの肥厚性カンジダ症においても、ヒト
5-12

ることが知られている 0

と同様に慢性炎症により肩平上皮過形成から癌へ進行することを報告している。今回、前

癌段階と考えられる粘膜の過形成組織に対する免疫組織学的解析から、増殖性病変の増悪

化とともにCD4陽性T細胞およびマクロファージが増加することが明らかとなった。微生

物の感染により宿主の炎症反応が誘導され、りンパ球およびマクロファージを主体とした

慢性炎症反応が微小環境を構築し、腫傷形成、腫傷細胞の増殖および生存に関与する',諦。

腫傷微小環境内に最も頻繁に見られる免疫細胞は T 細胞と腫傷関連マクロファージ(TAM)
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であり、T細胞は腫傷促進および転移に関与し、TAMは血管新生、浸潤および転移に関与す

さらに、口腔、食道および皮膚の肩平上皮癌や乳癌では、
40-43

ることが報告されている 0

Φ4陽性T細胞がTAMの腫傷促進性を高める機構に重要な役割を果たすことも示されてい

る U、4。今回、ラットの慢性肥厚性カンジダ症で浸潤していたΦ4陽性T細胞がマクロフ

アージを調節し、腫傷化に直接関わったかどうかは明確ではないが、病変の増悪化に両細

胞の存在が深く関与していることが推測される。両細胞が慢性的に過形成部位に浸潤する

ことにより、その微小環境に影響を与え、過形成から連続する腫傷形成を誘導している可

育目陛は高い。

結論として、糖尿病ラットにプレドニゾロンを間歌投与する従来にはない方法により、

C aル北即S を直接的に投与することなく日和見感染を誘導し、高率にかつ長期間感染を

持続できる慢性肥厚性カンジダ症モデルの作製に成功した。病変の微小環境にはCD4陽性

T 細胞およびマクロファージが関与し、肩平上皮過形成から連続する腫傷形成を誘導する

可能性が高いと考えられた。
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第 3 章ιactobaci11Us gasserioLL2716 株を含むプロバイオティクスは糖尿病ラットの

慢性胆厚性カンジダ症を抑制する

3.1 序文

カンジダ症は、糖尿病、免疫抑制剤および抗菌剤の使用、高齢化など、様々な要因によ

つて近年増え続けている疾患である。カンジダ症を有する患者の大部分は、カンジダ症以

外の疾患の治療薬を複数服用している場合が多く、真菌薬との相互作用に十分注意する必

要がある。

プロバイオティクスは、人体に良い影響を与える乳酸菌等の微生物、またはそれらを含

む製品および食品と定義付けされており、また胃腸障害・炎症性腸疾患の改善に有用で、

へりコバクター・ピロリなどの細菌に対する抗菌作用を有していることが知られているW卸。

プロバイオティクスの抗真菌作用に関して、乳酸菌は血ν北ルでC a1仂'canSの上皮ネ闇包

への接着抑制およびC albicanSの成長阻害、血Ⅶ'Wでは、 c albicanSの増殖阻害によ

るマウスの膝カンジダ症の改善が報告されている乳、聡。しかし、膝カンジダ症患者への効

果に関しては、一致する見解は得られておらず、現在議論は分かれている熨,郭。

そこで、本研究では我々が確立した C aル北飢S接種による慢性肥厚性カンジダ症モデ

ノレを用い、胃に定着性を有するプロバイオティクス(ιactobaci11Us gasseri oLL2716

yogurt)が、前胃のC.albiC勧S感染および増殖性病変を抑制するか否かを検討することで、

プロバイオティクスの C a1加'C勧S感染および慢性肥厚性カンジダ症の予防法としての有

用性を調べた。

材料および方法3.2

3.2.1

1.2

動物および飼育条件

1に準じて行った。

3.2.2 使用動物および試験群の構成

雌WBN爪ob ラットを総計30匹用い、8週齢でアロキサンを単回投与し、糖尿病を誘発し

た。 H週齢から剖検時まで全伊NこC. albiC飢S溶液を強制経口投与した。さらに、糖尿病

ラット15 匹に対し、 LG21ヨーグルトを 10週齢から剖検時まで強制経口投与した。したが

つて、本実験におけるラットの試験群は、アロキサン誘発による糖尿病ラットに

C albicanS を投与した DC 群(15 匹)、 DC 群に加え LG21 ヨーグルトを投与した DC+LG21

群(15 匹)の計 2 群から構成された(Fi8.12)。
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DC

0

Fig.12: Experimental design

Schematic time line representation of the experimental design to analyze to analyze

the effect of probiotic (yogurt) containing ιactobaci11US 宮'asseri oLL2716.

DC+LG21

8 1011

1 1

3.2.3 薬物の調製および投与方法

3.2.3.1 アロキサン

1.2.3.1 に準じて、アロキサンの調製を行い、 DC群およびDC+LG21群に対して尾静脈内

に単回投与(40 嘔永g)した。

↑
A110xan iv

3.2.3.2

1.2.3

28 週間、

40week ofage

LG21

C albicans

2 に準じて C. albicanSを調製し、最初の 1週間は週に 3 回、その後,剖検時まで

週に 1回強制経口投与(1mV匹)した。

3.2.3.3 LG21 ヨーグノレト

DC+LG21 群には、ιaotob.CI'11US 宮'asseri oLL2716 株を含む LG21 ヨーグノレト(LG21、株

式会社明治より提供)をアロキサン投与後2週から剖検時まで30週間、毎日(c alb北飢S

投与日以外)、強制経口投与(5 mL/kg)した。 LG21 ヨーグルトは、 1 mL あたり I×1d cfu

のιactobaci11Us gasseri oLL2716 を含む。

↑
necropsy

3.2

25

尿糖・血糖モニタリング

4に準じて尿糖・血糖モニタリングを行った。

3.2.5 剖検および組織の固定

40週齢に剖検を行った。剖検予定週齢に至らず状態が悪化した動物については、その時

点で剖検に付した。以後、 1.2.5 に準じて組織の固定を行った。

4
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3.2 6 包埋および組織標本の作製

2.6に準じて包埋および組織標本の作製を行った。

3.2.フヘマトキシリン・エオジン(H.E.)染色法

常法に従い、マイヤーのへマトキシリンおよびエオジン染色を行った。

3.2 8 組織学的解析

2.8に準じて組織学的解析を行った。

3.2 9 感染病原微生物の形態学的解析

2.9に準じて感染病原微生物の形態学的解析を行った。

3.2.10 免疫組織学的解析

1.2.10 に準じて免疫組織学的解析を行った。

3.2. H 統計学的解析

1.2.11に準じて統計学的解析を行った。

3.3 結果

3.3.1 一般状態

DC群の2例およびDC+LG21群の4例のラットを 12週齢から 37週齢の間に死亡またはー

般状態の悪化のため、それぞれの発見時点で剖検した。死因は悪性りンパ腫、尿路感染症、

重度の糖尿病状態によるケトアシドーシスおよび誤投与であることが剖検によって確認さ

れたが、その他の2例に関しては腐敗が強く死因を特定することはできなかった。

アロキサンを投与後、ほとんどすべてのラットは翌日から高血糖(>300叫/dDおよび高尿

糖(>500昭/dL)を示し、剖検時まで持続したΦC群:12/13、DC十LG21群:10/1D (Fig.13A)。

DC群およびDC+LG21群のそれぞれⅡ列は、正常から軽度な血糖および尿糖を示したため、

解析から除外した。 DC群およびDC+LG21群間の体重に差はなかった(Fig.13B)。
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3.3.2 組織学的解析

DC群およびDC+LG21群ともに全例の前胃に炎症を伴う肩平上皮過形成を認め、本病変は

両群ともに小穹側で強く、大穹側で弱かった。大穹側では、肩平上皮過形成の程度は、

DC+LG21 群で有意に低く、 DC 群では中等度から高度病変が 8/12(66.フ%)であったのに対し

て、DC+LG21群では高度病変は認められず、中等度病変が 2/10(20%)に留まった(Fig.14)。

Ki一釘陽性細胞は両群とも主に基底細胞に局在しており、 DC十LG21 群の大穹側における

Ki-67 陽性細胞の比率は DC 群と比較し有意な低値を示した(Fig.15)。小穹側では、米胡莫

の増殖性病変は両群間で差は認められなかった。

肩平上皮過形成となった半胡莫表層には、酵母型および菌糸型の C. alh'canSおよび細菌

感染を伴う好中球やマクロファージを主体とする化膿陛炎症を認めた。大穹側における粘

膜表層のイ朗農性炎症は、 DC 群と比べ DC+LG21 群で僅かに抑制されていた(P*0.127)(Fig

16A一の。 c aルicanS 感染は、両群間で差は認められなかった(Fig.16D-F)。小穹偵肌こお

ける化膿性炎症およびC .ル北即.感染の程度は両群間で差はなかった。

肩平上皮過形成となった粘膜固有層から粘膜下織にかけて、りンパ球および形質細胞が

多数浸潤していたが、その程度はDC群およびDC+LG21群でほぼ同程度であった。

28



A

、. f'赴

'

i" 二俄晦'、.ーー1●'"J

DC

江

ゞ

29

、、
J

^

,1'
.

,t'F,

ー^

^

DC+LG21

圏

^

r

'1

ノ

、ー^

C

づれ

3

Fig.14: probiotic (yogurt) containing ιactobaci11Us gasseri oLL2716 Suppressed

C albicans-induced mucosal proliferation.

Squamous ce11 hyperplasia of forestomach mucosa was milder in the DC十LG21 group (A)

than the Dc group (B).(C) severity of squamous ce11 hyperplasia in the both groups.

The horizonta1 1ine indicates the mean value.* Pく0.05 VS Dc group. HE stain. scale

bar:100 μm.

2

美

0

.

^

▲

]
゛
、
{

イy
'
ん轟

、
、
、
一
夛

i
 
:
鵬

ニ
、

Φ
で
巴
Φ

B
y

〆
.
、
ξ

"
>
一
三
舮

'
a

t
コ
.
、

ノ、
ゾ

,
靈
'

玄
戸
A

i
l

,
一
.
、

.
,
一
、

卸

舟
区
、



"《.、
、、、'ー
§ゞ y、

射

ー.

"""ゞ、'
^、

、{.:、,

疇孤、編,i・・・、 t寂.

ぢ

'、
武

烹猫鳥

姦

連、"

畷き了ゞ
J!j ,創'

,'ギ"イ,゛'

叉'→凡1

M

゛
、、'

盲

斧

急

20

弼

烹、

喫气

ゞ

10

美

酬^

0

塾:

ゞ

30

予

.1゛ι町"縛
J 々コ「M セ

笥

、

制4

C

・'、゛番
.

音

才、*
.臭、

,4

DC+LG21 DC

冷寶1,

60

50

1レ'゛

掌

40

Fig.15: Ki-67 Positive ce11S were decreased in the DC+LG21 group.

In i1血Unohistochemical analysis, Ki-67 antigen-positive squamous epithelial ce11S

in the forestomach were decreased in the DC十LG21 group (A) compared to the Dc group

(B).(C) comparison of Ki-67 Positive index in both groups.* Pく0.05 VS Dc group.

Hematoxylin couterstain. scale bar:50 μm.

30

゛

煮

゛

夢、
.

ミ
、
゛
、

叫

ー
イ
,

や
,
オ
゛
.
一

1
、
宝

赴
膨
甚

'
、

J
゛

気
,
ι
t
1
"

^
^
゛
鳳
十
風
、
¥
ネ
'
,

、
^
茅
吸
翻
:

郭
ヒ
ー
'
ゞ

黒
、

,
゛
一

喰
鞍

(
0
＼
0
)
X
Φ
で
三
Φ
>
=
一
の
0
区
卜
Φ
,
望

弓
,
.
ケ
,
嵐

ー
¥

;
L

り
)゛1゛

ぬ

"
キ
.
、
'
μ
ミ



A

.、、
气

盲
瓦

畠、

ジや
,、、

,

D

司
、

真

/
/

31

寛

C

、、

、

3

、、
拶 '

E

Ir

N、

2

Fi8.16: Effect of probiotic (yogurt) containing ιactobaci11US 宮'asseri oLL2716 0n

mucosal infla1血ation induced by c. albicans.

Suppurative inflalmation in hyperplastic mucosal surface in the DC十LG21 宮roup (A)

Was slightly weaker than in the DC 宮roup (B).(C) severity of suppurative infla1血ation

in the both groups.(D) c albicans infection in the Dc group.(E) Fungi positive

for c albicans anti今en by i11血Unohistochemical staining in mucosal surface in the

Dc group.(F) severity of c albicans infection in the both groups.

The horizonta1 1ine indicates the mean value. A, B, HE stain; D, PAs reaction.

Scale bar: A, B, D,25 μm; E,10 μm.
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3.4 考察

本研究では、ιactobaci11Us gasseri oLL2716 株を含むプロバイオティクス(以下 LG21

と略す)は、 c alb北anS感染誘発性慢性肥厚性カンジダ症による前胃増殖性病変を抑制す

ることが明らかとなった。

ウイルスおよび細菌による慢性炎症を原因とした発癌の報告は多いが、真菌感染による慢

性炎症に伴う発癌の報告は少ない',飴。しかし、口腔カンジダ症の患者の一部では、口腔粘

膜が過形成から異形成となり最終的に癌化することが知られている","。本研究では、両

群に癌の発生は認めなかったが、LG21ヨーグルト投与は慢性肥厚性カンジダ症による肩平

上皮の増殖1舌性を低下させ、過形成を抑制したことから、 LG21 は、 C. a1加'canS による粘

膜上皮の増殖および発癌の抑制に重要な役割を果たしていることが示唆された。

乳酸菌は、血Ⅶ'tr0 において C albicanSの膝上皮ネ朋包への接着を阻害し訂,能、カンジ

ダ膝炎マウスへのヨーグノレトおよび乳酸菌の経口・膝内投与により C. a1加'canSの増殖が

抑制される報告がある乳,噐。臨床的には乳酸菌をカンジダ膝炎の患者に経口あるいは膝内0

投与することにより C a1加'canSが抑制された報告があるが融,肪,的,゜゜、一方で乳酸菌はカン

ジダ膝炎に効果がない報告もあることから、乳酸菌の抗真菌作用に対する明確な証拠は未

だ得られていない郭,引,覗。今回、 LG21は、 c a1加'anS感染を明瞭に減少させることはでき

なかったが、 C. a1勿'm船感染誘発による化膿性炎症を抑制することができた。したがっ

て、 LG21は、軽度ながらカンジダ症に対する抗炎症効果を有すると考えられる。

乳酸産生に伴うPH の低下が真菌の増殖を抑制することで乳酸菌の抗真菌作用が生じる

と考えられている弱,卵,輿。多くの乳酸菌は胃酸により死滅するが、今回用いたLG21は乳酸0

菌の中でも胃酸に抵抗性を示すとともに砧、胃米胡莫に定着しやすい鮎。このことから、胃

米胡莫に定着したLG21から産生された乳酸による PH低下でC. alb北飾Sの増殖を抑制でき

た可育目陛は高い。さらに、 LG21 はプロスタグランジン E2 を産生することによって、胃粘

膜を保護する効果がある驗。加えて、乳酸菌は、揮発性脂肪酸、過酸化水素、アセトアル

デヒド、およびガセリシンなどのバクテリオシンなどの物質を産生し、細菌や真菌の増殖

を阻害することが報告されている餌,能。したがって、胃半胡莫に定着したLG21自身が抗真菌

および抗炎症作用に寄与した可能性もある。今回の実験から、 LG21が C a1加'C幼Sの増殖

を直接抑制したという証拠はないが、 c alb北飢S 感染による増殖性および炎症性病変を

確かに抑制した。

児玉ら玲は、 C. alb北飾S感染に伴う糖尿病ラットの前胃半胡莫の増殖性病変は、大穹側

と比べ、小穹側で強い傾向があることを示した。本研究において、LG21は病変の弱い大穹

側では増殖性病変を抑制できたが、病変の強い小穹側領域では抑制できなかった。この事

実から、LG21は、増殖性および炎症性病変がより軽度な状態で抑制効果が大きくなること

が示唆された。

結言兪として、ιactobaci11Us gasseti oLL2716 株を含むフ゜ロノ弌イオティクスは

C 扉b北勧S 感染による慢性肥厚性カンジタ症の肩平上皮増殖性病変を有意に抑制し、化
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膿性炎症を抑制することが明らかとなり、 C 紅切'微加感染により誘発される増殖性およ

び炎症性病変に対する予防もしくは治療になり得る可能性を示した。
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第4章慢性肥厚性カンジタ症から癌に至る発癌メカニズムの解析一P16、RAR一β2、TIMP3、

ERCC1およびBRCA1遺伝子のプロモーター領域のメチル化とタンパク発現の関連性の欠如一

4.1 序文

癌の発生に最も関連する因子は癌遺伝子あるいは癌抑制遺伝子の異常であるが、エピジ

エネティクス研究により、塩基配列の変異・欠失によるジェネティックな変化のみならず、

塩基やヒストンへの修飾によるエピジェネティクな変化によっても癌への進行が生ずるこ

とが明らかとなってきている脚。口腔肩平上皮癌、胃癌および大腸癌では、エピジェネテ0

イクな変化は多段階発癌過程のごく早期から認められ、多数の異常が蓄積することで遺伝

子異常を誘導することが報告されている川袷。発癌過程で最も多く研究されているエピジ

エネティックな変化のメカニズムはDNAメチル化であり、食道、口腔もしくは肺などの肩

平上皮癌では、多くの癌抑制遺伝子(P16、 CADMI、 TIMP3、 RAR一β2、 RASSFIA、 DAPN、 SOCS-3)

およびDNA修復遺伝子(ERCCI、 BRCAI、 XRCCI、 MLHI)のメチル化異常に伴って、タンパク発

現が抑制され、細胞周期異常や増殖シグナル異常および突然変異の蓄積などが誘発され、

癌の進展に関与するとされているル円。また、炎症性発癌では、へりコバクター・ピロリ

感染およびそれに伴う炎症反応が胃半胡莫でのDNAメチル化異常を誘発することや、喫煙に

よって誘発される炎症と食道組織でのメチル化異常に相関があることが報告されており、

炎症に伴いDNAメチノレ化に異常が誘発されることが明らかになっている n,'゜。

そこで、 c alb北anS 感染による腫傷発生では、肩平上皮過形成から癌に至る発癌過程

の進行に伴い、癌抑制遺伝子およびDNA修復遺伝子のプロモーター領域にメチル化異常が

誘導され、これによってそのタンパク発現が抑制されている可能陛があるのではないかと

考え、筆者らが確立した慢性肥厚性カンジダ症モデルを用い、発癌過程に沿ってプロモー

ター領域のメチル化ならびにそのタンパク発現の解析を行った。

4.2.2 実験デザイン

雌雄のWBN/Kob ラットを用い、10週齢でアロキサンを単回投与し、糖尿病を誘発させた。

アロキサン投与後30週以降に深麻酔下で腹部大動脈より放血致死させ、各臓器を肉眼的に

観察した後、直ちに消化管を摘出し、すべての臓器とともに 10%中性緩衝ホルマリン溶液

(PH7.2)に浸漬固定した。摘出した臓器を24時間固定後、常法に従い約 5 血の厚さで切

り出した。エタノーノレ系(70~100%)で脱水、パラフィン包埋後、大型滑走式ミクロトーム

(大和光機工業株式会社、埼玉)を用い、約4師の厚さの組織切片を作製し、組織学的解
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析を行った。

組織解析の結果、前胃の肩平上皮過形成Ⅱ例(雌、40週齢)、肩平上皮癌6伊K雌3例、

64、 73、 96週齢および雄討列、 38、 93(2例)週齢)ならびに正常肩平上皮 6例(雌、 40週

齢)を選択した。これらを用いて、メチル化解析と免疫組織学的解析を行った(Fig.17)。

発癌過程をより詳細に解析するために、前胃切片について 1)正常肩平上皮(Fi8.17A)、

2)肩平上皮過形成(Fig.17B)、さらに肩平上皮癌については、 3)半胡莫筋板が保たれている

癌に隣接する過形成(Fig.17CandF)、 4)半胡莫筋板が崩壊し癌と連続する過形成(F鎗.17D

andF)ならびに 5)肩平上皮癌(Fig.17EandF)のそれぞれの 5領域に分けて各遺伝子のDNA

プロモーター領域のメチル化およびタンパク発現を解析した。
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Fig. 17: Analyzed re曾ions of squamous ce11 epithelia in the forestomach in

a110xan-induced hyperplastic candidiasis and squamous ce11 Carcinoma (SCC).

(A) Normal epithelia (normaD ;(B) squamous hyperplasia (hyperplasia);(C) squamous

hyperplasia adjacent to scc (adjacent);(D) squamous hyperplasia transitioning to

SCC (transition);(E) SCC; and (F) 10W-power magnification of (C)ー(E). HE stain. scale

bar:100 μm (A-E),1 血(F).
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4.2.3 薬物の調製および投与方法

4.2.3.1 アロキサン

1.2.3.1 に準じて、アロキサンの調製を行い、尾静脈内に単回投与(雌:40m8/蚫、雄:45

mg/kg)した。

4.2.4 尿糖・血糖モニタリング

1.2.4 に準じて尿糖・血糖モニタリングを行った。

4.2.5 へマトキシリン・エオジン(H.E.)染色法

常法に従い、マイヤーのへマトキシリンおよびエオジン染色を行った。

4.2.6 レーザーキャプチャーマイクロダイセクションとメチノレ化解析

DNA を回収するため、 D正常肩平上皮領域、2)肩平上皮過形成領域、3)癌に隣接する過

形成領域および5)癌領域のそれぞれ4領域を厚さ8μmの切片を用いて解析した。それぞ

れの領域を n卯i ce11Cut (NNl onc., Rockledge, FL, USA)を用し、て切り出し、 minilsolation

CaP にて回収した。次に、 EpiTect plus Bisulfite Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を用

いて、 DNA抽出およびBisulfite 処理を行った。ラットの癌抑制遺伝子(P16, P15, CAD槻,

TIMP3, RAR一β 2, RASSFIA, DApn, SOCS-3)および DNA 修復遺伝子(ERCCI, BRCAI, XRCCI,

MLHI)の CPG アイランドのプライマー配列(Table 4)を用いて、 Methylati伽 Specific pcR

(MSP)を行った。 MSP では、 Epitect MSP Kit (QIAGEN)を使用し、 40 n8 の bisulfite 処理

後DNAおよび0.3μMの各プライマーをそれぞれ混合してPCR溶液とした。PCRのサイクリ

ング条件は 95゜C I0分間を 1 サイクル、 94゜C 15秒間、プライマー特異的アニーリング温

度(Table 4 参照)30秒間、 72゜C 30秒間を 40 サイクル、 72゜C I0分間であった。 PCR 産物

を 4%アガロースゲノレで分離し、 UV 照射にて確認した。また、 ssslmethylase (NewEngland

Biolabs)で処理した前胃の DNA サンプノレを methylatedcontr01 とし、 ssslmethylase (New

England Biolabs)で女&王里气士,エ、 Genomiphi V2 DNA Amplification Kit (GE Healthcare)を

用いて増幅させた前胃の DNAサンプルを Unm.thylatedcontr01 として、全ての PCR解析に

それぞれ加えた。
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Table 4. primer sequences for methylation specific pcR

P16

Gene M/U

P15

M F: aa廿Cgaggagagcgattcg

R: gaccgaaaatattcgaaaC宮

F: gtga日せt宮aggagagtga廿tg

R: caaccaaaaataせCaaaacaせ

F: g宮a菖gaせat廿廿旦ttacggatc

R: gacgけaaaatctacgcC菖日C

F: gagga杜atせ廿gヒtatgga廿gg

R: taacaaca廿aaaatctacacoaac

F: gaggtaggtgヒtcgatatggc

R: cctataaaaatcaataccgcgac

F: ggtaggtgtttgatatg宮ヒga

R: cacctataaaaatcaataccacaac

F:せtcgEaggttatせa廿ggtせC

R: C宮aaせtaaccgtacactatacacg

F:廿tttggaggヒtaせta廿ggヒt廿

R caaat廿aaccatacactatacacaat

F: ggヒtgggaaaaa三attaatagtせac

R: ctcctacaacatacaaaaaaacgaa

F: t三且gaaaaagaせaatagヒttatgt

R: ctcctacaacatacaaaaaaacaaa

F: tttgatcgggヒtatgtcggc

R gataaccacgacccgaaacg

F:壮tgattgggヒtatgttggt

R aataaccacaacccaaaaca

F:廿Cgaga壮aggatcgagttc

R: caatcataataaactatcacgcc

F: ag三ヒせtaagaせa宮gaせgagttt

R cacaetcataataaactatcacacc

F:宮gatせtaせg菖agtgtcgヒaatc

R aatacgtaaa廿Cttaatccccgac

F:三三attttaせggagtgttgtaaせg

R: aataC3taaaせCせaatccccaac

F: tttagga杜atagaEagtagcgC宮a

R: caaaaaaaataaaaacgatacaaC宮

F: ttta菖ga廿atagagagtagヒgt宮a

R: aaaaaaataaaaacaatacaacacc

F: ggt廿t廿Cggtattヒa三Etttc

R ttaattccgctcceaacgヒt

F:三鮓tt廿ttggtat廿aggt廿tg

R aaaCせtaa廿Ccactccaaaca杜

F: cgtaga三gtttaatcgagtatgc

R cccgaaaaaaataaaaaaaatacg

F: tgヒagaggtttaa廿gagtatgtgt

R ccccaaaaaaaataaaaaaaataca

F: cgヒgaatt廿gaC三Cgtaa宮C三C

R: CCせCaccttaaaccgaccgccg

F:三ga廿gtgaaせせgatgtgヒaagt底t

R:せCttcC廿Caccttaaaccaacca

U

Primer sequence (5'→ 3')

CADMI

M

U

TIMP3

M

U

Lengヒh (bp)
Position

RAR一β 2

M

133

U

Annealin倉

temperature (゜C)

RASSFIA

122

M

138

U

52

DAPKI

138

M

52

150

U

52

SOCS3

150

M

52

139

U

52

ERCCI

140

M

52

222

U

52

BRCAI

219

M

52

169

U

55

XRCCI

169

M

55

194

U

55

MLHI

200

M

55

153

U

55

153

M

55

166

U

55

164

55

174

55

179

55

128

55

129

55

37

175

55

184

55

55
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4.2.7 免疫組織学的解析

1)正常肩平上皮領域、 2)過形成領域、 3)癌に隣接する過形成領域、 4)癌と連続する

過形成領域および5)癌領域の切片について、形態学的解析とともに免疫組織学的な解析を

行った。免疫染色では、切片にキシレンによる脱パラフィン処理およびエタノール系列(100

~70%)による親水化を施した後に蒸留水で洗浄し、抗原賦活化処理を行った。抗原賦活化

処理を Table 5 に示した。その後、 50 mM Tris-Hcl buffer (PH 7.6) with o.03% Tween-20

(TBST)で洗浄し、 0.03%過酸化水素水を含む 100%メタノールで内在性ぺルオキシター

ゼに対するブロッキングを行った。 TBST で洗浄後、免疫グロブリン FC 受容体や補体受容

体を介した非特異的反応の除去のために、TBSTで希釈した副正常ヤギ血清によるブロッキ

ングを室温で5分間行い、T北le5 に示す一次抗体を用い4゜Cで一晩反応させた。また、TBST

で洗浄後、一次抗体に対応する二次抗体を用い室温で 60分間反応後、3,3-diamiobenzidine

①AB)にて発色させた後、直ちに蒸留水で 10分間洗浄し、マイヤーのへマトキシリン液

に1分間浸漬することにより対比染色を行い、10分間流水および蒸留水で色出しを行った。

染色切片をエタノール系列(70~100%)およびキシレンで脱水および透徹後、封入した。

P16 タンパク発現では、肩平上皮の核に、発現のないものを「ー」、軽度の発現を「+」、

中等度の発現を「+十」、高度の発現を「+++」とそれぞれ等級付けした。 RAR一β2 タンパク

発現では、肩平上皮の核に、発現のないものを「ー」、軽度の発現を「+」、中等度の発現を

「++」、高度の発現を「+++」、さらにホ醐包質に、発現のないものを「ー」、軽度の発現を「十」、

中等度の発現を「++」とそれぞれ等級付けした。 11MP3 タンパク発現では、肩平上皮の核

に、発現のないものを「ー」、発現のあるものを「+」、核周囲の細胞質および核周囲以外の

細胞質に、発現のないものを「ー」、軽度の発現を「+」、中等度の発現を「++」とそれぞれ

等級付けした。 ERca およびBRCA1 タンパク発現では、肩平上皮の核に、発現のないもの

を「ー」、発現のあるものを「+」と等級付けした。

Table 5. Antibodies u$ed in this study

PrjmaN antibody

P16

TIMP3

RAR一β2

ERCCI

BRCAI

Source

Santa cruz

Proteintech

abcam

Santa cruz

Santa cruz

Antigen retrieval

10 mM citrate bU仟er (PH 6.0)

10 mM citrate bU仟er (PH 6.0)

I mM EDTA bU仟er(PH 8.0)

Pepsln

Time

20 min

10 min

10 min

10 min

Dilution

1:50

1:200

1:50

1:800

1:200

Hist0十ine simple stain rat MAX-PO (M)

Histofine simple stain rat MAX-PO (Rb)

Histofine simple stain rat MAX-PO (Rb)

Hist0十ine simple stain rat MAX-PO (M)

Histofine simple stain rat MAX-PO (Rb)

Secondary antibody
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4.3 結果

P16 プロモーターがメチル化された動物の比率は、正常領域および過形成領域で 0%、癌

に隣接する過形成領域で33%、癌領域で83%であった(Fig.18A)。肩平上皮の基底細胞にお

けるP16 の核のタンパク発現は、正常領域では陰性から陽性であったが、過形成領域、癌

に隣接する過形成領域、癌と連続する過形成領域、癌領域へと発癌過程の進行に伴って、

その陽性率は増加した(F玲.18Band の。 P16 タンパク発現は細胞の分化度に応じて異な

つており、正常上皮では下層に比べると上層の上皮で強い発現が認められた。分化した細

胞のほとんどの核と細胞質がP16タンパク陽性であったが、基底層では、いくつかの核で

P16 タンパク発現が見られたにすぎなかった。しかし、発癌過程の進行に伴い、基底層の

核の発現率は上昇し、癌領域では強度に染色されていた。過形成領域から癌領域の分化し

た細胞の核と細胞質のP16タンパク発現に差は認められなかった。以上から、前胃肩平上

皮の発癌過程の進行とともに、 P16 プロモーターのメチル化力汁曽強しているにもかかわら

ず、基底層の核のP16タンパクは過剰発現していることが明らかとなった。

TIMP3 プロモーターがメチル化された動物の比率は、正常領域で0%であったが、急激に

上昇し、過形成領域で 64%、癌に隣接する過形成領域で 67%を示したが、癌領域では 0%と

メチル化は消失した(Fi8.19A)。肩平上皮の基底細胞における TIMP3 の核のタンパク発現

は正常領域では陰性で、過形成領域、癌に隣接する過形成領域では上昇していたが、癌領

域では陰性となった(Fig.19Bandc)。核周囲の細胞質におけるタンパク発現は、正常領

域では散発的であり、過形成領域および癌に隣接する過形成領域では上昇したが、癌と連

続する過形成領域および癌領域では消失した。核周囲以外の細胞質のタンパク発現は、正

常領域を含む全ての発癌過程で観察され、分化した細胞で最も強い反応を示した。しかし

ながら、肩平上皮の発癌過程において細胞質の染色性に一定の傾向は認められなかった。

以上から、TIMP3 のプロモーターのメチル化は、前癌段階まで進行するが、癌化に伴い消

失し、タンパク発現も癌化に伴い抑制することが明らかになった。

RAR一β2プロモーターのメチル化された動物の比率は、正常領域で0%、過形成領域で27%、

癌に隣接する過形成領域で 83%であったが、癌領域では急速に消失し、 0%になった(Fig.

20A)。 RAR一β2 の核のタンパク発現は、正常領域ではごく軽度であったが、発癌過程の進

行伴い徐々に増強し、全ての癌領域で、全層の核に強陽性を示した(Fig.20Bandc)。細

胞質のRAR一β2タンパク発現は、過形成領域で強くなっていたが、発癌過程の進行に伴い、

徐々に減弱した。以上から、RAR一β2 のプロモーターのメチル化は前癌段階まで進行する

が、癌化に伴い消失し、一方、 RAR一β2 タンパク発現は、発癌過程の進行に伴い、細胞質

で弱くなり、核で強くなることが示された。

駅CC1およびBRCA1 のプロモーター領域は、いずれの段階でもメチル化されていなかっ

たが、発癌過程の進行に伴って非メチルのバンドも消失した(Figs.21A and 22A)。核の

ERCC1 タンパク発現は、正常領域で陽性であったが、過形成領域で消失し、基底細胞の上

層の分化した細胞では、発癌過程の進行に伴って、徐々に再発現した(Fig.21Band の。
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更に、核のBRCA1タンパク発現は、正常領域で陽性であったが、過形成領域から癌領域で

急速に消失した(Fig.22B and c)。対照的に、細胞質における ERCC1およびBRCA1 タンパ

ク発現は全ての段階で陰性であった。以上から、 ERCC1 およびBRCA1 のプロモーター領域

は、いずれの段階でもメチル化されず、これらのタンパク発現は早い段階で消失していた

が、 ERCC1タンパクは発癌過程の進行に伴い、再発現することが明らかとなった。

40



(A)

20obp

10obp

normal
^

UM

hequency

6幼

hypelpla5ia
^

U M

(B)

"0伽,.・"'",'、、瀞、・。,1_、,1
,"、・、・.'＼・,';0 <.フ・i"'、、、'、,、"瓢'、'、1ゞ11瓢雛" 1',}11四

卿,1゛"X゛師'4゛"鳥琴"轟"NW地4、"11ジ＼ご璽1鄭i,ー'泌式翻鞘、1、、,;ミiゞ"鄭一〆、"f" t沸鄭六郷●乱y'1・J ＼、ゞY、,、む'、,.、゛、.11J1革111 J゛¥竜1ゞ・j、叉_,了..{、ー'ヤむ愚{゛、器耳暁j,・、、'1J ●1、隆ゞ冨'、'◆1捻

、・、..'、゛、"゛卵"^ー"^,"、.、',.'、、^§,ξ.'.,.゛.゛""令゛,゛'_" 1 門':"

0/6

(0%)

0門1

(ぴ幼

SCC
^

U M

2府

(3舮幼

CO"h01
^

U M

5/6

(83%)

、噂鯵峨M爾途途、W鶏得M1輝4御郁燕゛"1.q゛,",じn艇リ
i~'ゞ1、、:に1火゛尋、ミ.般ゞtN、ゞ叉蕪!tt.、,靴ル' 1'{""、、・1ゞ.',1ず、y 、L'倫゛i、1jf11jご轟シ,勇
,゛六6゛運゛、■、鯵■一゛ド'交硲隠、 Y',携,,ゞ゛キ" 1や1,11イ'R讐■ヅ劃い遷1、M丸11、i'ハ＼tゞ熊洗、ト叉ゞ、七二、、袋ゞ億趣、,,',N発ぬ晦キ" r、゛1 ・11沌詩1凱タ'!、、、,"亀i号、'
It y゛・§ト、゛§§'ニ゛,、..'●1鄭゛1,叫鄭御知W畷、・込;.、'"1"・J鄭'

姿ゞ.ー、N・"、、導・L'i エジ,嬉"・'1" 1、', N、八j '.、,'弓,く.・'ニ'゛敵"{,才、、凡、、市ド,、'、'1
'"'傾',1き'・笈;、气゛'ゞ':, i、,ー・、、i 卦'ミ、t、ア;".ゞjセ■・遷'、、'鵡二',・ナ'、、゛1ンミ'1ゾ.、'ず、,'
' 1 、、,運、、^・、,竜、'、ー;,"゛1:無゛.,;'1"鄭、"、智".、'、"、゛1゛.゛'」.^'、,;■'ι',嵯'.優;.る、,、',書.

写、竜.夢、烹'、、、、、、'、だ'サつ、、、,,'1、・"'_、"ー、・・_'丁_陰,.,gト'才、1JI,1n、、.'.と、、゛_す、___、,当^
▲、、゛七一ψ゛.・,.、"●.",坪,f●、ν竜一、

i'、ーー゛、'.ゞ牙' J '、'゛しず'、ゞ,、1 亀'府靭

耐' t・・,^.ー、・'t・'〆よ^、'・よー,一駕'.,".'、・、,,工麹、、史'、,,,,
i'価一、'1 /^',、ゞごτ一、、

゛'才ン1づ戸"、.・"、'、、"、叉峡1~'■式'^1魯C 趣'f

冨、、く壽一、'、班・'智、"'ー・i禽、^"亀、、
t、、麹'盲一 fL 、・i、、'1嘉气式゛一璽1、i ;;ノ寺点盲崎 1、゛、'1_、.,、毛"';ヤ゛1.、
'ヤ、、;'藤'.,゛゛"岐熱・ー・"孤'§、、エ;上1悪7ー・ ー"含軍イ゛゛今り島゛゛rp゛ぜ゛岳佃工'らC゜

Fig.18: Nuclear P16 Protein expression is progressively overexpressed in the

Carcin0宮enic process despite increased P16 Promoter methylation.

(A) Msp analysis of P16. U: PCR product amplified by unmethylated-specific primers,

M: PCR product amplified by methylated-specific primers.(B) 1n i1血Unohistochemical

analysis, the positivity of the nuclei of basal ce11S gradua11y increased in

accordance with the carcin0三enic process.(C) Grade distribution of P16 nuclear

expression.** Pく0.01. scale bar:50 μm
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Fig. 19: rluP3 Promoter methylation increases until the precancerous stage but

Clearly disappears along with malignant transformation whereas protein expression

is suppressed in the carcin0宮enic process.

(A) Msp analysis of rluP3. U: PCR product amplified by unmethylated-specific primers,

M: PCR product amplified by methylated-specific primers.(B) 1n i1血Unohistochemical

analysis, nuclear and perinuclear cytoplasmic TIMP3 Protein expression Was

Suppressed in the carcinogenic process whereas cytoplasmic protein expression was

Observed throughout.(C) Grade distribution of TIMP3 nuclear, perinuclear, and

Cytoplasmic expression.* Pく0.05,** Pく0.01. scale bar:50 μm
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Fig.20: RAR一β2 Promoter methylation pr0宮resses until the precancerous stage but

disappears upon mali8nant transformation.1n contrast, its protein expression

declines in the cytoplasm but increases in the nucleus during the carcinogenic

Process.

(A) Msp analysis of RaR一β2. U: PCR product amplified by unmethylated-specific

Primers, M: PCR product amplified by methylated-specific primers.(B) 1n

in肌Unohistochemical analysis, RAR一β 2 nuclear protein expression was gradua11y

enhanced and cytoplasmic protein expression is also advanced in hyperplasia, but was

gradua11y reduced during the carcinogenic process.(C) Grade distribution of nuclear,

and cytoplasmic expression.* Pく0.05,** Pく0.01. scale bar:50 μm.
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Fig.21: ERccl promoter is not methylated in carcinogenesis process, and its protein

disappears in early sta8e, but its protein reappears in the nucleus with progression

Of carcin0今enic process.

(A) Msp analysis of 五'RCCI. U: PCR product amplified by unmethylated-specific primers,

M: PCR product amplified by methylated-specific primers.(B) 1n i1血Unohistochemical

analysis, ERccl protein expression was detected in the nuclei of normal, and once

disappeared in squamous hyperplasia, but 宮radua11y reappeared with progression of

Carcin08enesis process.(C) Grade distribution of nuclear expression.** Pく0.01.

Scale bar:50 μm
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4.4 考察

P16 は癌抑制遺伝子であり、細胞周期の調節以外に細胞老化、アポトーシスの誘導およ

び細胞浸潤に重要な役割を果たす釘。P16プロモーター領域の過乗がチル化は、口腔癌、食

道および肺の肩平上皮癌など多くの腫傷で報告されており印,竹,袖,詑,部、それに伴い、ほとん

どの例でそのタンパク発現は抑制される。今回、ヒトの報告と同様にP16 プロモーターの

メチル化が発癌過程の進行とともに亢進した。しかし、そのタンパク発現は癌細胞の核で

は抑制されなかった。癌でP16タンパクが過剰発現する原因として、ΦKN2A遺伝子の変異

や、 Rb 遺伝子欠損に伴うフィードバック調節が知られている釘,鍵、部。また、ホ朋包質におけ

る P16 タンパクの過剰発現は、P16-CDK4複合体の形成や膜貫通タンパクと P16 タンパクの

結合に関連することが報告されている幻,認。今回の C alb北anS感染誘発性の慢性炎症に0

関連した癌では、P16 タンパクの過剰発現は P16 プロモーター領域のメチル化とは関係な

く、ΦKN2A の変異もしくは Rb 遺伝子欠損のような別の代替路によって生じたのではない

かと考えられる。

TIMP3 は腫傷の亢進に関与しており、特に、腫傷の成長、血管新生、癌細胞の浸潤およ

び転移を阻害するとともに、マトリックスメタロプロテアーゼ(ⅧPS)のタンパク分解活性

と桔抗することが知られている釣,卯。TIMP3 プロモーター領域のメチル化は、食道癌、胃癌

および甲状腺癌など多くの腫傷で観察されており、 TIMP3 タンパクの発現の消失を招く

釣,町,兜。しかし、畔癌ではTIMP3 プロモーター領域のメチノレ化が原因ではない TIMP3 タンパ

クの downregulation も報告されており、この現象は microRNAやへテロ接合性の消失との

関連が示唆されている"妬。本研究では、 TIMP3 プロモーター領域は前癌段階までメチノレ

化され、その後、脱メチル化が生じていたが、同時に TIMP3 タンパク発現の減少も生じて

いることが明らかになった。加えて、発癌過程の進行に伴って、TIMP3 タンパク発現が徐々

に減少していることも示された。したがって、 TIMP3 タンパク発現の消失は、以前の報告

で示されたプロモーター領域のメチル化と直接関与するのではなく、結果として生じた

C a1加'C飢S 感染誘発↑生慢性炎症と関連した腫傷の悪性形質転換に関連している可能性が

ある。

RAR一β2 は、細胞増殖阻害およびアポトーシスの誘導を導くことが知られ、食道および

口腔半胡莫の肩平上皮癌および異形成音畔立ではRAR一β2 プロモーター領域のメチル化により、

RAR一β2 の遺伝子およびmRNA発現が消失することが報告されている町、卯。免疫組織学的解

析により、口腔肩平上皮癌や甲状腺癌の核および細胞質では、磁R一β2 タンパク発現は有

意に減少することが報告されているが、本研究で観察されたRAR一β2 タンパク発現の上昇

も、希ではあるが悪性腫傷で報告されている四、地。一方、核内およびホ朋包質のRAR一β2 タ

ンパク発現は、良性甲状腺腫傷、口腔粘膜の異形成、前立腺過形成および前立腺上皮内腫

傷のような良性腫傷や低悪性度腫傷で報告されている卯,柳,鄭。我々が用いた C aル北即S

感染による慢性炎症を伴う肩平上皮癌は、高分化型であり、りンパ節転移は少なく予後は

良好な低悪性度腫傷である Wことから、今回認められた核と細胞質に認められた RAR一β2
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タンパク発現は、腫傷の低悪性度と関連しているのかもしれない。さらに、細胞質のRAR-

β2 タンパク発現は、過形成で急激に上昇し、癌では正常レベルまで低下したが、これと

同様の変化が前立腺の過形成および癌で報告されており、前立腺過形成とRAR一β2 シグナ

ル間には明確な相関があることが示唆される鵬。以上から、 RAR一β2 シグナルの上昇は肩

平上皮過形成と関連している可能性は高いと考えられる。

ERCC1 は、ヌクレオチド除去修復に重要な役割を果たす DNA修復遺伝子であり、大腸癌

やグリオーマでは、ERCC1のタンパクおよびmRNA発現は減少する峡、鄭。一方、ヒトの頭頸

部の肩平上皮癌および食道癌ではERCC1タンパクの過剰発現が知られている川,那。本研究

では、過形成領域でERCC1タンパク発現はプロモーターのメチル化と関係なく、消失した

ことから、その原因となる潜在的要因は遺伝子変異、 ROS によるタンパク分解、あるいは

プロモーターのメチル化以外のエピジェネティックな変化によるのではないかと考えられ

る鄭。注目すべきことに、発癌過程の進行とともに、基底層の上層に位置する細胞の核に、

徐々に ERCC1タンパクの再発現が、プロモーター領域の非メチルおよびメチノレのバンドの

消失を伴って認められた。非メチルのバンドが消失した明確なメカニズムは不明であるが、

本研究はプロモーター領域の異常が C a1加'canS感染誘発性の腫傷における ERCC1タンパ

ク発現を増強させている可官断生を示唆していた。

BRCA1 は癌抑制遺伝子であり、その発現タンパクは DNA修復、転写、細胞周期およびア

ポトーシスなどの多様なメカニズムを通してDNAの恒常性維持に関与している鵬。乳癌や

卵巣癌では、BRCA1遺伝子の変異ならびにタンパク発現の消失が報告され、BRCA1のプロモ

ーター領域のメチル化により誘発されたタンパクの消失および機能低下も発見されている

鵡、山。また、ヒトの食道肩平上皮癌では、 BRCA1のタンパクおよびmRNA発現は、低いもの

から高いものまで様々である蛇。今回、プロモーターのメチノレ化に関係なく、発癌過程の0

早期の段階である過形成領域でタンパク発現は消失していた。BRCA1 の不活性化はプロモ

ーター領域のメチル化状態とは関係なく、腫傷の形質転換が生じる初期のステージそのも

のが関与している可能性が考えられる。

ヒトの食道肩平上皮癌では、P16、RAR一β2 およびTIMP3 のタンパク発現は減少し、ERCCI

およびBRCA1 タンパク発現は増加および減少のいずれも示し変動する詑,田,羽,那,地。今回の

C aルicanS誘発性肩平上皮癌における TIMP3、 ERCC1およびBRCA1 の変化はヒトと概ねー

致したが、 P16 と RAR一β2 タンパクの高発現はヒトの低発現と一致しなかった。しかし、

パピローマウイルス感染と関与するヒトの食道肩平上皮癌では、P16 タンパクの過剰発現

が観察されている山。 C. aル北anS感染による慢性炎症はP16 の過剰発現に関連している

ことから、ヒトパピローマウイノレスと同様に C a1加'canSが直接P16 の過剰発現に影響及

ぽした可育断生もある。 RAR一β2タンパク発現はヒトの高悪性度の前立腺癌で低下する鵬。

筆者の解析した腫傷は転移率が低く、高分化型で低悪性度の肩平上皮癌であることからW、

腫傷の悪性度の程度も磁R一β2タンパク発現と関与しているのかもしれない。

今回、用いた動物モデルの C alh'C飢S感染誘発性の肩平上皮癌では、解析した遺伝子
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のメチル化状態とそのタンパク発現の間に明確な関連性はなかった。我々の知る限り、DNA

プロモーターのメチル化状態とタンパク発現の間に相関がないという報告は少ない鮖。DNA

のメチノレ化以外に、 RNA レベノレは、 microRNA によって調節され、タンパク発現はタンパク

の安定性によっても調節されている山,Ⅱ5。 P16、 TIMP3、 ERCC1 および BRCA1 遺伝子では、

microRNAの低下によって RNAおよびタンパク発現は低下する鮖,鄭,Ⅱ゜,川。さらにP16 タンパ

クの安定性はARF によって調節され山、 RAR一β2 タンパク発現上昇には、レチノイン酸の

増加が関与している鵬。筆者の研究から、メチル化以外の因子が、タンパク発現に影響し、

また腫傷発生にも関与している可能陛が高い。今後、 c alb北勧S 感染誘発性の肩平上皮

癌の発癌メカニズムを解析する上で、遺伝子のメチル化とタンパク発現の相関の欠如に関

与する因子を究明する、さらなる研究が必要である。

結論として、 P16、 TIMP3、 RAR一β2、 ERCC1 および BRCA1 のタンパク発現の変化は、

C alb北飢S感染性の慢性炎症を伴う肩平上皮癌の発癌過程と関与している可能性が高い。

すなわち、過形成段階でERCC1および殴CA1タンパク発現は消失し、続いてP16およびRAR-

β2 タンパク発現の異常蓄積が生じ、さらに最終的に肩平上皮癌で TⅢP3 タンパク発現は

減少する(Fig.23)。しかしながら、 P16、 TIMP3、 RAR一β2、 ERCC1 およびBRCA1 のプロモ

ーターのメチル化はタンパク発現の消失とは連動せず、その原因ともなり得ない。本研究

はP16、 RAR一β2、 TIMP3、 ERCC1およびBRCA1 のタンパク発現はプロモーターのメチル化状

態とは関係なく生じ、これらが C. aル北飢S感染によって引き起こされる炎症性発癌を促

進している可育自陛を示唆していた。
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結語

アロキサン誘発糖尿病ラットに C alb北a加を強制経口投与またはプレドニゾロンを間

歌投与する2種類の方法により、前胃の肩平上皮に高率かつ高度の慢性炎症と増殖性病変

を発症する慢性肥厚性カンジダ症モデルを確立した。この2種類のモデルでは、いずれも

少数ながら早期に肩平上皮癌に進行することから、希に肩平上皮癌に進行するヒトの口腔

および食道の慢性肥厚性カンジダ症と極めて類似していることが判明した。次に、この慢

性肥厚性カンジダ症モデノレを用い、ιactobacl'uus gasserioLL2716 株を含むプロバイオ

ティクスが C aル北即S感染によって引き起こされる増殖性および炎症性病変に対し、予

防および治療効果があることを明らかにした。以上の結果から、本モデルが慢性肥厚性力

ンジタ症のモデノレ動物として極めて有用であることが裏付けられた。また、 c albicans

感染による肩平上皮過形成から癌に至る発癌過程の形態学的解析から、慢陛肥厚性カンジ

ダ症の増悪化にはCD4陽性T細胞およびマクロファージの増加が深く関与していることが

示され、発癌メカニズム解析から、 P16、 TIMP3、 RAR一β2、 ERCC1およびBRCA1 のタンパク

発現異常が、DNAプロモーター領域のメチル化とは関係なく生じていることを見出した。

本モデルの確立により、持続的な C alb北anS感染は肩平上皮過形成を誘導し、さらに

肩平上皮癌にまで進行することが明確となり、 c alb北anS が発癌のりスクファクターと

なる可育獣生を示した。すなわち本研究により、糖尿病、免疫抑制剤および抗菌剤の使用、

ならびに加齢による免疫力低下により、近年増え続けている深在性カンジダ症患者に発癌

の危険性ならびに真菌治療の重要性を提示することができた。。

現在、著者らは、 C. aル北飢S認識の中心旧勺な役割を果たすTLR4とその下流シグナルの

解析および腫傷微小環境におけるマクロファージとSTAT3 の関連性ならびに炎症性サイト

カインの解析を行うことで、 c aル北飢S 感染による発癌の危険性をより明確にするべく

取り組んでいる。今後、今回確立した動物モデルを使用し、 C. a1加'canS 感染による発癌

に至るメカニズムをより明確にすることは、抗真菌剤および抗癌剤の開発するために非常

に有用であると考えられる。

49



引用文献

1. Grivennikov sl, Greten FR, and Karin M.11血Unity, infla1血ation, and cancer.

Ce11.140:883-899.2010.

2. coussens LM, andwerb z.1nfla1血ation and cancer. Nature.420:860-867.2002.

3. Mayer FL, wilson D, and Hube B. candida albicans pathogenicity mechanisms.

Virulence.4:119-128.2013.

4. Kabir N仏, Hussain NIA, and Ahmad z. candida albicans: A Model organism for

Studying Fun宮al path0宮ens.1SRN Microbi01.2012:538694.2012.

5. MCCU110ughM, JaberM, Barrett AW, BainL, speight pM, andporter sR. oralyeast

Carriage correlates with presence of oral epithelial dysplasia. oral onc01.

38:391-393.2002.

frequency of fungal infection6. Barrett AW, Kin宮Smi11VJ, and spei宮ht pM. The

in biopsies of oral mucosa1 1esions. oral Dis. 4:26-31.1998.

hyperplasticChronicフ. sitheeque N仏, LP.and Samaranayake

Candidosis/candidiasis (candida1 1eukoplakia). crit Biol Med.14:Rev oral

253-267.2003.

8. wi11iams DW, Bartie KL, potts AJ, wilson MJ, Fardy MJ, and Lew'is N仏. strain

Persistence of invasive candida albicans in chronic hyperplastic candidosis

that underwent malignant chan宮e. Gerodont010gy.18:73-78.2001.

9. BakriNN, M. HH, Holmes AR, cannon RD, and RichAM. Revisiting the association

between candidal infection and carcinoma, particularly oral squamous ce11

Carcinoma. J oral Microbi01.21.2010.

Gainza-cirauqui ML, Nieminen MT, Novak Frazer L, Aguirre-urizar JM, Moragues10.

MD, and Rautemaa R. production of carcinogenic acetaldehyde by candida albicans

from patients with potentia11y malignant oral mucosal disorders. J oral path01

Med.42:243-249.2013.

11. Ga11 F, cole11a G, Di onofrio v, Rossie110 R, Angeli110 IF, and Liguori G.

Candida spp. in oral cancer and oral precancerous lesions. New Microbi01.36:

283-288.2013.

Norgaard M, Thomsen RW, Farkas DK, Mogensen MF, and sorensen HT. candida12.

infection and cancer risk: a Danish nationwide cohort study. Eur J lntern Med.

24:451-455.2013.

13. 0'Grady JF, and Reade pc. candida albicans as a promoter of oral mucosal

neoplasia. carcinogenesis.13:783-786.1992.

Dwivedi pp, Ma11ya s, and Dongari-Bagtzoglou A. A novel i1血Unocompetent murine14.

model for candida albicans-promoted oral epithelial dysplasia. Med Myc01.47:

50



15.

157-167.2009.

Samaranayake YH, and samaranayake LP. Experimental oral candidiasis in animal

models. clin Microbiol Rev.14:398-429.2001.

Costa AC, pereira cA, Junqueira JC, and Jorge AO. Recent mouse and rat methods

for the study of experimental oral candidiasis. virulence.4:391-399.2013.

Naglik JR, Fidel pL, Jr., and odds FC. Animal models of mucosal candida

infection. FEMS Microbiol Lett.283:129-139.2008.

Kodama Y, ozaki K, sano T, Matsuura T, Akagi H, and Narama l.1nduction of

Squamous ce11 Carcinoma of forestomach in diabetic rats by single a110xan

treatment. cancer sci.97:1023-1030.2006.

Sano T, ozaki K, Kodama Y, Matsuura T, and Narama l. prevention of proliferative

Changes of forestomach mucosa by blood 宮Iucose control with insulin in

a110xan-induced diabetic rats. cancer sci.100:595-600.2009.

Sano T, ozaki K, Kodama Y, Matsuura T, and Narama l. Effects of the antifungal

agent itraconazole on proliferative changes of the forestomach mucosa in

a110xan-induced diabetic rats. Toxicol path01.37:790-798.2009.

Barth010mew GA, Rodu B, and Be11 DS. oral candidiasis in patients with diabetes

me11itus: a thorough analysis. Diabetes care.10:607-612.1987.

Russe11 C, and Jones JH.1he hist010宮y of pr010nged candidal infection of the

rat's ton今Ue. J oral path01.4:330-339.1975.

Urban cF, Reichard u, Brinkmann v, and zychlinsky A. Neutrophil extrace11Ular

traps capture and ki11 Candida albicans yeast and hyphal forms. ce11 Microbi01.

8:668-676.2006.

de Leon EM, Jacober sJ, sobel JD, and Foxman B. prevalence and risk factors

for vaginal candida c010nization in women with type l and type 2 diabetes. BMC

Infect Dis.2:1.2002.

Nagy KN, sonkodi l, szoke l, Nagy E, and Newman HN. The microflora associated

With human oral carcinomas. oral onc01.34:304-308.1998.

Wilson RM, Tomlinson DR, and Reeves wG. Neutrophil sorbitol production impairs

Oxidative ki11ing in diabetes. Diabet Med.4:37-40.1987.

Giovannucci E, Harlan DM, Archer MC, Ber宮enstal RM, Gapstur sM, Habel LA, P011ak

M, Regensteiner JG, and Yee D. Diabetes and cancer: a consensus report. Diabetes

Care.33:1674-1685.2010.

Kodama Y, ozaki K, sano T, Matsuura T, and Narama l. Enhanced tumorigenesis

Of forestomach tumors induced by N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine in rats

With hypoinsulinemic diabetes. cancer sci.101:1604-1609.2010.

51

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.



29. R011ins BJ.1nfla血atory chemokines in cancer growth and progression. Eur J

Cancer.42:760-767.2006.

Schluter c, Duchrow M, wohlenberg c, Becker MH, Key G, Flad HD, and Gerdes J.

The ce11 Proliferation-associated antigen of antibody Ki-67: a very large,

Ubiquitous nucleat protein with numerous repeated elements, representing a new

kind of ce11 Cycle-maintainin宮 Proteins. J ceH Bi01.123:513-522.1993.

Jordan RC, Bradley G, and slingerland J. Reduced levels of the ce11-cycle

inhibitor P27Kipl in epithelial dysplasia and carcinoma of the oral cavity.

Am J path01.152:認5-590.1998.

Zhao J, GUO B, Ma sc, and zhou xD. Expression of P53 and Ki-67 genes in epithelial

dysplasia from old oral mucosa and clinical significance. sichuan Da xue xue

Bao Yi xue Ban.36:689-691.2005.

Farah cs, Lynch N, and MCCU110ugh MJ. oral fungal infections: an update for

the general practitioner. Aust Dent J.55 SUPP1 1:48-54.2010.

Takakura N, sato Y,1Shibashi H, oshima H, uchida K, Yamaguchi H, and Abe s.

A novel murine model of oral candidiasis with local symptoms characteristic

Of oral thrush. Microbi01 11肌Un01.47:321-326.2003.

Abe s.[Development of murine experimental model for candidiasis and its

application]. Nihon lshinkin Gakkai zasshi.45:227-231.2004.

Ishibashi H, uchida K, Nishiyama Y, Yamaguchi H, and Abe s. oral administration

Of itraconazole solution has superior efficacy in experimental oral and

Oesopha宮eal candidiasis in mice than its intra旦astric administration. J

Antimicrob chemother.59:317-320.2007.

Okada M, Hisajima T,1Shibashi H, Miyasaka T, Abe s, and satoh T. path010gical

analysis of the candida albicans-infected tongue tissues of a murine oral

Candidiasis model in the early infection stage. Arch oral Bi01.58:444-450.

2013.

Coutinho AE, and chapman KE. The anti-infla1血atory and i1血Unosuppressive

effects of glucocorticoids, recent developments and mechanistic insi留hts. M01

Ce11 Endocrin01.335:2-13.2011.

Landskron G, De la Fuente M, Thuwajit p, Thuwajit c, and Hermoso NIA. chronic

infla1血ation and cytokines in the tumor microenvironment. J 11血Unol Res.2014:

149185.2014.

Roberts sJ, Ng BY, Fi11er RB, Lewis J, Glusac EJ, Hayday AC, Tigelaar RE, and

Girardi M. characterizin宮 tumor-promoting T ce11S in chemica11y induced

Cutaneous carcinogenesis. proc Natl Acad sci u s A.104:6770-6775.2007.

52

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.



41. Langowski JL, zhang x, WU L, Mattson JD, chen T, smith K, Basham B, Mcclanahan

T, Kastelein RA, and oft M.1L-23 Promotes tumour incidence and 宮rowth. Nature.

442:461-465.2006.

Hanada T, Kobayashi T, chinen T, saeki K, Takaki H, Koga K, Minoda Y, sanada

T, Yoshioka T, Mimata H, Kato s, and Yoshimura A.1FN宮a1血a-dependent,

Spontaneous development of c010rectal carcinomas in socsl-deficient mice. J

EXP Med.203:1391-1397.2006.

Condeelis J, and p011ard JW. Macropha宮es: obligate partners for tumor ce11

mi宮ration, invasion, and metastasis. ce11.124:263-266.2006.

Hatogai K, Kitano s, Fujii s, Kojima T, Daiko H, Nomura s, Yoshino T, ohtsu

A, Takiguchi Y, Doi T, and ochiai A. comprehensive i1血Unohistochemical analysis

Of tumor microenvironment inⅡnune status in esophageal squamous ce11 Carcinoma.

Oncotarget.2016.

Mori K, Hiroi M, shimada J, and ohmori Y.1nfiltration of m2 tumor-associated

macrophages in oral squamous ce11 Carcinoma correlates with tumor malignancy.

Cano.r.(BaseD.3:3726-3739.2011.

Daniel D, Meyer-Morse N, Bergsland EK, Dehne K, coussens LM, and Hanahan D.

1血Une enhancement of skin carcin08enesis by cD4+ T ce11S. J EXP Med.197:

1017-1028.2003.

DeNardo DG, Barreto JB, Andreu p, vasquez L, Tawfik D, Kolhatkar N, and coussens

LM. CD4(十) T ce11S regulate pulmonary metastasis of ma1血ary carcinomas by

enhancing protumor properties of macropha旦es. cancer ce11.16:91-102.2009.

Sakamot0 1,1garashi M, Kimura K, Takagi A, Miwa T, and Koga Y. suppressive

effect of Lactobaci11Us gasseri oLL 2716 (LG21) on Helicobacter pylori

infection in humans. J Antimicrob chemother.47:709-710.2001.

Uchida M, and Kurakazu K. Yogurt containing Lactobaci11Us gasseri oLL2716

exerts gastroprotective action against acute gastric lesion and antral ulcer

in rats. J pharmacol sci.96:84-90.2004.

Uchida M, shimizu K, and Kurakazu K. Yogurt containing Lactobaci11US 合asseri

OLL 2716 (LG21 yogurt) accelerated the healin8 0f acetic acid-induced gastric

Ulcer in rats. Biosci Biotechnol Biochem.74:1891-1894.2010.

Hamad M, Muta' eb E, Abu-shaqra Q, Fraij A, Abu-Elteen K, and Yasin sR. utility

Of the oestrogen-dependent va8inal candidosis murine model in evaluating the

efficacy of various therapies a8ainst vaginal candida albicans infection.

Mycoses.49:104-108.2006.

JOO HM, Kim KA, Myoung KS, Ahn YT, Lee JH, Huh cs, Han MJ, and Kim DH.

53

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.



Lactobaci11Us helveticus HY780l ameliorates vulvovaginal candidiasis in mice

by inhibiting fungal growth and NF-kappaB activation.1nt ln血Unopharmac01.14:

39-46.2012.

Wagner RD, and Johnson sJ. probiotic lactobaci11Us and estrogen effects on

Vaginal epithelial gene expression responses to candida albicans. J Biomed sci.

19:58.2012.

Vicariotto F, Del piano M, M0宮na L, and Mogna G. Effectiveness of the

association of 2 Probiotic strains formulated in a slow release va目inal product,

affected by vulvovaginal candidiasis: a pilot study. J clinIn women

Gastroenter01.46 SUPPI: S73-80.2012.

Fala8as ME, Betsi GI, and Athanasiou s. probiotics for prevention of recurrent

Vulvovaginal candidiasis: a review. J Antimicrob chemother.58:266-272.2006.

Kuper H, Adami HO, and Trichopoulos D.1nfections as a major preventable cause

Of human cancer. J lntern Med.248:171-183.2000.

Ishijima sA, Hayama K, Burton JP, Reid G, okada M, Matsushita Y, and Abe s.

Effect of streptococcus salivarius K12 0n the in vitro growth of candida

albicans and its protective effect in an oral candidiasis model. APPI Environ

Microbi01.78:2190-2199.2012.

Osset J, Garcia E, Bart010me RM, and Andreu A. Role of Lactobaci11Us as

Protector against vaginal candidiasis. Med clin (Barc).117:285-288.2001.

Hilton E, Rindos p, and lsenberg HD. Lactobaci11US GG vaginal suppositories

and vaginitis. J clin Microbi01.33:1433.1995.

Reid G, charbonneau D, Erb J, Kochanowski B, Beuerman D, poehner R, and Bruce

AW. oral use of Lactobaci11Us rhamnosus GR-1 and L. fermentum RC-14

Significantly alters vaginal flora: randomized, placebo-contr011ed trial in

64 healthy women. FEMs ln皿Unol Med Microbi01.35:131-134.2003.

Shalev E, Battino s, weiner E, C010dner R, and Keness Y.1ngestion of yogurt

Containing Lactobaci11Us acidophilus compared with pasteurized yogurt as

Prophylaxis for recurrent candidal vaginitis and bacterial vaginosis. Arch Fam

Med.5:593-596.1996.

Pirotta M, Gunn J, chondros p, Grover s,0'Ma11ey p, Hurley s, and Garland s.

Preventing post-antibiotic vulvovaginalEffect of lactobaci11US In

Candidiasis: a randomised contr011ed trial. BMJ.329:548.2004.

Antonio NIA, Hawes sE, and Hi11ier sL. The identification of vaginal

Lactobaci11Us species and the demographic and microbi010gic characteristics

Of women c010nized by these species. J lnfect Dis.180:1950-1956.1999.

54

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.



64. Sobel JD, and chaim w. vaginal microbi010今y of women with acute recurrent

Vulvovaginal candidiasis. J clin Microbi01.34:2497-2499.1996.

Kimura K. Health Benefits of probiotics: probiotics foe Helicobacter pylori

Infection. Food science and Techn010gy Research.10:1-5.2004.

Fujimura s, Kato s, oda M, Miyahara M,1to Y, Kimura K, Kawamura T, ohnuma M,

Tateno H, and watanabe A. Detection of Lactobaci11US 8asseri oLL2716 Strain

administered with yogurt drink in gastric mucus layer in humans. Lett APPI

Microbi01.43:578-581.2006.

Kawai Y, saito T, Kitazawa H, and ltoh T. Gassericin A; an unc01血on cyclic

bacteriocin produced by Lactobaci11Us gasseri LA39 1inked at N- and c-terminal

ends. Biosci Biotechnol Biochem.62:2438-2440.1998.

Piard JC DM.1nhibiting factors produced by lactic acid bacteria.1. oxygen

metabolites and catabolism end-products. Lait.71:525-541.1991.

Virani s, colacino JA, Kim JH, and Rozek LS. cancer epigenetics : a brief review.

ILAR J.53:359-369.2012.

Kan宮 GH. CPG island hypermethylation in gastric carcinoma and its premalignant

Iesions. Korean J path01.46:1-9.2012.

Niwa T, Tsukamoto T, Toyoda T, Mori A, Tanaka H, Maekita T,1Chinose M, Tatematsu

M, and ushijima T.1nfla1血atory processes triggered by Helicobacter pylori

infection cause aberrant DNA methylation in gastric epithelial ce11S. cancer

Res.70:1430-1440.2010.

Perez-sayans M, somoza-Martin JM, Barros-Angueira F, Reboiras-Lopez MD,

Gandara Rey JM, and Garcia-Garcia A. Genetic and molecular alterations

associated with oral squamous ce11 Cancer (Review). oncol Rep.22:127フ-1282.

2009.

Choi s, and Myers JN. Molecular pathogenesis of oral squamous ce11 Carcinoma:

implications for therapy. J Dent Res.87:14-32.2008.

Liu wB, cui zH, AO L, zhou zY, zhou YH, Yuan xY, xiang YL, Liu JY, and cao J.

Aberrant methylation accounts for ce11 adhesion-related gene silencing durin宮

3-methylcholanthrene and diethylnitrosamine induced multistep rat lun宮

Carcinogenesis associated with overexpression of DNA methyltransferases l and

3a. Toxicol Appl pharmac01.251:70-78.2011.

Liu wB, AO L, cui zH, zhou zY, zhou YH, Yuan xY, xiang YL, cao J, and Liu JY.

Molecular analysis of DNA repair gene methylation and protein expression durin今

Chemical-induced rat lung carcinogenesis. Biochem Biophys Res c01血Un.408:

595-601.2011.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

55



76. Li B, wang B, Niu LJ, Jiang L, and Qiu cc. Hypermethylation of multiple

tumor-related genes associated with DNMT3b up-regulation served as a biomarker

for early diagnosis of esophageal squamous ce11 Carcinoma. Epi宮enetics.6:

307-316.2011.

Diez-petez R, campo-Trapero J, cano-sanchez J, Lopez-Duran M, Gonzalez-Moles

MA, Bascones-11Undain J, and Bascones-Martinez A. Methylation in oral cancer

and pre-cancerous lesions (Review). oncol Rep.25:1203-1209.2011.

Liu wB, AO L, zhou zY, cui zH, zhou YH, Yuan xY, xiang YL, cao J, and Liu JY.

CPG island hypermethylation of multiple tumor suppressor 宮enes associated with

10ss of their protein expression during rat lung carcinogenesis induced by

3-methylcholanthrene and diethylnitrosamine. Biochem Biophys Res colmun.402:

507-514.2010.

Liu wB, Liu JY, AO L, zhou zY, zhou YH, cui zH, Yan曾 H, and cao J. Dynamic changes

in DNA methylation during multistep rat lung carcinogenesis induced by

3-methylcholanthrene and diethylnitrosamine. Toxicol Lett.189:5-13.2009.

Oka D, Yamashita s, Tomioka T, Nakanishi Y, Kato H, Kaminishi M, and ushijima

T. The presence of aberrant DNA methylation in noncancerous esophageal mucosae

in association with smoking history: a tar8et for risk diagnosis and prevention

Of esophageal cancers. cancer.115:3412-3426.2009.

Romagosa c, simonetti s, Lopez-vicente L, Mazo A, Lleonart ME, caste11Vi J,

and Ramon y cajal s. P16(1nk4a) overexpression in cancer: a tumor suppressor

gene associated with senescence and high-grade tumors. oncogene.30:2087-2097.

2011.

Wan8 J, sasco AJ, FU C, xue H, GUO G, Hua z, zhou Q, Jian8 Q, and xu B. Aberrant

DNA methylation of P16, MGMT, and hMLHl genes in combination with MTHFR C677T

genetic polymorphism in esophageal squamous ce11 Carcinoma. cancer Epidemi01

Biomarkers prev.17:118-125.2008.

Reed AL, califano J, cairns p, westra wH, Jones RM, Koch w, Ahrendt s, Eby Y,

Sewe11 D, Nawroz H, Bartek J, and sidransky D. High frequency of P16

(CDKN2/MTS-1/1NK4A) inactivation in head and neck squamous ce11 Carcinoma.

Cancer Res.56:3630-3633.1996.

Larque AB, conde L, Hakim s, AIOS L, Jares p, vilaseca l, cardesa A, and Nadal

A. P16(1NK(4)a) overexpression is associated with cDKN2A mutation and worse

Prognosis in HPV-negative laryngeal squamous ce11 Carcinomas. virchows Arch.

466:375-382.2015.

Herschkowitz JI, He x, Fan c, and perou cM. The functiona1 10ss of the

56

フフ.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.



retinoblastoma tumour suppressor is a c01肌on event in basal-1ike and luminal

B breast carcinomas. Breast cancer Res.10: R75.2008.

Hara E, smith R, parry D, Tahara H, stone s, and peters G. Regulation of P16CDKN2

expression and its implications for ce11 i1血ortalization and senescence. M01

Ce11 Bi01.16:859-867.1996.

Zhao p, Mao x, and Talbot lc. Aberrant cyt010gica1 10calization of P16 and cDK4

in c010rectal epithelia in the normal adenoma carcinoma sequence. world J

Gastroenter01.12:6391-6396.2006.

Gump J, stokoe D, and Mccormick F. phosphorylation of P161NK4A correlates with

Cdk4 association. J Biol chem.278:6619-6622.2003.

Guan z, zhang J, song s, and Dai D. promoter methylation and expression of TIMP3

gene in gastric cancer. Dia宮n path01.8:110.2013.

Lindsey JC, Lusher ME, Anderton JA, Bailey s, Gilbertson RJ, pearson AD, E11ison

DW, and clifford sc.1dentification of tumour-specific epigenetic events in

medU110blastoma development by hypermethylation profiling. carcinogenesis.

25:661-668.2004.

Smith E, De Youn宮 NJ, Tian zQ, caruso M, Ruszkiewicz AR, Liu JF, Jamieson GG,

and Drew pA. Methylation of TIMP3 in esopha宮eal squamous ce11 Carcinoma. world

J Gastroenter01.14:203-210.2008.

Brait M, Loyo M, Rosenbaum E, ostrow KL, Markova A, papagerakis s, zahurak M,

Goodman sM, zei宮er M, sidransky D, umbricht cB, and Hoque MO. correlation

between BRAF mutation and promoter methylation of TIMP3, RARbeta2 and RASSFIA

in thyroid cancer. Epigenetics.フ:710-719.2012.

Nakamura M,1Shida E, shimada K, Kishi M, Nakase H, sakaki T, and Konishi N.

Frequent LOH on 22q12.3 and TIMP-3 inactivation occur in the progression to

Secondary glioblastomas. Lab lnvest.85:165-175.2005.

Masson D, Rioux-Leclercq N, Fergelot p, Jouan F, Mottier s, Theoleyre s,

Bach-Ngohou K, patard JJ, and Denis MG. Loss of expression of TIMP3 in clear

Ce11 renal ce11 Carcinoma. Eur J cancer.46:1430-1437.2010.

Fendrich v, slater EP, Heinm011er E, Ramaswamy A, celik l, Nowak o, chaloupka

B, Gerdes B, and Bartsch DK. Alterations of the tissue inhibitor of

meta110proteinase-3 (TIMP3) gene in pancreatic adenocarcinomas. pancreas.30:

e40-45.2005.

Liu w, Li M, chen x, zhan8 D, wei L, zhang z, wang s, Men宮 L, zhu s, and Li

B. MicroRNA-373 Promotes migration and invasion in human esophageal squamous

Ce11 Carcinoma by inhibiting TIMP3 expression. Am J cancer Res.6:1-14.2016.

57

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.



97. Lai zL, TSOU YA, Fan sR, Tsai MH, chen HL, chang NW, cheng JC, and chen cM.

Methylation-associated gene silencing of RARB in areca carcinogens induced

mouse oral squamous ce11 Carcinoma. Biomed Res lnt.2014:378358.2014.

Wang Y, Fang MZ, Liao J, Yang GY, Nie Y, song Y, SO C, XU X, wang LD, and Yang

CS. Hypermethylation-associated inactivation of retinoic acid receptor beta

in human esopha8eal squamous ce11 Carcinoma. clin cancer Res.9:5257-5263.

2003.

Ralhan R, chakravarti N, Kaur J, sharma c, Kumar A, Mathur M, Bahadur s, shukla

NK, and Deo sv. clinical si宮nificance of altered expression of retinoid

receptors in oral precancerous and cancerous lesions: relationship with ce11

Cycle regulators.1nt J cancer.118:107フ-1089.2006.

Rochaix p, Monteil-onteniente s, Rochette-Egly c, caratero c, voigt JJ, and

Jozan s. Reduced expression of retinoic acid receptor beta protein (RAR beta)

in human papi11ary thyroid carcinoma: ilmunohistochemical and western blot

Study. Histopath010gy.33:337-343.1998.

Hoftijzer HC, Liu YY, Morreau H, van wezel T, pereira AM, corssmit EP, Romijn

JA, and smit JW. Retinoic acid receptor and retinoid x receptor subtype

expression for the differential dia今nosis of thyroid neoplasms. Eur J

Endocrin01.160:631-638.2009.

Mauro LV, Dalurzo M, smith D, Lastiri J, vasa110 B, Joffei EB, pa110tta MG,

and purice11i L.[Retinoid expression (RARbeta and cRBPD in non-sma11-ce11

Iung carcinoma]. Medicina (B Aires).68:205-212.2008.

Richter F, Joyce A, Fromowitz F, wang s, watson J, watson R,1rwin RJ, Jr.,

and Huang HF.11血Unohistochemica1 10calization of the retinoic Acid receptors

in human prostate. J Andr01.23:830-838.2002.

Friboulet L, postel-vinay s, sourisseau T, Adam J, stoclin A, ponsonnai11es

F, Dorvault N, C01血O F, saulnier p, salome-Desmoulez s, pottier G, Andre F,

Kroemer G, soria JC, and olaussen KA. ERccl function in nuclear excision and

interstrand crosslink repair pathways is mediated exclusively by the ERCCI-202

isoform. ce11 Cycle.12:3298-3306.2013.

Facista A, N今Uyen H, Lewis c, prasad AR, Ramsey L, zaitlin B, Nfonsam v, Krouse

RS, Bernstein H, payne cM, stern s, oatman N, Ba'nerjee B, and Bernstein c.

Deficient expression of DNA repair enzymes in early pr0宮ression to sporadic

C010n cancer. Genome lntegr.3:3.2012.

Chen HY, shao cJ, chen FR, Kwan AL, and chen zp. Role of ERccl promoter

hypermethylation in drug resistance to cisplatin in human gliomas.1nt J cancer.

58

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.



107.

126:1944-1954.2010.

Ciaparrone M, caspiani o, Bicci010 G, signore11i D, simone11i l, de campora

L, Mazzare11a G, Mecozzi A, piane11i c, camaioni A, catalano p, pasqualetti

P, Fabiano A, Radici M, Marmiroli L, and corsi DC. predictive Role of ERCCI

Expression in Head and Neck squamous ce11 Carcinoma patients Treated with

Surgery and Adjuvant cisplatin-Based chemoradiation. onc010gy.2015.

Ge H, LU Y, chen Y, zheng x, wang w, and YU J. ERccl expression and tumor

regression predict survival in esophageal squamous ce11 Carcinoma patients

receiving combined trimodality therapy. pathol Res pract.210:656-661.2014.

Yoshida K, and Miki Y. Role of BRCAl and BRCA2 as re宮Ulators of DNA repair,

transcription, and ce11 Cycle in response to DNA damage. cancer sci.95:866-871.

2004.

Yang D, Khan s, sun Y, Hess K, shmulevich l, sood AK, and zhang w. Association

Of BRCAl and BRCA2 mutations with survival, chemotherapy sensitivity, and gene

mutator phenotype in patients with ovarian cancer. JAMA.306:1557-1565.2011.

Welcsh pL, and King MC. BRCAl and BRCA2 and the genetics of breast and ovarian

Cancer. Hum MOI Genet.10:705-713.2001.

Gao Y, zhu J, zhang x, WU Q, Jiang s, Liu Y, HU Z, Liu B, and chen x. BRCAI

mRNA expression as a predictive and prognostic marker in advanced esopha宮eal

docetaxel-basedtreated with cisplatin-Squamous ce11 OrCarclnoma

Chemotherapy/chemoradiotherapy. PLos one.8: e52589.2013.

LU DW, EI-Mofty sK, and wang HL. Expression of P16, Rb, and P53 Proteins in

Of the anorectal re今ion harboring humanSquamous ce11 Carclnomas

Papi110mavirus DNA. Mod path01.16:692-699.2003.

Esquela-Kerscher A, and slack FJ. oncomirs - microRNAs with a role in cancer.

Nat Rev cancer.6:259-269.2006.

Li M, Kales sc, Ma K, shoemaker BA, crespo-Barreto J, cangelosi AL, Lipkowitz

S, and panchenko AR. Balancing protein stability and Activity in cancer: A New

Approach for ldentifying Driver Mutations Affecting cBL ubiquitin Li今ase

Activation. cancer Res.76:561-571.2016.

Choi YS, and Lee KE. The significance of miR-34a Expression in Endometrial

Carcinogenesis: correlation with Expression of P16 and Ki-67 Proteins in

Endometrial cancers. J cancer prev.20:268-274.2015.

Chang s, and sharan sK. BRCAl and microRNAS: emerging networks and potential

therapeutic tar宮ets. Mol ce11S.34:425-432.2012.

Kobayashi T, wang J, AI-Ahmadie H, and Abate-shen c. ARF re8Ulates the stability

59

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

118.

116.

117.



Of P16 Protein via REG宮a1血a-dependent proteasome degradation. Mol cancer Res.

11:828-833.2013.

Kurie JM, Lotan R, Lee JJ, Lee JS, Morice RC, Liu DD, XU XC, Khuri FR, RO JY,

Hittelman wN, walsh GL, Roth JA, Minna JD, and Hong wK. Treatment of former

Smokers with 9-cis-retinoic acid reverses loss of retinoic acid receptor-beta

expression in the bronchial epithelium: results from a randomized

Placebo-contr011ed trial. J Natl cancer lnst.95:206-214.2003.

119.

謝辞

本稿を終えるにあたり、本研究の遂行において終始ご懇切なるご指導とご鞭推を賜った摂

南大学薬学部病理学研究室・松浦哲郎教授、尾崎清和准教授および奈良間功前教授に厚く

御礼申し上げます。また、多大なるご協力とご援助を頂いた摂南大学薬学部病理学研究室

の皆様に感謝致します。

60


