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口

辺縁 性 歯 周炎 は歯 肉縁 上 お よ び縁 下 プ ラ ーク 細菌 に よ り発

症 す る 混 合 感 染 症 (1)で あ り,特 に歯 周 ポ ケ ッ ト内 の プ ラー

ク細 菌 は歯 周炎 の進 行 や病 態 形 成 と密 接な 関係 にあ る とされ

て い る。 S anzら (2)は 歯 肉 縁 下 プ ラー クを ,歯 面付 着性 プ ラ

ー ク,非 付 着性 プ ラー クお よび 上皮 関 連 プ ラー クに分 類 して

い る。 初 期 プ ラー ク構 成 細 菌 で あるスCrJコ οコy ccs属 や

s rr θρ′οcο ccυ s属 な ど の グ ラム 陽 性 細 菌種 は ,主 に歯 面付 着

性 プ ラー ク 中 に棲 息 して お り(3),ス ピ ロヘ ー タや そ の 他 の

グ ラム 陰性 細 菌 は ,既 に歯 面 に 定着 して い る細 菌群 に付着 す

る ことで 定 着 の 足 場 を見 い だ し(4),非 付 着性 ある い は上 皮

関 連 プ ラー ク中 に棲 息 して いる (3)と 推察 され て い る 。そ し

て ,グ ラム 陰性 拝 菌 の い くつか は,歯 周病 関連 細菌 あ るい は

歯 周病 原 性 細 菌 と して 認知 され て い る (5‐ 8)。

また ,歯 周 炎 の あ る特 定 の病 型 に は それ ぞ れ に特 異 的な 病

原 細 菌 が 関 与す る とい う研 究 結 果 も多 数報 告 さ れて い る(9-

12)。 例 え ば,限 局 型 若年 性 歯 周炎 の病 巣 局所 か らは

スcrん οbacfノ′″s a crlir οコ/cθ rθ ″εοコ fraコ Sが 高頻 度 に検 出

され る とす る報 告 (10,12)や ,成 人性 歯周 炎 にお いて は

P οrρ 力yrο ″ο″as gfコ gryatts(9,13,14)が 特 に注 目 され て

い る。 さ らに,Prθ yο ′θ ffaん ′θrコ θ dra(11,14),

F″ sο bacrerf″ コ ″口cfθ ′
`口 “

(15), Eゴ女θコθ′fa

c Orrο ごθコs(12,15), Ca“ ρyノ οbaCrθ r recrυ s(16),

緒



１

　

と

Bacrerο fご θs Fο rs/′力υs(17)な らび に 口腔 ス ピ ロ ヘ ー タ の

種 で あ る rrθρο″θma dθ コrrco Fa(18)な ど も 各 種 の 歯 周 炎

の 関 わ りが 報 告 さ れ て い る 。

従 来 のメ″ yFyο 系 で の細 菌 学 的 研 究 結 果 (8,9,11-16)は ,

い ず れ もキ ュ レ ッ ト,ベ ーパ ー ポイ ン トあ るい は嫌 気 銃 を用

い て 歯 周 ポ ケ ッ トか ら採 取 した プ ラ ー ク試 料 を ,培 養 法 あ る

い はそ の他 の細 菌 検 出 法 に よ り,分 離 細 菌 総数 に 占 め る特 定

細 菌 の 比率 を測 定 す る とい った 分析 法 で得 られ た も の で あ る。

しか し,そ のよ うな定 量 的 分析 法 の み で は ,検 出 さ れ た特 定

細 菌 の 増 減 が ポ ケ ッ ト内 の 環境 条件 の 変化 によ って もた ら さ

れ た も の か ,あ る い は特 定 細 菌 の増 加 によ り歯 周組 織 破壊 が

生 じる のか を明 確 に立 証す るの は困 難 で あ る。 さ ら に ,プ ラ

ー ク試 料 の 採 取 方 法 や 検 出 方法 が異 な れ ば ,特 定細 菌 の検 出

比 率 も異 な る とす る報 告(19… 21)も み られ ,特 定 細 菌 の検 出

比 率 に つ い て研 究 者 間 で見 解 の 一致 を見 て いな いの が 現状 で

あ る (22)。

一方 ,歯 肉縁 下 プ ラ ーク は形 態学 的 に も多 く の研 究 者 に よ

り検 索 (23-28)さ れ て いる 。 Listgartcn(24)は ,歯 肉縁 下 プ

ラー ク を形 態 的 見 地 か ら歯 面 に 付着 した プ ラー ク と付 着 して

い な い プ ラー ク に大 別 した 。 ま た,1970年 代 中 期 に は ,免 疫

透 過 電 顕 法 によ る プ ラー ク細 菌 の局 在 に関 す る検 索 結 果 が 報

告 (29)さ れ た 。そ の後 ,歯 周 病 関 連細 菌 に 関 す る 多 くの免 疫

組 織 学 的検 索 あ る い は 免 疫 電顕 法 に よ る研 究 (30-32)が 行 わ

れ て い る。 しか な が ら,歯 周 ポ ケ ッ ト内 の プ ラー ク 細 菌叢 の



全 貌 は ,実 験 手 技 ,特 に試 料採 取 の 難 しさ か ら全 く明 らか に

されて いな い。 硬 軟 両 組 織 に囲 まれ た 歯周 ポケ ッ トの 構 造 を

破 壊 せ ず ,歯 とそ の周 囲 の 歯周 組織 を採 取 す る のは 極 めて 困

難 で あ る。 従 っ て ,従 来 か ら歯 周 炎 と の関 連 が 示唆 され て い

る 各種 の歯 周病 関 連細 菌 が 歯周 ポ ケ ッ ト内 の い ずれ の プ ラー

ク に属 し,ど の よ うな 部位 に局 在 して いる か と いっ た こと に

つ いて は ほ とん ど解 明 され て い な い 。

そ こで 本 研 究 で は,重 度 歯周 炎罹 患 歯 とそ の 周 囲 歯 周 組 織

を一塊 と して採 取 し,可 及 的 に ヒ トの 歯周 ポケ ッ ト内 細 菌 叢

を保存 す る こと に よ り,プ ラー ク細 菌 の局 在 性 を検 索 す る実

験 系 を確 立 し, 7種 類 の歯 周病 関連 細 菌 の 歯 周 ポケ ッ トにお

け る局 在 性 を免 疫 組織 学 的 に検 索 した 。



材 料 お よ び 方 法

1.被 験 者 お よ び 被験 歯

徳 島 大 学 歯 学 部 附属 病 院 第 1保 存 科 を受 診 した重 度 歯周 炎

患 者 の うち ,1)全 身的 な疾 患 を有 さな い,2)過 去 1年 以 内 に

歯 周 治 療 の既 往 が な い ,3)過 去 3ヵ 月以 内 に抗 生 物 質 等 の薬

剤 投 与 を受 けて い な い ,男 性 4名 と女 性 3名 の 計 7名 (平 均

49.4歳 ,32～ 60歳 )を 被験 者 と した。 術 前 診査 の結 果 ,保

存 不 可 能 と診 断 され ,プ ロー ビ ング深 さが 5 11un以 上 を有 す る

12歯 12部 位 を被 験 部位 と した 。 被 験者 お よ び 被験 歯 の術 前 所

見 を表 1に 示 した 。 な お ,被 験 者 全 員 には 本研 究 に 関 す る 説

明 を十 分 に行 い ,本 研 究 の 被験 者 とな る同意 を得 た 。

2.試 料 の 採 取 と 調 製

歯 周 ポ ケ ッ ト試 料 の 採 取 方 法 の 1例 を 図 la,bに 示 し た 。

黒 い ラ イ ン に 沿 っ て 切 開 し 、 被 験 部 位 を周 囲 歯 周 組 織 か ら 完

全 に 離 断 し た 後 ,歯 と 歯 肉 組 織 を 一 塊 と し て 慎 重 に 採 取 し た 。

試 料 の 採 取 は ,術 前 プ ロ ー ビ ン グ に よ る プ ラ ー ク 細 菌 叢 へ の

影 響 を 可 及 的 に 考 慮 し ,術 前 診 査 か ら 3週 間 以 上 経 過 した 後

に 行 っ た 。

試料 は,採 取 後 直ち に0。 lMカ コジル酸 緩衝 2%パ ラホルム

アルデ ヒ ドー2.5%グ ル タル アルデ ヒ ド(pH7.4)溶 液 中でマイ

ク ロウ ェーブ固定 (2,450MHz,500W)を 15秒 間行 い,次 い

で 同固定液 (4℃ )中 で 2時 間浸漬 固定 を行 った。 樹脂 ブ ロッ



ク の 作 製 は ,L edccら (33)の 方 法 を 改 良 し て 行 っ た 。 す な わ

ち ,洗 浄 後 ,減 圧 下 (760mmHg)で 4℃ に て 上 昇 水 溶 性 メ タ

ク リル 樹 脂 (2-ヒ ドロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レイ ト,応 研 商 事 ,

東 京 )(以 下 GMAと 略 す )系 列 (各 1-2週 間 )に よ り 脱 水 ,置

換 した 後 ,同 樹 脂 に 包 埋 し ,紫 外 線 重 合 (4℃ )に よ り樹 脂 ブ

ロ ッ ク を 作 製 し た 。 樹 脂 ブ ロ ッ ク よ リ エ ナ メ ル 質 お よ び 不 要

部 分 を 可 及 的 に 切 除 し ,同 樹 脂 に再 包 埋 し た 後 ,ロ ー タ リ ー

ミ ク ロ トー ム (2065 SUPER CUT,Lcica lnstrumcnt,

GmbH。 ,Gcrmany)に て 厚 さ 2.5μ mの 連 続 薄 切 切 片 を 作 製 し

た 。

切 片 の 一 部 は 歯 周 ポ ケ ッ ト内 細 菌 叢 を 総 合 的 に観 察 す る た

め BrOwn and Brcnn― modified Gram染 色 (34)(以 下

Brown― B ren染 色 と 略 す )を 施 し ,他 の 試 料 は 特 定 細 菌 の 局

在 性 を 検 索 す る た め 酵 素 抗 体 法 染 色 を 施 し ,光 学 顕 微 鏡

(OPTIPHOT-2,NIKON,東 京 )に よ る 観 察 に 供 し た 。 図 2a

は 調 製 し た 試 料 の 断 画 像 で ,図 2bは 他 の 試 料 よ り 得 られ た

標 本 の ,歯 周 ポ ケ ッ トの 全 体 像 で あ る 。

3。 供 試 菌 株 と そ の 培 養

ス c ruir θコノεθS yrscosυ s ATCC 19246は 木 村 重 信 博 士

(大 阪 大 学 ,大 阪 )か ら,Caコ ′yfο bacrer recrus ATCC

33238お ょ び rrθ ρ。″θコ aご θ″′fcο fa ATCC 33520は 太 田

寛 行 博 士 (岡 山 大 学 ,岡 山 )か ら,P οrp力 yrο コο
“

s

gヵ gryaノ ゴs381お ょ び Prθ yο

`θ

ノfa rrgrescθ コs ATCC



33563は 高 添 一 郎 博 士 (東 京 歯 科 大 学 ,千 葉 )か ら ,

Eゴ■θコθノfa cο rrο σθコs1073お ょ び F」 sο bacrerrυ コ

コυcノ θarυ
“

1436は Dro S.S. Socransky(Forsyth

Dcntal Ccnter,B Osto n,USA)か ら恵 与 さ れ た 。 上 記 菌 株

の 培 養 条 件 は 以 下 の と お り で あ る 。 ス .ソ Fscο s υSは ,B rain

hcart infusion brOth(E)ifco Laboratotics,

Dctroit,UoS.A.,以 下 B HIと 略 す )に て ,37℃ ,24時 間 培 養

し た 。 E.cο rrο σθコsは ,2mg/mlの 硝 酸 カ リ ウ ム (和 光 純 薬 ,

大 阪 )と 5μ g/mlの ヘ ミ ン (和 光 純 薬 )を 含 む Tryptic soy

broth(Difco Laboratoties,以 下 TSと 略 す )で ,

F.″ ″cfθ arυ mは , o。 5μ g/mlの L― シ ス テ ィ ン (片 山化 学 , 大

阪 )を 含 む TSで ,そ れ ぞ れ 37℃ ,24時 間 ,嫌 気 的 条 件 下

(85%N2,10%C02,5%H2)に て 培 養 し た 。 P.gFコ grya′ rsぉ

よ び P.″ ゴgrescθ lsの 2菌 株 は 5μ g/mlの ヘ ミ ンお よ び lμ g/ml

の メ ナ ジ オ ン (和 光 純 薬 )を 含 む B HIで ,37℃ ,48時 間 ,嫌 気

的 に 培 養 し た 。 r。 ごθ″′rc。 ノaは , 12.5mg/mlの B HI,

10.Omg/mlの Trypticasc pepton, 2.5mg/mlの Ycast

c xtra ct,0.5mg/mlの チ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム (和 光 純

薬 ), 1.Omg/mlの L― シ ス テ ィ ン ,0。 25 mg/mlの L― ア ス ノヽ ラ ギ

ン 酸 ナ ト リ ウ ム (片 山化 学 ),0.25mg/mlの ビル ビ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム (和 光 純 薬 ),0.4mg/mlの エ コ チ ン ア ミ ド(和 光 純 薬 ),

2.Omg/mlの グ ル コ ー ス (和 光 純 薬 ),6μ g/mlの 塩 化 チ ア ミ ン

ピ ロ リ ン 酸 (和 光 純 薬 ),2mg/mlの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム (和 光

純 薬 )お よ び 2%の 馬 血 清 (阪 大 微 研 ,大 阪 )を 混 合 した 培 地 で ,



σorθ crυ sは ,Ohtaら (35,36)の 記載 に従 って ,そ れ ぞれ 37

℃ ,48時 間 ,嫌 気 的 に 培 養 した。

そ れぞ れ の 培養 終 了後 ,7,000× gで 20分 間遠 心 して集 菌 し ,

得 られ た 菌 体 は PH7.2の リン酸塩 緩衝 生 理食 塩水 で 3回 ,次

い で蒸 留 水 で 3回 洗 浄 した 後 ,凍 結 乾 燥 し,以 下 の 実 験 に 用

い た。

4.ウ サギ抗血 清 の調製

σ.recrυ s,Eocο rrο ごθ″s,F.コ υcfθ a rυ コ,P.gr″ gryafrs,

P。 コrg rθ s cθ ″s,r.ご θ″′rcofaぉ よ び ス。yrscο s υsの 7種 類 の

細 菌 に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 は OZakiら (37)の 方 法 に従 っ て 調

製 した 。 す な わ ち ,そ れ ぞ れ の 凍 結 乾 燥 菌 体 (10 mg)を 滅 菌

生 理 食 塩 水 l mlに 浮 遊 さ せ ,等 量 の Frcundの 完 全 ア ジ ュ バ ン

ド(Difco Laboratorics)と 十 分 に 混 和 し ,得 ら れ た エ マ ル

ジ ョ ン の 計 2 mlを 体 重 3Kgの 雄 性 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドラ ビ ッ ト

(井 上実 験 動 物セ ン タ ー,熊 本 )の 後 背 部 皮 下 に 0.4 mlず っ 5ヵ

所 に分 けて 注 射 した。 2週 間後 同様 に皮 下 に追 加免 疫 を行 い ,

さ らに 2週 間後 ホル マ リ ン処 理 した 菌体 を lmg/mlの 濃度 に滅

菌 生理 食 塩 水 に 浮 遊 させ た 菌液 3 mlを 静脈 内 に ブ ー ス タ ー注

射 した 。 初 回免 疫 か ら5週 間後 に採 血 し ,血 清 を分 離 した後 ,

濾 過 滅 菌 を行 っ た 。

5.抗 血 清 の 吸 収

得 ら れ た 抗 血 清 を 用 い て 酵 素 抗 体 法 に よ り,そ れ ぞ れ の 細



菌 種 の塗 抹 標 本 に免 疫 染 色 を施 した 結 果 ,表 2に 示 す よ うな

組 み合 わせ で 交 差 反応 が み られ た。 そ こで 交差 反応 が み られ

た 菌株 によ り抗 血 清 を 吸収 した 。 吸 収 操作 はZam bOnら (38)

の 記載 を も とに行 った 。 す なわ ち,凍 結乾 燥菌 体 (20mg)

を ウサ ギ抗 血 清 l mlに 加 え ,37℃ で 1時 間浸 盪 し ,さ ら に4℃

に て 12時 間静 置 した。 そ して ,7,000× gの 遠 心 によ り得 ら

れ た上 清 を ,各 特 定 細 菌 に対す る抗 血 清 と して ,以 下 の実 験

に用 い た。

6.酵 素 抗 体 法 に よ る 免 疫 染 色

酵 素 抗 体 法 に よ る 免 疫 染 色 は ,LSABキ ッ ト(DAKO

CO。 ,Carpinteria,UoS.A.)お ょ び ニ ュ ー フ ク シ ン 基 質 キ ッ

ト(DAKO)を 用 い て 行 っ た 。 す な わ ち ,20%(v/V)正 常 ヤ ギ

血 清 で 10分 問 処 理 し ,1000倍 希 釈 した 各 々 の 細 菌 種 に 対 す

る ウ サ ギ 抗 血 清 を 1次 抗 体 と し て 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。

反 応 終 了後 ,0.05Mト リス 緩 衝 液 (pH7.6,以 下 TBSと 略 す )

に て 5分 間 3回 洗 浄 し,2次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 ウ サ ギ

免 疫 グ ロ ブ リ ン を 室 温 で 20分 間 反 応 さ せ た 。 TBSに て 洗 浄 後 ,

0.5%(v/v)ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ トア ビ

ジ ン を 20分 間 反 応 さ せ た 。再 度 TBSに て 洗 浄 後 ,発 色 基 質 (ニ

ュ ー フ ク シ ン基 質 キ ッ ト,DAKO Corporation)を 切 片 に 滴

下 し ,室 温 で 5～ 10分 間 反 応 さ せ 抗 原 抗 体 複 合 物 の 発 色 を 確

認 した 後 ,グ リ セ ロ ー ル ゲ ル に 封 入 し て 光 学 顕 微 鏡 に よ る 観

察 に 供 した 。 な お ,陰 性 対 照 と して , 1次 抗 体 と し て 免 疫 前
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の 正 常 ウサ ギ血 清 を用 いた 免疫 染色 を行 っ た。 図 3は ,

P.g」in grya′ rs 381の 凍結 乾燥 菌体 を標 本 上 に 塗抹 し,抗

P.guingryafrs抗 体 で 免疫 染 色 した 陽 性対 照 の 染 色 像 で あ る。



果結

1.酵 素 抗 体 法 に よ る 7種 類 の 細 菌 検 出 系 の 特 異 性

今 回 調 製 した そ れ ぞ れ の 細 菌 種 に 対 す る 抗 血 清 標 品 (吸 収

操 作 を 行 っ た も の )と 種 々 の 口 腔 内 細 菌 と の 反 応 性 を 酵 素 抗

体 法 に よ り検 討 し た 結 果 を 表 3aお ょ び 3bに 示 し た 。

P.g lin g」 iyatts 3 81ょ り調 製 し た 抗 血 清 は P.gr″ gFyaffs

W50に 対 し て も 陽 性 反 応 を 示 し た 。 ま た ,P.″ rgres cθ ″s

ATCC 33563ょ り調 製 し た 抗 血 清 が Pre yο
`θ

〃 a

r″ rerコ θσル の 基 準 株 で あ る ATCC 25611に 対 し て も 陽 性 反

応 を 示 した 他 は ,異 な る 菌 種 間 で 交 叉 反 応 は 認 め ら れ な か っ

た 。

2.歯 周 ポ ケ ッ ト内細 菌叢 の組 織 学 的 観察

歯周 ポ ケ ッ ト内 細 菌 叢 の 様 相 を Brown― Brcnn染 色 を施 し

観 察 した と ころ ,歯 根 お よ び上 皮 に近 接 した部 位 で は プ ラ ー

ク細 菌 が 密 に集 合 して お り,両 者 の 間 に存 在す る非 付 着性 プ

ラ ーク領域 で は 菌 体 の 密集 度 は 比較 的 低 か った 。 図 4は プ ロ

ー ビ ン グ深 さ 3mm付 近 の 歯根 付着 性 プ ラ ー ク の拡 大 像 で ,

密 に集 合 した線 状 菌 と球 菌 を主 体 とす る細 菌 が 歯根 面 に対 し

柵 状 に配列 し,付 着 して い た。 図 5は プ ロ ー ビ ング深 さ 1-

2mm付 近 の 非付 着 性 プ ラ ー ク領 域 の 拡大 像 で , グ ラム陽 性 の

球 状 菌 お よ び拝 菌 等 が み られ , 同一 の 形態 型 の 細 菌 種 で小 集

団 を形 成 して い た が ,他 の コ ロニー と は密 に接 触 せ ず ル ー ズ
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に付 着 して いた 。 プ ロ ー ビ ング 深 さ 3… 4mmの 上 皮 付 近 を観 察

す る と,空 胞 変 性 を起 こ した上 皮 に 近 接 して グ ラム 陽 性 お よ

び 陰性 の短 拝 菌 や 球 状 菌 が 観察 され た (図 6a)。 図 6bは ,他

の 試料 の上 皮 関 連 プ ラー ク の拡 大 像 で ,グ ラム 陰性 細 菌 が 密

に集 合 し上 皮 に 付 着 してお り, い くつ か の 細菌 菌体 が 上皮 内

で 観 察 され た。

ポ ケ ッ ト底 部 付 近 (プ ロー ビン グ深 さ 9mm付 近 )で は,線

状 菌 や 拝 菌 が わ ず か な が ら存在 して お り,密 に接触 せ ずル ー

ズ に付 着 して い た 。 (図 7)。

3.歯 周 ポ ケ ッ トに お け る 7種 類 の 歯 周 病 関 連 細 菌 の 局 在 性

酵 素 抗 体 法 染 色 を 施 し歯 周 ポ ケ ッ ト に お け る 7種 類 の 細 菌

種 を検 索 し た 結 果 ,そ れ ぞ れ の 試 料 で 複 数 の 抗 血 清 に 対 し 陽

性 反 応 が 認 め ら れ た (表 4)。 抗 P.コ ゴgres cθ コs血 清 に 対 す

る 陽性 反応 は ,い ず れ も抗 P.glingfyatts血 清陽 性 試 料 か ら検

出 され た。

抗 Pogfコ gryafFs血 清 に よ る免疫 染 色 で は,12試 料 中 9試

料 か ら陽性 反応 が 検 出 され た。 P.g」irgryafrsは ,他 の細 菌種

とは異 な り小 さ な 凝 集 塊 を 形成 して 歯 周 ポ ケ ッ ト全 域 に散 在

して分 布 して い た (図 8a)。 陽 性 反 応 が 検 出 さ れ た 9試 料

中 6試 料 で は,凝 集 塊 は特 に歯 周 ポ ケ ッ トの中 央 部 か らポ ケ

ッ ト底 (プ ロー ビ ング 深 さ 3-10mm)に か けて み られ た。 さ

らに ,P.g」ingFyafFsの 凝集 塊 の 一 部 は 上皮 付近 で も検 出 さ れ

た (図 8b)が ,上 皮 内 に侵 入 した 凝 集 塊 は検 出 され なか っ
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た 。 図 9は ,Pogfコ gf y affsの 局在 性 を模式 図 で示 した もの で

あ る。

抗 P。 コFg rescθ ″s血 清 に よ る 陽性 反 応 は 4試 料 か ら検 出 さ

れ た。 P.コ ゴgres cθ rsあ る い は P.ゴ″rerコ θご」iaは ,全 て の 陽性

試 料 にお い て ポ ケ ッ ト中央 部す なわ ち プ ロー ビ ング 深 さ 3…

7mmの 上皮 側 で ,大 き な凝 集 塊 を形 成 して 局在 して いた (図

10)。 図 11は ,P.コ Fgrescθ ″sあ るい は P.f″ ′erコ θごfaの 局

在 性 の 模 式 図で あ る。

抗 σ.recrυ s血 清 に よ る 陽性 反 応 は , 5試 料 で み られ た 。

C.recr″ sは ,ポ ヶ ッ ト中 央 部 か ら深 部 に か け て 大 き な集 団 を

形 成 し,歯 根 付 着 性 プ ラー クあ るい は 上皮 関連 プ ラー クの い

ず れ か の領 域 の 局 在 して い た (図 12)。 図 13は ,C.reCrυ sの

局 在 性 の模 式 図 で あ る 。 大 きな 凝集 塊 を形 成 して局 在 す る傾

向 は ,今 回 の被 験 の 7菌 種 の 中 で は C.reCrυ s,

P.コ Fgrcs cθ コsあ る い は P.fr rθ rコ θdfa, お ょび ス.yFs cο s υs

にみ られ た 。

抗 r.dθ ″rrcο fa血 清 に よ る 陽性 反 応 は , 4試 料 で 認 め られ

た 。 r。 ごθ″′rc ofaは ,ポ ケ ッ ト中 央 部か ら深 部 (プ ロー ビン

グ深 さ 4-9mm)の 非付 着性 プ ラ ー ク領 域 か ら検 出 さ れ た (図

14)。 そ の 凝集 塊 の 大 き さ は ,他 の細 菌種 とは 異 な り大 小 様 々

で あ つ た。 図 15は ,r。 ごθ″′Fc οfaの 局在 性 の 模式 図 で あ る。

抗 E.Cο rrο ごθ″s血 清 に よ る 陽性 反 応 は 4試 料 か ら検 出 され

た 。 EoCο rrο ごθ″sは 全 て の陽 性 試 料 にお いて ,ポ ケ ッ ト中央

部 か ら底 部 (プ ロー ビ ング 深 さ 2-7mm)に か けて
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P.gゴ″gFya′ rsと 同様 に小 さな 凝 集 塊 を形 成 し散在 性 に ,歯 根

付 着性 プ ラー ク 領 域 に 局在 して いた (図 16)。 図 17は
,

EocOrrO σθコsの 局在 性 の 模 式 図 で あ る。

抗 F.″ υc′ θarυ
“

血 清 に よ る 陽性 反 応 は , 6試 料 か ら検 出 さ

れ た。 F.コ υc′ θarυ コもポ ケ ッ ト中央 部 か ら深部 (プ ロー ビ ン

グ深 さ 3-9mm)に か けて , P.grコ gFyafFsあ るい は

Eocο rrο σθ″sと 同様 に小 さな 集 団 を 形成 して 局在 す る傾 向が

み られ た が ,両 細 菌 種 の局 在 と は異 な り,非 付 着性 プ ラー ク

領 域 か ら検 出 さ れ た(図 18)。 図 19は ,F.コ υc′ θ arυ コの 局在

性 の模 式 図 で あ る 。

抗ス.yrs co s υs血 清 に よ る 陽性 反 応 は , 5試 料 か ら検 出 さ

れ た。 ポ ケ ッ ト内 で は 歯根 付着 性 プ ラ ーク で検 出 さ れ た。

ス.ソ rs co s″ sは ,歯 肉縁 か らポ ケ ッ ト深 部 (プ ロー ビ ン グ深

さ 7mm)に お よぶ 歯根 付 着性 プ ラ ー ク 領 域 で 大 き な凝 集 塊

を 形成 し,分 布 して い た (図 20)。 また ,そ の 凝 集 塊 の大 き

さ は プ ロー ビ ン グ深 さ の深 化 に伴 い 小 さ くな る 傾 向 が 認 め ら

れ た。 図 21は ,ス .yrs cο  s υsの 局在 性 の 模式 図 で あ る。
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察考

歯 周 ポ ケ ッ ト内 の プ ラー ク細 菌 に対 して ,こ れ ま で ゴコ

yFyο に お け る歯 周病 関 連細 菌 の 定 量 的分 析 結果 (11,22,39-

41)や ,fr yfrrο 系 で の個 々 の細 菌 の病 原性 に関 す る解 析結

果 (7,42-45)は 多数 報 告 され て い る 。 しか し,硬 組 織 と軟組

織 の両 者 で 構 成 され る 歯 周 ポケ ッ トに棲 息 す る プ ラ ー ク細 菌

を ,あ りの ま ま の 状 態 で 形 態学 的 に観 察 す るの は実 験 手技 の

面 で 非 常 に 困難 で あ り,ヒ トの 歯 周 ポ ケ ッ トを保持 した状 態

で 歯 肉縁 下 プ ラ ー ク を形態 学 的 に検 索 した 報告 は極 め て少 な

い 。 SagliCら (26)は ,歯 周 ポ ケ ッ トを保 持 した ま ま割 断 した

試 料 を用 い ,走 査 型 電 子顕 微鏡 (SEM)に よ り歯 肉 縁 下 プ ラー

ク を観 察 した。 しか し,割 断 して い る た め 非付 着性 プ ラー ク

が 部 分 的 に剥離 してお り, さ ら にSEM観 察 の ため 割 断 面 のみ

の観 察 とな り歯 周 ポ ケ ッ トの全 貌 を検 索 した と は言 え な い 。

歯 周 ポ ケ ッ トを 可 及 的 に保 存 した試 料 で の検 索 は,成 人性 歯

周 炎 の 歯 周 ポ ケ ッ ト内 プ ラ ーク 細 菌 と多 形 核 自血球 の 相互 関

係 を超 微 細 形態 学 的 に検 索 した 山 田 (46)の 研 究 報 告 が存 在 す

る が , ヒ ト歯 周 ポ ケ ッ トに お け る プ ラ ーク細菌 ,特 に非付 着

性 プ ラー ク細 菌 の 実態 は ほ とん ど解 明 され て い な い 。

抜去 歯 を試料 と して 歯根 付着 性 プ ラ ーク を,ま た 歯 周外 科

処 置 時 に得 られ た 歯 肉 組 織 を試 料 と して上 皮 関 連 プ ラー ク の

み を,形 態 学 的 に検 索 した 研 究 は数 多 く報 告 (23-28,47,

48)さ れ て いる 。 M anorら (47)は ,上 皮 関連 プ ラー ク領 域

16



の 細 菌 叢 は ,拝 菌 ,球 菌 ,紡 錘 菌 ,線 状菌 お よ び ス ピ ロヘ ー

タ か らな り,ポ ケ ッ ト底 部 の上 皮付 近 には 宿 主 細胞 や 細 菌 由

来 の フ ラグ メ ン トが ま ば ら に存 在 して いた と報 告 して いる 。

Listgartcn(24)は ,成 人 性 歯 周 炎患 者 の歯 肉 縁 下 プ ラー

ク の歯 周 ポ ケ ッ ト上 皮 側 で は,拝 菌 や ス ピ ロヘ ー タ が 主体 を

な し,テ ス トチ ュ ー ブ ブ ラ シの よ うな 細菌 菌体 間 の 特 徴 的 な

凝 集 形 態 が 認 め られ た と して い る。 さ らに ,歯 周 ポ ケ ッ ト底

部 に局 在 す る細 菌 種 は ,歯 周炎 の進 行 に深 く関 与す る と考 え

られ る ことか ら特 に注 目を集 め て き た (23,25,27,48)。

New man(23)は ,最 根 尖 側境 界 部 プ ラー クは不 連 続 でそ の細

菌 型 は 多 種 多様 で あ り,ス ピロ ヘ ー タ ,糸 状菌 ,棉 菌 お よ び

球 菌 が 観 察 され た と報 告 して い る。 Saglic(48)は ,最 根 尖 側

部 の プ ラ ー クは ,棉 菌 お よ び糸 状菌 が 優位 で あ った も のの ,

試 料 に よ リプ ラ ー ク構 成細 菌種 は変 化 に富 んで いた と報告 し

て い る 。 Frank(27)は ,歯 周 ポ ケ ッ トの最 根 尖 側 部 プ ラー ク

に は球 菌 ,拝 菌 お よび 線 状 菌 が ル ー ズ に分 布 して い た と して

お り,歯 周 ポ ケ ッ ト底 部 の 細 菌 叢 に つ いて の研 究 報 告 は一 定

して い な い 。 本 研 究 で の Bro wn… B rcnn染 色 に よ る観察 結 果

か らは ,上 皮付 近 で は グ ラ ム 陰 性 の 拝 菌や 球菌 が 主 に観察 さ

れ ,歯 周 ポ ケ ッ ト底付 近 に は グ ラム 陽 性 の 球菌 お よ び 拝 菌 の

他 グ ラ ム 陰 性 の 拝 菌 お よび 糸 状 菌 が ル ーズ に局 在 して お り ,

総 じて Frankの 報告 (27)と 類 似 して いた 。

ヒ トの歯 周 ポ ケ ッ トにお ける 細 菌 学 的研 究 で は ,キ ュ レ ッ

ト,ス ケー ラー ,ベ ー パ ー ポイ ン トあ るい は嫌 気 銃 を用 い て
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プ ラー ク試 料 が 採 取 され て いる (8,9,11-16)。 近 年 ,プ ラー

ク 試 料 の採 取 方 法 や検 出方 法が 異 な れ ば,特 定 細 菌 の検 出 比

率 も異 な る とす る研 究 結果 (19-21)が 報 告 され て い る 。

Rcnvcrtら (19)は ,ス ケー ラー と ペー パ ー ポィ ン トの 2種 類

の プ ラー ク採 取 方 法 で 得 られ た プ ラー ク試 料 に つ い て , トー

タ ル CFU,ス ピ ロヘ ー タ お ょび P.grコ gFyafrs,

P.frrerコ θσra, ス.a crJ″ οコy cθ ′θコcο コゴraコ s, corθ ειυsの

4種 の 特 定 細 菌 の検 出 比率 を比 較 した 。 そ の結 果 , トー タ ル

CFUな らび にス ピロヘ ー タ の検 出 比 率 は ,ベ ー パ ー ポィ ン ト

試 料 の 方 が ス ケ ー ラー 試 料 よ り統 計 学 的 に 有意 に高 い値 を示

し, Pogrrgr yarfs, P.rコ rer"θ ごra,

ス.a crr″ οコy cθ ′θ″cOコ frarsぉ ょび σ.recr″ sは ,採 取方 法

の 相 違 によ る検 出 比率 に有 意差 は認 め られ なか った 。 ペー パ

ー ポイ ン ト法 は よ り非 付 着 性 プ ラー ク に対 し選 択性 が あ り ,

ス ケー ラニ や キ ュ レ ッ トは 歯根 付着 性 プ ラー ク領域 の 細 菌 叢

を他 の 採 取 方 法 よ り多 量 に サ ン プ リ ン グで きる と考 え られ る。

本 研 究 で は ,7.ご θ″rrcofaは 非付 着 性 プ ラー ク領 域 に ,

Pogゴ″gryafrsは ポヶ ッ ト全域 に分布 し,P.コ rgres cθ ″sぁ る

い は P,frrerコ θごゴaは 上 皮 関連 プ ラ ー ク に 局在 して お り,そ

れ らの 3菌 種 に つ いて は R cn vertら の研 究 結 果 (19)と 同一 傾

向 が み られ た。 一 方 ,C.recr″ sは 本研 究 で は歯 根 付着 性 あ る

い は上 皮 関 連 プ ラー ク に認 め られ ,ス ケー ラー 試料 の 方 が ペ

ー パ ー ポ イ ン ト試 料 よ りも多 く検 出 さ れ る と推 察 さ れ るが ,

Rcnvcrtら の結 果 (19)で は両 者 に 有意 差 は存 在 しなか った 。
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σorecrυ sの 検 出 比率 に関 す るRcnvcrtら の結 果 (19)と 本研

究 結果 との 違 い を理 論 的 に 説 明 づ け る こと は困 難 で あ るが ,

本 研 究 結果 か ら我 田 引 水 的 に考 え る と ,C.recrυ sが 大 き な凝

集 塊 を形 成 して 局 在 して い たた め ,歯 根 付 着性 あ る い は上 皮

関 連 プ ラー クの 表 層 部 に棲 息 して い た C.recrυ sが ,ベ ーパ ー

ポ イ ン トで も十 分 に採 取 で きた た め で はな いか と思 わ れ る 。

培養 法 で は分 離 され た菌 株 の 多 く は そ の 種属 を決 定 で き る

が ,一 般 的 にデ ン タル プ ラー ク 試料 に存在 す る細 菌 の 80～

90%は 死滅 して い る か 培養 不 可 能 な 細 菌 で あ る た め ,培 養 し

て 検 索 で き るの は デ ン タル プ ラ ー ク細 菌 の 1/10程 度 で あ る と

も言 わ れ て いる (49)。 また ,Riviercら (50)は ,本 研究 で用

い たLSAB法 のよ うな ビオ チ ン増 幅 シ ス テ ム は 蛍 光 抗 体 法 の

よ うな 伝統 的 な シ グナ ル シ ステ ム よ りか な り感 度 が 高 い と述

べ て い る。 酵 素 抗 体 法 によ る免 疫 染 色 を行 うに あた り,本 研

究 で は 固定 液 に 2%パ ラホ ル ム アル デ ヒ ドー2.5%グ ル タ ル ア

ル デ ヒ ド溶 液 を選 択 し,GMA樹 脂 に 包埋 した 。 この 手法 は ,

Bertholdと Listgartenの 方法 (32)を 改 良 した もの で ,固 定

液 や 包 埋 剤 によ る免 疫 反応 へ の 影 響 が 少 な い と され て いる 。

彼 らは ,ス .a crlir οコy cθ
`θ

″cο コゴra rsの 分布 を透 過 免 疫 電 顕

法 によ り検 索 す る た め に,種 々 の固 定 液 と包埋 剤 を組 み合 わ

せ て観 察 した と こ ろ ,ス .a crr″ ο″y cθ ′θコσοが raコ sの 検 出 に

は 2%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドとGMA樹 脂 の 使用 が 最 良 の組 み合

わ せ で あ っ た と報 告 して い る。

本研 究 の 手法 に も潜 在 的 にい くつ か の欠 点 が 存在 す る。 第
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1に ,試 料 採 取 中や 調 整過 程 で の非 付 着性 プ ラー ク の 漏 出 で

あ る。 今 回 開発 した手 法 で は,歯 周 ポ ケ ッ ト内 で完 全 に浮 遊

して い る プ ラー ク細 菌 の再 現 は 不 可 能 で あ るが ,図 4で み ら

れ るよ うに ,歯 根 付着 性 プ ラー ク細 菌 とル ーズ に付 着 して い

る 非付 着 性 プ ラー ク細 菌 は 保 存 され て いる と考 え られ る。 そ

の 一部 が い ず れ か の過 程 で 剥離 す る 可 能性 も考 え られ る。 し

か し,非 付 着性 プ ラー ク領 域 で 観 察 さ れた 細 菌 は,そ の様 相

(図 5)か ら歯 根付 着性 あ るい は上 皮 関 連 プ ラー クか ら剥離 し

た り混 在 して し ま った 細 菌 で は な く ,試 料 採 取 前 よ り同 じ部

位 に棲 息 して い た 細 菌 で あ る と推察 さ れ る 。第 2の 欠 点 は ,

本 方 法 で は 定 量 的 分 析 が で きな い こ とで あ る。 酵素 抗 体 法 に

よ る免 疫 組 織 学 的 手法 は ,発 色 基 質 が 膨 潤 す る ことや 光 学 顕

微 鏡 の 拡 大 倍 率 の 限界 な ど の 問 題 が あ り,定 量 的分 析 には 適

して い な い 。本 法 で は大 き な凝 集 塊 の 数 を カ ウ ン トす る こ と

は 可能 で あ るが ,凝 集 塊 中 の細 菌 菌 体 の数 をカ ウ ン トす る こ

と はで きな い。 本 研 究 で み られ た凝 集 塊 の 大 き さは 様 々で あ

り,凝 集 塊 中 の 菌 体 細 胞 数 も異 な っ て いる と考 え られ る。 ま

た ,発 色 基 質 の 膨 潤 の た め ,密 に凝 集 した 凝集 塊 中 の 陽性 菌

体 を鑑 別 す るの は きわ めて 困難 で あ る 。 この問 題 を解 決す る

に は,免 疫 電 顕 法 や 共 焦点 レー ザ ー 顕 微鏡 によ る検 索 が必 要

で あ り,現 在 そ の 準 備 を進 めて い る 。 3番 目の 欠点 と して ,

被 験 部 位 が 制 限 され る とい う こ とが 挙 げ られ る 。例 え ば, 3

根 に分 岐 した 上 顎 大 臼歯 を ポ ケ ッ トを 保持 した 状態 で 周 囲 歯

周 組 織 と と もに採 取 す るの は不 可能 で ある 。 さ らに ,上 顎 前



歯 部 の 唇 側 部 は ,試 料 採 取 後 の 審 美 的 な問 題 を考慮 しな け れ

ば な らな い 。最 後 に,免 疫 染色 に使 用 した 抗血 清 は ,表 3

a,bに 示 した菌 株 で しかそ の交 差 反 応 性 を確 認 して お らず ,

口腔 内 に存 在 す る全 て の細 菌種 との 交 差 反 応 性 は検 索 し得 な

か った 点 で あ る 。 M00 rc(15)は お ょ そ 250種 類 の 歯 肉縁 下 細

菌 の存 在 を示 して お り,難 培養 性 の ス ピロ ヘー タ類 な どを含

め る と歯 周 ポ ケ ッ トに は300菌 種 以 上 の 細菌 が 棲 息 して いる

と考 え られ て い る 。今 回調 べ た 菌株 間 で の 交差 反応 は 抑 制 で

き て お り,そ れ らの菌 株 相 互 に は SPCCicS… Sp ccificな 関係

が 成 り立 っ て い る とい え る が ,fr yfrrο 系 のよ うに供試 す る

菌 株 間 で の 交差 反 応 を互 い に吸 収操 作 す る ことで完 全 に解 決

で き る 状 況 と異 な り,歯 周 ポケ ッ ト内 に棲 息す る他 の 細菌 種

との交 差 性 (30)に よ り偽 陽 性 反 応 が み られ る可 能 性 は完 全 に

は 否 定 で き ず ,本 研 究 手法 によ る結 果 を解 釈す る際 に留意 す

べ き点 と考 えて い る。

本研 究 で 検 索 した細 菌 種 は,歯 周 ポ ケ ッ トに お い て 大 小 さ

ま ざ ま な大 き さ の 凝集 塊 を 形成 して 検 出 さ れ た が ,そ れ らの

凝 集 塊 が 同 種 間 菌 体 凝 集 に よ り形成 さ れた もの か ,異 種 菌 体

間 凝集 によ る も の か は ,光 学顕 微鏡 に よ る検 索 で は 明 らか で

は な い 。 しか しな が ら,そ れぞ れ の 細 菌種 が示 した 凝 集 塊 の

大 き さ は ,各 々 の 細 菌 種 の 歯周 ポケ ッ ト内 で の 定着 ・ 増殖 様

式 の メ カ ニ ズ ム を解 明 す る 上で 状 況 証 拠 の 1つ として 大 き な

意 味 を持 つ もの と考 え られ る。 著 者 らが ,本 研 究 と 同 じ手 法

で 調 製 した 試料 に免疫 組 織 学 的 2重 染 色法 を用 いて 2種 類 の
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細 菌 の 局在 関係 を検 索 した とこ ろ ,ス .yゴ scο susは C.reCrυ s

な らび にEoCο rrO σθ″sと 近接 局在 関係 が み と め られ た が ,

P.g」ingryafFsと は近 接 関 係 が み られ なか った (デ ー タ未 発

表 )。 Kolenbrander(3,51,52)は ,プ ラー ク形 成 はア ドヘ

シ ンや レセ プ タ ー を保 持 した細 菌 間 の 高 い 特 異 的作 用 の結 果

生 じ,そ れ は規 則 的 に行 わ れ ,無 秩 序 に行 われ る こ と はな い

と述 べ て い る。

一方 ,プ ラー ク 細 菌 の付 着 に は静 電 気 的 な結 合や 疎 水性 結

合 によ る非 特 異 的 な付 着機 構 も 関与 す る。 さ らに近 年 ,医 学

感 染 症 学 の 領 域 で は従 来 よ り化 学 療 法 に対 す る 反応 様 相 が 不

可 解 で あっ た難 治 性 の慢 性 感染 症 に対 して ,非 特 異 的 増殖 機

構 の 1つ と考 え られ る細 菌 バイ オ フ ィ ル ム が 関 与す る バイ オ

フ ィル ム感 染 症 と い う新 し い概 念 が 導 入 され た 。 こ の 細 菌 バ

イ オ フ ィル ム と は ,病 巣 局 所 に お い て 細菌 が産 生す る 菌体 外

多 糖 (グ リコカ リ ック ス )か らな る 粘 液状 の隠 れ家 の 中で 細

菌 が コ ロニ ー 形 成 した 状態 をい う。 栄 養供 給 の 乏 し い 環境 下 ,

例 え ば 川 底 の石 や 工業 用 品 に付 着 した 細菌 は,純 粋 に培養 さ

れ た細 菌 で はみ られ な い菌 体外 多糖 か らな る グ リコ カ リッ ク

ス を産 生 し ,こ の グ リコカ リッ クス を介 して非 特 異 的 に凝 集

し棲 息 して い る こ とが ,COStCrtonら (53… 55)の 研 究 を中 心

に 1980年 代 に な り明 らか に され た 。著 者 ら(56)が 歯 肉縁 下

プ ラー ク細 菌 の 定 着・ 増殖 と細 菌 バ イ オ フ ィル ム と の 関連 を

SEMに て検 索 した と こ ろ ,全 て の被 験試 料 か ら フィ ル ム 様 の

コ ロニ ー が み られ ,歯 肉縁 下 プ ラー ク の定 着・ 増殖 に は部 分



的 に細 菌バ イ オ フ ィル ム の 形成 メカ ニ ズ ム が 関 与 して いる こ

とが示 唆 され た 。 しか しな が ら,歯 周 ポ ケ ッ ト内で いず れ の

細 菌種 がバ イ オ フ ィル ム を 形成 して い るか ,ま たそ の よ うな

非 特 異 的 な 増殖 メ カニ ズ ム が ど の程 度 歯 周 ポ ケ ッ ト内 の プ ラ

ー クの 成 長 に影 響 をお よ ば して いる の か , とい った こ とは 全

く不 明 で あ り,今 後 の 研 究 課題 の 1つ で あ ろ う。

P.g」ingryafrsは ,そ の病 原性 と進行 性 歯 周炎 患者 の 歯周 ポ

ケ ッ トか らの検 出 率 の 高 さ ゆえ に,成 人性 歯周 炎 と の 関連 が

最 も注 目され て い る(9,13,14)。 本研 究 で は ,P.glirgFyafrs

は ポ ケ ッ ト全 域 か ら検 出 さ れ ,特 に 陽 性 反 応 が み られ た 9試

料 中 6試 料 で は ポ ケ ッ ト中 央部 か ら深 部 にか け て分 布 して い

た 。他 の被 験 細 菌 種 で ポ ケ ッ ト全域 か ら検 出 さ れた もの は な

く,い ず れ の細 菌 種 も歯周 ポケ ッ トの 特 定 部位 に局 在 して い

た 。 PogFコ g」iy aFrsの 局在 性 は 非常 に特徴 的 で ,他 の細 菌 種 に

比 べ広 範 囲 にお よ ぶ も ので あっ た。

P.g」in gry attsは ,fr yfrrOに お い て ハ イ ドロ キ シ アパ タイ

トや 上 皮細 胞 に対 す る 付 着 能 ,赤 血 球 凝集 能 あ るい は 異種 細

菌 との 共 凝 集 能 を有 して い る こ とが 示 され て い る (57-62)。

Pogr″ gF y afFsは ,本 研 究 で対 象 とした他 の 6菌 種 の 中で は ,

7.σ θ″rrc ο′a,1ョ 。cο rrο dθ″s,F.コ υcノ θ′′υ
“

お ょび

4.yFs cο s υSの 各細 菌 種 との 間 で共 凝 集 を生 じる こ とが fr

y frrο 系 で示 され て い る 。」ir y JirrO系 で の それ らの 特 性 を考

え 合 わ せ る と,本 研 究 で示 され た広 範 囲 に お よ ぶ

P.g」in gr y afFsの 局在 は,十 分 に 理解 し得 る結 果 で あ る。
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A cr」in οコノcCS属 は,歯 面 に対 し付 着 能 力 が あ り初 期 プ ラー

ク構 成 細 菌 の一 つ と考 え られ て いる 。 ス.yfs cο  s υSは ,歯 肉

炎 ,歯 周 炎 お よ び 歯根 部熊 蝕 と の 関 わ りが 示唆 され て いる

(37,63-65)。 また ,P.g」ingryafrsを は じめ とす る種 々 の グ

ラム 陰 性 細 菌 と共 凝集 す る ことが確 認 され てお り

(3,51,52,61),ス .yrs co s υsの 存在 が グ ラム 陰 性 細 菌 の 定 着

を促 進 す る とい う報 告 (62,66)も み られ る 。ス.yゴ scο sυ Sは
,

今 回 5mm以 上 の 歯根 付 着 性 プ ラー ク か ら も検 出 され ,ポ ケ

ッ ト深 部 の プ ラー ク形 成 に も関 与 して いる ことが示 唆 され た。

OZakiら (37)は ,歯 冠部 お よ び 歯根 部話 蝕病 巣 に お ける 象

牙 質侵 入 細 菌 を免 疫 組 織 学 的 に検 索 し ,ス .yrSCο Sυ sの 細菌

侵 入 率 は歯 根 部 椰 蝕 にお い て他 の い ず れ の 被験 供 試 細 菌種 よ

り も有 意 に 高か っ た と報 告 して い る 。 そ して ,そ の 侵 入率 は

象 牙 質 の浅 層 よ り も深 層 の 方 が 高か っ た。 本研 究 で は 歯周 ポ

ケ ッ ト内で セ メ ン ト質 が侵 襲 され て い るの が観 察 さ れ (図 4),

ポ ケ ッ ト内 で既 に根 面都 蝕 が発 症 して いた 。セ メ ン ト質侵 襲

部 でス.yrs cο  s υSの 陽性 反応 は検 出 され なか った が ,

ス.yrs co s υsの 局在 性 か ら推 察 す る と,根 面 館 蝕 の 発 症 や進

行 に も密 接 に関 わ つて い る ことが本 研 究 か らも示 唆 され た 。

r.ご θコ′rcο ル は ,P.ヵ rerコ θ dfaと とも に急 性 壊 死 性潰 瘍

性 歯 肉 炎 の 病 巣 局 所 か ら高 頻度 に検 出 され ,特 に歯 肉 の炎 症

との 関 連 が 取 り ざ た され て いる (67-69)。 Grcnier(70)は
,

7.σ θ″rrc οfaは 溶 血 性 な らび に 血球 凝集 能 を有 す る ことか ら

歯 周 ポ ケ ッ ト内 で ヘ モ グ ロ ビン を放 出 させ ,ヘ ミ ン依 存性 細
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菌 で あ るP.gJingryafrsゃ P.J″ ′θr"θ dFaな どの 細菌 種 の 増 殖

を 助 長 す る 可能 性 が あ る と述べ て い る 。本 研 究 で も :

r。 ごθ″′ゴc οfaが 検 出 され た 4試 料 (試 料No.5,8,9,11)か

らは い ず れ もP.gr″ gry afFsが 検 出 され ,ゴコ Sゴ ′υに お い て も

両 細 菌 種 間 の共 生 関係 が示 され た 。 ま たゴЛ yfrrO系 で は ,

r.σ θ″rFc οfaは 上 皮 細胞 へ付 着 す る ことが示 され て いる

(71,72)。 本研 究 で は ,P。 ゴコrerコ θごraは 上皮 側 か ら検 出 さ

れ ,改 めて 歯 肉 炎 との 関連 が示 唆 さ れ た も のの ,

7.ご θ″rrc οf′ は 非付 着性 プ ラ ー ク領 域 か ら検 出 さ れ ,上 皮 に

近 接 した部 位 で は あ ま りみ られ なか っ た。 一方 ,同 じ運 動 性

細 菌 で あ る σorecrυ sは ポケ ッ ト中央 部 か ら深部 の歯 根 付 着 性

あ る い は上 皮 関 連 プ ラー ク か ら検 出 さ れ た 。 C.reCrυ sは ,歯

周 炎 の 活 動 部 位 で 有 意 に高 く検 出 さ れ る こ とが 示 唆 され て お

り(16),本 研 究 に準 じた 検 索 方法 によ りσorecrυ sと 活 動 性

と の 関 連 性 を追 求 す る こと も可 能 で あ ろ う。運 動性 細 菌 は ,

至 適 環 境 を求 め ポ ケ ッ ト内 を移 動 して 棲 息 域 を確 保 し,発

育 ・ 増 殖 す る こ とが 可 能 で ある 。 しか し歯 周炎 の病 態 の変 化

と共 に歯 周 ポ ケ ッ トの 環 境 も刻 々 と変 化 す るた め ,そ の棲 息

部 位 も変化 に富 む と考 え られ る 。 山 田 (46)は ,ス ピロヘ ー タ

の 活 動 が ,菌 体 間 マ トリッ クス や 異 種 細 菌 の影 響 を受 ける と

考 察 して い る。 す なわ ち , ス ピ ロヘ ー タ は ,グ ラム 陰 性 細 菌

が 優 位 で菌 体 間 マ トリ ック スが 豊富 な 部位 で は 物 理 的 にそ の

運 動 性 が抑 制 され ,菌 体 間 マ ト リッ ク スが 少 な く散 在 性 に細

菌 が 存 在 す る プ ラー クで は ス ピ ロヘ ー タの 運 動 性 が 発 揮 され ,
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多 く観 察 され る と述 べ て い る。 r.ご θ″rFcο faに 関す る本 研 究

の 結果 は ,山 田 ら(46)の 推察 の状 況 証 拠 とな り得 る も ので あ

ろ う。

Eocο rrο σθ″sは ,無 菌飼 育 ラ ッ トに単 一 感 染 させ る と歯 周

組 織 破 壊 を 引 き 起 こす ことが知 られ て いる (73,74)。 また ,

異 種 細 菌 と の共 凝 集 反 応 や 上皮 細胞 へ の付 着 に 関す る 報告 も

み られ る(75,76)。 本研 究 で は ,EoCο rrο dθ コsは ポケ ッ ト中

央 部 か ら深 部 (プ ロー ビ ン グ深 さ 2‐ 7mm)の 歯 根 付 着性 プ

ラー ク領 域 か ら検 出 され た 。本 菌 は 通 性 嫌 気性 菌 で あ るが ,

同 じ通 性 嫌 気性 菌 で あ るス.yFs cο  s」 sと 同様 ,歯 周 ポ ケ ッ ト

の 7mmと ぃ う深 い 部位 か らも検 出 され た。 ま た ,著 者 らは

前 述 した免 疫 2重 染 色 によ り,EoCο rrO σθコsが ,歯 周 ポ ケ ッ

ト内で PogゴコgryafFs, ス.y fs″ cο sυ sな らび に SoSa″ gυ Fsと

近 接 局 在 関 係 に あ る こ とを見 い だ して お り (デ ー タ 未 発 表 ),

E,cο rrο ごθコsの 定 着 は異 種細 菌 との 相互 作用 の影 響 を強 く受

け て い るの か も しれ な い。

本研 究 で 開発 した 手 法 は ,前 述 した よ うな い くつ か の欠 点

を有 して い る も の の ,歯 周 ポケ ッ ト内 細菌 叢 全 体 を 一 括 して

観 察 で きる とい う ,従 来 の 抜去 歯や 人 工歯 冠 を用 い て そ の 表

面 に付 着 して い る プ ラー ク を検 索す る 方法 とは 異な る 利点 が

存 在 す る。 本研 究 よ り 7種 類 の 歯周 病 関連 細菌 は,歯 周 ポ ケ

ッ ト内 でそ れぞ れ 特 徴 的 な 局在 性 を示 す こ とが 明 らか とな っ

た 。歯 周 ポ ケ ッ トで活 動す る細 菌種 が どの よ う に分 布 し, い

ず れ の 細 菌 種 と 関 わ り合 っ て い るか な どを 詳細 に検 索 す る こ
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と は ,歯 周 ポ ケ ッ トにお け るプ ラー ク の成 長 メ カニ ズ ム を探

索 しプ ラー ク感 染 症 の病 因 論 を構 築 す る上 で重 要 な 課 題 と考

え て い る。
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払調結

1.ヒ トの 歯周 ポ ケ ッ ト内 細 菌 叢 を 可 及 的 に再 現す る 手法 を

開 発 し, 7種 類 の 歯 周 病 関 連細 菌 の 歯 周 ポ ケ ッ ト内 にお け る

局 在 性 を検 討 した 結 果 ,各 々の 菌種 が ポ ケ ッ ト内 に お いて 特

徴 的 な 局在 性 を示 し,そ れ ぞ れ 固有 の 棲 息 域 を 有す る ことが

fr Sfr口 に お いて 明 らか とな っ た。

2.Brown‐ Brcnn染 色 で 歯 肉 上 皮 内 に侵 入 し た 細 菌 が 観 察

さ れ た 。 し か し ,本 研 究 で 検 索 した 7種 の 特 異 抗 体 に よ る 免

疫 染 色 で は ,上 皮 内 に お い て 陽 性 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。

3.P.glin gr y a′ rsは ,他 の 被 験 細 菌 種 と は 異 な り 小 さ な 凝 集

塊 を 形 成 し 散 在 性 に ポ ケ ッ ト全 域 で 観 察 さ れ た が ,特 に ポ ケ

ッ トの 中 央 部 か ら 深 部 全 域 に 局 在 す る 傾 向 が み られ た 。

4.P。 ″ゴgrescθ ″sあ るい はPoFrrerコ θごraは ,大 きな コ ロニ

ー を形 成 して分 布 して いた が ,ポ ケ ッ ト中 央部 付近 の 上皮 側

に 局在 して お り歯 肉 の 炎 症 との 関連 が 改 め て示 唆 さ れ た。

5.ス .yrs co s″ Sは ,ポ ケ ッ ト浅 部 か ら深 部 にお よぶ 歯 根付

着 性 プ ラー クか ら検 出 され ,歯 周 ポ ケ ッ ト深部 の プ ラー ク 形

成 に も関与 して い る こ とが 示 唆 され た 。
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6.r。 ごθ″′rcofaは ,ポ ケ ッ ト中 央 部 か ら深 部 の 非 付 着 性 プ

ラー ク領 域 に局 在 す る 傾 向 が み られ た 。 一 方 ,同 じ運 動性 細

菌 で あ るσ.recr″ sは ,ポ ケ ッ ト中 央 部 か ら深 部 に か け て 大

き な凝 集 塊 を形 成 し,歯 根 付着 性 あ る いは 上皮 関連 の いず れ

か の プ ラー ク領 域 で検 出 さ れ た 。

7,EoCο rrο ごθrsお ょび F.″ υclθ ′′″
"は ポヶ ッ ト中央 部 か

ら深部 にか けて 小 集 団 を形 成 し分布 す る傾 向が み られ たが ,

E,cο rrο σθ″sが 歯 根 側 に 局在 して い た の に対 し ,

F.コ υcfθ arυ 』は 非付 着性 プ ラー ク領 域 か ら検 出 され た。

本 研 究 は ,徳 島 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 第 1講 座 で ス タ ー ト

し ,展 開 し た 後 ,大 阪 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 講 座 で 終 了 し た 。

稿 を 終 え る に あ た り ,本 研 究 課 題 を 与 え られ ,ご 懇 篤 な る

ご 指 導 と ご校 閲 を 賜 り ま し た 前 徳 島 大 学 歯 学 部 教 授 で 現 在 大

阪 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 講 座 教 授 で あ る 恵 比 須 繁 之 先 生 に 心

か ら感 謝 い た し ま す 。

ま た ,本 研 究 の 実 施 に あ た り 様 々 な ご援 助 , ご協 力 を い た

だ き ま し た 徳 島 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 第 1講 座 お よ び 大 阪 大

学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 講 座 の 教 室 員 の み な さ ま に 感 謝 い た し ま

す 。
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図 1

図 la,b.ヒ トの歯周ポケット試料の採取方法
黒いラインに沿って切開後,被験部位を周囲歯周組織から

完全に離断し,歯 と歯肉組織 を一塊として採取 した。



図 2

T5

図 2a。 調製 した試料 No.10の断面像

図 2b。 試料 No.1,2よ り得 られた標本の歯周ポケットの全体像
(Brown_Brenn 3染 住L)

TS:歯面,GM:歯 肉縁,JE:ポ ケッ ト底
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図 3

図 3。 ユ gingiva鷺 381凍結乾燥菌体 の塗抹試料の抗 ユ gingivar」 is

抗体 (1000倍希釈)による免疫染色像
明確な赤色の陽性反応が観察される。
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図 4

図4.歯根付着性プラークの Brown_Brenn染 色像
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図 5

田 5。 非付着性プラークのBrown‐ Bren■ 染色像
グラム購性の球苗および題椰苗が小さなコロニーを

形成しているが,他のコロニーとは密に接触せずルーズ
に付着している.

(プロービング澪さ2mm,試 料 No.7)



図 6

図 6。 上皮関連プラークの Brown‐ BFen■ 染色像
a,.空胞壼性 (矢印)を起 こした上皮に近接して細菌の

コロニーが観察される.

(プロービング深さ4mm,試 料 No。 1)
b.グラム陰性細菌 (矢尻)が,密に集合して上皮に付着

しており,い くつかの細菌 (矢 印)は,上皮内に侵入して
いる。 (プロービング深さ4mm,試 料 No。 2)



図 7

目 7.歯周ポケット庄部の Brow■ ‐Brenn染色像

nt・ttI轟ヒ難亀キふ去素ら怒LtT胆難‰
しているのが観察される。
(プロービング潔さ 9mm,試 料 No.9)



図 8
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図 8.抗 ユ gingiyar」 is抗体 による免疫染色像
a.歯根付着性 プラーク領域か ら上皮関連プラーク領域

に至る歯周ポケッ ト全域で陽性反応が観察される。
(プ ロー ビング深 さ 6mm,試 料 No。 9)

b。 小さな凝集塊 (矢 印)を形成 した Po g」iagJiyarJisが
,

散在性 に上皮 (E)に近接 して観察 されるが,上皮
内に陽性反応 はみ られない。
(プ ロー ビング深 さ 5mm,試 料 No。 8)
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図 9

丁ooth

図9.P.gingiva′′sの局在性の模式図

P.gingiva′isは ,小さな凝集塊を形成 し散在性

に歯周ポケット全域 (プロービング深さ2-10
mm),特 にポケット中央部から深部にかけて局

在する傾向がみられた。

ｇ
可
■
■
「
‐
・
・

ｎ
Ｆ

′
ノ

ゴ

ア

‐

・・　
・

●

●

●

”

０

●

●

―

．

●

０



抗
」

図 10。
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図10

P・ コなresceas血清による免疫染色像
上皮 (E)に近接 して大きな陽性反応が観察される。

プロービング深さ 5‐ 6mm,試料 No.8)
プロービング深さ4‐ 5mm,試料 Noe ll)



巨]11

丁ooth

図1l P.nfgrescens,P.htermediaの 局在性の模式図

Po nligrescens/P.intermedliaは ,大きな凝集塊を形成 し,

ポケッ ト中央部 (プ ロービング深さ3-7mm)の 上皮関連プ

ラーク領域に局在する傾向がみられた。

Pn,Pi
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図12.抗 σ.rθ σ′″s血清による免疫染色像
a.歯面 (TS)に接 した部位や歯根付着性プラーク表層部

あるいは上皮 (E)に近接 した部位に陽性反応が認められ
る。 (プ ロービング深さ4mm,試 料 No。 1)

b.歯根付着性プラーク表層部に,大 きな凝集塊を形成 した
σo rθ cr″sの 陽性反応が観察される。
(プ ロービング深さ 5mm,試 料 No。 3)
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図 13

丁ooth

図13.C.rectusの局在性の模式図

C.rectusは ,ポケット中央部から深部 (プ ロー

ビング深さ4-9mm)に かけ,大きな凝集塊を形成

し,歯根付着性あるいは上皮関連プラーク領域に

局在する傾向がみられた。



図 14
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図14.抗 Zごθコ″cοra血清による免疫染色像
a。 非付着性プラーク領域に,大 きな陽性反応 (矢 印)が認

められる。TS:歯面,E:上皮
(プロービング深 さ5mm,試料 No.11)

b。 非付着性プラーク領域にみられた陽性反応の強拡大像。
ラセン状の2ごθコ″cοFa菌体の輪郭 (矢 印)が観察さる。
(プ ロービング深さ6mm,試料 No.5)
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図 15

丁ooth 丁d
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幸

図15.■ denJcoraの局在性の模式図

■ denJcoraは ,大小さまざまな凝集塊を形成 し,

ポケット中央部から深部 (プロービング深さ4-9
mm)に およぶ非付着性プラーク領域に局在する傾向

がみられた。



図16

図16.抗 ユ ●oFrOJeFr血 清による免疫染色像
ac歯面 (TS)に接した部位や歯根付着性プラーク表層部に

陽性反応 (矢印)が観察される.

(プロービング潔さ4mm,試料 No.12)
be歯根付着性プラーク全層にわたり散在性に小さな陽性反応

がみられる.TS:歯面
(プロービング深さ 5‐ 6mm,試料 No。 7)



図 17

丁ooth

図17.E.corrOdensの 局在性の模式図

E.corrodensは ,ポケット中央部から深部 (プ ロ

ービン グ深さ2-6mm)に かけ小さな凝集塊を形成

し,歯根付着性プラーク領域に局在する傾向がみられ

た。



図18

目18。 抗 スコ●crear■コ虫清による免疫染色像
a.非付着性プラーク領崚に散在性に小さな陽性反応 (矢印)

が翻められる.

(プロービング漂さ 3‐ 4mm,試料 No。 11)

b。 日12■ の陽性反応部の強拡大像.

二■口crearFaが密集せず,小さな凝集塊 (矢印)を形成して
いる.(プロービング漂さ4mm)



図 19

丁ooth Fn

図 19.F nucreatumの 局在性の模式図

F nucreatumは ,小さな凝集塊を形成 し,ポケット中央

部から深部 (プロービング深さ 3-9mm)に およぶ非付着

性プラーク領域に局在する傾向がみられた。



図 20
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図20。 抗 ス.yFScο s″s血清による免疫染色像
a.歯根付着性プラーク全域に陽性反応がみ られ,特 に歯面
(TS)に接 した部位 で強い陽性反応が観察 される。
(プ ロー ビング深 さ 6mm,試 料 No。 1)

b.歯面 (TS)に接 した部位や歯根付着性 プラーク深層部
で,強 い陽性反応がみ られる。歯根付着性プラーク最表層
部では未染色の球菌の輪郭 (矢 尻)が観察される。
(プ ロー ビング深 さ 5mm,試 料 No.ll)

b



図21

丁ooth

図21.ハ .viscosusの 局在性の模式図

ハ.viscosusは ,歯肉縁からポケット深部 (プロ

ービング深さ7mm)で みられ,特にポケット浅

部から中央部にわたる歯根付着性プラークに局在

する傾向がみられた。



表 1

被験者および被験部位の術前所見

患者 性別 年齢  試料No.被験歯 被験部位 プロービング深さ

Ｃ

　

　

ｄ

　

　

ｅ

男

男

２

　

６

　

９

３

　

５

　

４

女
　
女
　
男

７

　

０

４

　

６

男
　
女

54

48

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

41

42

41

32

31

22

34

24

43

14

11

21

遠心

近心

遠心

近心

近心

遠心

近心

遠心

近心

近心

遠心

近心

6-8(mm)

5-6

6-9

8

7-8

5

8

8-10

8-10

7-10

6-10

6-8



表 2

抗血清の調製およびその吸収操作に用いた抗血清と
細菌の組み合わせ

抗血清の調製に用いた細菌 吸収操作に用いた細菌

Camρy′οbacter recFus AttCC 33238

Eliたene〃a corrο der7S 1 073

FusObacterliυ tt r7υ C′ealυm 1436       P.nligrescens AttCC 33563

PorρttyromOr7aS g′ngFya′′s381 P.r71igrescer7s AttCC 33563

Preyο [θ〃a r71igrescens(′ntermedlia)     P.ging′ ya′Fs 381
AttCC 33563

Treρ One177a der7[′CO′a AttCC 33520

ACtlir70myces yliscOstJS AttCC 1 9246     P.r71igrescens AttCC 33563

ハct′ηοmyces r7aeS′υndff

AttCC 12104

ウサギ抗血清 l mlに ,凍結乾燥菌体 20 mgを 加え,37℃ で 1時間,続いて 4℃
で12時間吸収操作を行った。



表 3a

吸収操作後の抗血清と各種口腔内細菌との反応性 (1)

細菌名 (グラム陰性菌 )

PοrρわyrοrnOr7as g′ng′ va″s381(Pg)※

Pο rρ ttyrοttOnas g′ng′ va′′s W50

Pο rρわyrοmοnas endο dοЛta″s AttCC 35406

PrevOte〃a Fr7termedlia AttCC 25611

PrevOte〃a nfgrescer7s AttCC 33563(Pn)

PreyOte′′a merar7′ r70ger7′ Ca ttD-1

Act′r70わ aC〃′υs act′月οmycetemcOm′ tar7S

ATCC 29522

Camρ y′οbacter rectus AttCC 33238(Cr)

E′ker7e〃 a COrrOder7S 1 073(Ec)

Fusοbacter′υm ttυcreatum 1436(Fn)

TreρOnema der7士′CO′a AttCC 33520(丁 d)

抗血清

抗 Cr l眈 Ec ttFn ttPg ttPn 抗 丁d ttAv

＋

　

　

＋

十

　

　

十

一　
　
＋

＋
　
　
一

+

＋
　
　
一　
※

:細 菌の菌体細胞は LSAB法により赤色～濃桃色に染色される。

:細 菌の菌体細胞は染色されない。

:図 表中に用いた略称



表 3b

吸収操作後の抗血清と各種口腔内細菌との反応性 (2)

細菌名 (グ ラム陽性菌 )

ハctFr70rnyces y′scOsus AttCC 19246(Av)―

Act′r70myces r7aeS′ υndli′ AttCC 12104

LactObac〃′υs case′ AttCC 4646

とactοbac〃′υs p′ar7tarum AttCC 8014

Eυわacteriυ m aractο ′yticum AttCC 17927

Eυわacterliυm r70dattrm AttCC 33099

PrOρ′οr7′わaCter′υm acnes AttCC l1829

Peρ ttOstreρ ttOcOccus m′crOs G!FU 7745

Staρわy′οcοccus aureus FDA 209 P

StreptOcOccus mutar7s M丁 8148

StreρttOcOccus sObrFr7● SB 13

Streρ ttOcOccus sangυ′sS丁-3

抗血清

抗 Cr ittEc ttFn ttPg ttPn 抗 丁d ttAv

＋

　

　

一



表 4

各試料において陽性反応が検出された抗血清

試料No.    陽性反応が検出された抗血清

1.抗 P.g′ngfya′Fs血清 ,抗 P.nigrescens血 清′抗 C.rectus血′

抗ハ.ソFscosus血清

2.抗 P.g′ng′ ya′′s血清′抗 Ce rectus血清′抗 E.corrθ dens血清 ,

抗風 nucreatum血 清 ,抗ハ.yliscOsus血清

3.抗 Ce rectus血清,抗二 月uCrealum血清

4.  抗 P.gingfya′Fs血清 ,抗ハ.yliscOsus血清

5.抗 P,gfng′ yarfs血清,抗 F nuc′eatum血清′抗 ■ denticο′a血清

6.  抗 E.cο rroder7S血 清′抗ス.yliscosusm清

7.  抗 P.gfngfya′Fs血清′抗 E.cοrrOdensm清

8.抗 P.g′ngfya′Fs血清′抗 P.nfgrescens血 清 ,抗 C.rectus血清

抗 F.nuc′eatum血清′抗 ■ denticO′ a血清

9.抗 P.gfngfソ a′′s血清′抗 ■ denticο′a血清

lo.  抗P.gfr7gfya′Fs血清′ 抗 P.r7′greScerls血 清′抗 C.rectus血清

11. 抗 P"gingfya′′s血清′抗 P.月むreSCens血 清 ,

抗 F.nucreatum血 清 ,抗 ■ denticO′ a血清,抗ハ.ソFscosus血清

12.  抗 E.cοrrodens血清′抗 F.r7uCreatum血清


