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有床義歯などの床下粘膜に発赤と腫脹を特徴とした

炎症所見を認めることは,多くの研究者l)-6)によって

報告されている　Budtz-J¢rgensenら7)は,義歯性口内

炎と呼ばれるこのような床下粘膜の炎症を65歳以Lの

総義歯装着者の65%に認めたと報告している。

義歯性口内炎患者が使用している義歯では,床下粘

膜の炎症部位に対応して,しばしば著明なデンチャー

プラークの付着を認める。このようなデンチャー　プ

ラークからは,カンジダが多数検出され,カンジダが

義歯性口内炎の病因の一つとして重要な役割を演じて

いると考えられてきJ.-3>-6),8)-ユ2)。しかし,カンジダが

病因であることを実証するために,カンジダとデンチ

ャープラーク及び義歯性口内炎との関係を詳細に検

討した報告は,ほとんど見られない。そこで,本研究

では,義歯装着者からデンチャープラークを採取し,

カンジダを分離・同定して,デンチャー　プラークの

カンジダ叢と義歯性口内炎との関係について統計処理

を用いて詳細に検討した。

研究材料並びに方法

1.研究対象者

研究対象者は,本学歯学部附属病院第二補綴科に来

院した義歯装着者100名とした。その内訳は,男性30

名及び女性70名であり,平均年齢65歳,上顎義歯97床

及び下顎義歯82床であったOデンチャー　プラーク採取

時,一般的質問事項(年齢,性別,補綴部位及び義歯

装着期間)及び臨床所見を記録した。なお,研究対象

者の中には,抗生物質の投与を受けている患者はいな

かった。また,義歯の調整によって容易に除去できる

機械的刺激が原因と考えられる床下粘膜の炎症は,対

象から除外した。

2.臨床所見判定基準

デンチャープラーク採蜘寺,プラーク呈及び床下粘

膜の炎症(義歯性口内炎)の程度を以下の基準に従っ

て肉眼的に判定した。すなわち,プラーク量は,プラ

ークの付着した面積及び厚さを把標として帆♯及び

十とし,肉眼的にプラークを認めない場合を-とし

た。また,義歯性口内炎は,臨床症状として発赤が特

徴的l)-6)であり, Budtz-JsSrgensenらの分類11),】3'でも

主として発赤(紅琵)を基準として分類されている。

そこで,本研究でも発赤を指標として,義歯性口内炎

の程度を什　-H一及び十とし,床下粘膜に異常を認めな

い場合を-とした。

3.インプリント　カルチャー

カンジダGE寒天(日水製薬KK,東京)培地を

用いて,義歯性口内炎患者の義歯粘膜面のインプリン

ト　カルチャ-を作製した。同培地を37-Cで24時間培

養後,カンジダのコロニー形成状態を観察した。

4.カンジダの分離及び同定

義歯装着者100名の義歯粘膜面を滅菌綿棒を用いて

擦り,それをカンジダGE寒天培地に塗抹した後,

37。Cで24時間培養した。更に, 26名については,哩

液0.1mlをカンジダGE寒天培地に塗抹し, 37-Cで24

*広島大学歯学部歯科補綴学第二講座

(主任:浜田泰三教授)

本論文の要旨は昭和58年9月第43回広島大学歯学会例会,

昭和58年10月第70回日本補綴歯科学会総会において発表

ma

本研究は一都文部省科学研究費(昭和5 8年度一一般研究C-

58570812)をこよった。



時間培養した。カンジダの分離菌数(カンジダ数)は

出現したコロニー数(colony forming unit:CFU)杏

指標として以下のように分類した。すなわち, -什:

501 CFU以上　　-: 251-500 CFU,十: 1-250 CFU

及び-: OCFU　としたO

次に,出現したカンジダは, 1プレ-ト互に形態の

異なる各コロニーについて特徴的な1-2コロニーを

PYG寒天培地(1. <S% peptone, 0. *>% yeast extract,

2.0% glucose, 1.5% agar)で37-C, 24時間純培養

級,カンジダ　チェック"> (ヤトロンKK,東京)杏

用いて主として血清学的に同定した。

5.統計学的処理法

デンチャー　プラーク中のカンジダ数とデンチャー

プラーク呈,床下粘膜の発赤(義歯性口内炎)の程度,

年齢,義歯装着期間,性別,補綴部位及び唾液中のカ

ンジダ数との関係を統計処理を用いて検討した。なお

カンジダ数,プラーク量及び発赤(義歯性口内炎)の
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試料につけた順位が一致する程度を示すもので,二つ

の順位問の不一致,乱れの尺度といえるo

結　　　　果

1.インプリント　カルチャーによるカンジダの検出

義歯性口内炎患者が使用していた義歯の粘膜面及び

そのインプリント　カルチャーの1例を図1に示す。

義歯粘膜面で肉眼的に著明なデンチャー　プラークの

付着を認める部位のみならず,認めない部位からもカ

ンジダを検出した。一方,健康者の義歯では,粘膜面

のインプリント　カルチャーからほとんどカンジダを

検出しなかった。

2.義歯粘膜面から分散したカンジダの同定とその

分離頻度

義歯粘膜面から分離したカンジダの同定結果を図2

に示す。研究対象者100名の義歯179床(上顎義歯97床,

下顎義歯82床)中151床(84.4%0からカンジダを検出し

た。検出したカンジダは, Candida albicansが69.9%;

程度は, -から朴という順位変数であるこ`とから,

parametricな統計処理法が適用できないため, non-

parametricな統計処理法15'を用いたoすなわち・独

立2試料の換定には, Mann-WhitneyのU一検定法を

用いた。この検定法は,試料が大きな場合には, 2試

料の分布の位置の差を検定するのに, t一検定法に劣ら

ぬ検出効率を有している。また,相関尉係については

Kendallの順位相関の方法を用いた。この方法は, 2

を占め,次いでC. glabrata, C. tropicalis, C. krusei,

已 parapsilosis, C. guillieγmondii, C. stellatoideaの順

で検出した。これらのカンジダは,一つの義歯から1

種のみを検出したものが48.6%¥　2種及び3種を混在

して検出したものが33.0%及び2.%%であった。ま

た,床下粘膜に義歯性口内炎を認めた義歯97床におい

て,その義歯粘膜面からC. albicansのみを検出した

ものが42.3%;, C. albicans　と他の菌種を混在して検
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C. glabrata

C. tropicalis

C. krusei

C. parapsilosis

C. guilliermondii

C. stettatoidea

not classified

no colony

図2　義歯粘膜面から分離したカンジダの同定結果とその分離頻度
研究対象者100名,被験義歯179床の結果を示す。

出したものが38.1%, C. albicansを検出しないで他

の菌種を検出したものが15.5%,カンジダを検出しな

かったものがL¥%であった。

C. albicansについては,更にA型及びB型に分類

されるが, 179床中義歯粘膜面からA型を検出した義

歯は66.5^ (義歯性口内炎(十～廿) :43.0%,義歯

性口内炎(-) : 23.530, B型を検出した義歯は3.4%

(義歯性口内拳(+～冊) : 1.2%,義歯性口内炎(-):

2.2%)であった。また, A型を単独で検出した義歯

は36.3%;, B型を単独で検出した義歯は¥. ¥%であっ

た。

3.性別と義歯性口内炎の得度及びカンジダ数との

関係

Male

Fe male

Upper denture

Lower denture

義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面のカンジダ数に

ついて性差を検討した結果を図3及び図4に示すo

義歯装着者のうち,女性の70. 0%,男性の56.7%"に

義歯性口内炎を謎め,女性の罷患率が高かったにもか

かわらず,義歯性口内炎の程度及びカンジダ数には,

性別による有意差がなかった(p>0.05)。

4.上・下顎別と義歯性口内炎の程度及びカンジダ

数との関俸

義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面のカンジダ数に

ついて上・下顎差を検討した結果を図3及び図4に示

す。

義歯性Lj内炎の程度及び義歯粘膜面のカンジダ数に

関して,上・下顎間に有意差を認めた(pくO.ODcす
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図3　性別及び上・下顎別と義歯性口内炎の程度との関係
Nは研究対象者数あるいは被験義歯数を示す。
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Mae

Female

Upper denture

Lower denture

Polishing surface

Fitting surface
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Concentration of Candida

図4　性別,上・下顎別及び義歯粘膜面・研磨面の相違とカンジダ数との関係
Nは研究対象者数あるいは被験義歯数を示す。

なわも,上顎の方が下顎に対して義歯性口内炎の程度

が強く,また,カンジダ数も多かった0

5.義歯粘膜面と研磨面の相違とカンジダ数との関

係

義歯粘膜面と研磨面のカンジダ数の相違について検

討した結果を図4に示す。

結果として両者に有意差を認めた(pくO.ODcすな

わち,粘膜面の方が研磨面に比べてカンジダを多く検

i_J ;_.∴。

6.デンチャープラーク量,義歯粘膜面のカンジ

ダ数及び義歯性口内炎の程度との関係

デンチャープラーク量,義歯粘膜面のカンジダ数及

び義歯性口内炎の程度との関係を表1,表2及び表3

に示す。表中において, TはKendallの順位相関係

数を示し,その値が有意検定の結果,危険率1 %以下

で有意な場合をHS (highly significant), 1-5%

の問で有意な場合をS (significant),有意でない場

合をNS (not significant)と表示した。表中の数字

は義歯数を示している。なお以下の表も同様に表示し

ている。

結果として,プラーク量と義歯粘膜面のカンジダ数

との間(表1),プラーク量と義歯性口内炎の程度との

問(表2)及び義歯粘膜面のカンジダ数と義歯性口内炎

表1デンチャ-プラーク量と義歯粘膜

面のカンジダ数との関係

Concentration of Candida

l　十　L　#　[　≠

抽2i
24

18

4

0

r-0.56HS

数字は義歯数を示す。

義2　デンチャープラーク量と義歯性口
内炎の程度との関係

O
一　色)
コ　コ

%日
C】 P・

十

十ト

#

数字は義菌数を示す。

6

31

21

2



24fi

表3　義歯粘膜面のカンジダ数と義歯性
口内炎の程度との関係

Denture stomatitis

r-0.37HS

数字は義歯数を示す。

表4　義歯装着期間と義歯性口内炎

の程度との関係

iiZS

O
i5

3
・・-

朗
-05

㌢B
L...I

CI

Pn

Denture stomatitis

0 -2m

2-4m

引ESS!

(ill1 1㌢

1-2y

2-5y

5-10y

lOy-

i

・J

5

7

4

5

1

2

1

2

1

2

2

2

.1

0

3

0

4

4

9

12

9

5

」≠

r-0.35HS

数字は人数を示す。

表5　義歯装着期間と義歯粘膜面の

カンジダ数との関係

Concentration of Candida

+　　　-f+　　　十什

bD

【コ

L4

d

V

?

qJ
1-1

3

G
C)
,a

I..H
o

T`1コ
O

IJ
:<*,
vw

4

2

1

2

2

1

I o

i o

r-0.40HS

数字は人数を示す。

の程度との間(表3 )に強い相関関係を認めた0

7.義歯装着期間と義歯性口内炎の程度及び義歯粘

膜面のカンジダ数との関係

義歯装着期間と義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面

表6　義歯装着者の年齢と義歯性口

内炎の程度との関係

Denture stomatitis

r-こ0. 12NS

数字は人数を示す。

表7　義歯装着者の年齢と義歯粘膜
面のカンジダ数との関係

Concentration of Candida

3　　　　4

:上:
[

Nr N夢

r-0.20S

数字は人数を示す。

表8　唾液中のカンジダ数と義歯粘

膜面のカンジダ数との関係

Concentration of Candida

on fitting surface of denture

+i l　朴

r-0.60HS

数字は人数を示す。

のカンジダ数との関係を表4及び表5に示す。

義歯装着期間と義歯性口内炎の程度との間(表4 )

及び義歯装着期間と義歯粘膜面のカンジダ数との問

(表5)に,弓釦、相関関係を認めた。すなわち,装着

期間が長い患者程,義歯粘膜面からより多くのカンジ

ダを検出し,床下粘膜により弓釦、発赤(炎症)を認める

傾向があった。

8ー年齢と義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面のカ

ンジダ数との関係



年齢と義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面のカンジ

ダ数との関係を表6及び表7に示す。

年齢と義歯粘膜面のカンジダ数との間に弱い相関関

係を認めた(表7)O　しかし,年齢と義歯性口内炎の

程度との間には,相関関係を認めなかった(表6)。

9.唾液中のカンジダ数と義歯粘膜面のカンジダ数

との関係

唾液中のカンジダ数と義歯粘膜面のカンジダ数との

関係を表8に示す。

結果として,両者の間には掛、相関関係を認めた。

なお,研究対象者と同年齢層の有歯覇者では,唾液か

らカンジダを検出しないか,検出しても少数であっ

た。

考　　　　察

義歯性口内炎患者の義歯では,その粘膜面に著明な

デンチャープラークの付着を認め,そのカンジダ用

逐択培地によるインプリントカルチャーからは,多数

のカンジダを検出した(図1)。一方,健康者の義歯の

インプリント　カルチャーからは,ほとんどカンジダを

検出しなかった。

このようなカンジダを検出した義歯性口内炎愚老の

. '蝣　-. . "' .　、 ∴一　‥ .、: ・　・てl;

においても,カンジダと考えられる酵母状あるいは菌

糸状の細胞を多数認めた。これらの結果は,プラーク

中のカンジダが義歯性口内炎の病因の一つとして重要

な役割を演じていることを示唆するものであるo

カンジダと義歯性口内炎との関係については,種々

の検評)-ll)がなされてきたが,これらの研究のほとん

どが,統計処理を行っていないか,あるいは,得られ

た結果が順位変数であるにもかかわらず, parametric

な統計処理法を用いて検討したものであったoそこで

本研究では,順位変数として得られたデータに対して

non-parametricな統計処理法15)を用いて検討を行っ

た。

義歯粘膜面から検出した真菌を同定した結果(図2),

84.4%の義歯からカンジダを検出した。検出したカン

ジダは, C. albicansが69.9%と最も多く,次いでC・

glabrata, C. tγopicalis, C. krusei, C. parapsilosis,

C. guittiermondii, C. stellatoideaの順で検出した。こ

の分布は, Olsenの報告10'に近似するものであったO

しかし,本研究では, Olsenの方法とは異なりカンジ

グチェックを用いて詳細に血清学的な同定を行った。

カンジダチュックによる同定法14'は,従来の形態学

的並びに生化学的方法を用いて同定する場合と比べて

迅速かつ正確であり,また病原性頁菌の代表的菌種で

あるC. albicansをA型及びB型に分類することが可
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能である。このような血清学的方法を用いて義歯粘膜

面のカンジダの同定を行った報告は,これまで見られ

ma

動物を用いた研究において,義歯性口内炎を誘発す

ることが確認されているカンジダは,C. albicans A及

びBのみで, A型の方がB型に比べて病原性が強いこ

とが知られている16),17)本研究においても,床下粘

膜に義歯性口内炎を伴った義歯粘膜面から高頻度に

C. albicans Aを検出した。これは　C. albicans A

の方がC. albicans別こ対して病原性が強いためで

あろうと考えられる　C. albicans以外の菌種について

は.現在のところ義歯性口内炎に対する病原性は不明

であるが,本研究の結果では義歯性口内炎を伴った義

歯粘膜面から, C. albicansと他の菌種を混在して検

出したものや, C. albicansを検出しないにもかかわ

らず他の菌種を検出したものも見られ, C. albicans以

外の菌種も義歯性口内炎に関与していることが示唆さ

ISSi

義歯装着者のうち女性の70. 0%,男性の56. 7^に義

歯性口内炎を認めたoこれは　Davenport　らの報告

と一致するものであったが・発赤(義歯性口内炎)の

程度及び義歯粘膜面のカンジダ数には,統計学的に性

差を認めなかった(図3,図4)o

上・下顎においては,統計学的に上顎の方が下顎に

比べて義歯性口内炎の程度が強く,また義歯粘膜面の

ヵンジダ数も多いことが示された(123,図4)oこれは

上顎義歯の方が下顎義歯に比べて義歯の安定維持が良

好であるため,唾液等による自浄作用を受けにくく,

またデンチャープラークのpH:18),19)等もカンジダの

生育に適した環境となっているためと考えられるo

義歯粘膜面及び研磨面では,粘膜面の方にカンジダ

が多いことが統計学的に示された(図4)oこれは,

粘膜面の方が唾液や舌等による自浄作用を受けにくく

また床面が粗造となっている6'ためと考えられるo

デンチャープラーク量,義歯粘膜面のカンジダ数及

び義歯性口内炎の程度の3者間には強い相関関係を認

めた(表1,表2,表3)Cすなわち,プラーク量及び義

歯粘膜面のカンジグ数が義歯性口内炎の程度に影響を

与えていることが示されたoこの結果は,義歯粘膜面

に付着したデンチャープラークは主としてカンジダ

によって構成されており,このプラーク中に存在する

ヵンジダが義歯性口内炎の病因の一つとして重要な役

割を演じていることを明らかにしたo

義歯装着期間と義歯性口内炎の程度との間(表4 )

及び義歯装着期間と義歯粘膜面のカンジダ数との間

(表5)には相関関係を認めたoこれは,床用レジン

の劣化により床面が粗造化し6',カソジダが付着しや
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すく,また除去されにくくなるためや,デンチャー

プラークのpH18 19'等がカンジダの発育に適した環境

となるためと考えられる。

年齢と義歯粘膜面のカンジダ数との間(表7)には

相関関係を認めたにもかかわらず,年齢と義歯性口内

炎の程度との問(表6)には,相関南係を認めなかった。

唾液中のカンジグ数と義歯粘膜面のカンジダ数との

問(表8)には,強い相関関係を認めた。唾液中のカ

ンジダについては,研究対象者と同年齢層の有歯顎者

では,カンジダを検出しないか,検出しても少数であ

ったことから,義歯がカンジダの口腔内でのリザーバ

ーとなっていると考えられる。

結　　　　論

有床義歯などの床下粘膜に発赤及び腫脹を特徴とし

た炎症所見(義歯性口内炎)を認めることは,多くの

研究者によって報告されている。その病因の-つとし

てデンチャープラーク中のカンジダが重要な役割を

演じているのではないかと考えられてきた。しかし,

カンジダとデンチャープラーク及び義歯性口内炎等

との関係を統計処理を用いて詳細に検討した報告は,

ほとんど見られない。そこで,本研究では,義歯装着

者100名の義歯179床からカンジダを採取し,分離及び

同定を行った後,義歯粘膜面のカンジダ数とデンチャ

ープラ-ク量,義歯性口内炎の程度,年齢義歯装着

期間,補綴部位,性別及び唾液中のカンジダ数との関

係を統計処理を行って検討し,以下の結果を得た。

1. 84.4%;の義歯粘膜面からカンジダを検出した。

2.検出したカンジダは, C. albicansが　9.9%と

最も多く,次いでC. glabrata, C. tropicalisの順に検

出した。

3.同I一一義歯の粘膜面から1種のみを検出したもの

が48.6^, 2種及び3種を混在して検出したものが

33.0%及び2.f　であった。

4.義歯性口内炎を認めた義歯97床において,義歯

粘膜面からC. albicansのみを検出したものが42.3%.

C. albicans　と他の菌種を混在して検出したものが

38.1%;, C. albicansを検出しないで他の菌種を検出

したものが15.5%,カンジダを検出しなかったものが

4.1%であった。

5. C. albicansはほとんどがA型で, B型は4.8%

(譜面×100げぎなか-たO
6.義歯研磨面に比べ粘膜面の方からカンジダを多

く検出した。

7.上顎義歯は下顎義歯に比べて義歯性口内炎の程

度が強く,義歯粘膜面のカンジダ数も多かった。

8.義歯性口内炎の程度及び義歯粘膜面のカソジダ

数には,性差を認めなかった。

9.デンチャープラーク呈,義歯粘膜面のカンジダ

数及び義歯性口内炎の程度の3著聞には相関関係を認

めた。

10.年齢と義歯性口内炎の程度との間には相関関係

を認めなかった。

ll.義歯装着期間と義歯性口内炎の程度との間には

相関関係を認めた。

12.年齢と義歯粘膜面のカンジダ数との聞及び義歯

装着期間と義歯粘膜面のカンジダ数との間には,共に

相関関係を認めた。

13.唾液中のカンジダ数と義歯粘膜面のカンジダ数

との問には相関関係を認めた。

以上の結果から,義歯粘膜面はC. albicansを主体

としたカンジダのリザ-バーとなっており,またデン

チャープラーク量,義歯粘膜面のカンジダ数及び義歯

性口内炎の程度の3着間には相関関係を認めたことか

ら,義歯粘膜面に付着したデンチャープラークは主と

してカンジダによって構成されており,このプラーク

中に存在するカンジダが義歯性口内炎の病因の一つと

して重要な役割を演じていることが示された。
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緒　　　　　言

義歯の汚れを除去する目的で,種々の義歯洗浄剤が

市販されている。これらの義歯洗浄斉旺主,主に過酸化

物タイプで,それらは床用レジンを劣化しにくい反面

デンチャープラークの除去効果が劣っているユ)-5)一

方,前者に比べてデンチャープラークの除去効果が優

れている次亜塩素酸塩タイプの義歯洗浄剤も一部市販

されている。このタイプの義歯洗浄剤は,床用レジン

を劣化させる欠点がある3>-5)。そこで,床用レジンを

劣化させることなく,しかもデンチャープラークの除

去効果が優れた義歯洗浄剤の開発が望まれている。こ

のような条件を満たすものとして,酵素タイプの義歯

洗浄剤が注目されている。しかしながら,従来の酵素

タイプの義歯洗浄剤は,デンタルプラークや食物残薩

を除去するような酵素を配合したもので,デンチャー

プラーク中のカンジダの除去に主眼を置いたものでは

なかった61-10)第1報11)において報告したように,デ

ンチャー　プラーク中のカンジダは,義歯性口内炎の病

因の一つとして重要な役割を演じており,デンチャー

プラーク中のカンジダを除去することは,義歯性口内

炎の治療及び予防に有効であると考えられる。そこで

本研究では,まず種々の酵素を用いてレジンプレート

に付着したカンジダの除去効果を検討した。次いで,

用いた酵素の中でカンジダの除去効果に優れた真菌細

胞壁溶解酵素及び蛋白質分解酵素を配合した試作義歯

洗浄剤の臨床応用を検討した。

実　験　材　料

1.レジンプレート

板ガラスを石膏に埋没して作製した鋳型にバイオレ

ジン♯3 (液1.5ml,粉3.0g :松風KK,京都)を項入

して通法に従って加熱重合し,厚さ約0.5mmのレジ

ンプレートを作製したO　このレジンプレートをアクリ

ルカッターを用いて10×10mmの小片に切断し, 2日

間流水で水洗後,このプレートのガラス境南を以下の

実験に用いた。

2_　使用菌株

第1報11'において義歯粘膜面からは, Candida albi-

cansが最も高頻度に検出されることを明らかにした

ので,各種酵素によるレジンプレートに付着したカン

ジダの除去効果の実験は, Candida albicans A IFO

1385を用いて検討した。なお, Zymolyaseによるカン

ジダの溶菌効果の実験には, C. albicans A IFO 1385,

C. glabrata IFO 0622,　C. krusei IFO 1395, C.

tropicalis IF0 1400, C. parapsilosis IFO 1396及びC・

guilliermondii IFO0566を用いた0

3.酵　素

amylase　としてα-Amylase (和光純薬工業KK,

大阪), Diasmen SSx3 (大和化成　KK,大阪)及び

Biotamylase A3000 (長瀬産業KK,大阪), dextra-

naseとしてDextranase crude powder(Sigma Chem-

ical Co., St. Louis, Mo.)及びDextranase Amano I

(天野製薬KK,名古屋),真菌細胞壁溶解酵素とし

てZymolyase 60000 (生化学工業　KK,東京)及び

Kita】ase (クミアイ化学工業KK,東京), chitinase

*広島大学歯学部歯科補綴学第二講座

(主任:浜田泰三教授)
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はSigma Chemical Co.製, glucosidaseはβ-Glu-

cosidase (Sigma Chemical Co.).細菌細胞壁溶解酵

素はN-acetylmuramidase M-l (生化学工業KK),

並びに蛋白質分解酵素としては, Trypsin (E. Merck,

Darmstadt, West Germany), Papain (E. Merck),

Pronase P (科研化学KK,東京), Promen (大和化

成KK), Prozym 6 (天野製薬KK), Bioprase AL-

15 (長瀬産業KK), Bioprase SP-4(長瀬産業KK),

Esperase 4. OM (Novo Industry)及びAlcalase 2. OT

(Novo Industry)を使用した。

4.試作義歯洗浄剤

試作義歯洗浄剤は,ロート製薬KK研究所より提供

された。本義歯洗浄剤は,酵素としてZymolyaseを

2.5%, Alcalaseを2.5%含有する錠剤(2 g)であり

水150mlに溶解して使用した。

5.研究対象者

国立療養所に入院中の脳卒中後遺症患者の中で義歯

性口内炎を認めた20名を対象として,試作義歯洗浄剤

の洗浄効果を検討した。研究対象者の内訳は,男性4

名及び女性16名,平均年齢74.4歳であった。なお,こ

れらの研究対象者は抗生物質の投薬処置を受けていな

かった。

実　験　方　法

1.培養条件

被験菌株をPYG培地(1.0^peptone, 0.5%yeast

extract, 2. 0% glucose)で37-C, 24時間培養した前培

養菌液10mlをPYG培地40mlに加え, 37-Cで対数

増殖期中期まで振浸培養した。この培養菌液を2000×

gで5分間遠心して,カンジダを集めた。集菌したカ

ンジダは, 0.15M NaC】を含む0.01Mリン酸緩衝液

(pH 7.2, PBS)で3回洗浄後,再びPBS　に浮遊さ

せて以下の実験に使用した。なおカンジダ浮遊菌液の

カンジダ細胞濃度は分光光度計を用いてその淘度から

算出した。

2.レジンプレートへのC. albicansの付着

5枚のレジンプレートをプラスチックシャーレ(60

×15mm)に両面テープで固定し,種々の濃度のC.

albicans A IFO1385浮遊菌液7 mlに浸漬し, 37-Cあ

るいは4oCで一定時間静置後, PBSで十分洗浄したO

このようにしてカンジダが付着したプレートは, 35%

ホルムアルデヒド及び99%メタノールで固定後, 1%

クリスタル紫で染色したo染色したプレートは乾燥後

任意の10視野を選んで直接倍率300倍の光学顕微鏡を

用いて観察し,付着細胞数を計測後, 1視野(1.1

mm2)当たりの平均付着細胞数を算出した。

3.各種酵素によるレジンプレートに付着したC.

251

albicansの除去

レジンプレート25枚をプラスチックシャーレ(90×

15mm)に両面テープで固定し,披験菌液45mlに浸漬

して37-Cで1時間静置し,レジンプレートにカンジ

ダを付着させた。次いで,これらのプレートを　PBS

で洗浄して未付着の細胞を取り除いた。このようにし

てカンジダが付着したレジンプレート5枚を1組とし

て, 1組ごとに0.01M PBS存在下の各酵素液(100

〝g/m】)で37。C, 10分間処理した。酵素処理したレジ

ンプレートは, PBSで十分洗浄した後,実験方法2

と同様の方法で固定及び染色を行い,光学顕微鏡を用

いてレジンプレートに残存している細胞数を計測し

たO対照としてPBS処理のレジンプレートについて

も同様に残存細胞数を計測した。

各酵素によるカンジダのレジンプレートからの除去

効果は,対照(PBS処理)の残存細胞数に対する酵

素処理による除去細胞数の割合として表示した。

4. Zymolyaseによるカンジダの溶解

真菌の細胞壁の主成分であるβ-1, 3-glucanに作用

するZyma】yase　は, β-1, 3-gIucanase活性を有し,

真菌を溶解する12)とされている。従って,カンジダ属

の真菌に対しても溶菌効果が期待されるため, Zym0-

1ya　によるカンジダ属の真南に対する溶菌効果を検

討した。

実験方法1に記した方法で培養し,集菌した種々の

カンジダを1/15Mリン酸緩衝液(pH7.5)に3.0×107

cells/mlとなるように浮遊させ,この菌液5mlに種々

の濃度のZymolyase　5mlを加え,溶菌を濁度(0.D.

660nm)の変化を把標として経時的に測定した。

次いで,菌糸型の細胞に対するZymolyaseの溶菌

効果を検討するため, C. albicans A IFO1385をSa_

bouraud斜面培地(1.0% peptone, 0.5^　yeast

extract, 2.0% glucose, 1.5% agar)で37。C, 16時間

前培養し,培養されたカンジダを精製水で洗浄・集菌

した。この集菌したカンジダを10m】GYG培地(1.0

glucose, 0.¥% yeast extract, 1.0% glycine)で

37。C, 90分振藍培養し酵母型を菌糸型に変え,上記と

同様の方法で溶菌効果を調べた0

5・デンチャープラ-クに対するZymolyaseの

作用

肉眼的にデンチャープラークが存在する義歯粘

膜面を約5×5mmに切り取り, -方をPBSに,他

方を0. 01M PBS存在下のZymo.】yase溶液(1 mg/ml)

に37-Cで1時間浸潰した。これらの試料はPBSで洗

浄後　2.5%グルタールアルデヒドで固定し,適法に従

って乾燥及び金蒸着を行い,走査型電子顕微鏡を用い

てデンチ17-　プラークの除去効果を比較観察した。
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6 _試作義歯洗浄剤の臨床応用

実験材料の4に記入した真菌細胞壁溶解酵素及び蛋

白質分解酵素を配合した試作義歯洗浄剤を,国立療養

所に入院中の義歯性口内炎を認めた患者20名に7日間

就寝中使用させ,洗浄効果を第1報11)に示した基準に

従って検討した。

結　　　　果

1.レジンプレートへのC.albicansの付着条件

デンチャー　プラーク中に最も高頻度に検出される

C. albicansを用いてinvitroでレジンプレートへの

カンジダの付着に影響する種々の付着条件について検

討した。

C. albicansの細胞濃度とレジンプレート-の付者

細胞数とのBEl係を図1に示す。

(×102)

10
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ヽ　一
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胃至
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3
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105　　　106　　　　107　　　　108

Concentration of C. albicans (cells/ml)

図1 C. albicans細胞濃度とレジンプレートへ
の付着細胞数との関係

105, 106, 107及び108cells/ml濃度のC.
albicansA IFO1385を用い, 0.01 M PBS
存在下で37-C, 1時間付着させ,それぞれ

の付着細胞数を測定した。

細胞濃度が増加するに従って,レジンプレートへの

付着細胞数も増加した。

レジンプレートに対する細胞の接触時間と,レジン

プレート-の付着細胞数との関係を図2に示すo

接触時間が増加すると付着細胞数も増加し1時間を

越えるとその付着細胞数は急激に増加した。
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図2　レジンプレート-のC. albicansの付着の
経略的変化

実験方法2に記載した方法で, 107cells/ml

濃度の　C. albicans A IFO1385を37-Cで
レジンプレートに種々の時間付着させ,そ

れぞれの付着細胞数を測定した。

蓑1 C. albicans　のレジンプレート-の付着に

対する加熱処理並びに付着温度の影響

Adherence

(% of control)

control

heaトtreated

37-C (control)

4oC

実験条件は, 107cel】s/ml濃度のC. albicans A

IFO1385浮遊菌液を用い, 1時間の付着で行っ
た。

加熱処理細胞のレジンプレートへの付着及び付着温

度の付着への影響についての結果を表1に示す0

60-Cで30分間の加熱処理菌では,未処理菌に比較し

て,レジンプレート-の付着が約1/10に抑制された。

また,付着温度が4oCでは, 37-Cに比較して,レジン

プレート-の付着が約1/10に抑制された。

以上のように, C. albicans　のレジンプレートへの

付着は,細胞濃度,接触時間及び温度に依存し,加熱

処理菌ではその付着が抑制された。

これらの結果に基づいて,以下の実験では生歯を用
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表2　各種酵素によるレジンプレートに付着したC. albicansの除去効果

Enzymesremoved
cells

Amylase (α-1, 4-glucanase)

α-Amylase

Diasmen SSx3

Biotamy.ュase A3000

Dextranase (α-1, 6-glucanase)

Dextranase crude powder

Dextranase Amano I

Yeast 】ytic enzyme (β'-1, 3-glucanase)

Zym.6】yase 60000

Kitalase

Chitinase (β-1, 4-polyacety.】glucosaminidase)

Gl ucosidase

β-Glucosidase

Enzymesremoved

cells
Bacteriolytic enzyme

N-acetylmuramidase M-l

Proteolytic enzyme

Trypsin

Papain

Pronase P

Promen

Prozym 6

Bioprase AL-15

Bioprase SP-4

Esperase 4. OM

Alcalase 2. OT

0

0

91.8士0.5

99.8土0.1

72. 7士3. 6

4.1±5.8

72.7土5.9

71.0±7.9

93. 3士2. 5

96.6±1.5

い,細胞濃度については個々の細胞が分離してレジン

プレートに付着し,付着細胞数の計測が容易であるよ

うに3.0×10' cells/ml (O.D.-1.0)とし,付着温度

37-C,接触時間1時間とした。

また,図表には示さないが,菌糸型の方が酵母型に

比べて数倍の付着能を示した。

2.各種酵素によるレジンプレートに付着したC.

albicansの除去効果

結果を表2に示す。

用いた酵素の中でamylase, dextranase, chitinase及

び細菌細胞壁溶解酵素(100 jug/ml)などではC.

albicansの除去効果を全く認めなかったOまた,表2

に示していないが,酵素濃度をImg/mlとしてもその

除去効果を認めなかった。

一方,真菌細胞壁溶解酵素及びTrypsinを除く蛋

白質分解酵素は, C. albicans　の除去に対して強い効

果を示した。特に,真菌細胞壁溶解酵素の一つである

Zymolyaseは,溶菌を起こさない濃度でも強い除去効

果を示した。

3. Zymolyaseによる種々のカンジダの溶菌効果

試験管内でのZymolyaseによるC. albicans A IFO

1385に対する溶菌効果を経時的に検討した結果を図3

弼s&s

酵素濃度の増加とともに,その溶菌効果が強くなり

また,溶菌速度も速くなったO　しかし,溶蘭効果を示

す滝度の変化は,あるレベルまで低下すると,それ以

上減少することはなかった。

図4は, C. albicans　以外の種々のカンジダに対す

るZymolyase　の溶菌効果を検討した結果である。

菌種によりZymoivase　に対する溶菌の感受性に差

を認めたが,実験に用いたカンジダの全ての菌種が溶

図3　Zymolyase　によるC. albicans A IFO1385
の溶菌効果

実験方法に記載した方法で,種々の濃度の
Zymolyaseによる溶菌を経時的に測定した。
コントロールは, Zymolyase末添加のPBSの
みの処理結果である。

菌することがわかった。

また,図には示さないが, C. albicans A IFO1385

の菌糸型に対するZymolyase　の溶菌効果を光学顕微

鏡で観察したところ,酵母型と同様に菌糸型に対して

もZymolyaseは溶菌効果があることを確認した。

4.デンチャープラークに対するZymolvaseの

効果
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図4　種々のカンジダに対するZymolyaseの溶薗効果

図3と同様の方法でZymolyaseによる溶菌を経時的に観察した。 ○はZymolyase
未添加のPBSのみの処理結果を, ●はZymolyase処理の結果を示す。

実際に患者の口勝内でデンチャープラークの付着

した義歯を用いて　Zymolyaseによる真南の除去効果

を観察した結果を図5に示す。

酵素未処理の義歯粘膜面には,図5 Aに示すように

酵母型及び菌糸型の真薗細胞を多数認めた。しかし,

lmg/ml濃度のZymolyaseで1時間処理すると図5 B

に示すようにどの視野においても真菌細胞が完全に

消失し,デンチャーペリクル様の付着物のみを認め

た。

5.試作義歯洗浄剤の臨床効果

7日間就寝中,試作義歯洗浄剤を使用した患者の効

果の1例を図6-8に示す。

7日間使用後には,肉眼的にもデンチャー　プラーク

が除去され(図6B),また,真菌を義歯粘膜面から

検出しなくなり(図7B),更に,口腔内所見も発赤

及び腫脹が軽減した(図8 B)。

20人の試作義歯洗浄剤の使用結果をグラフにまとめ

たものが図9である。

義歯洗浄剤使用前に比べて, 7日間の使用後ではデ

ンチャ∴プラーク及び義歯粘膜面の真菌も減少し,義

歯性口内炎症状も軽減傾向を示した。

考　　　　察

第1報11'で報告したように,患者使用の義歯粘膜南

からはカンジダを高頻度に多数検出し,カンジダが義

歯性口内炎の病因の一つとして重要な役割を演じてい

ることが明らかになった。

カンジダを義歯から検出する原因としては,義歯

床下が唾液などによる自浄作用を受けにくく,その部

位のpHが酸性となっている14)など,カンジダの生育

に適した環境となっているためであろうと言われてい

るo更に,カンジダ自体が床用レジンに付着しやすい

のではないかとも考えられる.そこで, in vitroでレ

ジンプレートへのC. albicansの付着に影響する条件

について検討した。その結果,床用レジンへのC

albicansの付着は,細胞濃度と接触時間及び温度に俵



図5　デンチャー　プラークに対するZymolyaseの除去効果

AはZymolyase未処理, BはZymolyase処理の義歯粘膜面の走査型電子顕微鏡像。
直接倍率, 1000倍。

図6　試作義歯洗浄剤によるデンチャー　プラーク

の除去効果
Aは使用前, Bは7日間使用後の義歯粘

膜面を示す。

図7　試作義歯洗浄剤による義歯粘膜面の除菌効果
Aは使用前, Bは7日間使用後のカンジダ

の除去効果を示した。その方法は,滅菌綿棒
で義歯粘膜面を約5cm擦り,カンジダGE
寒天培地に約2cm幅で10箇所塗抹し, 37-C
で24時間培養した。
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図8　試作義歯洗浄剤による臨床効果
Aは使用前, Bは7日間使用後の口腔内

所見を示す。

存し,加熱処理歯ではその付着が抑制された(表1,

図1,図2)Oこれらの結果から, C. albican∫の床用レ

ジン-の付着機構を詳細に説明することは閃難である

が,菌を加熱処理することによってその付着が抑制さ

れることから,菌体表層の易熱性物質が付着に関与し

ていることが考えられる。

各種酵素によるレジンプレートに付着したC. albi-

cans　の除去効果を検討したところ,用いた酵素のう

ち　amylase, dextranase, chitinase及び細菌細胞壁溶

解酵素などの処理では, C. albicansの除去効果を全

く認めなかった。一方,真菌細胞壁溶解酵素及び

Trypsinを除く蛋白質分解酵素では, C. albicansの

除去に対して強い効果を示した。特に,真菌細胞壁溶

解酵素の-つである　β蝣-1,3-glucanase　活性を有する

zymolyaseは,溶菌を起こさない濃度でも掛、除去効

果を示した(表2)。これらの結果は,カンジダの細

胞表層に存在するβ-1,3-git:　及び蛋白質が床用レ

ジン-の付着に関与していることを示唆している。

床用レジン-のカンジダの付着機構に関する報告は

少なく,以下の報告がある程度である　Samaranaya-

ke　ら15),16)及びMcCourtie　ら17)は, C. albicansのレ

ジン-の付着に多糖類が関与していると報告してい

る　Budtz-J¢rgensen　ら7ト9'は　mutanase (α-1, 3-

Denture plaque

一　　一-一.I-　　　　-I-

Concentration of Candida

▼　--ヽ.

∈二二二三三∴二　二歳お

Denture stomatitis

.-.-----Ll------.I--I--I---

50　　　　　　　　　　　1 00%

図9　試作義歯洗浄剤の使用によるデンチャーープ

ラーク及び頁菌の除去効果並びに臨床所見
患者20名において試作義歯洗浄剤の使用

前と7日間使用後とで義歯粘膜面のプラー
ク呈,真菌数及び口腔内所見を第1報11)に
示した基準に従って比較した。

glucan glucanohydrolase)及びproteaseを含んだ酵

素タイプの義歯洗浄剤が,市販の過酸化物タイプの義

歯洗浄剤に比べて,デンチャ-　プラークの除去効果が

優れていたと報告している　Connor　ら6'も,糖蛋白

質やムコ蛋白質及びムコ多糖に作用する酵素を含んだ

義歯洗浄剤が,市販の過酸化物タイプの義歯洗浄剤に

比べて有効であったと報告している。これらの報告は

本研究で得た結果を支持するものである。しかし,本

研究ではβ-1, 3-glucanase以外の多糖分解酵素は,

カンジダの除去効果を全く示さなかった。このことか

ら,他の研究者の報告している酵素タイプの義歯洗浄

剤の効果は,主として蛋白質分解酵素の作用によるも

のと考えられる。

本研究において,真菌細胞壁溶解酵素及びTrypsin

を除く蛋白質分解酵素がレジンプレートに付着したカ

ンジダの除去に対して強い効果を示した。しかし,蛋

白質分解酵素はカンジダに対して全く殺菌作用を示さ

ず,その酵素活性が消失すると除去されたカンジダが

再び床用レジンに付着することが考えられる。事実,

Depaolaら18)は義歯保管容器から　C. albicansなど

のデンチャー　プラーク中に存在する病原微生物を検

出し,保管容器から義歯への病原微生物の再付着の可

能性を報告している。

一方, Zymolyaseは真菌の菌体構造を維持している

細胞壁のglucan層を加水分解し,真菌細胞を溶菌す

る。そのため,いったん除去されたカンジグが再付着

することがないと考えられる。このようなZymolyase

の特性は義歯洗浄剤として有益である。

そこで, ZyniQ】vaseがC. albicansに対してどの程



度の溶菌効果を示すか検討したOその結果, C. albi-

cansはZymolyaseの5jォg/m]濃度でも著明に溶菌さ

れるコことが示された(図3)o　しかし,溶菌効果を示

す輝度の変化は,あるレベルまで低下するとそれ以上

減少しなかった。これは,其菌の細胞壁のgit　層

中土zymolyaseが作用しないβ'-1, 6-glucanが存在

するほか,細胞壁にはmannan層やchitinなどが含

まれるため,壁成分が完全に溶解消失しないためと考

えられる。また,菌種によりZymolyaseに対する感受
I

性古と差があったが, C. albicans以外の実験に用いた

全てのカンジダに対しても, zymolyaseは著明な溶菌

効巣を示した(図4)。

以上の溶菌効果は,全て酵母型のカンジダに対する

もめであった。 C. albicansや一部のC. tropicalisで

は酵母型及び菌糸型の二相性を示す19ト23)と報告され

ているO事実,デンチャー　プラークを走査型電子戯

徴鏡で観察すると,菌糸型の細胞を多数認めた(図

5)。また,菌糸型の方が酵母型に比べて数倍の付着

由を示すことを観察した。更に,菌糸型の方が病原性

が強く20)細胞壁の化学組成も異なる22),23)という報

告がある。そこで,菌糸型のカンジダに対するZym0-

1yaseの溶菌効果を光学顕微鏡で観察したところ,酵

母型と同様に菌糸型に対してもZymolyaseは溶菌効果

を示すことがわかった。

次に,実際に口腔内でデンチャープラークの付着し

た義歯を用いてZymolyaseの除去効果を走査型電子

由赦鏡で観察したところ　Zym。Iyaseによって酵母型

及び菌糸型の真菌が完全に消失し,デンチャーペリク

)画の付着物のみを認めた(図5)。 in vivoで義歯に

付着した菌糸型を含んだ真菌に対してもZymo】yaseは

除去効果があることが明らかになった。

;壇上のように,夷菌細胞壁溶解酵素及び蛋白質分解
r

静素は,レジンプレートに付着したカンジダを極めて

有効に除去することがわかった。特に,真菌細胞壁溶

解酵素の一つである　Zymolyaseは,実験に用いた全

てのカンジダに対して溶菌効果を示し,除去されたカ

アジダカ蝶用レジンに再付着しないと考えられるoこ

の特性は義歯洗浄剤として有益である。

そこで,これらの酵素を配合した試作義歯洗浄剤の

臨床効果を検討する目的で,義歯性口内炎患者20割こ

7日間就寝中義歯洗浄剤を使用させたところ, 7日間

使用後では肉眼的にもデンチャープラークが除去さ

れ(図6),義歯粘膜面の真菌数も減少し(図7),更

に,義歯性口内炎症状の軽減傾向を認めた(図8)。この

結果は,本試作義歯洗浄剤の有効性を示すとともに,

カンジダが義歯性口内炎の病因の一つであることを文

相・　->-

257

義歯性口内炎の治療に関しては,抗真菌剤を用いた

研究蝣24J-28)があり,ある程度の治療効果を得たと報告

している。しかし,投薬を中止すると早期に再発する

ことが多く27>-29>　長期に運用する必要があるD　抗真

菌剤は,副作用も強く,長期の連用は好ましくないも

のと考えられる。一一方,真菌細胞壁溶解酵素及び蛋白

質分解酵素を配合した本試作義歯洗浄剤は,デンチャ

ープラ-クの除去効果に優れ,また,カンジダを溶菌

することから床用レジンへのカンジダの再付着の阻止

が期待されるため,義歯性口内炎の予防と治療にとっ

て有効であると考えられる。

結　　　　論

デンチャープラーク中のカンジダを除去すること

は義歯性口内炎の予防と治療にとって有効な手段と考

えられるOそこで,種々の酵素を用いてレジンプレー

トに付着したカンジダの除去効果を検討し,以下の結

果を得た。

1.真菌細胞壁溶解酵素及び　Trypsinを除く蛋白

質分解酵素は, C. albicansの除去効果を認めた。し

かし, amylase, dextranase, chitinaseや細菌細胞壁溶

解酵素などでは, C. albicansの除去効果を全く認め

なかった。

2.真菌細胞壁溶解酵素の一つであるZymolyaseは

溶菌を起こさない濃度でもカンジダに対して著明な除

去効果を発揮した。

3. Zymolyaseは実験に用いた全てのカンジダに対

して優れた溶菌効果を示した。また,付着性の強い菌

糸型の細胞をも溶菌した。

4. Zymo】vase及び蛋白質分解酵素(Alcalase)を

配合した試作義歯洗浄剤の効果を検討した姑見義歯

に付着したプラークを取り除き,床下粘膜の炎症の軽

減に有効であった。

以上の結果から,義歯性口内炎の起炎菌として重要

な役割を果しているC. albicansを主体としたカン

ジダに対して,床用レジンからの除去効果に優れた

Zymolyase及び蛋白質分解酵素を配合した義歯洗浄剤

を使用することは,義歯性口内炎の予防と治療にとっ

て有効であることが示された。
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