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工　ー　緒　　言

プラーク細菌由来内毒素の惹起する組織反応は,歯周炎の発症と進展

・増意に重要な役割を果たしているo近年,内毒素刺激によって宿主の

免疫細胞や問質細胞から産生き中るプロスタグランディン(PG) ,ロイ

コトリエン等のアラヰドン酸代謝産物およ_びインターロイキンを始めと

するサイトカイン等の様々な生理活性物質がこの過程に関与することが

明らかとなったト4'。中でも,種々の刺激により細胞膜から放出される

アラヰドン酸から合成されるPGは炎症部位に多量に存在しており,血管

の拡張,浮腫,捧痛等を引き起こす炎症の可溶性メディェイタとして,

その重要性は近年ますます増しっっある。特にPGEi, PGEsのEグループ

のPGは　Klein and Raisz-5)によってその強力な破骨細胞性骨吸収刺激

作用が報告されて以来,リウマチ性関節炎や慢性辺縁性歯周炎等の骨に

近接した特殊な部位での慢性炎症性疾患における病的な骨吸収に局所的

因子として関与することが注目されてきている'さ7)

歯周領域においては,炎症時歯肉組織や歯内港液中における各種pGレ

ベルが健常時に比べて上昇することが報告されており8-13)歯内蔵液

中のPG (特にPGEs)量が歯周組織破壊の程度や進行Lやすさと相関する

可能性が示唆きれている12,13)また,インドメタシン等のPG合成阻害

剤が歯周炎の際の歯槽骨破壊を抑制するとの報告もあり15) pGが炎

症性菌周組織破壊に重要な役割を果たすことが明らかにきれっっある0

しかしながら, pGの作用に関する様々な報告は生化学的手法や培養系

を用いた実験によるものが主で　m vivoの材料を用い組織形態学的に

PGの作用を検討した研究はきわめて少ない○また, PGは, 1)分子量の

_1-



小さな物質で,拡散し易く, 2)ほとんどの有機溶媒に可溶性で, 3)

常温で不安定な物質であり, 4)多くの固定液の対象となるアミノ基を

欠く上　5)正常組織で組織1mgあたりpicogramからnanogramと極少量

しか存在しておらず,その免疫組織化学的アプローチが非常に困難であ

るoさらに,歯周組織のように硬組織を含む部位からの標本作製に当っ

て必要とされる脱灰操作はPGの検出をより困難にしていると考えられ,

歯周炎組織でのPGの局在・分布を免疫組織イヒ学的に検討した研究はほと

んど遂行されていないのが現状である。

そこで,本研究では,炎症性歯周組織破壊におけるPGの関与を明確に

することを目的として,以下の両実験を行った。実験Iでは,ラット辺

線歯周組織にPGEsを局所授与することにより同部歯周組織に惹起古れる

変化を形態学的ならびに組織計測学的に検討するとともに, PGEsと内毒

素を連続的に投与することにより辺緑歯周組織に惹起される変化を観秦

し, pGと内毒素の作用の相互関係についても検討を加えた。次に実験Ⅱ

では,ラットを用い, PG合成能が高くその生理学的調節機構が注目され

る各種臓器を用いPGの免疫組織化学的染色のための至適条件の確立を図

った後,ラットに実験的に惹起した根尖性歯周炎ならびに辺縁性歯周炎

組織における各種PG (PGEe. PGF2日,帥トPGFib)の局在をその方法を用

いることによって検索した。

-弓に
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1・実験I ;PGEs局所投与がラット辺縁歯周組織に及ぼす影響の検討

実験には, 8過齢通常飼育ウィスク一系雄性ラット(体重的zIOg) 69

匹を用いたo実験ならびに観察目的によりこれらを3群に分け,以下の

如く各群の実験スケジュール(図1)に従い,それぞれの濃度のPGE」を

投与し・材料を採取したoラットは通常固形飼料(日本クレア社製)に

て飼育し,ラットの匹数は各実験期間群(グループ)当り3匹とした。

また　PGE2の投与は,動物に体重100グラム当り0.5mlとなるように20%

ウレタン(片山工業社製)を腹腔内注射することにより全身麻酔を行っ

た後,仰臥位に固定し,以下の方法で行った○すなわち,左右の上顎臼

歯部校合面から口蓋側歯肉にかけて　0.05%の割合でエタノールを含む

生食水(大塚社製)に溶解したPGE」 (フナコシ社製)溶液を浸した滅

菌綿棒(直径1mm長さ6-8mm)を静置し, 20分毎に3回交換すること

により1時間にわたって歯内港よりPGEaの浸透投与を図った(図2) 。

なお,実験期間終了後は,エーテル麻酔下にて左右上顎臼歯部を顎骨毎

一塊として摘出した。

(1)実験ト1 ;PGE:投与によって辺縁菌周組織に惹起される経時的

な組織変化の検討

36匹のラットを3匹ずっ12のグル-プに分けた0 0.05%エタノール/

生食水にImg/mlの割合で溶解したPGE亡を7グループ(21匹)のラットに

上記の方法で投与し,投与開始後　　12時間, 1, 2, 3日, 1週

後にエーテル麻酔下で材料を採取した。

アルコール/生食水投与対照群(AL/PS投与群)として, 4グループ

-V_



(12匹)のラットに0.05%エタノール/生食水を同様の方法で投与し,

投与開始後12時間, 1, 2日, 1過後に材料を採取した。また,残りの

1グループ(3匹)のラットは末処置対照群とし,同様に材料を採取し

た。

(2)実験I-2　各種襟度pGEe-投与後の辺緑歯周組織に惹起される組

織変化の検討

15匹のラットを3匹ずっ5グループに分け, 0.001, 0.01, 0.1, 1,-2

mg/mlの割合で0.05%アルコール/生食水に溶解したPGEs溶液をそれぞれ

のグループの各ラットに実験I -1と同様の方法で1時間投与し,投与

開始12時間後に材料を採取した。ただし, ling/ml PGE2投与ブル-プの

観察には,実験ト1で採取した投与開始後12時間の材料を用いた。

(3)実験ト3 ; PGEsと内毒素(Edx)の連続投与によって辺縁歯周組

織に惹起される経時的な組織変化の検討

21匹のラットを3匹ずっ7グループに分け　0.05%アルコール/生食

水にIing/mlの割合で溶解したPGEsを上述の方法で各ラットに1時間投与

した後,生食水に5mg/ml濃度で溶解したE.Col抽乗のEdx (シグマ社製)

を同様に続いて1時間投与L PGEaとEdxの連続投与群とした　Edx投

与開始後1, 3, 12時間, 1, 2, 3日, 1週後に材料を採取した。

光覇的ならびに電顕的観察方法:各々のラットから左右上顎臼歯部を

一塊として摘出した。摘出材料はKarnovsky固定液(4%パラホルムアル

デヒド・5%ダルク-ルアルデヒド混合溶液, PH7.4, 4-C)で4-6時

間固定後　O.i:カコジル酸塩緩衝液(4-C)で1晩洗浄し, 10%EDTA-

-4-



4Naリン酸塩緩衝液で約10-14日間脱灰を行った。次に,これらの脱灰

材料をできるだけ第1臼歯の近心根ならびに第1,第2臼歯の口蓋近心

・遠心根に平行になるようにこれらの歯根を含めて顎骨ごと確舌的に細

切し, 0.1Mカコジル酸塩緩衝オスミウム酸にて1時間固定し, 2%酢酸ウ

ラニルによるブロック染色を経て,適法に従い,実体顕微鏡下で方向を

確認しながらEpok812 (応研商事)に包埋した。

エポキシ樹脂包埋材料より,根尖部を含み菌の長軸に平行なthick

section (2〃m厚)を作製,トルイジンプル-染色を施し,光顕観察を

行ったoまた,一部の材料に関しては,超薄切片を作製し,ウラニル.

鉛二重染色を施し透過型電子朗微鏡(日立社製H-500または日本電子社

製JEOL-100S)にて観察したO

破骨細胞数の組織計測学的算定方法:組織計測学的観察には上述の方

法で作製したエポキシ樹脂包埋材料を用いた。上顎第1臼歯の近心根な

らびに上顎第1,第2臼歯の口蓋近心・遠心根の各歯根を含むブロック

から作製したトルイジンブルー染色切片の中から根尖郭が含まれ,それ

ぞれ約20〝m以上の間隔を置いた切片3枚を選び出し　ocular micro一

meterを用いて歯槽骨頂部から根尖側に向かって1 mmの範囲の歯根膜側

歯槽骨骨縁に沿って出現している破骨細胞(図3)の数を計測し,その

平均値をその部位における破骨細胞数として, 1匹当り5部位以上,各

条件群3匹当り計15部位以上における破骨細胞数を算出した。この際,

破骨細胞の同定は,吸収されている歯槽骨骨緑に近接して存在する単核

ないし多核の巨細胞で,大小様々の空胞を伴う淡明な細胞質を有するこ

とを基準として行ったoなお,各条件群における計測結果は平均値±標

準誤差(M±SE)で表し,有意差の検定には標準"t-検定を用いた。

as



2・実験Ⅱ ;実験的歯周炎組織における各種pGの局在部位の免疫組織化

学的検討

始めに述べたようにPGは分子量が小さく不安定な物質であるため,免

疫組織化学的なアプロ-チがきわめて困難とされ, pGの免疫組織化学的

局在に関する研究は非常に少なく,特に辺縁歯周組織の如く脱灰操作を

必要とする組織でのPGの局在に関する報告は常軌こ等しいOまた,現時

点ではPGの免疫組織化学的染色手法も確立しているとは言えない。そこ

で実験Ⅱでは,まず,予備実験として, (1)ラットのPG合成能が高いと

される各種臓器を軌、てPGの免疫組織化学的染色手法の確立を図るとと

もに,脱灰標本におけるその染色方法についても検討した。次に, (2)

実験的に惹起したラットの根尖性ならびに辺縁性歯周炎組織におけるPG

の局在・分布の検討を同方法により試みた。

(1)ラット各種臓器を用いたPGの免疫組織化学的染色方法の検討

試料には・通常飼育, 7週齢ウィスク-系雄性ラットの胃,肝,管,

小腸,節,牌,精嚢ならびに上顎臼歯部辺縁歯周組織を用いた。上顎臼

歯部辺縁歯周組織以外の各材料は　　2mm厚に細切した後　4-Cの条

件下で固定したo固定液としては, 10%中性緩衝ホルマリン溶液, 4%パ

ラホルムアルデヒド溶液,プアン液について検討し,材料の一部は未固

定のまま処理したo固定後各材料は0.C.T.コンパウンド(Miles Incor-

poration)に包増し, 4〝m厚のクリオスタット切片を作製した。また,

10%中性緩衝ホルマT)ン溶液で固定した各臓器の材料については,一部,

10%EDTA-4Naリン酸塩緩衝液に10-12日間浸漬(4"C)したものについ

ても同様に検討した。免疫組織化学的検出には,ベクタステインABCキ

ット(Vector Laboratories)を用いた○各ステップの反応時間と反応

as



温度,また,内因性ベルオヰシダ-ゼのブロックに関しても至適条件を

検討した。一次抗体としては,市販のRIA用のポリクローナル抗体であ

る抗PGE2家兎血清(DaiagnosticPasteur主抗PGF23家兎血清(Diag-

nosticPasteur),抗6WPGFH家兎血清(CaymanchemicalCompany)杏

用いたOなお,クリオスタット切片のHsOs処理は,ビオチン化二次抗体

処理後,室温で1時間行った。図4に染色方法の概略を示した。また,

抗体希釈濃度や各pG間の交叉免疫反応を奉1に示した。

一方,上顎臼歯部辺縁歯周組織は4oCの冷中性緩衝ホルマリン溶液

にて1晩固定後4-Cの条件下で10%EDTA-4Na-リン酸塩緩衝液にて5-

12日間低温脱灰した。脱灰後,第1臼歯部を顎骨毎頬舌的方向で3mm厚

に細切し,0.C.T.コンパウンドに包増し,他の軟組織材料と同様に厚

さ7〟mのクリオスタット切片を作製し4-Cのリン酸塩緩衝食塩水(

phosphatebufferedsaline;PBS)に浮遊させた。免疫染色方法に関し

ては,通常の未脱灰標本で検討した方法(図4)に対して,脱灰標本に

おいても良好な染色性が得られるよう若干の改変を加えた(図5)。す

なわも,切片作製後は浮かし法を用い,直ちにヒストファインSAB-Poヰ

ット(ニチレイ社製)を用いて免疫組織化学染色を行った。非特異的反

応のブロックのため正常ヤギ血清を4℃で30分作用させた後,一次抗

体として,前述の抗PGEs家兎血清,抗PGF」a家兎血清および抗6ケけGFl

家兎血清を4℃で48時間作用させ,二次抗体としてビオチン化ヤギ抗家

兎IgGを4℃で30分作用させた。次いで,室温で2時間n9^
U.。7aTTaOaとイ

ンキエペ-トすることにより内因性ベルオヰシダ-ゼ反応をブロックし

たo更に,ベルオヰシダーゼ結合ストレプトアピジンと室温で30分反応

させた後,DAB-HaO」溶液で発色させた。発色終了後,浮遊切片をスライ

ドガラスに貼布し,マイヤ-のへマトキシリン溶液にて対比染色を行っ
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た。

陰性対照試験として・一次抗体の代わりに緩衝液あるいは非免疫正常

家兎血清を用い,その他の処理はすべて同様に行うことにより,いずれ

の免疫染色にも非特異的陽性反応の起こっていないことを確認した。

(2)実験的歯周炎組織におけるPGの局在に関する検討

実験には7週齢ウィスク一系雄性ラット_36匹を用い, 2群に分け,以

下の方法により, 1群には根尖性歯周炎を,他群には辺縁性歯周炎を意

起させたo処置に際しては,動物を20%ウレタンの腹腔内注射による全

身麻酔下,仰臥位に固定した。

1) A群;根尖性歯周炎発症群

上顎左右第1臼歯の嘆合面から電気エンジンを用いて#1/2のラウンド

バーにて天蓋を切削・除去することにより罵髄させ,開放したまま放置

し,歯髄炎の伸展に伴う根尖性歯周炎を惹起させた。

2) B群;辺縁性歯周炎発症群

上顎左右第1,第2臼歯隣接面の接触点部分を中心に,嘆合面から電

気エンジンに装着した#1/2のラウンドバ-を用いて歯質を切削・穿孔し,

両歯間に乳頭部に達する小孔を形成後,放置し金片圧人を図ることによ

り,辺緑性歯周炎を惹起させた。

処置後は,図6に示す実験スケジュールに従い,高蕉糖含有粉末飼料

Diet 2000(日本クレア社製)にて飼育した。なお,ラットの匹数は各

実験期間毎に1グル-プ3匹としたo A群, B群ともに,処置後3, 5
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日, 1, 2, 3週後に上顎臼歯部を顎骨毎一塊として採取した。なお,

A群, B群それぞれに対して,対照として末処置のラット3匹ずっから

同様に材料を採取した。予備実験結果に従って,一塊として取り出した

上顎骨は10%中性緩衝ホルマリン溶液で4oCにて一晩固定し, A群で

は第1日歯を含む部分を, B群では第1臼歯遠心根から第2臼歯近心根

にかけての歯間乳頭を含む部分を確言的方向にそれぞれ3mm厚に紬切し

た後,図5に示した手順に従って各種PG (PGE2, PGFsa, 6ケトPGFla)の

局在を免疫組織化学的に検討した。
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in.　寡吉　　果

1・実験I ;PGEa局所投与がラット辺縁歯周組織に及ぼす影響について

の検討結果

(1)実験ト1 ;PGEa浸透投与によって辺縁歯周組織に惹起された経

Il.'j的査仕

1)光顕・電報的観察による形態学的変化

対照群における所見: 0.05%アルコ-ル/生食水投与対照群(AL/PS投

与群)では,いずれの実験期間においても未処置群と比べて接合上皮,

接合上皮下結合組織,歯根膜,歯槽骨にほとんど変化はみられなかった。

すなわち,接合上皮細胞間には少数の好中球浸潤が観察される程度であ

り,接合上皮直下結合組織の炎症細胞浸潤や水腫等はみられなかった(

図7A) 。また,歯根膜側歯槽骨骨綾部に破骨細胞はほとんど認められ

なかった(図7B)時折,観察される硬骨細胞には,小型で細胞質突

起をほとんど持たない休止状態と思われるものや破骨細胞と同様の細脂

質を有する前被骨細胞様の導核細胞が多く,骨縁から離れむしろ血管壁

に近接して観察された(図7C)電顧的にも,これらの細胞は明らか

な刷子縁や明帯の形成を伴わない,小型で円形の休止期とみなされる細

胞であった。

実験群における所見: lmg/ml PGEs溶液の浸透投与開始後1時間より

既に,歯内部において,接合上皮直下の血管拡張や浮腫とともに,接合

上皮ならびに接合上皮直下結合組織に多数の好中球浸潤が光捌勺に観察

された(図8A) ○接合上皮内および上皮直下の好中球浸潤は投与開始

後　・12時間にかけて顕著となった(図8B)歯内部でのこれらの変
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化は経時的に増強し, 12時間後ではぼピークに達した後,減少し,投与

後1週間では対照群とほぼ同程度にまで回復していた○電顕的にも,投

与開始後1時間から既に,歯内接合上皮郡では,細胞間隈の著明な拡張

や細胞間への好中球浸潤(図9) ,細胞内空胞構造の増加,歯冠頂側部

接合上皮細胞の変性や外側基底板の消失等が観察された。なお,これら

の電顕的変化も投与開始後12時間でピークに達した後, 1週間後には対

照群と同程度にまで回復していた〇一万,口腔歯肉溝上皮,口腔歯肉上

皮および上皮直下結合組織には好中球浸潤の増加,血管拡張,浮腰等の

変化は観察されなかった。

深部歯根膜組織においては　PGEs投与開始後3時間より,歯槽骨骨頂

部(図10A)から中央部(図10B)にかけての歯槽骨骨綾部に破骨細胞

の出現を伴う多数の骨吸収高が観察されたが,歯槽骨外線側での骨吸収

像は認められなかった。電報的には,歯根膜側歯槽骨骨綾部にみられる

破骨細胞は,投与開始後1時間より既に細胞容積射曽すとともに,骨縁

に向かって細胞質突起を伸長し始め(図11) ,骨吸収高に対して刷子縁

の形成を示すactiveな硬骨細胞へと変化していた(図12) 。 Activeな破

骨細胞は投与開始後3時間から1日にかけて多数観察されたが,それ以

降は骨縁から離れ,ある両ま他の骨細胞や線維芽細胞を介して位置する,

活動後と思われる破骨細胞が増加していた(図13)その他PGEe投

与によりコラーゲン原線経を含んだ空胞を有する歯根膿線維芽細胞がし

ばしば観察され,時間の経過に伴-て貴食空胞数が増加するとともに個

々の空胞内のコラーゲン原線経が増加する傾向にあった(図14) 。この

ような歯根膜線推芽細胞の会食像は, activeな硬骨細胞周辺部で特に目

立っていたoまた,骨縁に近接した毛細血管周囲には,核小体の明瞭な

胞状核と破骨細胞と同様の細胞質を有する,破骨細胞前駆細胞とみなさ
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れる単核細胞や多数の細胞内空胞やリソソームを有し,不規則なmicro-

viliの形成を示すマクロファ-ジ様細胞の増加もみられた(図15) 。ま

た,活発な破骨細胞性骨吸収のみられる歯槽骨骨縁に対向するセメント

質の一部では,破セメント細胞によるセメント質吸収像が認められた

(図16)　なお,菌根膜部におけるこれらの変化も投与後1週間で対照

群とはぼ同様の状態に戻っていた。

2)組織計測による破骨細胞数の測定結果

末処置群, AL/PS投与群ならびにPGEs投与群での歯根慣例歯槽骨骨縁

における破骨細胞数の測定結果を表2の一部と図17のグラフで表した。

アルコール/生食水投与開始後12時間, 1, 2日, 1過における硬骨細

胞数は,それぞれ4.40±0.81, 2.50±0.97, 3.00±1.04, 3.91±1.18で,

いずれの観察期間においても末処置群の値3.47±0.68とほぼ同様であっ

た。

PGEe投与群における破骨細胞数は投与開始後3時間から有意に増加し,

12時間後で最大値(9.20±1.23)に達した後,徐々に減少した。なお,

投与開始後3, 12時間および1日においては未処置群と,また12時間お

よび1日においてはAL/PS投与群との問に有意差(pく0.01)が認められ

た(衰2,図17)。

(2)実験ト2 ;各種濃度のPGEs浸透投与により12時間後の辺縁歯周

組織に惹起された変化

1)光顕・電報的観察による形態学的変化

いずれの濃度の場合にも基本的には実験I - 1と同様の組織変化が観

察され,濃度の上昇に伴い増強する傾向を示した。接合上皮内および上

皮直下の好中球浸潤は, 0.OOlmg/ml濃度群から既にみられ(図18A)
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0.lmg/ml濃度で最も顕著であった(図18B)が, 2mg/ml濃度ではほとん

ど観察されなかった(図18C)破骨細胞の出現は, 0.01-ltng/inl投与

群で顕著に認められた(図19) 。しかしながら2nig/mlの高濃度投与では

破骨細胞は明らかに減少し,観察される少数の破骨細胞には骨吸収苗か

らやや離れて位置する小型のものが多かった(図20) 。また,濃度の上

昇に伴って歯冠頂側端部の接合上皮細胞に変性所見が観察された。すな

わち,変性に陥った接合上皮細胞は,細胞膨化とともにトルイジンブル

-による染色性が著しく低下し,中にはセメント・エナメル境近くまで

広範囲にわたって変性所見の広がっている例もあった(図21A) 。竃顕

的には,これらの細胞に,電子密度の低下,細胞内小器官の膨化細胞

膜の破壊等が観察された(図21B) 。さらに,接合上皮直下の線維芽細

脂(図22) ,歯槽骨頂部の骨芽細胞(図23)やその近くの線維芽細胞に

もrERの拡張,ミトコンドリアの膨化,細胞膜の破壊等の変性像がしば

しば認められたが,破骨細胞や前破骨細胞には明瞭な変性像が観察され

なかった。一方,歯根膜線維芽細胞によるコラ-ゲン原線経の会食像は,

0.01-lmg/mlでその数や分布を増す傾向にあった。

2)組織計測による硬骨細胞数の測定結果

各種濃度のPGE2投与開始後12時間の破骨細胞数の計測結果を表2の一

部と図24のグラフで表したo投与開始後12時間における破骨細胞数は,

O.OOlmg/ml濃度では3. 48±0. 55で,未処置群やAL/PS投与群の値とほぼ

同様であったが, 0.01, 0.1, lmg/ml濃度ではこれらの群と比べ有意(

P〈O.01)に増加した。破骨細胞数は0.lmg/mlで最大値(10.04±0.98)

を示したが,高濃度投与群では減少していた。 2mg/mlPGEs投与開始後12

時間での破骨細胞数は5. 48±0. 72で,未処置群やAL/PS投与群における

よりもやや高い値であったが,有意差はなかった(表2,図24)
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(3)実験ト3 ; PGEsおよびmxの連続投与により辺線歯周組織に惹起

された変化

1)光顕・電顕的観察による形態学的変化

Img/ml PGEsと5mg/川1 Edxの連続投与群(PGEa+Edx投与群)において

も基本的にはPGEs単独投与群(PGEs投与群)とほぼ同様の変化がみられ

たが,その変化は増強される傾向にあった。中でも好中球浸潤やactive

な破骨細胞数の増加が特に目立った。 PGE2+Edx投与群における接合上皮

内への好中球浸潤はEdx投与開始後1時間から既に観察され, 3時間で

著明となり,上皮内に好中球を貯溜した裂隙の形成を示す標本も観察さ

れた(図25) o PGEご投与群では投与開始後1週間で好中球の上皮内浸

潤が末処置群とほぼ同程度にまで減少していたのに対して, PGEs+Edx投

与群では, 1週間後においても依然として著明な接合上皮内への好中球

浸潤の存続が認められた(図26) 。一方,歯根膜部歯槽骨骨緑には,

E d x投与開始後1時間で既に多数のactiveな破骨細胞や前破骨細胞様細

胞が認められた(図27) 。 PGEi投与群と比較した場合, PGEa+Edx投与群

紘,破骨細胞の出現時間を早めるとともに,いずれの観察期間において

もその出現数を増加させる傾向にあった0線維芽細胞によるコラーゲン

原線経の会食像もPGEs投与群に比べ増加しており, 12時間後にはかなり

著明であったoまた,接合上皮直下結合組織や歯根膜組織の血管周囲に,

マクロファージと思われる細胞の増加が観察された。

2)組織計測による破骨細胞数の測定結果

PGEsとEdxの連続投与により破骨細胞数の増加はより著明化していた。

表3はPGEs+Edx投与群における破骨細胞数の経時的変化を示し,図28は

その測定結果をグラフに表したものである。連続投与後の破骨細胞数の

経時的な出現パターンは　PGEs投与群のそれとほぼ同様であった。すな
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わち・破骨細胞数は1時間で既に増加しており, 3時間で最大値に達し,

3時間から1日にかけてはぼ同様の値を継続した後,徐々に減少した。

末処置群に対し投与開始後　12時間および1日では危険率1%で, 2お

よび3日では5%で有意差が観察された(表3,図28) ○また, AL/PS投

与群と比べても12時間と1日では危険率1%で, 2日では5%で有意差が認

められた(図28) 。図29は, PGEs+Edx投与群の計測値をPGEa投与群(実

験ト1)の値と比較したグラフである。 PGE2+Edx投与群は,実験期間

を通して常にPGEs投与群より高値を示した。なお,投与後3時間と3日

において　PGE2+Edx投与群とPGEs投与群の間にそれぞれ危険率5%と1%で

有意差が認められた。

2・実験Ⅱ ;実験的歯周炎組織における各種pGの局在部位についての免

疫組織化学的な検討結果

(1)ラット各種臓器を用いたPGの免疫組織化学的染色方法の確立とそ

の局在・分布

1) PGの免疫組織化学的染色のための至適条件

脱灰材料を含む10%中性緩衝ホルマリン固定あるいは未固定-クリオ

スタット切片に対して, ABC法を用いることによりPG保有細胞の免疫組

織化学的局在の検討が可能であったo未固定材料を用いた場合, pG陽性

反応は染色条件による影響を受け易く,その染色性は不安定で,染色毎

に異なる強度を示したo一方10%中性緩衝ホルマリン固定材料では比

較的安定した染色性が得られたoまた,両固定条件の間でPGの分布パタ

ーンに違いはみられなかった。ブアンないし4%パラホルムアルデヒド溶

液による固定材料では明らかな陽性反応を得ることができなかった。
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以上の結果より,新鮮材料を10%中性緩衝ホルマリン溶液で20分間前

固定した後　O.C・T・コンパウンドに包埋した材料のクリオスタット切片

を同固定液で20分間さらに後固定し, 4-Cの条件下でABC法による染色

を施すことにより比較的良好で安定した染色性が得られることを明らか

にすることができた。

免疫組織化学的染色によるPGの局在は,一般に細胞質内にぴまん性に

分布する褐色頼粒状の,あるいは細胞膜と関連した線条のDAB反応産物

として観察され,その反応性は細胞質周辺部で強い傾向にあった。細胞

外領域における陽性反応は観察されなかったoラット各種正常臓器にお

ける3種のPG (PGEa, PGF2a,糾PGFta)の免疫組織化学的染色は,桝

PGFiが血管内皮細胞に若干強く検出された以外,一般に類似の染色強

度と分布パターンを呈した。なお10%中性緩衝ホルマリン固定による

1056EDTAリン酸塩緩衝溶液脱灰材料のクリオスタット切片でも類似の分

布パターンを観察できたが,その染色性は著しく低下しており,脱灰標

本を用いてPGの免疫組織化学的局在を検討するためには,標本作製方法,

染色方法や条件等をさらに検討する必要のあることが示唆された。そこ

で,図5に示す如く,材料を3mm厚に細切した後,脱灰することによっ

て脱灰処理時間を短縮するとともた,浮かし法やSAB法を用いることに

よって反応性を高めるなどの改良を加えた結果,辺緑歯周組織の脱灰標

本においても良好な染色結果を得ることが可能となった。

2)ラット各種臓器におけるPGの局在・分布

著者の確立した上述の方法で染色した結果,ラットの胃,小腸,肝,

腎・肺,肝の各組織において明らかな陽性反応を得ることができたOラ

ット各種臓器におけるPGの免疫組織化学的染色結果を表4にまとめた。

胃粘膜組織では,検討した3種のPGはいずれも胃底腺腺休部および基底
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郡の細胞に観察された。図30AはPGEa,図30BはPGF」a,図30Cは帥トPG

Fi　の染色結果を示す組織写真であるo PGの局在は,主に胃底腺の腺底

部および牒休部の壁細胞に,胃粘膜固有層および筋層においてはマクロ

ファ-ジや血管内皮細胞に種々の程度に観察されたが,披蓋粘膜上皮細

胞や筋層の平滑筋細胞には陰性であった。 PG陽性反応は,壁細胞やマク

ロファージの細胞質全体にびまん性に分布す~る褐色額粒として観察され

るはか,主細胞の膜上にも検出された(図31)小腸においては粘膜固

有層内のマクロファージが掛、陽性所見を呈したが,粘膜上皮細胞には

陰性であったo肝臓では,ほとんどの肝細胞がPG陽性を呈したはか,一

部のクッパー細胞や類洞内皮細胞にも陽性所見が観察された(図32)

腎臓では,尿細管上皮細胞がpG陽性であったが,糸球体の細胞には陰性

であった.また,時折内皮細胞が釦、陽性反応を呈した(図33) 。肺に

おいては肺胞マクロファ-ジに,牌臓においてもマクロファージに陽性

反応が認められた。

3)ラット辺縁歯周組織(菌肉,歯根膜,歯槽骨)および歯髄にお

けるPGの局在・分布

歯肉では,検討した3種のPGはいずれも接合上皮直下結合組織内に散

在するマクロファージや樹状細胞に時折観察された(図34)また,歯

槽骨骨髄においては単核細胞の細胞質が強陽性を示すとともに,巨棟球

の細胞膜が弱陽性を呈した(図35)なお,歯髄組織にはPG陽性反応が

観察されなかった。一方,歯槽骨や歯根膜組織(図36A)では,骨細胞

や少数のbone lining cell (図36B)に,セメント質ではセメント細胞

やセメント芽細胞に6ケトPGFi;陽性反応が認められたが, PGEs, PGF2aの

反応は観察されなかったoこれらの部位における桝PGFi澗性反応紘,

実験群においても常に観察された。
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(2)実験的歯周炎組織におけるPGの免疫組織化学的染色所見

1)根尖性歯周炎発症群

実験群では,天蓋を除去することにより歯髄組織に岐合面開放後3日

目より好中球の密な浸潤を伴う化膿性炎が惹起された。炎症性変化は梶

尖方向へと次第に移動し,処置後約2週間で根尖部に波及して,急性根

尖性化膿性炎や歯根肉芽姫等の種々の根尖病巣を形成した。中には根分

岐部病変の形成を示す標本もあった。根尖病巣周囲歯槽骨には破骨細脂

性骨吸収が観察された。以下, pGの染色結果を歯髄炎組織と根尖病巣に

分けて述べる(表5) 0

a)歯髄炎におけるPGの免疫組織化学的局在・分布

初期歯冠部歯髄炎組織では,多数の好中球浸潤を伴う炎症巣(図37A)

内に少数のPGE澗性マクロファージ様細胞や毛細血管内皮細胞が観察さ

れた(図37B) 。なお, 6ケトPGFiiについてもPGEsとはぼ同様の染色結果

を示した0 -方　PGFsB染色では,マクロファージ様細胞や血管内皮細

胞が陽性を呈したのに加え,炎症巣より根尖部にかけて多数の象牙芽細

胞や歯髄細胞が強陽性を示した(図38)歯髄の炎症巣の根尖側への移

動とともに　PGFs陽性領域も根尖側へと移動した(図39A, B, C)。

図39Cおよび図40は,歯髄炎がほぼ根尖部まで波及した症例を示すもの

で,図40は図39Cの拡大像であるo散在するマクロファージ様細胞に

加え,根尖部セメント質にコラーゲン線経を挿入する線維芽細胞群がPG

F23強陽性を呈している。

b)根尖病巣におけるPGの免疫組織化学的局在・分布

根尖部歯根膜にぴまん性の好中球浸潤を伴う急性化膿性病巣(図41A)

が形成されていた場合,好中球浸潤巣およびその周辺部歯根膜にPGE2,
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PGFsa, 6ケトPGFi陽性のマクロファージ様単核細胞が観察された(図41

B)が,歯根膜線維芽細胞はPGFa　を含む3種のPGに陰性であった。さ

らに,初期の根尖膿癖が形成された場合(図42A)多数の好中球や

foam cellsからなる中心部の小膿療周囲肉芽組織内の大型マクロファ-

ジ様細胞の多くがPGEa (図42B) , PGFaa (図42C) , 6ケトPGFiiに陽性

を呈していたが,膿癌周囲の歯根膜線維芽細胞には陽性反応は観察され

なかったoこれらq)細胞におけるPG陽性反応は,いずれも細胞質内にび

まん性に分布する褐色頼粒状のDAB反応産物として観察された(図43) 。

なお, pG陽性細胞は,好中球浸潤や血管拡張の著明な膿虜周辺部肉芽組

織において目立ち(図43) ,一方,活発な硬骨細胞性骨吸収の観察され

る歯槽骨骨縁付近では少数のPG保有細胞が観察される程度であった(図

44) 。また,検討した3種のPG問で保有細胞の分布に違いは認められな

かったoしかしながら,膿癌周囲に明らかな膿虜膜の形成や炎症細胞浸

潤に乏しい線維性結合組織の増生がみられた場合(図45A)膿榎原や

周辺部の線維性結合組織内のPG陽性マクロファージ械細胞に加え,歯根

膜線維芽細胞も時折的トPGFiiに陽性を呈していた(図45B) 。また,梶

分岐部に形成された大きな慢性膿癌(図46A)においても,その膿虜膜

内に散在するPG陽性のマクロファージ様細胞に加えて,膿癖膜の線維芽

細胞が6ケトPGFi;陽性を呈することがあ・'た(図46B)これらの症例に

おいても,やはり活発な破骨細胞性骨吸収のみられる歯槽骨骨縁との間

には, PG保有細胞に乏しい結合組織が介在していた(図45B, 46B)

なお,破骨細胞自体は,いずれのPGに関_しても明らかな陽性所見を示さ

なかった。

2)辺縁性歯周炎発症群

第1,第2日歯間に小孔を形成することにより,処置後3日目より辺

-ilト



綾部歯周組織に種々の程度にびまん性の好中球浸潤が生じ,時間の経過

とともに歯槽骨吸収を伴いながら深部へ波及する傾向を示した。しかし

ながら,中には処置後短期間の内に炎症が根尖部に及び,歯間部歯槽骨

の完全な消失や根分岐部膿癌の形成を示すものもあった。また,処藍後

3週間経過後でも,歯肉部の小膿癌に留まっている例が観察された。

PG陽性反応は炎症巣内の一部の内皮細胞やマクロファージに観察され,

検討した3種のPG問で陽性反応に違いは認められなかった(表5) 。多

数の好中球のびまん性浸潤を示す初期の歯間乳頭部歯肉炎組織(図47A)

では,その浸潤巣内にマクロファージと思われる多数のPG陽性細胞が散

在性に出現していた(図47B) o PG陽性反応産物は細胞質内にびまん性

に分布しており・各々の細胞におけるその分布状態や反応強度は様々で

あった(図47C)また,歯間乳頭部に形成された小さな歯肉膿癖(図

48A)の周辺部結合組織内にもPG陽性の内皮細胞やマクロファージが少

数観察された(図48B) 。しかしながら,これらの細胞におけるその反

応性は極めて弱いものであ-た(図48C)また,根分岐部領域に大き

な膿癖を形成した場合(図49A)膿癖壁の著明な好中球浸潤を伴う肉

芽組織内に, PG強陽性を呈する大型マクロファージ様細胞や内皮細胞が

多数認められた。図49BはPGE&,図49CはPGF;の局在を示している。

PG陽性反応は,細胞質内にびまん性に分布する茶褐色頬粒状の沈着物と

して観察された(図49D) 。多数のPG保有細胞を有する膿療壁肉芽組織

と活発な破骨細胞性骨吸収を示す根間中隔との問には, PG保有細胞に乏

しい結合組織が介在していた(図49B, C)
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工Ⅴ_　考　　察

1. PGEsの局所投与によって惹起された辺縁歯周組織の形態学的変化

(1)実験方法について

辺縁性歯周炎において,ポケット上皮直下に炎症が限局し炎症巣と歯

槽骨との問に炎症細胞浸潤を伴わない結合組織が介在しているにもかか

わらず,下在の歯槽骨に破骨細胞性骨吸収が生じている症例にしばしば

遭遇するoその際,観察される歯槽骨吸収は,炎症巣局所で産生・放出

されたPGを始めとする骨吸収刺激物質が血流を介し,あるいは組織間隙

を浸透して歯槽骨に作用した結果であると推察される。そこで,本実験

ではこのような状況を想定し, PGEs溶液を浸した綿棒をラット上顎臼歯

部校合面から口蓋側歯肉にかけて1時間静置することにより,歯肉満か

ら辺縁歯周組織への浸透・到達を図るという方法でPGE;を投与した。

従来in vivo辺縁歯周組織においてPGEaの作用をみるための局所投

与方法としては,歯肉粘膜下結合組織内に注射する方法が一般的である

川,17)しかしながら,ラット辺縁歯周組織のように組織容積の小さい

部位では注射に伴う組織変化が大きく,局所投与されたPGEsによる変化

を正しく評価できない可能性が高い。このような組織傷害を可及的に避

けるためには,本研究で用いた投与法がより適していると考えられる。

また　PGE」は,様々な炎症巣において生化学的に多量に検出されるPGの

1つで,炎症巣における血管透過性の元進に先駆けて局所で増加する・l宕

19)とともに・強力な骨吸収刺激作用を有すること5itさらに歯内港液

中のPGEs量と歯周組織の破壊程度や進行Lやすさとの問に相関関係があ

-2ト



ること13)など,歯周炎の発症と進展・増悪に最も重要な役割を果た

すと考えられ,本研究においてはPGEtを選択した。

実験群(PGE叔与群, PGEs十Edx投与群)ならびに対照群(AL/PS投与

群)ともに処置後1日目で約IOg, 2日目で約20gの一過性の体重減少を

きたしたが, 3日以降は順調な体重増加を示し,処置後1週間で実験開

始時よりも体重は約10g増加していたo実験期間を通して実験群および

対照群の体重変化に有意差のみられなかったことから,処置後に観察さ

れた一過性の体重減少は全身麻酔による影響であり　PGE」局所投与によ

る全身状態への影響はほとんどなかったもの.と判断した。

菌内接合上皮は,口腔歯肉上皮・口腔歯肉溝上皮に比べ細胞間隙が広

く,細胞間接着装置の発達が悪いこと,外来有害物質の機械的barrier

となる表層での明らかな角化や細胞間隙へのmembrane coating granule

の放出を伴わないことなどの点で,他部位の口腔粘膜上皮に比べ著しく

物質透過性が高いとされている2Dj。文献的にも,種々のtracer物質の

接合上皮部での通過が報告されている2L・22)。 McDougallら-紘,本研

究と同様の方法で投与したhorse radish peroxidase (HRPO)が接合上

皮細胞間隙の拡張や上皮直下結合組織の血管の拡張を惹起すること,ま

た, HRPO投与後の接合上皮細胞や結合組織のマクロファージのリソソI

ム額粒内にHRPOが存在することから, HRPOは接合上皮部を通過し,上皮

直下結合組織に到達したと報告している0本研究においても, pGE減与

後,接合上皮部には細胞間隙の拡張や著明な好中球浸潤がみられ,接合

上皮部の物質透過性が元進していることが示唆されたoまた,接合上皮

直下の結合組織にはPGEsの薬理作用として知られる血管拡張,淫乱好

中球遁走等が観察されるとともに・深部の歯根膜側歯槽骨骨縁には活発

な破骨細胞性骨吸収が惹起された。一方,接合上皮と同様にPGEs漸夜に
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さらされていた口腔歯肉溝上皮および口腔歯肉上皮部の物質透過性の冗

進を示唆する所見や上皮下結合組織における炎症性変化,歯槽骨の外側

面における破骨細胞性骨吸収等のPGEeの到達・作用を示唆する像は,実

験期間を通じて認められなかったo以上の所見より,本研究で用いた投

与方法で投与したPGEsは,主に菌肉溝から物質透過性の高い接合上皮部

を通過し,接合上皮直下歯肉結合組織に種々の変化を惹起しっっ同部を

浸透し,下在の歯根膜組織に到達・作用したと考えられる。

(2) PGEsの惹起する炎症性変化について

Img/ml PGEe溶液の浸透投与開始後1時間より既に接合上皮細胞間隙の

拡張や接合上皮内への好中球浸潤,上皮下歯肉結合組織における血管拡

張や好中球浸潤等の血管透過性元進を示す所見が観察され,投与開始後

12時間でピ-クに達した後, 1週間後には対照群とはぼ同程度にまで回

復していたoまた,これらの所見は0.OOlmg/ml濃度のPGEs投与で既に観

察され,投与濃度の上昇に伴い著明となったが, 2.Orag/mlの高濃度投与

では明らかに減少していたIn vivo炎症巣におけるPGEsと血管透過性

元進との関連については様々の報告があり,カラゲニンで実験的に誘導

した炎症部位におけるPGEtの濃度は,血管透過性の元進に先立って増加

するl告・1'〕'oまた,インドメタシン等のPG合成阻害剤の投与は,カラゲ

ニンの誘導する炎症巣におけるPGE;量の増加を減じる1e〕とともに,血

管透過性の元進をも抑制する2`;'Oさらに.,皮下組織へのPGEaの局所注

射は,血管拡張,浮腫,白血球集積等を惹起することが知られている24

・25)しかしながら　PGE沌体の血管透過性元進作用はきわめて弱く,

他の血管透過性元進作用を有する物質と同時投与するとその作用を増強

するという報告もある25.26)。また,ロイコトリエン等の他のアラキド
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ン酸代謝産物と比較すると, pGの好中球に対する走化性作用はきわめて

弱いとされ, PGEs投与後の炎症巣での血管透過性元進と好中球に対する

走化性作用がpGEsの直接的作用とはみなし難いo一方,血管の拡張は明

らかにPGEaの直接作用によるとされている27)。それ故,本研究でPGEs

投与後観察されたin vivo歯周組織における血管透過性元進は,血管拡

張により惹起された局所血流量の増加や,充血の結果ブラジキニン等の

他の血管透過性元進作用を有する物質の影響を受けやすくなったために

起こったものと考えられる2字-O　また,歯内部でのこれらの変化は, PG

E2単独投与群においては投与開始後1週間で対照群とはば同様の状態に

まで回復していたのに対し, PGEs+Edx投与群ではその後も存続しており,

歯周炎炎症巣における血管透過性の元進に関してPGEaとEdxが相乗的に

作用する可能性が示唆された　Edx刺激時,生体内では種々のPGばかり

でなく,血管透過性元進作用を有する様々な物質が産生される可能性が

ある　PGEeの血管拡張作用による局所血流量の増加にこれら血管透過性

元進物質の作用が加わった結果,長期にわたり浮腫や好中球道走が持続

したと考えられる。

(3) PGEaの破骨細胞性骨吸収刺激作用について

PGEa投与により辺縁菌周組織に惹起される変化の中で特に目立ったの

は,歯根膜部において歯槽骨骨頂部から中央部にかけての歯槽骨骨縁に

袷-てみられた多数の破骨細胞の出現であった○投与後1時間より歯槽

骨骨縁に対し明らかな刷子縁を形成するactiveな破骨細胞が観察され,

その数は処置後3時間から2日にかけて有意に増加し, 12時間で最大値

に達したoなお,その値は,未処置群やAL/PS投与群の約2倍から3倍

でありIjuhinc　による実験結果と同様の傾向を示した。また,培養
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骨組織に対するPGの作用を経時的に観察し,本研究と同様の結果を示し

たin vitroでの研究報告があるこ∋田~‥∋2㌔すなわち　Rifkinら:∋日)は,ラ

ット胎児の長管骨の器官培養系を用いて10-5MのPGEaが投与後12時間

までに破骨細胞数を2倍に増加させたばかりでなく,成熟破骨細胞の刷

手繰と明帯の領域を急速に増加させることを電離勺に観察し　PGE」が硬

骨細胞系細胞の増生と既存の破骨細胞の活性化を惹起すると考察した。

本研究における電報観察でも　PGEs投与直後より破骨細胞はその細胞容

積を増すとともに,対照群にみられる破骨細胞と比べ発達した刷子線や

明帯を有するように変化したことから, PGEsはin vivo辺緑歯周組織に

おいても破骨細胞機能を活性化することが明らかとなった　Schellingら

川も,器官培養したマウス頭蓋冠を用いた実験系において, 10」ng/ml濃

度のPGEe投与後48と72時間日に著明な45C a放出と破骨細胞数の2から

3倍の増加を観察している。その際　45c　放出と破骨細胞数との間に

高い正の相関があることから　PGEhによる骨吸収反応は破骨細胞系の壇

生によるものと結論しているoあらゆる因子を可能な限り排除した条件

下で行うことができるin vitroの実験に対してin vivoでの実験では

生体内で生じうる因子が複雑に作用した結果を観察するため, in vitro

で明らかにきれた結果を捉えることができなかったり,逆の結果が得ら

れる可能性さえあるoまた　PGEs自体の作用も複雑で,その濃度や実験

動物の種類によって異なる結果がしばしば報告されている。本研究にお

いては,骨の溶出量を直接検討できなかったがin vitroで報告されて

いるようなPGEsによる骨吸収機序がラットのin vivo辺縁歯周組織にお

いても発現されうること・また,その作用が破骨細胞の活性化と数の増

加によることが示唆された。

実験ト2において, 0.01-lmg/ml濃度のPGE」は硬骨細胞数の有意
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な増加を惹起し,その値は0.Img/mlで最大値を示したが,高演庶(2mg/

ml)の投与は明らかに破骨細胞数の減少をもたらした。 45Caでラベル

したラット胎児長管骨の器官培養系を用い, Dietrichらr∋3)紘, PGEsが

C aの放出に同様な効果を及ぼすことを報告した。すなわち10-5・M

(3.5×10"'∋rag/ml)から10-〕M (3.5×Kr'mg/ml)培地濃度のPGEeは濃

度の上昇に伴って455C　の放出量を増加させたが,高濃度領域(10-4,

10"∋M;3.5×H「 -3.5×Kr'mg/ml)ではPG刺激による5Ca放出量

が減少したo santoroら‥i4)の実験でも　PGEeは濃度依存性の45c a放出

の増加を惹起し・その値は10:…rag/mlで最大となったが,高濃度のPGE;

(‖「 rag/ml)による45'Ca放出量は低下したD彼らは,この高濃度領

域における抑制効果がPGEaの破骨細胞に及ぼす非特異的な毒性効果によ

るものと考えた0本研究でも, 2mg/ml PGEs投与群では接合上皮細胞,

線維芽細胞および骨芽細胞等の様々な細胞に変性所見が電顕的に認めら

れており,高濃度のPGEsがこれらの細胞に非特異的な変性を惹起するこ

とが明らかとなった。一方,出現しているほとんどの破骨細胞や前破骨

細胞様細胞に明らかな変性所見は観察されなかったが,骨縁部から離れ

て位置する細胞が目立ち,形態学的には把捉できない機能的障害を受け

ている可能性が推察された。

PGEaによる破骨細胞性骨吸収刺激作用は,骨芽細胞を介する間接的な

作用であるという意見がある相。 pGEsで活性化された骨芽細胞は,破

骨細胞活性に対して促進的に作用する可溶性の因子, osteoclastic re-

sorption stimulatory activity (ORSA)を産生することによって破骨

細胞の機能を促進するという35-3;∋j。本研究で2tng/ml PGEe処理後に骨

芽細胞の変性が目立っようにな-たことから,高濃度投与群ではこれら

変性骨芽細胞のORSA産生能が低下しており,この放出量の減少によって
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破骨細胞の活性化が抑制された可能性もあろう。なお,本研究において

PGE^投与後に観察される破骨細胞数は0. ling/ml濃度で最大値に達した。

その際in vivo歯根膜に実際に到達したPGEsの量は明らかでないが,

少なくとも前述の45Ca放出量をパラメータ-とした器官培養実験にお

いて最大値が得られたのと同量のPGE2,すなわちsantroら川によるマ

ウス頭蓋冠での10:∋tng/ml, Dietrichら3=ヨ一によるラット長管骨での3.5

×H「:∋me/ml (10"5M)に相当する量が歯根膜の上部に到達し,破骨細

胞数の増加を引き起こしたものと考えられる。したがって,歯肉溝より

投与したPGEsの1-3.5%が歯根膜へ浸透・到達したと推測される。

PGの成熟硬骨細胞に対する作用機序は複雑で,直接的作用と前述の骨

芽細胞を介する間接的作用とが考えられている。単離破骨細胞を用いた

実験系では, PGは破骨細胞に直接的に作用し,その動きを止めることに

よって骨吸収を抑制するという。しかしながら,この直接的抑制効果は

一過性であり,炎症巣に近接する骨組織では,炎症巣で持続的に産生さ

れるPGにさらされている破骨細胞がこの抑制効果から開放され,骨吸収

を営むようになると考えられている35・:小川oまた,生体内での被骨

細胞の機能は骨芽細胞により調節されているともいわれている:ヨト33)。

すなわち,前述のごとく, PGで刺激・活性化された骨芽細胞から産生さ

れる未知の因子　ORSAの破骨細胞への間接的な活性化作用による調節

である'3ト糾,40)。器官培養系を用いた実験やin vivo生体内では,骨

芽細胞が共存しているためPGの直接的抑制効果がマスクされ, PGによる

骨芽細胞を介した間接的な活性化が硬骨細胞性骨吸収刺激作用で主たる

役割を果たしていると考えられる0本研究の電報観察でも　・PGEb投与

直後より破骨細胞は細胞容積を増しっっ発達した刷子縁や明帯を有する

activeな破骨細胞へと変化しており　PGEs投与後の一過性の直接的抑制
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効果を示唆する所見は観察されなかったoまた, PGは破骨細胞の形成・

誘導にも関与するといわれている。破骨細胞は未熟な造血系細胞由来の

細胞と考えられており7,4」.相,マウスの骨机田胞を用いた実験で, PG

E2が破骨細胞の形成を促進することが報告されている44・…。本研究に

おいても　PGEs投与後の早い時期から歯根膜における血管周囲の領域に

小型円形の前破骨細胞様細胞が増加する傾向にあった。それ故　PGEsは

既存の被骨細胞を活性化するばかりでなく,その前駆細胞を増殖・分化

させ,硬骨細胞の形成を誘導することによって破骨細胞性骨吸収を増大

する可能性もあると考えられた。なお,観察した範囲では破骨細胞の核

分裂像を捉えることはできず,破骨細胞の多核化が破骨細胞前駆細胞の

癒合によって生じる可能性がうかがわれた。骨髄細胞の長期培養実験に

おいても,破骨細胞様多核細胞が尊核の前駆細胞の癒合によって形成さ

れることが認められている4;∋j。

(4) PGEeとEdxの作用の相互関係について

Hausmannら46)により,グラム陰性菌の細胞壁成分であるEdxが組織培

養において骨吸収を促進することが報告されて以来,プラーク内細菌か

ら遊離したEdxが慢性辺縁性歯周炎における歯槽骨吸収に重要な役割を

果たすと考えられている4日9)。一般に, Edxは単球やマクロファージ

を刺激してPGEeを産生させる50-!ことが知られるとともにin vitro

の実験ではあるが, pG合成阻害剤であるインドメタシンがEdxによって

惹起される骨吸収の促進を有意に抑制するとの報告もあり　Edxによる

骨吸収のメカニズムに内因性pGの関与する可能性が示唆されている5:≡,

54)
o

近年　RaiszらEIE当ま!:Caでラベルされたラット長管骨を用いて,
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Edxがsubmaximalな濃度のPGEs, PTH, OAFによって惹起される45C aの

放出を相乗的に高めると報告し,この相乗効果が慢性辺緑性歯周炎にお

いて重要な役割を演じると推察した0本研究における実験ト3の結果

は,破骨細胞数の増加におけるPGEaとEdxの相乗的効果を示すものでは

なかったが　PGEs十Edx投与群における破骨細胞数はいずれの実験期問

においてもPGEa単独投与群におけるよりも多い傾向にあった。 PGEa十Edx

投与群においては　Edx刺激によって単球やマクロファージ等の宿主細

胞から産生されるPGEtが硬骨細胞数の増加を引き起こしたのかも知れな

いoまた,連続投与後3時間と3日目の破骨細胞数は　PGE2投与群での

値に対して有意に高いものであったIjuhin'eサは, 5mg/ml濃度のEdxを

本実験と同様の方法で投与(Edx投与群)した後の破骨細胞数の経時的

変化を観察しているOその際, 5mg/ml濃度のEdxは投与開始後3時間と

3日目にピ-クを示す破骨細胞数の二相性増加を惹起した。 PGEe+Edx投

与群でみられた3時間後と3日後の有意な増加は　Edx投与群にみられ

たこの二相性の増加を反映しているのかも知れないoなお, pGEe+Edx投

与群における破骨細胞数は,いずれの期間においてもEdx投与群より高

値を示した。

一方,連続投与後12時間, 1, 2日における破骨細胞の増加がPGEa

(lmg/il)投与群におけるそれぞれの値に対し有意差を示さなかったが,

最大値の破骨細胞増加を引き起こすよりもっと低濃度(例えば本研究に

おいて有意な破骨細胞増加の観察されなかった0.OOlmg/ml濃度)のPGEs

の惹起する破骨細胞性骨吸収は　Edxの添加によって宿主からのPG産生

を介して相乗的に高められる可能性があるoこのことは,歯槽骨吸収を

惹起し得ない程度の微量のPG産生が生じている状態に新たにEdx刺激が

加わった場合,著明な歯槽骨吸収が惹起され,それによって歯周炎の安
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定期から活動期への急性増悪が起こる可能性を示唆しているかも知れな

SB

In vivoの茜周組織においてEdxがPGEsによる破骨細胞性骨吸収刺激

作用を増強するメカニズムとしては,上述の宿主細胞からの内因性pG産

生の他に, ①Edx自体の破骨細胞性骨吸収刺激作用46-細, ②インタ-

ロイヰンー1 (IL-1)や腫癌壊死因子(TNF)等の骨吸収刺激能を有する

56-58i種々のサイトカイン産生E・=8-, ③楠体系の活性化=)等,様々

な経路を介することが報告されている。生体内ではこれらの経路が複雑

に作用しあっていると推察され,今後これらの機序をさらに解析する必

要がある。

(5) PGEsの歯根膜線維芽細胞に及ぼす影響について

PGEs投与後の菌根膜部では,コラ-ゲン原線経を含む空胞を有する線

維芽細胞が目立つようになった。歯根膜線維芽細胞における空胞構造な

らびに空胞内のコラーゲン原線維数は経時的に増加する傾向を示し,投

与開始後1週間で対照群と同様の状態にまで回復していた。生理的なら

びに病的条件下で線維芽細胞はコラーゲン原線経を会食・消化すること

によって結合組織のturnoverと関わっているとされる。竃捌勺に,歯肉

や歯根膜の線維芽細胞によるコラーゲン原線経の貴会像を観察した多く

の報告がなされている62.6号)。さらにin vitro, in viv。の実験にお

いて, EdxやPGE2が歯根膜線維芽細胞によるコラ-ゲン原線経の貴会を

元進することも確認されている」9.64.約0最近Ijuhinら。.E当ま,本研

究と同様の方法でEdxを投与した後の歯肉,歯根膜組織を竃顕的ならび

に組織計測学的に観察し　Edx投与によって線維芽細胞の細胞質中にコ

ラーゲン原線経を入れた空胞構造が増加すること,その会食能は歯肉線
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維芽細胞に比べて歯根膜線維芽細胞で有意に高いことを報告した。本研

究においても,菌根膜線維芽細胞によるコラーゲン原線経の貴食はPGEt

投与後に増加する傾向を示したが　PGE2による他の作用が消失していた

投与開始1週間後にはやはり元の程度に戻っていたことから, PGEeの直

接的ないしは間接的な作用の1つであると考えられた。 PGEaはマクロフ

ァージ鵬,67〕や骨芽細胞6!∋,69-からコラゲナーゼを産生させることによ

って間接的に線維芽細胞によるコラ-ゲン原線経の分解.消化を促進す

る可能性がある悶)。しかしながら,歯根膜線維芽細胞によるコラ-ゲ

ン原線経の会食像が①破骨細胞性骨吸収の惹起される時期に一致して戟

察されたこと, ②活発な骨吸収を営んでいる破骨細胞の周辺部で特に目

立っていたこと等を考え合わせると,これが破骨細胞性骨吸収に関連し

た二次的な事象である可能性も高い。この作用がいかなる機序で生じる

かば明らかでないがin vivo歯根膜組織においてPGE2は歯根膜線維芽

細胞によるコラーゲン原線経の合食を直接的あるいは間接的に活性化す

ることによって,歯根膜線経の破壊にも重要な役割を演じていることが

うかがわれた。

2.実験的歯周炎組織におけるPGの局在

(1) PGの免疫組織化学的染色方法について

PGは-・椴に細胞膜近くの細胞質内で作られ速やかに細胞外へ放出され

た後,その産生細胞や周囲の細胞にautocrine, paracrine作用を及ぼす

局所ホルモンと考えられている。 In vitroの実験において,様々な細胞

が種々のPGを産生することが報告されているが,既に述べた如くPGは分

子量が小さく,有機溶媒に溶け易く,常温で不安定な物質であり,また,
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固定液の対象となるアミノ基を有きないためin vivoの組織において

その局在部位を免疫組織化学的に証明した報告はきわめて少ない。本研

究では,まず,ラットの各種臓器を利用し　ABC法を用いて,固定方法,

固定時間や染色条件等を検討した。その結果10%中性緩衝ホルマリン

溶液にて20分間固定した材料のクリオスタット切片をさらに20分間後固

定した後　4-Cの条件下で染色を行うことにより,最も良好で安定した

染色結果を得ることがわかったoなお,脱_灰処理を行った材料でも著し

い染色性の低下はみられたものの,非脱灰材料におけると同様の細胞に

陽性染色結果を得ることができた。その際,末国定材料よりもホルマリ

ン固定材料においてより安定した染色性が得られたが,その理由として

は, ①ホルマリン固定によるPG分解酵素蛋白の失活, ②pG-受容体複合

物の受容体蛋白部分の固定に伴う受容体に結合したPGの安定化等が考え

られたoまた,処理時間を可及的に短縮し拡散によるPG抗原の流出を最

小限にとどめ,処理温度を4℃に保ちPGの分解を阻止するように留意し

た点も有効であったと考えられる。

(2)正常組織におけるPGの局在・分布について

本方法を用いラット各種臓器におけるPGの局在を免疫組織化学的に検

討したところ, PGの陽性反応は,細胞膜に一致した線条の反応産物とし

てばかりでなく,細胞質におけるびまん性の褐色頬粒として観察された。

これは, ①細胞膜の産生部位から中心部に向かっての拡散,ないしは②

PG一受容体複合物のinternalizationを反映している可能性がある。あ

るいは③産生部位そのものを示しているのかも知れない。 Higuchiら71,

は,免疫電畏鋸勺手法を用い　PGE」が胃粘膜壁細胞のfreeおよびbound

ribosomeに局在し,その分布パターンがPG合成酵素の分布と一致してい
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ると報告し・細胞質における陽性反応がPGの産生部位を示している可能

性を示唆した。

種々の生化学的手法を用いたin vitroの実験により,ヒトの末桐血単

球5日2㌦マウスの腹腔マクロファージ49)やヒトやウシの血管内皮細

胞721によるPG産生が報告されている。本研究でも,肺胞マクロファー

ジや肝臓のKupffer細胞を始めとする組織マクロファージおよび血管内

皮細胞の細胞質に各種PGが局在することを免疫組織化学的に証明すると

ともに,胃の壁細胞や主細胞,肝実質細胞,腎尿細管上皮細胞等にもPG

が局在することを確認できた。胃粘贋において産生されるPGは主にPGEs

とPGIsであり・胃酸分泌の抑制あるいは細胞保護作用(cytoprotection)

を通して胃粘膜の維持ないし防御と関係していると考えられている7i

7`ト75㌔ Higuchiら71)は,ヒトおよびラット胃粘膜の被蓋粘膜上皮細胞

の管腔側表面と壁細胞の細胞質に免疫組織化学的にPGE2陽性反応を観察

した0 -方　ChenらTGjは, radioimmuno-assay法を用い,イヌの胃粘

膜における主なPG産生細胞はマクロファージと内皮細胞であると報告し

ている。本研究でも,胃粘膜壁細胞の細胞質と主細胞の細胞膜に陽性反

応を検出するとともに,粘膜固有層および筋層内のマクロファージや内

皮細胞に強い陽性反応を認めたo肝におけるPG産生の場としては,生化

学的手法により肝細胞(ミクロソーム分画)やKupffer細胞,類洞の内

皮細胞等が報告されており77,7曽1,本研究においても免疫組織化学的に

これらの細胞に明らかにPGの局在が認められた。腎臓ではin vitr。の

実験系を用い腎組織が様々のPGを産生していることが生化学的に明らか

にされTT〕i,免疫組織化学的にも, Perezら紺が腎尿細管上皮細胞の細

胞膜と関係したPGAaの局在を報告している〇本研究でも同様に腎尿細管

上皮細胞にPGの局在を認めたoその際　DAB陽性反応は細胞周辺部にお
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いて強い傾向を示したはか,尿細管上皮細胞の細胞質にもぴまん性に観

察された。

正常辺縁歯周組織におけるPGの局在に関する報告はきわめて少なく,

今回の研究では,接合上皮直下の樹状細胞や歯槽骨骨髄中の単核細胞な

らびに巨核球に種々の陽性反応が認められるとともに,骨細胞や一部の

骨芽細胞ならびにセメント細胞やセメント芽細胞が6ケトPGFi∂の局在を示

すことが観察された。この6ケトPGFi渦性反応は,未処置対照群ばかり

でなく実験群においても一貫して観察され,炎症巣周辺でやや増強する

傾向を示した。また,この陽性所見は,陰性コントロール(一次抗体の

代わりにPBSを使用)や他種のPGに対する抗体を用いた染色では観察き

れず・ 6ケトPGFia抗体に対する特異的反応であると考えられた。近年,

Chambersら35,: …の単離礁骨細胞を用いた培養実験によって, PGの

直接的な破骨細胞機能抑制作用が報告されて以来,生理的骨代謝討節機

構におけるPGの重要性が注目されている○すなわち,彼らは,正常骨芽

細胞や骨細胞によって産生される微量のPGが局所に存在する成熟破骨細

胞に直接的に作用し,破骨細胞のcAMPの上昇を介してその動きを止め,

正常時骨組織における破骨細胞の無秩序な骨吸収を抑制すると考えた・3望

・4日'。破骨細胞に対するPGの抑制効果は　PGIsで最も強く, PGEsと続く

が　PGFsでは認められていない41'○また,破骨細胞はPGkに対する感

受性が最も高いともいわれる一∋6)本研究においてPGI2の安定な代謝産

物である桝PGFi,が骨細胞や骨芽細胞に免疫組織化学的に局在していた

ことは　PGIeの生理的骨代謝機構における重要性を支持する所見として

興味深いo Davidvichiら写1'は,ネコの上顎歯根膜線維芽細胞の細胞膜

周辺部と骨芽細胞及び破骨細胞の細胞質にPGFa湖性反応を観察し, pG

F2aが歯根膜線維芽細胞によって産生され,歯槽骨の骨芽細胞や被骨細
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胞に作用し,それらの生理的な機能に重要な役割を演じていると推察し

たo Lかし本研究では,これらの細胞にPGF;の局在を観察できなかっ

た。これらの細胞におけるPGF:陰性所見は,固定脱灰操作に伴う著し

い抗原性の低下や使用した抗体の違い等に起因する可能性も考えられる。

しかしながら, radioimmunoassay法を恥、た研究では,器官培養骨組織

や培養骨芽細胞が産生するPGとして主にPGEeやPGI2の産生が報告されて

おり宕21的),骨組織におけるPGFecの存在を示した報告はない。

他臓器の細胞の培養系を用いた研究結果より推察すると,歯髄組織の

構成成分の中で線維芽細胞卑書目,血管内皮細胞72)神経細胞'∋7)が種々

のPGを合成する可能性がある。しかしながら,歯髄組織におけるPG合成

能が低いこともあって,歯髄組織でのPG合成に関する免疫組織化学的研

究は少なく,その機能についても不明な点が多い。本研究では,検討し

たいずれのPGの局在も正常歯髄組織には観察されなかった。一方,生化

学的にはPGEe, PGFa日, 6ケトPGFiiの存在が正常歯髄組織で報告されてい

るまき7湖　Hirafujiら宕:≡)によれば,歯髄組織での主なPGは帥トPGFl;で

あり,歯髄組織における血流の維持に関係しているという。

以上,生化学的にPGの存在が報告され,その生理的機能の調節機構に

PGの関与することがが注目されている種々の臓器において,免疫組織学

的にPGの局在を明らかにすることができ,今回用いた染色方法がPG局在

の検討に有用であることが明らかとなった。また,脱灰操作によりPGの

反応性は滅弱するものの,その免疫組織化学的検出は可能であることが

わかり,歯および骨組織を含む辺縁歯周組織の脱灰標本を用いてPGの局

在を検討する手技の有用性が示された。

(3)歯髄炎に続発した実験的根尖性歯周炎組織におけるPGの局在・分
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布について

実験Ⅱ -A群では,天蓋を除去後3日目より歯冠郡歯髄組織には好中

球の密な浸潤を伴う化膿性歯髄炎が惹起され,炎症性変化は処置後2週

間日には根尖部に波及していた。

実験的に惹起したラットの炎症性歯髄組織においてPGが有意に増加す

ることが報告されていが.90)。 okijiら9由一は,歯髄組織の内毒素刺激

後の歯髄局所におけるPG量の経時的変動を観察し　PGEごとPGIsの有意な

増加が歯髄組織における血管透過性の元進に先立って起こることを確認

したO一方, Choenら91)は,ヒトの歯髄組織におけるPGE2, PGFsヨ量を

非炎症群・慢性炎症群(無症状) ,急性炎症群(有痛)に分けて検討し,

炎症性歯髄では非炎症性歯髄と比較してPGEaの値が有意に高く,捧痛症

状を呈する歯髄ではPGE2, PGFi。両者の値が有意に高いと報告した。本

研究においては, PGE2, PGFs　　ケFPGflaがいずれも炎症巣内に散在す

るマクロファ-ジ様細胞や血管内皮細胞の一部に局在することが示され,

炎症時, pGが主にこれらの細胞から産生される可能性が強く示唆された。

さらに興味深いことに,正常歯髄組織では観察されなかったPGF;己の

局在が,炎症時には上記の細胞に加え,炎症巣内ならびに炎症巣より根

尖部領域の歯髄細胞や象牙芽細胞に観察された。炎症性歯髄組織におけ

るPGFs　の作用は明らかでないが,歯髄炎の波及に先だって出現し,炎

症の進行に伴って陽性領域がより根尖側-と広がる傾向を示したことよ

り,炎症性刺激に対する生体側の防御的機構に関与する可能性が考えら

れる。 PGはそれぞれの受容体に作用し,それと共役する細胞内情報伝達

系を介してその作用を発現する9I-'抑○例えば, PGEaやPGl」はcyclic

adenosine monophosphate (CAMP)の細胞内濃度の上昇を介して種々の

生理活性を発現する91 〕2㌔一方　PGF」aの作用はホスファチジルイノ
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シトール代謝回転を促進し,その結果として細胞内遊離カルシウム濃度

の上昇を介して9`∋),また, cyclic guanosine monophosphate (CGMP)

の上昇を介して起こるとの考えもある941従って　PGE;は骨吸収を,

PGFa日は骨形成を促進する等,受容体の種類,共役する情報伝達路の違

いによって種々の異なった生理活性が発現される9トrW。 PGFs　は,衣

症巣内で多量に合成きれるPGEeやPGIsに対する組織反応を緩和し, PGEa

やPGIsの炎症のメディエイタとしての作用と措抗するため,炎症巣周辺

部の歯髄細胞から盛んに産生されるのかも知れない91 :川。しかしな

がら, PGFaaの過剰産生は組酎田胞の変性・壊死を引き起こし,組織破

壊へとっながる可能性も考えられる　Santroら34'は,高濃度のPGが細

胞に非特異的な毒性効果を及ぼす可能性を示唆している。また,本研究

においても,歯内港から投与された高濃度(zmg/ml)のPGEsが様々な辺

縁歯周組織細胞に変性・壊死を惹起することが電捌勺に確認された。炎

症性歯髄組軌こおけるPGF2aの役割に関しては,今後さらに検討する必

要がある。

天蓋除去後2週間日で歯根葦胞以外の様々な根尖病巣が形成されたが,

歯髄灸病巣におけると同様,形成された急性化膿性炎病巣や根尖膿癌周

囲の肉芽組織内に存在しているマクロファージ様細胞と拡張した毛細血

管の内皮細胞にPG (PGEa, PGFsa,糾PGFla)の局在を免疫組織化学的

に証明することができた。なお,これらの細胞において3種のPG問でそ

の分布パターンに違いはみられなかったが,膿癌周辺部に明らかな膿療

膜が形成され膿虜周辺部の炎症が鎮まった状態では,膿癖膜やその周辺

部の線維芽細胞が桝PGFia陽性を呈するようになった。根尖部炎症巣で

は常に周囲骨組織の破骨細胞性骨吸収が観察されるが,根尖部の化膿性

炎に際しての骨組織破壊におけるPGの関与を検討した報告はない。しか
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しながら,歯根嚢胞においては,嚢胞内容液中にPGEs, PGFa,活性が報

告される`∋5)とともに,葉胸壁の組織培養においてPGEe, PGF2。や6ケトPGF

la (PGIsの安定代謝産物)の産生が報告されており帆97'),歯根葉胞の

拡大・成長に伴う破骨細胞性骨吸収の活性化に葉胸壁内で産生されるこ

れらのPGが関与することが示唆されているoこれらのPGの産生に関与す

る細胞として　Harveyら9'5)は,ヒトの歯根葦胞壁から得た培養線維芽

細胞の培養液中にPGEs, PGF2iや桝PGFl;が証明されることから,棄胞

壁の線維芽細胞を挙げている。 Matejikaら9・nは,免疫組織化学的にヒ

ト歯根襲胸壁におけるPGE2と6ケトPGFiaの局在を検討し,肉芽組織内の組

織球を含む炎症細胞と線維芽細胞にその局在を観察した。その際　PGEs

は炎症細胞に, 6HPGFi日は線維芽細胞や内皮細胞に強く染まる傾向が示

された0本研究でも,上述の如く肉芽組織内に存在するマクロファージ

や血管内皮細胞にPGEa, PGFsや6ケトPGFl;陽性反応が,慢性膿癌の膿疾

膜線維芽細胞に6ケトPGFi∂陽性所見がみられ,同時に周囲歯槽骨に多数の

破骨細胞の出現が観察されたことより,顎骨内での根尖部病巣の拡大に

病巣局所で産生されるPGの関与する可能性が強く示唆された。

(4)実験的辺縁歯周炎組織におけるPGの局在・分布について

実験Il - B群では,処置後3日目より辺縁歯周組織に種々の程度の好

申球浸潤が観察され,経時的に深部へと波及する傾向を示したが,その

組織変化の進行度は必ずしも時間経過と平行しておらず,処置後短期間

で化膿性炎が根尖側へと波及し歯間部歯槽骨の完全な消失をきたすもの

や,処置後数週間後でも菌内部の中濃虜に留まっている例もあった。そ

の理由としては,小孔形成位置やその大きさ,また小孔形成に伴う歯間

乳頭部組織の傷害が動物毎に微妙に相違すること,歯周組織の抵抗性に

-381



関する個体差等,種々の要因が考えられた。

辺縁性歯周炎は歯肉・歯根膜組織の破壊と歯槽骨破壊を伴う慢性炎症

性疾患であり,その病理発生には局所でのPGの産生と放出が関与すると

いわれている1-3)炎症時,歯肉溝液ならびに歯肉炎組織におけるPGの

レベルは健常時に比べ有意な増加を示し;⊇11日,特に菌肉満液中のPGEe

のレベルは歯槽骨破壊の程度と正の相関を示すとされる13)。また,イ

ンドメタシン等のアラヰドン酸代謝経路阻害剤が歯周炎における炎症症

状を改善するという報告もある14.1!〕。近年,培養細胞を用いマクロフ

ア-ジや肥満細胞等の炎症細胞58　51)内皮細胞72 -や線維芽細胞宕r∋1,

が内毒素刺激によってその培養上清中に種々のPGを合成することが報告

されているoしかしながら,免疫組織化学的染色手法を用い歯周炎病巣

局所でのPGの局在を調べた研究は, Water　やLoningらLLl8°)によるPGEに

関する報告をみるのみである　Wato軸は,免疫蛍光法を用いヒト辺縁

歯周炎病巣内のマクロファ-ジにおけるPGEsの局在を観察した。また,

LoningらLMiは,間接法を用いヒトの歯周炎病巣内のマクロファージ様

尊核細胞,内皮細胞および基底膜近くに存在する肥満細胞にPGEの局在

を証明し,炎症巣内でこれらの細胞によって産生されるPGEが歯周炎病

巣局所での炎症性変化と免疫反応に重要な役割を果たしていると考えた。

本実験では,ラット歯間乳頭部に形成された炎症巣はいずれも好中球

浸潤を主体とするもので,ヒトでみられる形質細胞浸潤を主体とする確

立期病変のような病態を惹起できなかったが,好中球浸潤巣内における

PGEa, PGF2a. 6ケトPGFt.の局在を免疫組織化学的に示すことができたO

その際,主なP欄性細胞は　Wato99)やL呂ningら川の'がヒト碓立期病変

で観察したと同様,マクロファージ様単核細胞と血管内皮細胞であった。

したがって,実射勺辺緑性歯周炎組織においても主にマクロファージや
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内皮細胞等の宿主細胞が各種pGを産生することが強く示唆され,炎症巣

からのPGの産生・放出が局所の炎症性変化を増強するばかりでなく,歯

根膜や歯槽骨の破壊を惹起し,歯周炎の進展・増悪に深く関与している

ことが示唆された。

一方,本研究で実験的に惹起した辺縁菌周組織の炎症巣においては,

PG陽性細胞の多数存在する炎症性肉芽組織と活発な破骨細胞性骨吸収を

営む歯槽骨骨縁との間に, PG陽性細胞のほとんど存在しない線維性結合

組織が介在する所見がしばしば認められたOこの現象は根尖病巣や根分

岐部病変においても観察されたことであり,辺縁性歯周炎においても,

接合上皮直下の主炎症巣から離れた歯槽骨での硬骨細胞性骨吸収は一舵

に認められる所見である。実験Iにおいても,歯肉溝から投与したPGEe

は深部の歯肉結合組織に炎症性変化を生じることなく,歯槽骨表面に破

骨細胞性骨吸収刺激作用を及ぼしていたoこれらの事実は,骨組織が直

接炎症細胞浸潤巣にさらされていない場合でも,主炎症巣から産生・放

出されたPGが組織内を浸透・移動することによって,離れた部位に破骨

細胞性骨吸収を誘導する可能性を示唆している。
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＼′_　総　J,r;

歯周組織の炎症性破壊へのPGの関与をin vivo菌周組織で形態学的に

証明することを目的として(1) PGEsのラット歯肉溝からの局所投与に

よって歯周組織に惹起される経時的変化,および投与量を変えることに

よる変化を形態学的ならびに組織計測学的に検討するとともに, PGEaと

内毒素(Edx)の連続投与後の歯周組織の変化についても観察し,それ

らの相互作用を検討した。さらに,予備実験によってラット各種臓器に

対するPGの免疫組織化学的染色手法を確立した後,同方法を用いて(2)

ラットに実験的に形成した根尖性ならびに辺縁性歯周炎病巣における各

種pG (PGEa.PGFaa,6frhPGFi∂)の局在を検討した。その結果,以下の知

見を得た。

1・歯肉溝よりImg/ml PGEs溶液を浸透投与することにより,接合上皮

細胞間隙の拡張,接合上皮や上皮直下結合組織への好中球浸潤,血管

拡張,浮腫等の変化が生じるとともに,深部歯根膜部には線推芽細胞

によるコラ-ゲン原線経の会食や歯根慣例歯槽骨骨縁に沿って活発に

骨吸収を営む多数の破骨細胞の出現が観察された。すなわち,歯肉満

より投与されたPGEsは,物質透過性の高い接合上皮部を速やかに通過

し,上皮直下の歯肉結合組織に炎症性変化を惹起するとともに,歯根

腰部にも浸透・到達して破骨細胞性骨吸収を誘導したものと推察さ礼

たoなお,辺緑歯周組織に生じたこれらの変化は一過性で,投与開始

後1週間ではぼ回復していた。

2. lmg/¶1 PGEs局所投与後,歯根膜側歯槽骨骨縁に沿って出現する破

骨細胞は投与開始3時間から2日後にかけて有意に増加し,その数値

は12時間後に最大値に達した後,徐々に減少した。電顕的には,投
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与開始1時間後より破骨細胞は骨縁に向かって刷子縁の形成を示す

activeな細胞へと変化し,歯根膜の血管周辺部に破骨細胞前駆細胞様

細胞が増加する傾向を示した。したがって　PGEsによる硬骨細胞性骨

吸収刺激作用は,破骨細胞の活性化と破骨細胞系細胞分化の誘導によ

ることが示唆された。

31濃度の異なるPGE2は基本的にはImg/mlの場合と同様の組織変化を惹

起したが,高濃度PGEs投与により電報的に各種歯周組織細胞の変性像

が観察され,非特異的傷害作用を及ぼすことが明らかとなった。

4. PGEa投与開始12時間後の破骨細胞数は, 0.01-lmg/ml濃度で有意に

増加し, 0.lmg/mlで最大値を示した。しかし2mg/mlでは減少しており,

高濃度PGEsが破骨細胞,破骨細胞前駆細胞や骨芽細胞に機能的障害を

及ぼすことによって直接的あるいは間接的に破骨細胞性骨吸収を抑刺

する可能性がうかがわれた。

5. PGEeとEdx連続投与によってもPGEs単独投与と基本的に同様の形態

学的な変化がみられ,それらは増強される傾向にあった　PGEe単独投

与群では明らかに回復を示した投与1過後においても好中球浸潤は存

続していた。また,破骨細胞数の増加に相乗効果は明らかでなかった

が,いずれの実験期間においても各単独投与時より高値を示した。な

お,連続投与の場合　Edx投与開始3時間および3日後に有意差が観

察された。以上の結果より,歯周炎病巣においてPGEsとEdxが複雑な

相互作用を及ぼしあうことが推察された。

6・正常辺縁歯周組織では歯槽骨骨髄中の単核細胞,巨核球ならびに接

合上皮直下の樹状細胞にPG陽性所見が観察された。骨芽細胞や骨細脂

は常に6ケトPGFi澗性を呈し,骨組織代謝の生理的調節機構に糾PGFl;

が重要な役割を果たす可能性が示唆された。
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7・実験的根尖病巣の形成過程における歯髄炎組織では,マクロファー

ジと血管内皮細胞に各種pG陽性所見が観察され,炎症のメディエイタ

として重要な役割を担うことが示された。また,炎症巣より根尖部に

かけての歯髄細胞や象牙芽細胞も特異的なPGFe日陽性を呈した。 PGFaE

はPGE2やPGl」による組織反応を緩和するとされており,その陽性領域

が炎症の波及とともに根尖側へ移動する傾向を示したことは　PGEeゃ

PGIsの作用を緩和するための宿主細胞によるPGFeヨの産生領域が炎症

反応の進展に伴って根尖側へと移動したことを示す所見と解せられた。

8 ・根尖性歯周炎組織での主なPG陽性細胞は肉芽組織内の内皮細胞とマ

クロファージ系細胞であり,これらの細胞によって産生されたPGが病

巣周囲骨組織に破骨細胞性骨吸収を惹起して病巣を拡大するものと考

えられたoなお,検討した3種のPGの分布に違いは認められなかった。

9・辺縁性歯周炎組織においても内皮細胞とマクロファージ系細胞がPG

陽性を呈し,病巣局所でPG産生の営まれていることが示された。

10・炎症巣と骨吸収面との問にPG保有細胞に乏しい線維性結合組織が介

在する所見より,炎症巣が骨組織に直接していない場合でも炎症巣で

産生されたPGが浸透・到達して破骨細胞性骨吸収を誘導することが示

唆された。

以上の結果から,辺縁歯周組織において産生されるPGが,炎症のメデ

イエイタならびに破骨細胞性骨吸収刺激因子として歯周炎の進展・増悪

に重要な役割を果たしていることをin vivo実験系において示すことが

できた。
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表1 :免疫染色に用いた抗体一覧

抗体　　　　PGE2抗体　　PGF2a抗体　　6WGFi一抗体

ト方　　　　　　cAYMAN PAS TE UR CAYMAN

希釈　　　　1/10原液　　　原液　　　　1/10原液

PGEi　　　　　3. 2%　　　　　.03%

PG】i 100. 0X o. 03%

PGFia 0.2%　　　　12.0 X

PGFgB 0.2蔦　　　100.0 X

6nPGFia 0. 2%　　　　　0. 04鷺
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表2・・プロスタグランディンE2(PGEa)ならびにアルコール生食水投与群

き;・ヒ:>'蝣**'ii'rVSftoVI-!-j一削KJ故机i二幸I:Ml
l].T'^

グ ル ー プ N H ± S E

未 処 置
1 9 3 . 4 7 ア0 . 6 8

1 2 H 2 5 4 . 4 0 ±0 . 8 1

耳 7=半 * * *+ **

0 . 0 0 ⊃% A L / P S i n 1 0 2 . 5 0 ±0 . 9 7 詛*

2 D l l 3 . 0 0 + 1 . 0 4 * *
7 D

1 H

l l 3 . 9 1 ±1 . 1 8

9 6 . 1 1 ±1 . 2 7

3 fI 1 2 8 . 0 8 ±1 . 2 3

1 2 H
l m g / m l P G E

1 0 9 . 2 0 ±1 . 2 3

no. f b h . I D 1 0 8 . 7 0 ア1 . 2 〟""寡
2 D 1 0 6 . 1 0 ±1 . 0 5

* *

コD 6 3 . 0 0 ±0 . 3 6

7 D 1 2 4 . 5 0 + 1 . 6 1

O . O O l m g / m l P G E 1 2 HO . O l m g / m l P G E ^ 1 2 HO . l m g / m l P G E ^ 1 2 Hl m g / m l P G E ^ 1 2 H2 m g / m l P G E ^ 1 2 H
3 1

2 1

2 7

1 0

3 0

3 . 4 8 ±0 . 5 5

9 . 8 1 ±1 .2 9

1 0 . 0 4 ±0 . 9 8

9 . 2 0 ±1 . 2 3

5 . 4 8 ±0 . 7 2

**

**　は2グループ間の有意差(pく0,01)を示す。

-60-



衷3 :プロスタグランディン　E2 (PGE2)と内苛索(Edx)連続投与後
の破骨細胞数の測定結果

*, **は2グループ間のそれぞれ危険率pく0.05, P〈O.01での有意差を示す。
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表4 :ラット各種臓器におけるPGの免疫染色結果

臓器 陽性部位

冒

小腸

壁細胞 (+ +)
主細胞 (+)

粘膜固有層内マクロファージ(十十+)

粘膜国有層内マクロフ7 - ジ(十十+)

肝

腎

肝実質細胞 (++ )

Kupffer細胞 (±)

類洞内皮細胞 (±)

尿細管上皮細胞

節

肝 .

肺胞 マクロファージ(+++)

気管支粘膜上皮細胞 (千)

粋洞内皮細胞 (±)

±:一部陽性, +:弱陽性,十十:陽性　+++:載陽性
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表5 :正常ならびに炎症時歯髄・歯周組軌こおけるPGの免疫染色結果

正常 歯髄粂

歯周炎

棋尖性歯周炎 辺縁牲歯周炎

PGEp マクロファージ マクロファー ジ マクロフアI ジ

内皮細胞 内皮細胞 内皮細胞

PGFpb マクロフアI ジ マクロファージ マクロフアI ジ

内皮細胞

象牙芽細胞1

肯髄細胞 l

内皮細胞 内皮細胞

6n PGFii

骨細胞

マクロファージ マクロファージ マクロファージ

内皮細胞 内皮細胞

穀推芽細胞2

骨細胞

内皮細胞

線推芽細胞2

骨細胞.

骨芽細胞

セメン ト細胞

セメン ト芽細胞

骨芽細胞

セメント細胞

セメント芽細胞

骨芽細胞

1 :歯髄菜病巣より棋尖部の領域の細胞が強陽性反応を示す

2 :発症巣やその周辺部菌根膜線推芽細胞が陽性を呈することがあるo
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付　図　説　明

図1　実験Iスケジュール

図2　PGEs局所投与法

図3　組織計測部位

歯槽骨頂部から根尖側1 mmの範囲内(枠内)の歯根膜側歯槽骨

骨縁に沿って出現している破骨細胞_数を測定したJE　接合上皮,

AB;歯槽骨　AC　歯槽骨骨頂　PR　口蓋根

図4　免疫組織化学的染色方法(1)

図5　免疫組織化学的染色方法(2)

図6　実験Ⅱスケジュール

図7　アルコール/生食水投与開始12時間後の光胡像

A　接合上皮内および直下にわずかに好中球浸潤が観察される.トル

イジンプル-染色(以下, TBと略)　×150

B　歯槽骨骨綾部に破骨細胞はほとんど観察されない　TB, ×100

C　小型円形の休止期破骨細胞(Oc)や前破骨細胞(POC)は,骨縁

から離れた血管周囲に位置している　TB, ×400

図8 lmg/ml PGEs投与後にみられる歯内接合上皮部の光顕像

A　投与開始1時間後,接合上皮細胞間には既に多数の好中球浸潤が

観察される　TB, ×300

B　投与開始3時間後,著明に拡張した接合上皮細胞間隙ならびに上

皮直下結合組織に著しい好中球浸潤が観察される　TB, ×300

図9 lmg/ml PGEa投与開始1時間後の接合上皮部の電顕像

著明に拡張した接合上皮細胞間に多数の好中球が観察される.

上皮直下結合組織の基質は浮腫により疎になっている. ×2,400

16ト



図10 lmg/ml PGEe投与開始3時間後の歯槽骨骨頂部歯根膜(A)なら

びに中央部歯根膜(B)の光朗像

不魂別に吸収された歯根膜側歯槽骨骨縁に沿って活発な骨吸収

を営む多数の破骨細胞(OC)が出現している　TB, ×200

図11 lmg/ml PGEs投与開始1日後,骨線に向かって細胞質突起を伸展し

始めた活動前の破骨細胞. ×2,400

図12 lmg/ml PGEa投与開始3時間後,吸収骨緑に向かって刷子縁を形成

する活発な破骨細胞. ×2,400

図13 lug/ml PGEe投与開始12時間後,骨縁との問に線維芽細胞を介して

位置する,活動後と思われる破骨細胞. ×2,400

図14 lmg/ml PGEi投与開始12時間後の歯根膜線維芽細胞の竃顕像

細胞内にコラーゲン原線経を含有した多数の会食空胞が観察さ

れる. ×3,000

図15 Img/il PGEe投与開始12時間後の歯槽骨側歯根腰部の竃顕像

歯槽骨骨綾部近傍の毛細血管周囲に破骨細胞前駆細胞と思われ

る尊核細胞が認められる. ×2,400

図16 lmg/ml PGEs投与開始12時間後のセメント質側歯根腰部の電顕像

セメント質表面に活発にセメント質を吸収する破セメント細胞

が観察される. ×2,400

図17 Img/ml PGEs単独投与群(PGE2投与群) ,未処置群ならびに0.05%

アルコール/生食水投与群(AL/PS投与群)における破骨細胞数

十はPGEs投与群と未処置群との問にPく0湖で有意差のあることを

示す.

*はPGEs投与群とAL/PS投与群との問にPく0.01で有意差のあるこ

とを示す.
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図18　各種濃度のPGEs投与開始12時間後の歯内接合上皮部の光顧像

A 0.OOlmg/ml PGE2投与群;接合上皮ならびに上皮直下結合組織に

は好中球浸滴が観察される. TB, ×300

B 0.lmg/ml PGEご投与群;接合上皮細胞間には密な好中球浸潤が観

察される　TB, ×300

C　2mg/ml PGE2投与群;同部の好申球浸潤は減少している.

TB, ×300

図19　0-Olmg/ml PGE2投与開始12時間後の歯根膜部の光顕像

歯根膜側歯槽骨骨縁に沿って活発な骨吸収を営む多数の破骨細

胞(oc)が出現している.　骨綾部近くには前硬骨細胞様細胞

(poc)も豊富に観察される　TB, ×150

図20　2mg/ml PGEs投与開始12時間後の歯根腰部の光顕像

骨綾部からやや離れて位置する小型の破骨細胞(OC)が目立つ.

TB, ×200

図21 2mg/ml PGEs投与開始12時間後にみられた接合上皮細胞の変性像

A　光顕的に変性細胞は膨化し,トルイジンブルー染色性が低下して

いる　TB, ×150

B　電顕的に変性細胞の電子密度は低下し,細胞内小器官の著明な膨

化が観察される. ×8,000

図22　2mg/tnl PGEs投与開始12時間後にみられた接合上皮直下歯肉線維

芽細胞の変性を示す電顕像

変性細胞に著明なrERの拡張(- )や細胞膜の崩壊が観察さ

れる. ×4,800

図23　2mg/ml PGEa投与開始12時間後にみられた歯槽骨骨頂部骨芽細胞

の変性を示す竃顕像
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細胞内小器官の膨化や拡張,細胞膜の崩壊が観察される.

AB;歯槽骨　×4,200

図24　各種濃度のPGEa投与開始12時間後の破骨細胞数の変動

未処置群ならびにアルコール/生食水投与開始12時間後

(AL/PS投与群)の破骨細胞数も示してある.

ナはPGE*投与群と未処置群との問, §　はPGEs投与群とAL/PS

投与群との問にPく0.01で有意差のあることを示している.

図25　PGEe蝣Edx連続投与12時間後の歯内接合上皮部の光顕像

接合上皮とェナメル質の間に剥離した変性上皮細胞や好申球を

貯溜したポケット状裂隙の形成( -)が観察される.

TB, ×300

図26　PGEs・Edx連続投与1週後の歯肉接合上皮部の光顕像

接合上皮ならびに接合上皮直下結合組織に依然として多数の好

中球浸潤が観察される　TB, ×300

図27　PGEs・Edx連続投与3時間後の歯根渡部の光顕像

歯根膜側歯槽骨骨縁に沿って多数の硬骨細胞(oc)が出現して

いる　IB, ×200

図28　PGE2・Edx連続投与(PGEs+Edx投与群)後の破骨細胞数の経時的

蝣kit

未処置群ならびにアルコール/生食水投与群(AL/PS投与群)

における破骨細胞数も示してある.

十,十十　はPGE2+Edx投与群と末処置群との問にそれぞれpく0.05,

Pく0.01で有意差のあることを示す.

**　はPGEa+Edx投与群とAL/PS投与群との問にそれぞれ

Pく0.05, P〈O.01で有意差のあることを示す.
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図29　PGE」単独投与(PGEi投与群)およびPGEs・Edx連続投与(PGE2+

Edx投与群)後の硬骨細胞数の経時的変化

*, **はPGE」投与群とPGE」+Edx投与群との問にそれぞれ

Pく0.05, P〈O.01で有意差のあることを示している.

図30　胃壁におけるPGE2(A), PGF2a(B)糾PGFla(C)の免疫

組織化学的染色所見

陽性細胞が胃底服部に観察される華,被蓋上皮細胞や筋層の平

滑筋細胞( * )はいずれも陰性. ABC法, ×100

図31胃壁におけるPGFa己の免疫組織化学的染色所見(図30Bの拡大像)

ラット壁細胞の細胞質にびまん性悪粒状の,また主細胞の細胞

膜に沿った線条の(⊥)陽性反応が観察される.粘膜国有層内

のマクロファ-ジ( -)も強陽性を呈する. ABC法, ×600

図32　ラット肝臓における糾PGFl;の免疫組織化学的染色所見

強陽性を呈する多数の肝細胞問にやはり陽性を呈するKupffer

細胞( - )や内皮細胞(一一)が散見される. ABC法, ×400

図33　ラット腎臓におけるPGFs.の免疫組織化学的染色所見

腎尿細管上皮細胞が強陽性,一部の内皮細胞(-・ )が弱陽性

を呈したが,糸球体の細胞( * )は陰性である. ABC法, ×400

図34　歯肉組織におけるPGF;の免疫組織化学的染色所見

上皮直下の樹状細胞が陽性反応を呈する　JE　接合上皮,

CT;上皮下結合組織, D;象牙質　ES　脱灰エナメル質空隙

SAB法,　×400

図35　歯槽骨骨髄組織におけるPGFa.の免疫組織化学的染色所見

強陽性を呈する単核細胞に加え巨核球の細胞膜も弱陽性( - )

を呈する. SAB法, ×400
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図36　ラット正常歯根膜および歯槽骨組紙

A　第1臼歯口蓋遠心根の遠心側歯根膜ならびに歯間乳頭部歯槽骨紘

織の光顕像　HE, ×200

B　同部位における6ケトPGFiの免疫組織化学的染色所見

骨小高内の骨細胞および骨綾部に位置する一部のbone lining

cell( -)が陽性を呈する. 良;歯根　sAB法, ×200

図37　処置3日後に形成された歯冠部歯髄_組織の急性化膿性炎症巣

A　微小膿療( * )

周辺部の歯髄組織内に毛細血管の拡張や好中球のぴまん性浸潤

が観察される　HE, ×200

B　同部のPGEsの免疫組織化学的染色所見

陽性を呈する内皮細胞(-Oやマクロフ.ァ-ジ( -)が散

見される. *;微小膿癌　sAB法, ×200

図38　歯冠部歯髄内の急性化膿性炎症巣(図37と同一症例)における

PGFa」の免疫組織化学的染色所見

歯髄炎組織ならびに周囲歯髄組織において多数の歯髄細胞

(→・)および象牙芽細胞( - )にPGFs∂の局在が観察される.

*;微小膿疾, D;象牙質　sAB法, ×200

図39　歯髄炎病巣におけるPGFscの免疫組織化学的染色所見

陽性領域は炎症の進行に伴い根尖側へと波及する傾向にある.

R:iiitJI sAI'J∴ 、vr,

A ;髄室から歯根上部歯髄にかけてみられる陽性所見(処置1週

後　B　歯根中央部歯髄にみられる陽性所見(処置1週後),

C ;根尖孔近くの歯髄にみられる陽性所見(処置2過後)

図40　39Cの拡大像
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単核マクロファージ様細胞に加え,根尖部セメント質にコラ-

ゲン線経を挿入する多数の線維芽細胞が強陽性を呈する.

R;歯根　sAB法, ×200

図41処置2週後に形成された根尖部初期急性化膿性炎病巣

A　根尖部にはびまん性の好中球浸潤が観察される. 良;歯根　HE,

x200

B　同部のPGF2。の免疫組織化学的染色所見

陽性を呈するマクロファージ様細胞が散見される. R;歯根

SAB法, ×200

図42　処置2週後に形成された根尖部膿癖

A　多数の好中球とfoam cellsの集積から成る膿癌周囲には好中球浸

潤の著明な肉芽組織形成が観察される. 良;歯根1E, ×100

B　同部におけるPGEsの免疫組織化学的染色所見

膿虜周囲肉芽組織内に多数の陽性細胞が観察される.

' *;中濃癌, R;菌根　sAB法, ×100

C　同部におけるPGF2。の免疫組織化学的染色所見

膿癌周囲肉芽組織内に多数の陽性細胞が観察される.

*;中濃癌, R;歯根　sAB法, ×100

図43　図42Cの拡大像

PGF;の局在が大型マクロファ-ジ様細胞の細胞質におけるび

まん性,褐色顎粒状のDAB反応産物として観察される.

SAB法, ×400

図44　根尖部膿虜周囲歯槽骨骨綾部のPGEsの免疫組織化学的染色所見

(図42Bと同一症例)

骨吸収面(- )と多数の陽性細胞を有する肉芽組織( * )
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間に陽性細胞に乏しい結合組織が介在する　SAB法, ×200

図45　処置2週後に形成された根尖郡膿癌

A　膿癌膜の形成を伴う膿癌( * )周囲の歯槽骨に硬骨細胞

(一一)による活発な骨吸収が観察される. R;菌根　HE, ×200

B　同部の帥トPGFi,の免疫組織化学朗染色所見

小膿虜( * )を披包する膿癌膜およびその周囲肉芽組織内に

陽性を呈するマクロファージおよび線維芽細胞が観察される.周

囲歯槽骨の骨細胞も強陽性を呈する. R;歯根　sAB法, ×200

図46　処置2過後に形成された根分岐部膿虜

A　根分岐部に形成された大きな膿虜( * )下方の歯槽中隔骨組

織表層に破骨細胞(-ド)による活発な骨吸収が観察される.

R;歯根　AB　歯槽骨　HE, ×150

B　同部の6ケトPGFl;の免疫組織化学的染色所見

膿癖膜内のマクロファージや線維芽細胞および歯槽中隔の骨細

胞に陽性所見が観察される.膿疾( * )と骨組織間にはPG保有

細胞に乏しい結合組織が介在する.　R;歯根　AB　歯槽骨

SAB法, ×150

剛7　処置1週後に形成された初期の辺線歯周炎組織

A　歯間乳頭部の上皮下歯肉結合組織内に好中球のびまん性浸潤が観

察される.R;歯根,E;上皮　HE, ×264

B・同部の帥トPGFi日の免疫組織化学的染色所見

多数の陽性細胞が散在している・ R;歯根　E;上皮　sAB法,

x264

C　図47Bの拡大像

桝PGFla陽性反応は円形ないし多角形のマクロファージ様尊核

-膿と



細胞細胞質内のびまん亀褐色頼粒状DAB反応産物として観察さ

れる. SAB法, ×528

図48　処置2過後に形成された初期歯周膿癖

A　好申球集族巣( * )と下方の歯槽骨頂部骨面との問に炎症細胞

に乏しい結合組織が観察される. R;歯根　AB　歯槽骨　HE,

×132

B　同部の6ケトPGFi己の免疫組織化学的染色所見

膿虜( * )周囲に陽性細胞が散見される.歯槽骨の骨細胞も

陽性を呈する.　R;歯根　AB　歯槽骨　sAB法, ×132

C　図48Bの拡大像

マクロファージ様単核細胞(-・)と内皮細胞( -)が種々

の程度に陽性反応を呈する. SAB法, ×528

図49　処置3過後に形成された根分岐都濃癌

A　膿療( * )壁肉芽組織に多数の好中球やマクロファージ様細胞

が浸潤している. 冗;歯根　AB　歯槽骨　HE, ×132

B　同郡のPGEeの免疫組織化学的染色所見

膿癌( * )周囲の肉芽組織内に多数の陽性細胞が観察される.

陽性細胞に富む肉芽組織と歯槽中隔の骨組織との問には陽性細胞

に乏しい結合組織が介在している. R;歯根　AB　歯槽骨

SAB法, ×132

C　同部のPGFs,の免疫組織化学的染色所見

膿癖( * )周囲の肉芽組織内に多数の陽性細胞が観察される.

陽性細胞に富む肉芽組織と歯槽申隔の骨組織との間には陽性細胞

に乏しい結合組織が介在している. R;歯根　AB　歯槽骨

SAB法, ×132

70



D　図4gBの拡大像

PGEs陽性反応は内皮細胞および大型マクロファージ様細胞の細

胞質内にぴまん性に分布している. SAB法, ×528
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図1:実験Iスケジュ-ル

ト1 : PGEaの辺緑歯周姐掛こ及ぼす縫時的変化の検肘
0 1H3H　12H ID2D3D IW

pGE2群　　「山一サ」
PGE2(ltng/ml )

i -2 :各種溝度のPCE2の歯周迎接に及ぼす変化の検討
12H

I

I

PGEaCO.001,0.01,0.l,l,2mg/ml)

卜3 : pge? ・mx連続投与の歯周姐掛こ及ぼす変化の検討
0 1H3H　12H ID2D3D IW

PGEa+Edx群肯」十で」
PGE2

図2 : PGE2局所投与法

3IE

間3　=　机織計榊滞{if.



図4 :免疫組織化学的染色方法(1)

新鮮材料
1

10X緩衝ホルマリン串綾(20
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:C拭居
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60分間　　洗浄　　　60分間　枕沖　ioサm　　洗浄

フナコシ技術レポート19より改変
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図5:免疫組織化学的染色方法(2)

固定(10‡中性緩衝ホルマリン執夜) :一晩
‡

細切(2i厚)

PBS浮遊
+

正常ヤギ血清: 30分
+

各種PG抗体:二晩
つ*

ビオテン化二次抗体: 40分
+*

0・3g過酸化水素処理: 2時間
*

パーオキシデ-ス標識ストレ7・トアピジン: 40分
†*

DAB発色:3分
†

スライドガラス貼布:一晩(so℃)

へマト キシリン
+

:刺

†

・圭

-rJ岩-

比染色:3分

(*:pbs洗浄　5分Ⅹ3回)



図6:実験Ⅱスケジュール

実敦的歯周炎親掛こおける各種PGの局在・分布
に関する検討

A :栂尖性歯周炎における検討
3D　5D IW 2W

1

小孔形成(噴合面)

B :辺縁性歯周炎における検討
3D　5D IW 2W

A

小孔形成く歯間郎)
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川　3H　12H　　　　　　　　2D　　3D　　　　7D

処鑑後経過時間

図17: lag/il PGE2単独投与群(PGEa投与群),未処置群

ならびに0.05%アルコール/生食水投与群(AL/PS
投与群)における破骨細胞数
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PGE2　投与誠庇

図24:各種濃度のPGEa投与開始12時間後の硬骨細胞数の変動
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図28: PGE2・Edx連続投与(PGEa+Edx投与群)後の
破骨細胞数の径時的変化
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川3H12HID203DID

Wft'&.ti首.川キ蝣irl
ltij
図29:PGEa単独投与(PGE2投与群)およびpGEa-Edx連続投与

(PGEs+Edx投与群)後の破骨細胞数の珪時的変化
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