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The aim of this study was to evaluate the bacteri-

cidal effect of polymorphonuclear leukocytes (PMN) .

For this purpose, we investigated the superoxide

anion (O2-) production of PMN obtained from peri-

pheral blood, or gingival crevicular fluid. Further-

more, we examined the myeloperoxidase (MPO) 

activity of PMN.

The results obtained were as follows.

1. There were the superoxide anion (O2-) release

of PMN obtained from peripheral blood, or gingival

crevicular fluid, when these cells were stimulated by

anaerobic bacteria.

2. Actinobacillus actinomycetemcomitans, or Bac-

teroides gingivalis, Capnocytophaga could strongly sti-

mulate PMN to release a large amount of O2-.

3. Both live cells and dead cells of Bacteroides

gingivalis could stimulate PMN to release a large

amount of O2-, but there was a decline of O2- release, 

when these cells were heated at over 80•Ž.

4. In some patient, MPO activity of PMN obtained

from inflamed gingival crevicular fluid was lower

than that of PMN obtained from peripheral blood.

These results indicated that a large amount of O2-

release was occurred at the gingival area of the

patients with periodontal disease. However, in some

patient, there was the reduction of MPO activity

which was important enzyme to produce the powerful

bactericidal oxygen radicals.

本論文の要旨は第26回 春季日本歯周病学会総会  (1983年6.月10日) お よび 第5回 日本 炎症学会 ワー クショップ (1984年7月14

日) において発表 した。
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要旨: 辺縁性歯周炎発症における多形核白血球 (PMN) の役割を調べるために, 末梢血及び歯肉溝i浸出PMNの

歯 周病原性細菌に対する活性酸素 (と くにスーパーオキサイ ド: O2-) の産生や ミエロペルオキシダーゼ (MPO) の

測定を行い以下の所見を得た。

1.健 康 ヒト末梢血, 歯周炎患者末梢血及び歯肉溝滲出液中のPMNは, いずれ も各種嫌気性菌に対 してO2-産

生 を示 した。

2.各 種嫌気性菌の比較では, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides gingivalis及 びcapnocytophaga

に対 してO2-産 生が強 く認め られた。

3. Bacteroides gingivalis菌 体に対するPMNか らのO2-産 生 は, 本菌が生菌の場合でも死菌の場合でも同程

度に認められたが, 80℃ 以上の熱処理を加えるとO2-産 生の低下が観察された。

4.PMNのMPO活 性 については, 歯 肉溝浸出液由来のPMNの 方 が末梢血よりも低下している症例が見 られ

た。

索引用語: 辺縁性歯周炎, スーパーオキサイ ド, 多形核白血球, 歯周病原性細菌, ミエ ロペルオキシダーゼ

緒 言

白血球による殺菌作用は, 細菌感染により発症する疾

患を考える際に非常に重要なことと考えられる。近年白

血球の殺菌作用については詳細な研究が行われ て い る

が, この殺菌機構はミエロペルオキシダーゼ (MPO) や

活性酸素などの酸素依存性のものと, リゾチームやラク

トフェ リンなどの酸素非依存性のものとに分類できる。

この酸素依存性殺菌系の中の活性酸素は殺菌過程で重要

な役割を果たすばかりでなく, 炎症部位における組織損

傷因子としても考えられている1～4) 。

1969年McCordら5) によって, スーパーオキサイ ド

ディスムターゼ (SOD) が発見されて以来, 活性酸素の

1つ であるスーパーオキサイ ド (O2-) に関する研究が数

多 く行われ, 種 々の生物活性や病的状態への関与が報告

されてきたが, 口腔領域特に辺縁性歯周炎の炎症局所に

おけるO2-の 役割についてはあまり報告が見られない。

そこで本研究は, 細菌感染により発症すると考えられ

ている辺縁性歯周炎の炎症局所に遊走してきた多形核 白

血球 (PMN) のO-2活 性 やMPO活 性 について検討を行

い, 歯肉溝におけるPMNの 役割を歯周病原性細菌と関

連させて明らかにしようとしたものである。

材料 と方法

1.細 胞調米青

末哨血PMNは ヘパ リン加静脈血 をsodium metri-

zoate-Ficoll溶 液 (Lymphoprep (R) ) に重層 し比重遠心法

に よ っ て分 離 したPMN画 分 か ら, プ ラ ズマ ゲル 沈 殿 法

や低 張 食 塩 水 に よ って 赤 血球 を除 き, 得 られ たPMNを

2×106cells/mlに な る よ うにKrebs-Ringer-phosphate

buffer (KRP-buffer) に懸 濁 させて 用 い た 。

歯 肉溝 浸 出PMNは 図1, 図2に 示 す よ うに, Gilson

図1 KRP-bufferの 入 った 資料 ビ ンAと 浸 出 液 回 収 用

の 資料 ビンB, 中央 はbuffer還 流 用 のMinipuls

ポ ン プ

図2 KRP-bufferに よる歯肉溝の洗浄 と浸出液の回収
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社 のminipulsポ ンプ を使 用 し流 出 量 を2.5ml/minに

調 節 し, 資料 ビ ンAのKRP-buffer約50mlを 還流 さ

せ て 歯 肉 溝 を洗 浄 し反 対 側 よ りバ キ ュ ーム を用 い て 資料

ビ ンBに 滲 出液 を回収 し, KRP-bufferで3回 洗 浄 後, 

得 られ た細 胞 を2×106cells/mlに な る よ うにKRP-buf-

ferに 懸 濁 させ た 。 ギム ザ 染 色, trypan blue染 色 で この

浸 出 細胞 の95%以 上 がviableなPMNで あ る こ と を

確 認 し, 歯 肉溝 浸 出PMNと して 実験 に用 い た。

2. O2-の 測 定 法

活 性 酸 素 の1つ で あ るO2-の 測 定 は, チ トク ロー ムC

還 元 法6) を用 い た 。即 ちPMN 250μlと, 酸 化 型 チ トク

ロムC (100μM, Sigma社) 及 び グ ル コー ス (5mM, 和

光 純 薬) を含 むKRP-buffer 2.25mlを 混 合 した37℃

の反 応 系 に, 各stimulant 200μlを 加 え生 じた 還 元型 チ

トク ロー ムCを2波 長 分 光 光 度 計 (日 立557) に よ り測

定 した (図3) 。 なお この 作 用 が活 性 酸 素 の 中 の02一 に よ

る もの で あ る こ と は, O2-を 不 均 化 す る酵 素 スー パ ー オ

キ サ イ ドデ ィ スム ター ゼ (SOD, 0.12mg/ml, Sigma社) 

添 加 に よ り反 応 が 消 失 す る こ とで 確 認 した 。

Stimulantと して は, 代 謝 誘 導物 質 で あ る ミ リス チ ン

酸 (5mM, Sigma社) , 走 化性 因子 で あ るFMLP (10-5

M, Sigma社) , 嫌 気 性 菌 は, 

Bacteroides gingivalis 381 株

B. interrnedius 20-3 株

B. melaninogenicus ATCC 25845 株

Capnocytophaga 25 株

Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 29523 株

Actinomyces viscosus ATCC 19246 株

Streptococcus mutans 6715 株

Streptococcus sanguis ATCC 10557 株

を用いた。各種細菌は液体培地で2～4日 間培養したも

のを10, 000×g20分 間の遠心により集菌 しKRP-buffer

で3回 洗浄後, KRP-bufferに 懸濁 させ島津分光光度計

UV-120に よ り吸光度を測定し生菌 として実験に使用し

た。また菌体の熱処理によるO2-産 生作用の影響を調べ

るため各細菌を, 60℃10分, 80℃10分, 120℃10分

 (オー トクレープ処理) の加熱処理を行いstimulantと

して使用した。

3. MPO活 性の測定法

酸素依存性殺菌系に重要な役割を果たすMPO活 性 の

測定は, グアヤコールの酸化反応7) によ り行 った。PMN

20μl, グアヤコール (40mM) 1ml, リン酸緩衝液 (pH.

7.0) 1ml, 2%セ タブロン20μlを 混合した37℃ の反

応系に, 0.3%H20250μlを 加 え生じた酸化型グアヤコ

図3 O2-測 定方法

図4 MPOの 測定方法

図5患 者 末梢 血PMNのFMLP, myristic acid

に対 す るO2-生 成 系

ール即ちテ トラグアヤコールを2波 長分光光度計 (目 立

557) によ り測定し (図4) , MPO活 性 とした。

結 果

図5, 図6は 患者末梢血及び歯肉溝浸出PMNのO2-

産生 を, 実 際に還元型チ トクロームCの 生成反応 として

表わしたものである。いずれの場合 もstimulant添 加後

にチ トクロームCの 還元が起き, SOD添 加 とともにその
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反応が消失していることがわかる。図7, 図8は 現在ま

でに検定を行っている24の 検体 (健 康 ヒト10名, 歯周

炎患者14名) を, 健康 ヒト末梢血, 患者末梢血, 患者歯

肉溝浸出PMNに 分 け, 各種stimulantに 対するO-2産

生量をまとめたものである。Capnocytophagaをstimu-

1antと した場合, 患者 末梢血PMNが 他の2者 に比較

してやや低いO2-産 生量を示 したが, そ の他のstimu-

1antで は3者 間に有意差は認められず, 患者 の歯肉溝に

図6患 者 歯 肉溝 浸 出PMNのFMLP, myristic

acidに 対 す るO2-生 成 系

図7健 康 ヒト末梢血, 患者末梢血, 患者歯肉溝浸

出PMNのmyristic acid, FMLPに 対する

O2産 生量の比較

図8健 康ヒト末梢血, 患者末梢血, 患者歯肉溝浸出PMNの 各種

嫌気性菌に対するO2-産 生量の比較
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遊走 してきたPMNに も末梢血PMNと 同様に強いO2-

産生能が存在することが示唆された。

図9は, B.gingivalis生 菌の吸光度 (560nm) の変化

に対する健康ヒト末梢血のO2-産 生量を表わしたもので

ある。菌数の増加 とともに, O2-産 生量 もふえているこ

とがわかる。

図10は, 各種嫌気性菌の濃度をO.D.5 (560nm) で

統一したものに対する健康 ヒト末梢血PMNのO2-産 生

量を比較したものである。各細菌間ではActinobacillus

が最 も高 く, その他B.gingvalisやcapnocytophaga

にも強いO2-産 生作用が見 られた。

図11は, 健康 ヒト末梢血に, B.gingivalis未 処置の

生菌, 60℃, 80℃, 120℃ (オ ー トクレープ) で10分 間

図9 B. gingivalis生 菌の各吸光度における健康

ヒト末梢血PMNのO2-産 生量の変化

図10健 康 ヒト末梢血PMNの 各種嫌気性菌 (O.D.5) に対するO2-産 生量の比較

書

図11 B.gingivalisの 各 種 処 理 に よ るO2-産 生

能 の変 動

図12患 者 末梢血PMNと 患者歯肉溝浸出PMNの

MPO活 性MPO活 性の測定はH2O2刺 激 によ

るテ トラグアヤコールの生成により行った
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処理したもの, 4℃ で好気的に1週 間保存しnon-viable

で あることを確認したものをstimulantと して加えた時

のO2-産 生量を比較したものである。生菌でも4℃ で

保存した死菌でも同程度のO2-産 生 が見 られたが, 80℃

以上の熱処理ではO-2産 生 の低下が認め られた。他の嫌

気性菌でも, 120℃10分 間のオー トクレープ処理で, A.

viscosus 36.2%, capnocytophaga 30.3%, Actinobaci-

llus 31.3%のO2-産 生量の低下が見 られた。また, ホ

ルマ リンやエタノールで処理したものでもO2-産 生が見

られたが, やや活性の低下が認められた。

図12は, 重症辺縁性歯周炎患者の末梢血PMNと 歯

肉溝浸出PMNのMPO活 性 を比較 したものである。

添加 されたH2O2をMPOが 分解 しその結果生 じるテ ト

ラグアヤコールの生成反応が示 されている。末梢血, 歯

肉溝PMNと もにMPO活 性 が認められたが, 歯 肉溝

PMNの 方が低下していた。現在5名 の患 者 につ い て

MPOの 測定を行っているが, その内4名 にこのような

傾向が認められた (図 表略) 。

考 察

PMNは 健康な歯肉溝あるいは辺縁性歯周炎における

ポケット浸出液中で多数を占める細胞 であり8～11) , 生体

防御の第一線 として働いている。このことは, PMNの

機能に障害のあるヒトや動物, た とえば周期性白血球減

少症12) , Chediak-Higashi syndrome13) , Lazy Leukocyte

Syndrome14) , 糖尿病15) な どで重症の歯周炎が見 られ る

事実か ら示唆される。また最近注目されるようになった

若年性歯周炎患者の多 くに好中球のchemotaxis低 下が

認められる16～18) ことか らも, PMNの 生体防御的役割が

推測される。

しかしなが ら同時に炎症局所においてPMNは, 組織

損傷の重要な因子としても作用 していると考えられてい

る。即ち辺縁性歯周炎においては, 歯 肉溝浸出PMNが

ライソゾーム酵素19～21) や活性酸素22) を放 出する こ とに

より歯周組織を破壊 していると考えられる。このように, 

炎症局所におけるPMNは 生体防御作用と組織に対する

為害作用とい う2面 性を保有 している23) 。

今 回我々は, 歯肉溝におけるPMNの 役割を明確にす

るために, 殺菌系および組織損傷因子の中で特に重要と

考えられている活性酸素の中の02-, 及 びH202を 基質

にして強力な殺菌系 (MPO-hydrogenperoxide-halide

system) を形成するMPOに ついての検討を行った。

まず歯肉溝浸出PMNの 採取方法であるがOppen-

heim24) やskapskiら9) の歯 肉溝洗浄法を改良して行っ

た。今回用いた方法では操作時間が多少かか る もの の

 (30分 ～60分) , 実験 に使用可能な大量の資料 を得ること

ができる。またポケット内壁を余 り傷つけない, 特 定の

部位からの採取も可能などの利点がある。

この採取された歯肉溝浸出PMNに ついて検討を行

ったところ, 辺縁性歯周炎の炎症局所に遊走 して きた

PMNに も末梢血PMNと 同様に強いO2-産 生能があ

ることが明らかとなった。これは健康なヒトの歯肉溝浸

出PMNのO2-産 生 を調べたCharon25) らの報告と一

致 し歯肉溝におけるPMNのO2-に よる強い殺菌作用

が推測された。またstimulantの 種類では走化性因子

であるFMLP若 年 性歯周炎の原因菌 として注目されて

いるA.actinomycetemcomitansやcalpnocytophaga26, 27) 

そ して辺縁性歯周炎の炎症局所から高頻度に分類される

B.gingivalis27～29) に対 して濃度依存的に高いO2-産 生

作用が見 られた。このことから, これ らの細菌が高率に

そして特異的に認め られる歯周ポケット内 で は, PMN

によるO2-産 生 が絶えず引き起こされその結果生 じる種

々の活性酸素 (1O2, H2O2, OH-) がO2-と 同様に, 殺菌

作用だけでなく直接の組織損害, プ ロスタグランデイン

や過酸化脂質の形成, 赤血球やPMN, リンパ球障害等, 

生体損傷因子 として働いていることも推測される30) 。 ま

た歯周組織においても, 基 質のproteoglycanやhy-

aluronicacidを 破壊し22) , 噛 周炎を増悪 させていると

考えられる。

酸素依存性殺菌系の中のMPOに ついて は末 梢 血

PMNに 比べてその程度がやや低かったものの, 歯 肉溝

浸出PMNに も活性が認め られ, O2-か ら誘導 される

H2O2が このMPOの 助 けによりハロゲン化物 と化合 し

たり, 活性酸素の中で最も殺菌作用の強い1O2 (一 重項

酸素) を発生 させたりして, 歯肉溝における殺菌作用や

歯周組織への障害作用を引き起こしているものと推測さ

れる。B.gingimlisやCapnocytophagaはSODを 保

有 しており31, 32) , PMN由 来 のO2-を 不均一化すること

によって酸素依存性の殺菌系に抵抗することも考えられ

るため, これ らの菌に対する実際のO2-の 殺菌作用につ

いては今後の検討が必要 と思われる。

これら歯周病原性細菌のPMNに 対するO2-産 生作

用物質については, その 中でも特に重要 と考えられるB.

gingivalisに ついて検討を加えた。その結果, B.gin-

givalisのO2-産 生作用は, 80℃ 以上の熱処理で低下す

ること, またその他の菌についても120℃ のオー トク

レープ処理で30～40%低 下することか ら, 易熱性の物
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質の関与が推測された。このO2-産 生 に関与する細菌物

質については現在検討中である。

結 論

辺縁性歯周炎患者の末梢血や歯肉溝の多形 核 白血 球

 (PMN) の活性酸素 (と くにスーパーオキサイ ド: O2-) 

の産生や活性酸素産生系に関与するミエロペルオキシダ

ーゼ (MPO) の測定を行い以下の所見を得た。

1.歯 周炎患者末梢血及び歯肉溝浸出PMNは 健康ヒ

ト末梢血PMNと 同様に強いO2-産 生 がみ られた。各種

嫌気性菌に対する反応 を測定 したところ, 特 にActino-

bacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides glngivalis

及びcapnocytophagaに 対 して高いO2-産 生が認め られ

た。

2. B.gingivalis菌 体 に対するPMNのO2-産 生

は, 本菌 を80℃ 以上加熱すると低下することが観察さ

れた。

3.PMNのMPO活 性 については, 歯肉溝浸出液由

来のPMNの 方が末梢血よりも低下 している症例がみ ら

れた。
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