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義歯性口内炎におけるcαπ由ぬα砺cαπs
抽出マンナンの病原性に関する研究

　　　　　　　　高　橋　義　和

岩手医科大学歯学部口腔微生物学講座（主任：金子克教授）

　　　　　　　〔受付：1986年10月14日〕

　抄録：．義歯性口内炎患者の義歯床粘膜面denture　plaqueから分離したCαπ読∂ααZbicαηs

（serotype　A）T株の表層多糖体である菌体抽出画分（粗多糖体，粗マンナン，中性マンナン，酸性マ

ンナン）を分離，精製し，これらの菌体抽出画分を抗原として，Cα肪‘cαπs死菌感作モルモットに対

しての遅延型皮膚反応試験，マクロファージ遊走阻止試験を行った。また，菌体抽出画分の起炎性を調

べるため皮膚毛細血管透過性元進試験を行った。さらに，ラットロ蓋粘膜に粗多糖体を塗布し，口蓋床

を装着し組織学的観察を行い，以下の結果を得た。

1．遅延型皮膚反応試験では粗多糖体にのみ強い遅延型皮膚反応活性を示し，マクロファージ遊走阻止

　試験ではいずれのC．α伽cαπsT株菌体抽出画分にもマクロファージ遊走阻止活性を示した。これ

　らのことからC．α伽cαπ8T株抽出マンナンに遅延型アレルギー活性があることが認められた。

2．皮膚毛細血管透過性充進試験ではいずれのC．αZ玩cαπsT株菌体抽出画分にも起炎性が認められ

　た。

3．ラットロ蓋粘膜に粗多糖体を塗布し，口蓋床を装着したラットロ蓋粘膜における組織学的観察では，

　慢性炎症性所見が認められた。

　以上の結果から，C．αZ6‘cαπs抽出マンナンは義歯性口内炎の病因の一っとして深く関与しているこ

とが示唆された。
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緒 言

　義歯性口内炎の原因にはレジン義歯床内の残

留モノマーによるレジンアレルギー反応や，内

分泌障害（糖尿病，甲状腺機能低下症など），

栄養不良，悪性腫瘍における悪液質などによる

全身的因子と，denture　plaqueや機械的刺激な

どによる局所的因子とが考えられている。これ

ら諸因子に起因した義歯性口内炎の臨床的，基

礎的研究’～3）は従来から多数みられる。特

に，本実験で取り上げたdenture　plaque中の

cαπ読血α砺cαπsと義歯性口内炎とに関する

報告4～6）も多い。従来，Cα厄Cα酪による義

歯性口内炎の発現は，σα砺cαπsが生成する

hydrolytic　enzymeによる上皮表面の破壊7）

や，遅延型アレルギー反応6・8）によるものとが

考えられている。しかし，その起炎物質がσ

α厄cαπs菌体のいずれの構成成分に由来したも

のであるかにっいての報告はない。

　そこで，著者は義歯性口内炎患者の義歯

床粘膜面denture　plaqueからσαZ6‘cαπs

（serotype　A）T株を分離し，そのσαZ6‘cαπs

から細胞壁構成成分であるマンナンを抽出し，

その物質の免疫学的および起炎性について検討

した。さらに，Olsenら9）の方法に従い，口蓋
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床下粘膜に粗多糖体を塗布し，実験的義歯性口

内炎とc．α甑cαπ8抽出マンナンとの関連性を

組織学的に検討した。

実　験　方　法

1．実験動物

　遅延型皮膚反応試験マクロファージ遊走阻

止試験および皮膚毛細血管透過性冗進試験には，

体重400～450gのHartley系雄性モルモット

（クリーン：静動協）を，実験的義歯性口内炎

の組織学的検討には体重350gのWistar系雄性

ラット（SPF：日本クレア）を使用した。

2．供試菌株

　義歯性口内炎患者の義歯床粘膜面に付着して

いたdenture　plaqueから分離したCαZbicαπs

（serotype　A）T株である。

3．培地と培養法

　使用した培地はSabouraud斜面寒天培地と

山本ら1°）による液体培地（組成：Na、HPO、0．4

g，KH2PO41．2g，　MgSO4・7H200．1g，　NaCl

2．Og，グルコース40．Og，カザミノ酸10．Og，蒸

留水1，000ml，　pH6．0）である。

　培養は初め，Sabouraud斜面寒天培地に37℃，

24時間培養したCαZb↓cαπsT株を上記液体培

地200mlに1白金耳接種し，37℃，24時間振還

培養した。その後，この前培養液5mlずっを上

記液体培地500mlの入ったコルベン56本に接種

し，計28⑫を37℃，24時間振盟培養した。

4．Cα砺cαπ8菌体抽出画分の分離と精製

　前述の方法で培養したCαZbicα㎎T株を

5，000r．p．m．10分間遠心して集菌し，生理的食

塩水にて4回洗浄を行って湿潤菌体を得た。湿

潤菌体はFig．1に示すGorinら11）の方法で，2

％KOHで100℃，2時間加熱処理して酢酸で

中和後遠心し，上清にメタノールを加えて沈澱

させ粗多糖体を得た。次いで，粗多糖体に

Fehling液を加えて沈澱させた銅一マンナン錯

化合物を水に懸濁させ，Amberlite　IR－120Bを

加え振盟してから濾過し，濾液にメタノールと

数滴の濃塩酸を加えて沈澱させ粗マンナンを得

た。粗マンナンをDEAE－Cellulose（酢酸型）
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カラム（2．64×40cm）にかけ，流速20ml／hr

で，水溶出し，次いで0．01M－NaC1，0．5M－NaC1，

さらに1M－NaClで段階的に溶出し，それぞれ

5mlずっ分取して，波長280mmおよびphenol一

硫酸法12）による波長490nmでの吸光度を測定し

た。水溶出が中性マンナンであり，1M－NaCl

溶出が酸性マンナンである。中性マンナンは再

びDEAE－Celluloseカラムにかけ水溶出を行っ

て精製した。

5．菌体抽出画分の化学分析

　菌体抽出画分（粗多糖体，粗マンナン，中性

マンナン，酸性マンナン）の糖の定量には

phenol一硫酸法を用い，波長490nmで吸光度を

測定し，mannose量として算出した。蛋白の

定量にはLowry－Folin法’3）を用い，波長750nm

で吸光度を測定し，ウシ血清アルブミン量とし

て算出した。リンの定量はFiske－Subbarow

法14）により波長660nmで吸光度を測定し算出し

た。吸光度は島津社製分光光度計UV－210を使

用し測定した。

6．遅延型皮膚反応試験（delayed　skin　re－

　action　test：SR試験）

　1）免疫方法

　Cα伽cα田T株菌液にホルマリンを0．4％に

なるように加え，4℃で3日間放置後精製水で

洗浄し，アセトンで乾燥し，その2mgを生理

的食塩水0．4mlに懸濁し，　Freund’s　complate

adjuvant（和光）と1：1に混合してモルモッ

ト四肢足蹟皮下に0．2mlずっ計0．8mlを1回注

射した。鈴木ら19）の方法に準じ，注射後12日経

過したものをCα伽cα酪死菌感作モルモット

として実験に使用した。

　2）遅延型皮膚反応試験

　上記の方法で感作したモルモットの背部を剃

毛し，各菌体抽出画分50μgずっを0．1m1の生理

的食塩水に溶かして皮内接種し発赤，硬結の出

現ならびにその程度を48時間経時的に観察した。

モルモット1匹にっき各菌体抽出画分1個所ず

っ接種し計10匹にっいて観察した。

7．マクロファージ遊走阻止試験（macro－

　phage　migration　inhibition　test：MI試験）
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Harvested　cells

Washed　with　O．85％NaCl

Suspended　in　2％KOH　and　extracted　100℃，2hr．

Neutralized　with　20％CH3COOH
Centrifuged　at　9，000r．p．m．，10min．

Sup．

Evaporated

Precipitated　with　4vols．　of　MtOH

Centrifuged　at　9，000r．p．m．，10min．

Ppt．

Ppt．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sup．

　　　　　Washed　with　MtOH

　　　　　Dried　by　acetone

Crude　polysaccharide
　　　　　Dissolved　in　dist．　water　by　heating　at　100℃，2hr．

　　　　　Centrifuged　at　9，000r．p．m．，10min．

Sup． 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ppt．

Addition　of　Fehling’s　solution（Copper　complexes）

Centrifuged　at　9，000r．p．m．，10min．

Ppt． 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sup．

Washed　with　2％KOH　and　then　MtOH

Decomposed　by　shaking　in　water　with　Amberlite　IR－120B，1hr．

Filtration

Evaporated

Poured　into　MtOH　and　added　of　same　drops　conc．　HCl

Centrifuged　at　9，000r．p．m．，10min．

Ppt．

　　　　　Washed　with　MtOH

　　　　　Dried　by　acetone

Crude　mannan

Sup．

Dissolved　in　dist．　water

DEAE－Cellulose（acetate　type）

Eluted　with　dist．　water

DEAE－Cellulose　rechromat．

Evaporated

Dialysis

Precipitated　with　MtOH

Washed　with　MtOH
Dried　by　acetone

Neutral　mannan

Eluted　with　IM－NaCl

Evaporated　with　MtOH
Dialysis

Precipitated　with　MtOH

Washed　with　MtOH

Dried　by　acetone

Acidic　mannan

Fig．1　The　procedures　of　separation　and　purification　of　the　several　fractions　from　C．αZbicαπs．

　　1）免疫方法

　モルモットの感作方法は，遅延型皮膚反応試

験と同様の方法で行った。

　　2）細胞培養液

　Eagle’s　MEM培地（ニッスイ）に56℃，30

分間加熱し非働化したウシ胎児血清（Gibco）

を20％の割合で加えて使用した。

　　3）マクロファージ遊走阻止試験5）

　C、α砺cαπs死菌作モルモットの腹腔内に滅

菌した流動パラフィン20mlを刺激剤として投
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与し，3日後に腹腔内をヘパリン（8U／ml）

加Hanks液100mlで洗浄しながら腹腔浸出細

胞を採取した。分液ロートで流動パラフィンを

分離除去後，浸出細胞液を1，000r．p．m．4分間

遠心し，沈渣細胞を細胞培養液に再浮遊後800r．

p．m．3分間遠心して上清を捨て，沈渣細胞の約

10倍量の細胞培養液を加えて細胞浮遊液（L2

×107cells／ml）とした。次いで，細胞浮遊液

を一端を閉じたヘマトクリット毛細管（外径

1．45～1．65mm，長さ75mm：テルモ）に詰め，

閉管部を下にして800r．p．m．3分間遠心し閉管

端から7～8mmのところまで細胞を詰めた。

この毛細管を細胞と上清との境界面で切断し，

シャーレ（内径27mm，高さ13mm）1個に毛

細管2本ずっを入れ動揺しないように固定し，

抗原として各菌体抽出画分100μg／mlを含む

細胞培養液と抗原非添加の細胞培養液を別個に

加えたものを作り，カバーグラス（50×35mm）

をのせて密閉した。次いで，5％炭酸ガス培養

器中で37℃，24時間培養した。ヘマトクリット

毛細管の開放端より遊走した細胞の面積を20倍

に拡大して顕微鏡写真を撮り，その面積を求め

た。遊走阻止率（MI率）は，次の式により算

出した。

MI率（％）一 （一耀㌶纏鑛）・1・・

8．皮膚毛細血管透過性元進試験（permeability

　increasing　factor　test：PF試験）

　剃毛したモルモット背部皮内に0．5mg／ml，

5mg／m1，50mg／m1に調整した各菌体抽出

画分0．1mlをそれぞれ2箇所ずっ接種し，1時

間後に5％ポンタミンスカイブルー液を耳静脈

より1．2ml／kgの割合で注射した。1時間後に

モルモットの頸動脈を切断して屠殺し，充分に

脱血後，青染した局所皮膚を全域剥離摘出した。

モルモットは各菌体抽出分画について5匹ずつ

の計20匹を使用した。

　血管より透過した局所の色素の定量は

Haradaら16）の方法に準じて測定した。すなわ

ち，摘出皮膚片を細切し，アセトンと0．5％

Na、SO、溶液の混合液（混合比7：3）中に入
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れ，室温で24時間放置後，300r．p．m．10分間遠

心し，上清を波長620nmで吸光度を測定した。

透過色素量は標準曲線より求め，有意性の検定

はStudentのt検定を用い，危険率5％以下の

場合有意差があると判定した。

9．実験的義歯性口内炎の組織学的観察

　1）実験動物

　実験にはラット13匹を用い，未処置群（3匹），

口蓋床のみ装着群（5匹），口蓋床下粘膜に粗多

糖体を塗布した群（5匹）に分けた。飼育には

オリエンタル酵母実験動物用飼料（M粉末）を

与え，自由給水とした。実験前にラットロ蓋粘

膜でのCα城（血の量を調べSPFであるかを確

かめるため，口蓋粘膜を滅菌綿棒でぬぐい，カ

ンジダGE培地（ニッスイ）に37℃，48時間培

養し，カンジダチェック（ヤトロン）を用い血

清学的同定を行った。

　2）麻酔

　麻酔はネンブタール（Abbot七Laboratories）

40mg／kgをラット腹腔内に注射して行った。

　3）口蓋床の作製と装着

　口蓋床は石膏模型上で即時重合レジン（ユニ

ファーストOGC社）を用いて作製した。装着

は，ラットを麻酔した後，上顎切歯の歯頸部近

心側に切痕を入れ，金属ボルト（直径1mm，

長さ6mm）を挿入し，突き出た部分に筆づみ

法によって即時重合レジンを盛り口蓋床と連結

した。下顎切歯先端部は臼歯部が咬合するよう

に咬合調整した。そして，口蓋床下粘膜に粗多

糖体を塗布した群では，粗多糖体（乾燥重量4

mg）を週2回ずっ6週間にわたって口蓋床下

粘膜に塗布した。また，口蓋床のみ装着群では，

口蓋床下粘膜に粗多糖体を塗布した群と同時期

に週2回口蓋床の着脱，清掃を行い，6週間に

わたって口蓋床を装着した。

　4）組織切片の作製

　実験開始6週目にすべてのラットを屠殺し，

口蓋部を摘出し，ただちに10％中性緩衝ホルマ

リンで固定した。その後，脱灰，脱水しパラフィ

ンに包埋した。組織切片は口蓋部を正中付近よ

り矢状断方向に薄切（4μm）し，haematoxy一
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1in　eosin染色を施して光顕的に観察した。

　　　　　　　結　　　　　果

1．ααひicα酪菌体抽出画分の分離と精製

　液体培地282で培養したCαZbτcαπsT株は

湿潤体量で180g，そして得られた粗多糖体は

9．Ogであった。さらに粗多糖体から得られた粗

マンナシは3．59で，次いで，粗マンナンから中

性マンナン0．4g，酸性マンナン2．Ogが得られた。

DEAE－Celluloseカラムによる中性マンナン，

酸性マンナンの分画の結果，Fig．2のような溶

出曲線が得られた。すなわち，水溶出する部分

には，波長280nmおよびphenol一硫酸法による

波長490nmの吸収のいずれにおいても単一のピー

クがみられた。1M－NaCl溶出する部分には水

溶出の場合と異なり，波長280nmの吸収のピー

クがいくっか生じた。

　水溶出マンナン（中性マンナン）と1M－NaCl
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溶出マンナン（酸性マンナン）は，phenol一硫

酸法による波長490nmの吸収ピークを示す部分

を分取して，濃縮，透析を行った。

2．菌体抽出画分の化学分析

　菌体抽出画分の化学分析の結果はTable　1に

示す。粗多糖体では，糖量は他の菌体抽出画分

に比較して幾分少なかったが，蛋白量やリン量

は他の菌体抽出画分より著しく多かった。粗マ

ンナン，中性マンナン，酸性マンナンでは，糖

量は同程度の量を示し，蛋白量は中性マンナン

と酸性マンナンでは差異がなく，粗マンナンで

はそれらの2倍程度の量を示した。また，リン

量は中性マンナンでは検出されず，酸性マンナ

ンでは痕跡程度であった。

3．遅延型皮膚反応試験（SR試験）

　SR試験の結果Table　2に示す。すなわち，

Cα厄cαπ8死菌感作モルモットにおいて，粗
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　　Fig．2　DEAE－Cellulose　column　chromatogram　of　the　crude　mannan
　　　　　extracted　from　C．αZbτcαπs．

　　　　　The　column（2．64×40cm）was　first　eluted　with　water，　and　then

　　　　　with　step　wise　of　O．01M，0．5M　and　IM－NaC1．　Fractions　were

　　　　　collected　at　a　flow　rate　of　20m1／hr　and　measured　for
　　　　　absorbency　at　280nm　（　　　）and　by　pheno1－sulfuric　acid
　　　　　method　C－一一一一）．
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　　　Table　l　Analyses　of　several　fractions　from　C．αZb‘c仇s
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Fractions

　　　Crude

polysaccharide
Crude

mannan
Neutral

mannan

Acidic

mannan

Carbohydrate

　　Protein

Phosphorus

81

18．0

1．09

97

0．65

0．10

99

0．28

　0

99

0．38

0．03

Table　2

Carbohydrate，　protein　and　phosphorus　contens　were
pheno1－sulfuric　acid　method，　Lowry－Folin　method　and
rnethod，　respectively．（％）

Delayed　skin　reaction　test　of

with　C．αZ疏cαπs　whole　cells．

assayed　by　the
Fiske－Subbarow

C．　αZb‘cαπs　antigens　in　guinea　pigs　sensitized

Antigen
fractions

Delayed　skin　reaction　factor　test

6hr 9hr 12hr 18hr 24hr 48hr

　　　Crude
polysaccharide

　　　Crude

　　　mannan

　　　Neutral

　　　mannan

　　　Acidic

　　　mannan

51．6±2．6 78．8±3．9

9．2±2．0

96．3±4．3

14．5±1．7

123．8±5．8

　19．3±1．6

49．2±5．0

9．1±1．3

Mean　induration±S。E．（mm2）of　ten　animals．

Table　3 The　effects　of　different　antigen　fractions　on
inhibition　　tests　of　peritoneal　exudate　cells
sensitized　with　C．αZb‘cαπs　whole　cells。

the　macrophage　migration
obtained　from　guinea　pigs

Antigen　fractions
　　　Crude

polysaccharide
Crude

mannan

Neutral

mannan

Acidic

rnannan

Average　inhibition（％） 38．3±3．0 42．0±3．8 63．3±5．7 59．6±5．9

Mean　inhibition　of　migration±S．E．
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　＼「一已r－
SQ5550（mg／m」）

Crude　mannan

　　Neutral　mannan
Permeability　increasing　factor　test
C．αZbτcαπs　in　guinea　pigs．

Vertical　bars　represent　S．E．　of　the　mean．

S：Saline

多糖体接種群は処置後9時間目に発赤と硬結が

観察され，24時間後で反応は最大に達し，その

範囲は直径10mm以上となり強い遅延型皮膚反

応活性（SR活性）を示した。粗マンナン接種

群では12時間後にわずかに発赤がみられ，24時

間で反応が最大に達したが，そのSR活性は粗

多糖体接種群に比較してきわめて弱かった。こ

れに対して，中性マンナン，酸性マンナンでは

いずれもSR活性は認められなかった。

SO5550（mq／m1）

　Acidic　mannan
of　several　fractions　from

4．マクロファージ遊走阻止試験（MI試験）

　MI試験の結果はTable　3に示す。すなわち，

Cα伽cαηs死菌感作モルモットにおけるMI

率は，中性マンナンと酸性マンナンではそれぞ

れ63．3±5．9％，59．6±5．0％であり最も強いマ

クロファージ遊走阻止活性（MI活性）を示し

た。粗多糖体と粗マンナンでは中性マンナン，

酸性マンナンに比較してMI活性は低かった。

5．皮膚毛細血管透過性冗進試験（PF試験）
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Fig．4　Section　from　clinicaUy　healthy　pal－

　　　atal　mucosa　of　a　non－treated　Wister

　　　rat，　Note　　the　　orthokeratinized

　　　epithelium，Haematoxylin　and　eosin
　　　stain，（a）×45，（b）×132．
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Fig．5　Palata］sectlon　from　the　rat　fitted

　　　with　an　acrylic　plate　for　6　weeks
　　　but　not　lnoculated．　Note　the　lack　of

　　　inflammatory　changes．　Haematoxylin
　　　and　eosin　stain，（a）x45，（b）×132，
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　PF試験の結果はFig．3に示すように，粗多

糖体中性マンナン，酸性マンナンでは用量依

存的に透過色素量が増加した。粗マンナンでは

用量0．5～5mg／mlの範囲で用量依存性であっ

たが，5mg／mlと50mg／mlの間では，有意差

は認められなかった。

6．実験的義歯性口内炎の組織学的観察

　実験前に13匹のラットの口蓋粘膜を滅菌綿棒

でぬぐいCα城血の有無を調べた結果，9匹

からCαZb‘cα酪（serotype　A），　C　ZropicαZ‘s，

CgZαbrα亡αがわずかに検出された程度であり

全てのラットがSPFであることが確認された。

　1）未処置群の組織学的所見

　粘膜上皮の厚さは約120μmで，いずれの部

位でもほぼ均一であった（Fig．4）。また表層

には約30μmの厚さの角化層が全体にわたって

みられ，角化層直下の穎粒層にはケラトピアリ

ン穎粒を有する偏平な細胞が規則的に配列して
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　　　　　メ羅誤ぽ・で∵　　孟

Palatal　section　6　weeks　after　inocu－

lating　with　crude　polysaccharides
and　fitting　with　an　acrylic　plate．

Note　acanthosis，　subepithelial　chron－

ic　inflammation　　and　　edema，
Haematoxylin　and　eosin　stain，
（a）×45，（b）x132．

いた。有棘層の厚さは一般に薄いが，細胞配列

は規則的であった。また基底層は2，3層の円

柱細胞よりなり規則的に配列していた。なお，

基底層は軽度の波状がところによりみられるが，

上皮稜の形成は認められなかった。

　固有層は相対的に骨組織よりも厚さが薄くなっ

ていた。口蓋骨面は平坦であり骨の吸収，添加

を示唆する所見は認められなかった。

　2）口蓋床のみ装着群の組織学的所見

　粘膜上皮の厚さは約100μmで，未処置群と

同様にほぼ全体にわたってその厚さは均一であっ

た（Fig．5）。表層の角化層は約30μmの厚さ

で，粘膜上皮全体をおおっていた。穎粒層，有

棘層，基底層の細胞配列は未処置群と同様であっ

た。

　固有層の厚さは未処置群に比較して，若干，

幅広くなっていた。口蓋骨面は平坦で骨の吸収，

添加を示唆する所見は認められなかった。

　3）口蓋床下粘膜に粗多糖体を塗布した群の

組織学的所見

　粘膜上皮の厚さは約220μmで他の2群に比

較して全体に厚くなっていた（Fig．6）。また，

表層には平均50μmの角化層が認められたが，

角化層の厚さも均一性の欠如がみられた。穎粒

層の厚さは他の2群に比較して厚くなっており，

式∵∴！㍉，。ごパ∵㌧ジパ　1．

㌧髪瀞凝燃∫誌

　　　　　　　　つ　ク　に　　　　　　　　ヂ　　　　　　　　　　コ　　　　　　し

　　　，ニ　　ー．汐～　　’苦
　　　　ヂ　　ヤロ　　　　　　でタ　　　　　　　　　　　　　　テ　コ
　　　　　　　　トかメ　も

ム〆聲・三’∴’

また，有棘層の肥厚（acanthosis）もみられた。

基底層は他の2群の直線的な配列と著しく異な

り，配列が不規則になり固有層に向かって伸長

する発達した上皮稜がみられた。

　固有層の厚さも他の2群に比較して厚く，小

円形細胞浸潤がび慢性に認められた。また浮腫

を認めるものもあった。口蓋骨面は骨の吸収の

ため粗縫となり，骨組織の厚さは他の2群より

著しく厚さが減少していた。

考 察

　cα砺cαπ8の細胞壁の構成は細菌類のそれ

とは著しく異なっていることはよく知られてい

る。すなわち，一般の細菌類に存在するペプチ

ドグリカンやタイコ酸などはCα1玩cαπ8には

まったく存在せず，これらに代わる硬状な構成

材である不溶性多糖体のβ一グルカンが内層に

存在している。さらに，その外側には水溶性

多糖体のマンナンや蛋白に富む層が存在し，

Sakaguchiら17）はこの表層多糖体のマンナンは

Cα砺cαη8の抗原活性を担っていると報告し

ている。また，坂口ら18）は内層のグルカンは，

人工抗原の場合は別として，生菌細胞壁の構成

成分そのままのグルカンは，抗原活性をほとん

ど発揮しないと報告している。従来より義歯性
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口内炎の原因の一っとしてdenture　plaque中

のcα砺cαπsの存在があげられているが，σ

α砺cα船のどの構成成分が原因物質であるかに

ついて検討した報告はない。そこで，著者はC

α伽cα碇の表層多糖体の一つであるマンナンを

分画し，義歯性口内炎におけるCα砺cαπs抽

出マンナンの病原性について検討した。

　著者の行った免疫学的反応試験，特に，遅延

型皮膚反応試験（SR試験）ならびにマクロファ

ー ジ遊走阻止試験（MI試験）の実験結果では，

遅延型皮膚反応活性（SR活性）は粗多糖体に

のみ強く認められ，粗マンナンではわずかに認

められた。しかし，中性マンナン，酸性マンナ

ンではSR活性は認められなかった。これらの

結果は鈴木ら19）の報告と一致している。また，

青木ら2（）はcα砺cαπs菌体から蛋白および多

糖体画分を分離し，SR活性は蛋白画分にあり，

粗多糖体のSR活性は混在する蛋白に由来する

とした。このことから，本実験でみられた粗多

糖体，粗マンナンのSR活性も混在する蛋白に

由来する可能性が示唆される。

　MI試験においては，いずれのCαZbi6απs　T

株菌体抽出画分にもマクロファージ遊走阻止活

性（MI活性）が認められた。特に，粗多糖体

に比較して精製した多糖体にMI活性が強く認

められる傾向が示された。これらの結果は，

鈴木ら19）の報告と一致している。阿多ら21）も

C．α甑cαれs感染モルモットにおいて多糖体の

精製度が高いほどMI活性が強くなる傾向にあ

ることを報告している。いずれにしても，多糖

体がMI活性の主要な成分であると考えられる。

しかし，精製多糖体をσα伽cαπ8死菌感染モ

ルモットに用いた著者の実験では，SR試験と

MI試験とで相異なる反応性を示した。その理

由にっいては明らかではないが，橋本ら盟）は，

多糖体はマクロファージ遊走阻止因子を産生さ

せることは出来るが，いくつかの因子の総和と

　して表現される遅延型皮膚反応因子を産生させ

ることはできないと考察している。本実験では

使用した義歯性口内炎患者の義歯床粘膜面

denture　plaqueから分離したCαZb乞cαπs　T株
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の菌体抽出画分には、遅延型アレルギー反応を

引き起こす抗原活性が備わっていることが認め

られた。

　なお，皮膚毛細血管透過性冗進試験（PF試

験）では，いずれのσα厄cαπ8T株菌体抽出

画分にも皮膚毛細血管透過性元進活性（PF活

性）が認められた。これと同じく，PF活性を

示すものにはコレラ菌の産生するコレラ毒素鵬

（choleratoxin）があるが，コレラ毒素は分子

量84，000の蛋白物質で外毒素であるのに対し，

C．α甑cαηsからの菌体抽出画分は細胞壁構成

多糖体で内毒素的要素をもっ物質⑳であるとい

われている。Maibachら蕊）は皮膚カンジダ症の

原因は，多量のCα㎡‘《血死菌表層から遊離さ

れる内毒素様物質であることを報告している。

しかし，その後カンジダ症の原因を，（】απ読血

菌体表層から遊離される内毒素であろうとする

報告はみられないが，最近，岩田ら26）によって抽

出された酸性単純蛋白毒素であるcanditoxin

や，山本ら1°）によって抽出された糖蛋白毒素が

注目されるようになってきた。

　著者は，SR活性およびMI活性を有する粗

多糖体を実験的にラットロ蓋床下粘膜に塗布し

口蓋床を装着した群と，口蓋床のみ装着群との

口蓋粘膜の組織学的比較観察では，ロ蓋床のみ

装着群は未処置群の粘膜上皮，固有層および骨

組織とほぼ同様の組織所見を示し，組織学的に

はあまり大きな差異は認められなかった。

Shakirら”）もこれと同様な結果を報告している

が，Olsenら9）は2週間の口蓋床装着で軽度の

炎症を引き起こしたと報告している。

　口蓋床で口蓋を覆うことは食渣が床下に停滞

し，さらに常在する細菌や真菌を増殖させる可

能性があるが，本実験では週2回ロ蓋床の着脱，

清掃を行ったため，口蓋床粘膜面ならびに口蓋

粘膜の清潔が保持され，炎症の発現がみられな

かったと思われる。

　粗多糖体を口蓋床下粘膜に塗布した群では，

粘膜上皮は有棘層肥厚を示し，基底層は配列が

不規則になり上皮稜の発達がみられた。固有層

内には小円形細胞浸潤がび慢性に認められ，さ
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らに浮腫を認めるものもあり明らかな慢性炎症

の組織所見を呈していた。Olsenら9）やShakir

ら解）は口蓋床下粘膜にσαz6‘cα腐を塗布した

実験で，粘膜上皮は錯角化，有棘層肥厚を示し，

固有層内には中等度の慢性炎症性細胞の浸潤と

膿瘍の形成を認めたと報告している。本実験で

の粗多糖体を口蓋床下粘膜に塗布した群の炎症

性変化は，σα砺cα船を口蓋床下粘膜に塗布

した群と比較して弱かった。

　本実験でのCα厄cαπsT株菌体抽出画分が

内毒素様物質であるかどうかは不明であるが，

起炎性物質であることは明らかである。もしも，

義歯性口内炎がいずれの原因で起きても，さら

に粘膜上皮に外傷性傷害がおき粘膜上皮の透過

性がア［進されれば，その結果，起炎性物質が容

易に影響し，その起炎性因子により病状がさら

に悪化する可能性が推察される。

　Budtz－Jφrgensen　6）はサルを用いた実験で，

義歯性口内炎の原因をσα砺cα醍に対する遅

延型アレルギー反応と考えた。さらに，Budtz－

Jφrgensen　8）は義歯性口内炎を引き起こしたサ

ルの血清を用いて，MI試験での遊走阻止率の

上昇を認めた。実験的義歯性口内炎の組織学的

所見のみからは，慢性炎症性変化が粗多糖体に

よる遅延型アレルギー反応によって生じたもの

か，あるいは直接起炎性因子によるものなのか

は明らかではない。いずれにせよ，Cα砺cαπ

8の細胞壁を構成しているマンナンが義歯性ロ

内炎の病因の一つとして深く関与している可能

性が本実験から示唆された。

結 論

義歯性口内炎患者の義歯床粘膜面denture

岩医大歯誌　11：246－258，1986

plaqueから分離したσαZbjcα厄（serotype

A）T株の表層多糖体（マンナン）である菌体

抽出画分の遅延型アレルギー活性を検討するた

め，Cα厄cα閥死菌感作モルモットに対する

遅延型皮膚反応試験およびマクロファージ遊走

阻止試験を行い，また，起炎性を検討するため

皮膚毛細血管透過性元進試験を行った。さらに

ラットロ蓋粘膜にCα砺cαπ8T株菌体抽出画

分の一つである粗多糖体を塗布し口蓋床を装着

し組織学的観察を行い，以下の結論を得た。

1．義歯性口内炎患者の義歯から分離したσ

　α16‘cα閥T株から抽出したマンナンには遅延

　型アレルギー活性をもっていることが認めら

　れた。

2．σα砺6απ8T株抽出マンナンには起炎性

　が認められた。

3．Cα翫cαπsT株抽出マンナンは慢性炎症

　の組織変化を引き起こすことが認められた。

　以上の結果から，σα砺cαπs抽出マンナン

は義歯性口内炎の病因の一っとして深く関与し

ていることが示唆された。

謝 辞

　稿を終わるにあたり，本研究に際し終始ご懇

篤なるご指導とこ校閲を賜りました岩手医科大

学歯学部口腔微生物学講座　金子克教授，また

ご専攻の立場からご指導を賜りました岩手医科

大学歯学部歯科補綴学第二講座　石橋寛二教授，

口腔病理学講座　鈴木鍾美教授，歯科薬理学講

座伊藤忠信教授ならびに吉田煕講師に深く感

謝の意を表します。

　あわせて，日頃ご助言ご鞭燵を頂きました教

室員各位に対し，感謝の意を表します。

　Abstract：Cαπ∂‘∂ααZ玩cαπs（serotype　A）Tstrain　was　isolated　from　a　patient　with

denture　stomatitis，　and　polysaccharides（crude　polysaccharide，　crude　mannan，　neutral

mannan　and　acidic　mannan）were　extracted　from　the　cell　walls　of　the　C．αZ6‘cαπs　T

strain．　A　delayed　skin　reaction　test　and　macrophage　migration　inhibition　test　were

performed　using　the　guniea　pigs　sensitized　with　the　whole　cells　of　C．α↓b‘cαπs　T　strain．

Several　fractions　from　C．αlb↓cαれs　T　strain　were　used　as　an　antigen．　A　permeability

increasing　factor　test　was　also　performed　in　order　to　study　inflammatory　activity．

In　addition，　experimental　denture　stomatitis　was　induced　by　inoculating　crude

polysaccharide　under　an　acrylic　plate．　The　results　were　as　fol］ows；
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1．Crude　polysaccharide　was　exhibited　delayed　skin　reactivity．　All　extracted　fractions

were　exhibited　macrophage　migration　inhibitory　activity．

2．All　the　extracted　fractions　were　demonstrated　to　possess　the　permeability

　lnCreaSlng　aCt1Vlty．

3．Histologically，　the　chronic　inflaInmation　phase　was　observed　in　the　palatal

　mucosa．
　These　results　suggest　that　C．αZ尻cαηs　mannan　is　the　cause．　of　denture　stomatitis．
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