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Summary

　　　Acid　phosphatase（EC　3．1．3．　2．，　AcP）is　widely　distributed　in　several　tissues　such　as

prostate，　placenta，　liver，　spleen　and　leucocyte．　Their　activities　are　distinguished　as　five

isozymes（1，2，3，4and　5）according　to　electro・mobility　on　disk　gel　electrophoresis．

　　　In　this　study　we　determined　the　AcP　activity　on　the　root　surface　tissue　of　11　extracted

human　premolars（subjects　12－17　years　old）as　a　standard　activity　of　the　AcP　in　the　healthy

root　surface　condition．　The　average　activity（nmol／min／mg）of　11　teeth　was　determined　to

be　23．6±9．3（mean±SD），　and　the　activity　was　reduced　to　18．2±7．5　by　the　addition　of　10mM

L－tartrate．　Therefore　77％of　the　total　activity　represented　tartrate　resistant　AcP　activity．

On　polyacrylamid　gel　electrophoresis，　isozyme　bands　of　1，3and　5，　compared　to　leucocyte

isozyme　pattem，　were　demonstrated　as　the　general　pattern　of　AcP　activity　on　the　root

surface　of　human　tooth．　The　color　development　of　the　active　bands，1and　3　were　reduced

by　the　addition　of　L・tartrate，　while　5　was　not　reduced　and　identified　as　tartrate　resistant

AcP．

（1992年3月9H受理）
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　酸性ホスファターゼ（EC　3．1．3．2．，以下

AcPと略す）は，オルトリン酸エステルを加水分

解し，リン酸エステルを遊離する酵素のうち，酸

性領域に至適pHを持つ酵素で，前立腺1），胎盤2），

肝3），脾4），骨5）などで存在が証明されている．また，

血液においても，赤血球や白血球6），血漿中7）に

AcP活性が存在する．白血球や血漿中のAcPは，

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PAGE）によ

り，5つのアイソザイム（番号1，2，3，4，

5）に分画され，1，2，3および4はL一酒石酸

で阻害される酒石酸感受性酸性ホスファターゼ

（TSAcP）で，5はL一酒石酸に阻害されない酒

石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAcP）であ

る。AcPのアイソザイムパターンは，細胞の種類

または，特定の疾患のときの血清中で異なるため，

細胞の同定や臨床診断で応用されている6・7）．すな

わち，有毛細胞白血病では，TRAcP活性値が著明

に上昇する．また，組織化学的にTRAcPは，破

骨細胞，破歯細胞の標識酵素として用いられてい

る8）．歯胚や歯周組織においても，組織化学的，生

化学的にAcPの存在が示唆されているが，ヒト歯

根表層組織中のアイソザイムパターンならびに

TRAcP，　TSAcPの両者の活性の割合については

不明である．そこで，ヒト抜去歯の歯根表層組織

のAcP活性値およびアイソザイムパターンにっ

いて検討した．

材料および方法

1．実験試料の調整

　（1）ヒト歯根表層組織

　矯正歯科治療のために抜去した小臼歯で健常な

ものを使用し，1歯ずつ試料を調整した．歯根部

を冷却した0．25Mスクロースで数回洗浄し，表層

の軟組織を鋭匙で剥離したものに，0．25Mスク

ロースを3SO　＃2加え，ハンドホモジナイザーで均

質化し，遠心分離（400xg，5分）した上清を試料

とした。

　（2）ヒト血清

　健常老の全血IO　meを試験管にとり，室温で30

分静置し，試験管壁に付着した血餅を剥し，遠心

分離（1600xg，10分）した上清を使用した。

　（3）　ヒト白血球
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　健常者の全血IO　meを1％ヘパリン溶液で処理

した試験管にとり凝固阻止したものに，6％デキ

ストラン（分子量20万）を生理食塩水に溶解した

ものを1．7me加え，1時間静置し，上清を遠心分

離（100xg，20分）した沈渣を白血球として用い

た9）．沈渣に，5％トリトンX－100を含むトリス

ー塩酸緩衝液を加え，冷却下でハンドホモジナイ

ザーを用いて均質化したものを試料とした．

2．実験方法

　（1）AcP活性測定法

　3種類の基質について活性測定を行い，比較し

た．また，反応液にL一酒石酸を1　－20　mM加え，

その阻害度を測定した．

　①P一ニトロフェニルリン酸（P－NPP）

　Andersonらlo｝の方法に準じた．0．1％トリトン

X－100を加えた0．1M酢酸緩衝液（pH　5．8）と9。2

mM　P－NPPと試料を混合し，総量2．Om¢とし

た反応液を37℃で30分間反応させた．0．05N

NaOH　2．Omeで反応を停止させた後，生成した

P一ニトロフェノールの吸光度を410　nmで測定

した．

　②α一ナフチルリン酸（α一NAP）

　Liら7）の方法に準じて測定した．　o．1M酢酸緩衝

液（pH5．0），5．OmM　α一NAP，試料を加え総

量3．Omeとした反応液を37℃で，30分間反応させ

た後，0．1Mトリスー塩酸緩衝液に4．0％SDS，

0．2％ファーストレッドITRを加えた液を1．O

mk加え，15分後に吸光度（545　nm）を測定した．

　③ナフトールASBIリン酸（ASBI－P）

　α一NAPと同様の反応系で基質を0．5mM
ASBI－Pに変えて測定した7）．

　②　タンパク質量の測定

　試料中のタンパク質量は，Hartreeの方法11）に

準じて行い，基準としてウシ血清アルブミンを用

いた．

　（3）ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）

　各種試料のホモジネートは，Reisfeldら12）の方

法，Axlineの方法13）に準じて電気泳動を行なっ

た．0．5％トリトンX－100を含む酢酸緩衝液

（pH4．0）の7．5％ポリアクリルアミドゲルを用い，

35mMβ一アラニン酢酸緩衝液（pH4．0）を上下の

泳動槽に入れ，上部を陽極，下部を陰極にして，

4℃一電流値4mA／カラムで90分間，泳動した．

　（4）AcP活性バンドの染色
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　泳動後，ゲルを4mM　ASB仁Pを含む0．1M

酢酸緩衝液（pH5．0）に浸漬し，37℃で2時間反応

させた後，30mMファーストガーネットGBCを

加えた0．1M酢酸緩衝液内に30分間静置した．その

後，7．5％酢酸溶液で反応を停止させ，そのまま保

存した6）．また，ASBI－Pと反応させるときに27

mM　L一酒石酸を加え，　AcP活性への影響を観

察した．

結 果

1、個々の歯におけるヒト歯根表層組織のAcP活

　性値，およびアイソザイムパターンの比較

　矯正歯科治療を行っている患者（12～17歳）か

ら抜歯された小臼歯，11本についてそれぞれの

AcP活性値，10　mM　L一酒石酸添加時のAcP活

性値をP－NPPを基質として測定した結果を表1

に示した．

　試料により異なるが，AcPの総活性値（平均±

SD）23．6±9．3　nmo1／min／mgで，そのうち約23％

がL一酒石酸により阻害を受けるTSAcPで，残

り約77％が阻害を受けないTRAcPであった．た

だし，両酵素のタソパク質量は測定していない．

　また，同じ11歯についてPAGEを行い，活性染

表1：ヒト歯根表層組織のAcP活性値：

　　基質にP－NPPを用いてL一酒石酸を加えて
　　　いないとき（一）と10mM存在下（十）での活性

　　　測定値．

年齢
比活性値（nmol／min／mg）

No 部位
タンパク質量
img／mε） 酒石酸（一） 酒石酸（＋）

1 15 4i 2．7 33．5 32．0

2 17 巳 4．0 5．9 5．9

3 12 41 1．7 41．6 23．1

4 16 丁 3．3 16．7 16．7

5 13 巳 0．8 24．0 19．2

6 13 『 o．9 17．7 13．2

7 15 巳 2．5 28．9 22．3

8 12 山 5．0 18．9 14．0

9 12 可 3．8 31．0 29．0

10 14 』 L4 18．0 11．2

11 14 司 1．2 22．9 13ユ

平　均±S．D． 2．5±1．3 23．6±9．3 18．2±7．5

色によりアイソザイムを観察した結果，AcPアイ

ソザイム1，3，5の存在が同定でき，27mML一

酒石酸存在下で，アイソザイム1と3の活性バン

ドが消失し，5に相当する部分のみ残存した．ア

イソザイム5については，活性バンドの発色の程

1＞ ?O群
・〉鱒

5＞

誓

葡

⊃（野豊ご

編韓

．）

4＞

A B C D

図1’ヒト歯根表層組織のAcPアイソザイムパターン：

　　それぞれ左はL一酒石酸を加えず活性染色し，右は27mML一酒石酸を加え活性染色した．
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度が試料により異なり，アイソザイム3と比較し

て，より濃く染色されているもの（図1－A），痕

跡程度に染色されているもの（図1－C），両者の

中間のものがあり（図1－B），差異が認められた．

また，アイソザイム4の存在が認められるもの（図

1－D）もあった．これらアイソザイムのバンド

に付した番号は，Liら6）の白血球のパターンと比

較したものである（図4，写真参照）．

2．AcP活性値のL一酒石酸による影響

　P－NPP，α一NAP，　ASBI－Pの3種類の基質に

ついて，同一試料で活性測定したものを表2に示

す．ASBI－Pは他の2種類の基質に比較して，や

や低い値を示した．この値は各試料のホモジネー

トにっいて測定値を提出することは量的に不可能

なためホモジネートを混合したものについて測定

したものである．また，反応液にL一酒石酸を添

加した場合の活性値の変化（％）を図2に示した．

P－NPPとα一NAPは5mMで約30～35％の阻
害がみられ，ASBI－Pは5mMで約40％，15　mM

で約50％の阻害が認められた．

表2　ヒト歯根表層組織の基質による活性値の変化
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3．AcP活性におよぼすフッ素の影響

　AcPの阻害剤として知られるフッ素を1－20

mM加えたときの活性値の変化を図3に示した．

10mMのフッ素存在下で約80％が阻害され，　L一

酒石酸よりも強い阻害作用が認められた．
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図3：フッ化ナトリウム濃度の変化にともなうAcP

　　活性値の変化：基質に♪－NPPを用いて2回
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図2：L一酒石酸濃度の変化にともなうAcP活性値
　　　の変化：基質にカーNPP（■），α一NAP（●），

　　ASBI－P（▲）を用い同一試料で活性測定をし

　　　た．
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図4：白血球，血清のAcPアイソザイムパターン：そ

　　　れぞれ左はL一酒石酸を加えず活性染色し，右

　　　は27mML一酒石酸を加え活性染色した．
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4．ヒト血清，白血球のAcPアイソザイムパター

　ソとの比較

　白血球，血清のPAGEによる泳動パターンを図

4に示した．白血球には1，2，3，4の活性バンド

がみられ，5はみられなかった．血清については，

不明瞭なバンド3，5が認められた．両者とも，歯

根表層組織のアイソザイムパターンとは異なるも

のであった．

考 察

　AcPは生体内に広く分布し，特定の臓器や細胞

によっては数種のアイソザイムが存在する6・の．歯

周組織に関しては，矯正力を加えた際の圧迫側に

破骨細胞または，破歯細胞が出現するため，この

マーカーとして組織化学的にTRAcP活性の観

察が行なわれている14｝．細胞レベルでは，培養ヒト

歯根膜細胞，歯肉線維芽細胞について検索が行な

われている15）．しかし，歯根表層組織のアイソザイ

ムパターンについての報告はない．

　矯正歯科治療によって便宜抜去された歯は健常

な歯根膜組織を構成していると基本的に考え，便

宜抜去歯11本を材料とし各歯根表層組織中のアイ

ソザイムパターンならびにTRAcP，　TSAcP両酵

素の活性の割合がいかなる値であるかを測定し

た．

　抜去歯1本より得たホモジネートを酵素材料と

して測定したアイソザイムパターンは個々の試料

によって差があったが，白血球中のアイソザイム

1，3，5と対応する活性バンドが観察され，L一

酒石酸の添加により，1，3はTSAcP，5は
TRAcPと同定できた（図1，4参照）．活性測定結

果から．TSAcPとTRAcPの活性値は、およそ

23．6±9．3と18．2±7．5（nmo1／min／mg）で，割合

は，TSAcPが23％，　TRAcPカミ77％であった．培

養歯根膜細胞と歯肉線維芽細胞について報告工5）さ

れた値は，いずれも全活性の60％がTRAcP活性

と求められており，いずれの細胞においても

TRAcPの値が多いことを示唆する．しかし，

PAGEのパターンで観察する限り，　L一酒石酸存

在下における活性の低下は著しいと考えられる

が，これは，両活性バンドの比活性の相違に基づ

くものと推測する．

　フッ化物によるAcPの阻害は，前立腺の酵素で

阻害機構が研究されている16）．ラット歯胚のエナ

メル芽細胞のAcPでもフッ化物による阻害が報

告17｝され，L一酒石酸の阻害の有無にかかわらず

起こることは本実験の結果でも同様であった．

　組織化学的には，TRAcPは破骨細胞8・18）や破歯

細胞19）に存在し，マーカーとして用いられる可能

性が示唆されている、一方，マウス骨髄，脾臓，

肺の培養細胞にTRAcPが観察されることから，

破骨細胞のマーカーとしてはTRAcP活性は同
定のみで，妥当性がない2°）．

　今回，実験に供したヒト抜去歯歯根部組織は，

歯根膜に存在する細胞を主体とし，小量のセメン

ト質，僅かな血液成分などを含むものと考えられ

る．しかし，白血球や血清とは異なるアイソザイ

ムパターンを示すことから，歯根膜に存在する細

胞すなわち，線維芽細胞に由来する可能性が高い．

　今後，TRAcP，　TSAcPの両酵素について酵素

化学的研究を進め，歯周組織におけるその役割に

ついて検討していきたい．さらに本実験の結果は，

歯の移動にともなうアイソザイムパターンの変化

を検討するための基礎となる．

結 論

　矯正治療のために抜去した小臼歯で健常な11歯

を試料とし，歯根表層組織のAcPについて検討し

た結果，以下のように結論した．

　1．P－NPPを基i質とし，比活性値（nmo1／min／

mg）を測定した結果，11歯各々の値は異なるが，

平均値±S．D．の値は，反応系にL一酒石酸を添加

した場合，18．2±7．5，酒石酸無添加の場合，23．6±

9．3と測定され，この結果より，77％がTRAcPで

あり，23％がTSAcP活性であった．

　2．PAGEにより，Liらの白血球のAcPアイソ

ザイムの報告と比較して，全ての試料にアイソザ

イム1，3，5のバンドが観察でき，1例のみ，ア

イソザイム4が存在した．アイソザイム1，3，4

のバンドはL一酒石酸で活性が阻害される

TSAcPであり，アイソザイム5はL一酒石酸で

阻害されないTRAcPであった．

　3．歯根表層組織のAcPは10　mMフッ素によ

り，80％が阻害された．
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