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Summary

　　　　A　possible　role　of　oral　Heparinase－producing　Bacteroides　which　resembles　to

正lacteroides　oralis　in　the　charabter．　in　the　etiology　of　periodontal　disease　has　been　em・

phasized　by　the　authors．　This　is　mainly　based　on　the　facts　that　they　possessed

heparinase　and　remarkab　l　y　increase　in　number　in　the　local　samples　of　experimental　mixed

infection　by　human　dental　plaque　following　serial　transfer．

　　　The　present　study　dealed　with　the　extraction　and　characterization　of　the　endotoxin

frorn　the　cens　of　the　Bacteroides．

　　　Three　strains　which　differed　from　each　other　in　the　heparinase　activity　were　grown　in

Trypticase　broth　for　5　days　anaerobically　at　37℃．　Harvested　cells　were　washed　three　times

with　acetone，　dried　under　CaCl2　and　sublected　to　extraction．　Endotoxin　were　extracted　by

phenol・water（111）according　to　Westphal　method　with　some　modifications．　The　recoveries

of　preparation　were　7～17％by　dry　weight　basis．　Preparations　were　whitish　powder　and

water・soluble．

　　　Preparations　pyrogenicity，　Shwartzman　reactive　activity　and　cytotoxic　activity　of　the

endotoxin　were　demonstrated．　The　higher　endotoxic　activity　was　observed　in　the　preparation

with　higher　recovery．　In　the　Shwartzman士eaction，　a　posltive　correlation　was　found　between

preparatory　activity　of　the　endotoxin　and　the　heparinase　activity　of　the　strain．

■

本論文要旨の一部は、1970年11月28日，第18回IADR日本部会総会（於，東京）で発表した．

（昭和51年3月19日受理）
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緒 言

　口腔細菌の内毒素は歯周疾患の病因に関連して

種々検討されている5）7）9）17）18）26）．しかし，結合組織

中の種々ムコ多糖体を分解するHeparinase産生

性Bacteroidesに関するこの領域の研究はない．

本菌は，分類学的には，Bacteroides　oralis　2）8｝と近

似しているが，口腔細菌中でheparinaseを保有す

る唯一の菌種であり，　Bacteroides　oralisとは酵

素産生能ないし病原性など種々の点で異ってい

る10）11）．Heparinase産生性Bczcteroidesは，口腔

内に常在性で，歯垢接種による実験感染症局所膿

汁および歯周疾患患者病巣で顕著に増量する事が

認められる1°｝13）．また，本菌は，Bacteroides　me－

laninogenicusおよびPropionibacterium　acnes

との純培養菌混合で，種々の動物に実験感染症を

成立せしめ得る感染能を有している23）．これらの

事実から，Heparinase産生性B励¢γo‘4¢∫の歯周

疾患の発症ないし進行・経過における病原的役割

として，これまで基質崩壊に関する本菌の産生酵

素が種々検討された．近年，口腔細菌の菌体成分

に関する役割は，歯周疾患の免疫学的病因と関連

して解析されつつある1）15）16）2°）22）．本研究は，広範

なムコ多糖体分解酵素12）を保有し，混合感染能を

有するHeparinase産生性Bacteroidesの内毒素

を抽出し，その生物学的活性について検討した．

実験方法

　1．供試菌株

　歯垢接種による実験感染症膿汁より分離した

heparinase　活性の強い，　Heparinase　産生性

Ilacteroides　NR－1株，　HR－6株および本活性の弱

いTR’L株の3株を供試した．

　2．内毒素の抽出法

　内毒素の抽出法の概略はFig．1に示す如く，

Westphalの方法25）に準じてフェノール・水法

で24）抽出した．すなわち，各供試菌のTrypticase

brothにforma五n（0．05％）を添加した後，遠沈

（15，000×G，2σmin．4℃）によって集菌し，

acetoneで3回洗浄後，菌体をCaCI2下で乾燥し

た．その乾燥菌体5．09に対して，フェノール：水

を1：1に加え，30分間撹拝抽出した．　water

phaseを分離し，精製水に対して4℃，96時間透

析した．透析内液を遠沈し，この上清をmicro

　Batch　culture　for　5　days　in　Trypticase　broth

　l

　Formalin（0．05％）added　to　whole　culture　l

lcen…f・g・…n（15・・…G・・…n…4e・）

　Cell　harvested　and　washed　（3　tirnes　by　ace・

1・・n・・d…cca・・d・n　C・Cl・

　5．Og　of　dried　cell　suspended　in　90m！of　water

　↓

130ml　of　water　and　220g　of　phenol　added　and

　　　homogeni2ed　for　30min．　by　meams　of

　　　blender（1：1　phenoLwater）

　　　centrifugation（15，000×G，20min．　at　4℃）

　　　　　　　　　　　Repeat　extraction　with
　　　　　　　　　　　phenol　by　the　prevlous

　　　　　　　　　　　procedure
　　cen，，・f。g、，・。n，嬬1猛、，に

　　move　phenol　phase

Water　phase
↓

Dialyzed　against　water　at　4℃for　96hr．　with

　　several　changes
tc・n・・if・g・…n・（15・・…G…m・・…4“C）

Supernatant

　　filtrate　with　micro－pore　filter（pore　size：

　　0．45μm）

Add　double　volume　of　acetone　and　a　small

　　quantity　of　NaCl

Precipitates　harvested　（centrifugation），washed

↓・・ice・b・一一・・n・Ca・1・

Endotoxin

Fig．1． Extraction　procedure　of　endotoxin　from

oral　Heparinase－producing　Bacteroides

一pore　filter（Millpore　Co．　pore　size　O．45μm）で濾

過した．次いで，この試料に2倍量のacetoneと少

量のNaClを添加して内毒素を回収した．本標品

をさらにacetoneで2回洗浄後CaCI2下で乾燥
した．

　3．内毒素の生物学的活性検索

　単一注射によるウサギに対する皮内毒性：2

kg前後のウサギ腹部皮膚を用い，抽出内毒素

の400μ9，200μ9，IOOLtg，50μ9，25μ9を含む溶液

0．2mlを皮内に接種した．24時間後，注射部位の

発赤炎症部の最長，最短長さを計測（mm）し，両
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者の積の平方根を求めて，lesion　indexとしそ

の活性を表わした．

　Shwartzman反応惹起能力：単一注射による

ウサギの皮内反応と同様にウサギ腹部皮膚を用

いた．準備注射は各抽出内毒素の40μ9，4μ9，0．4μ9，

0．04μg濃度で行った．惹起には，準備注射の24時

間後，200μg／mlに調整した抽出標品液1mlをウ

サギの耳縁静脈に注射した．反応の強さは，経時

的に準備注射部位に発現する出血ないし発赤部に

ついて単一皮内注射と同様にlesion　indexで判

定した．また，各内毒素のShwartzman反応成立

の交差性についても検索した．

　発熱性・：各抽出内毒素を滅菌生理食塩液に溶か

し，ウサギの体重1kg当り400μ9を耳縁静脈に

接種後，経時的に直腸温を測定した．

　各抽出内毒素の発熱最小量は，発熱性物質試験

法14）に準じて求めた．すなわち，1組3頭のウサ

ギを使用し，まず各ウサギの安静時直腸温を測定

し，体温が安定した時点で平均直腸温を決定した．

各抽出内毒素が0．5μ9，5μ9，10μ9，20μ9／mlにな

るよう滅菌生理食塩液で調製し，その1mlをウ

サギ耳縁静脈に接種後，経時的に直腸温を測定し

た．1組3頭中2頭以上が平均体温より0．6℃以

上の上昇を認めたものを発熱陽性と判定した．

　抽出内毒素のLD5。：体重209前後の雄マウス

を用いて予備実験後，各抽出内毒素標品を発熱性

の検索同様，種々の濃度に調製し，マウスの尾静

脈に各0．1mlを接種し，4日間観察してLD5。を

Behrens・Kaber法21）で算出した．1濃度について・

マウス10匹を使用した．

実験成績
　内毒素の抽出回収量

　各供試菌株より抽出した，内毒素標品の回収量

は，Table　1に示す如くである．すなわち，　NR－1

株，HR・6株およびTR－L株のacetone乾燥菌体

4．209，5．009，5．709から，それぞれ0．719，

0．479，0．409の内毒素標品が得られた．これら

の回収量は，乾燥菌体の7．0～16．9％に当り，本菌

群の内毒素含有量は可成り高いものである事を示

していた．さらにheparinase活性の強い菌株程，

その回収量の高いことが多く認められている．

　いずれの抽出標品も白色粉末として得られ，水

に可溶性で，その溶液は高い粘稠性を呈するもの

Table　1． Recovery　of　endotoxin　extracted　from　oral　H　eparinase・producing　Bacteroides　by

phenol－water　extraction．

endotoxin

strain

Original　Cell

iacetone－dried） yield 「ecovery

heparinase
≠モ狽奄魔奄狽

NR－1

gR－6

sR－L

4，209

T，009

T，709

0，719

O，479

O，409

16．9％

X．4％

V．0％

strong

唐狽窒盾獅№

eak

able　2． esions　produced　by　the　intradermal　injection　of　endotoxin　extracted　from　oral

eparinase－producing　Bczcteroides　after　24　hours．

bbits� � �
ndotoxin�
oncent．� R－1� R－6� R－L
00μ9� 10．8×9．0）� 0．0×7．4� ．0×6．8

00μg� 10．5×8．2）� ．0×8．4� ．6×7．2

00μg� 10．2×7．2）� ．6×6．8� 。0×6．0

0μ9� ．6×8．4� ．2×6．8� ．0×6．0

5μ9� ．0×5．8� ．2×6．8� ．8×4．4

ontrol�

� �
esion　index　

≠魔?窒≠№�
．5� ．9� ．8

　）：hemorrhage　　－：negative
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であった．

　抽出内毒素の生物学的活性

　ウサギに対する単一注射の皮内反応は，いずれ

の抽出内毒素標品も，4001t9　一一　25tt9まで注射部位

に発赤が認められた（Table　2）．　また，発赤部の

大きさは，一般に接種濃度に比例していた．各菌

株から得た内毒素標品の皮内反応における強さ

を，平均1esion　indexで見ると、　NR－1株のそれ

は，8．5，HR－6株は8．9で両者は近似の値を示

し，NR－1株の内毒素標品では出血像も認められ

た．しかし，TR－L株内毒素標品のlesion　index

は，6．8で前2者に比較して低い値であった．

　各抽出内毒素のShwartzman反応の成績は，

Table　3，　Fig．2に示す如くである．いずれの菌株

からの抽出内毒素標品にもShwartzman反応発

現性が認められた．すなわち，各濃度の準備注射

24時間後，各当該抽出標品による惹起注射で発赤

反応部は，いずれも経時的に発現・増大し，惹起

注射6～8時間後に最大値を示し，以後経時的に

消失した．各菌株からの抽出標品の本反応性を

lesion　indexで見ると，NR－1株およびHR－6株は

15

近似して高く，TR－L株の抽出標品は小さい値で

あった．すなわち，NR－1株の内毒素標品は0．04μ9

鰍ぎ，
。＿。、ら∴嚇稼轟講講濠ざ義、”

Fig．2．　Shwartzman　reaction　in　rabbit

　　　　skin　produced　by　H　eparinase－pro－

　　　　ducing　Bacteroides　NR－1　strain

　　　　endotoxin．　Areas　of　skin　received

　　　　preparatory　injection　of　a：40μg、

　　　　b：4μg、c：0．4μg，　d：0．06μgofthe

　　　　endotoxin．　Reaction　shown　in
　　　　photograph　　developed　　6　　hours

　　　　after　provoctative　intravenous　in－

　　　　jection　by　200μgof　endotoxin．

Table　3． Shwartzman　reaction　by　minimum　endotoxin　extracted　from　oral　Heparinase－

producing　Bacteroides．

endotoxin
hours 　　before　　　　　　「

垂窒盾魔盾モ≠煤zon
4 6 8 24

preparat． 40μ9 16．5※ 17．1 15．0 12．2

NR－1
@　↑

4μ9
一

12．4 13．5 13．8 12．0

NR一ユ
0，4μ9 9．7 9．9 10．3 9．2

provocat． 0．04μg
一 ｝

7．3 8．3 7．8

（100μ9／kg）
cont．

一 　 　 一 一
preparat． 40μ9

一
8．5 8．8 14．4 4．9

HR－6
@　↑

4μ9
　 ｝

7．7 9．3 3．9

HR－6
0，4μ9

一 一
6．5 6．9 3．2

provocat． 0．04μg
一 一 一 一 　

（100μ9／kg） cont．
　 一 ｝ 一

preparat． 40μ9
一 6．9 7．4 7．3 3．5

TR－L
@　↑

4μ9 　 5．9 6．7 7．1

TR－L
0，4μ9

一 一 　 一 一
provocat． 0．04μg

一 一 ｝ 一（100μ9／kg）
cont，

一 ｝ ｛ 一 一
　：negative

※：expressed　by　lesion　index
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濃度の準備注射でも，惹起注射6時間後で明らか

に発赤が認められ，HR・6株のそれは0．4μ9で

あった．これに対し，TR・L株の内毒素標品は，

4μ9以上あ準備注射でなければShwartzman反

応は発現しなかった．

　各抽出内毒素の準備注射に対して異った菌株の

内毒素標品でそれぞれ惹起した交差Shwartzman

反応の成績は，Table　4に示した．

　ウサギ3頭を使用し，各ウサギの反応に対する

感受性の個体差を考慮して各内毒素を組合せ，50

μgおよび25μgの各濃度を準備注射した．24時間

後に，各交差する内毒素標品の100μg／kgで惹起

した．経時的に4時間，6時間，8時間，24時間

後の反応を判定し，各内毒素標品の交差反応性を

lesion　index平均値で比較した（Table　5）．　NR－1あ

るいはHR・6株内毒素標品の準備注射に対して，

それぞれHR－6，　NR－1株の抽出標品で惹起しても，

そのlesion　indexは，7．8および7．5と高い値を

示し，両者には殆んど反応発現性に差異が認めら

れなかった．これに対して，TR・L株の抽出内毒素

．Table　4． Cross　reaction　of　Shwartzman　reaction　by　endotoxin　extracted　from，oral

Heparinase・producing　Bacteroides　expressed　by　lesion　index．

preparat、

NR－1 HR－6 TR，－L
abbits

after A B A C B C
provocat．

provocat． conce註． TR・L HR’6 TR・L NR・1 HR－6 NR・1

50μ9 7．4 9．3 7．2 7．8 6．0 6．1
4hrs

、

25μ9 6．0 6．6 6．0 6．4 5．9 5．0

6hrs．
50μ9 7．4 （8．7） 8．2 8．0 8．1 6．0

25μ9 5．6 7．9 6．2 6．5 6．5 5．5

50μ9 7．9 （9．7） 9．1 8．7 6．0 7．3
8hrs．

25μ9 7．2 7．2 8．7 8．9 5．2 6．2

50μ9 6．2 7．2 5．1 7．4 5．6 5．5
24hrs．

25μ9 4．7 5．5 4．3 5．6 4．8 5．2

total　lesion　index
6．6 7．8 6．9 7．5 6．2 5．9

average

（）：hemorrhage

Table　5．　Cross　reaction　of　Shwartzman

　　　　reaction　by　endotoxin　extracted

　　　　from　oral　Heparinase－producing

　　　　Bacteroides　expressed　by　tota】

　　　　lesion　index　average．

　preparat．

垂窒盾魔盾モ≠煤D NR－1 HR－6 TR－L

NR－1
@（A）

7．5 5．9

HR－6
@（B）

〃7．8

6．2

TR－L
@（C）

6．6 6．9

（　　）：rabbit
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標品の準備注射では，NR－1およびHR－6株のい

ずれの内毒素標品で惹起してもlesion　index平

均値は5．9～6．2と最小値を示し，その反応性が弱

かった．この成績は，ウサギの感受性個体差によ

るものではないことが種々の組合せから明らかで

ある．従って，他の生物学的活性の成績と一致し

て，TR－L株の内毒素は，　Shwartzman反応発現

能力も他の2株より弱い．一方，本発現性の強い

NR－1およびHR－6株内毒素標品の準備注射に対

して，TR－L株の抽出標品で惹起した場合は，それ

ぞれ6．6および6．9という中間的値を示した．す

なわち，反応発現能力の弱い内毒素標品で準備注

射しても，活性の高いもので惹起すれば本反応が

強く発現すること，また，その逆も成立すること

がわかった．しかし，いずれの菌株からの抽出内

毒素標品も反応の程度に差はあるが，反応成立に

交差性のあることがわかった．しかも，HR－6およ

びNR・1株の内毒素標品は，反応成立に強い交差

性を有していた．

　各抽出内毒素の400μ9／kg耳縁静脈注射による

ウサギ発熱性はFig．3に示す如くである．いずれ

も注射後1．0～1．5時間まで，直腸温の直線的上昇

が認められ，40．2～40．5℃を示した．次いで2時

385

＼／＼・R－・

＼

巳

　　hours　after　intravenous　injection

Fig．3．　　Pyrogenetic　responses　of　en－

　　　doxin（400μg／kg）extracted　from
　　　oral　Heparinase－producing　Ekzcte－

　　　roldes
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間から2．5時間後の間で，いずれの内毒素もO．3

～1．0℃の下降経過をとり，さらに3時間～4時

間で再び上昇し，以後下降に向い回復した．この

成績から，いずれの抽出標品も明らかに発熱性を

有すること，また，その経過は2相性であること

がわかった．HR－6株の内毒素標品は，注射後1．0

－一@1．5時間の第1相と4時間後に見られる第2相

の直腸温が40．5℃で最も高い発熱を示し
た．HR－6株の抽出標品は，第1相が供試3種中最

も低い値であったが，第2相はNR－1株標品同様

高い発熱を示した．また，TR－L株の抽出標品は，

第1相が40．2℃であったが，第2相は39．7℃で

やや低く，その下降経過も早かった．

　NR－1およびHR－6株の抽出標品の最小発熱量

は10μ9／kg，　TR－L株のそれは20μ9／kgであっ

た（Table　6）．　TR－L株の内毒素標品の発熱性は，

他の2者に比較し弱いといえよう．また，低濃度

では他の菌株と同様2相性発熱は認められなかっ

た．

Table　6．　The　minimum　pyrogenetic　dosis　of

　　　　endotoxin　extracted　from　oral　Hepari－

　　　　nase－producing　llacteroides．

intravenous　injection　　／kg
endotoxin

1μ9 10μ9 20μ9 40μ9

NR－1

gR－6

sR－L

一一一
十十一 十十十 十十十

　マウス尾静脈内注射によるLD5。は，　Table　7

に示した．NR・1株の抽出内毒素標品のLD5。は，

0．30mg／9で最も小さく，次いでTR－L株の0．33
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
mg／9，　HR－6株のそれは0．38mg／9であった．こ

の成績から，各菌株の抽出標品問にマウスに対す

る致死毒性の顕著な差異は認められなかったが，

抽出内毒素標品は，いずれもマウスを莞すのに0．

30mg／g以上を要することがわかった．

考 察

　一般に口腔内細菌の保有する内毒素の生物学的

活性は非常に弱い．　Heparinase　産生性　th－

cteroidesから得た内毒素標品のマウスLD5。も

0．30～0．38mg／9と高かった．そしてこのLD5。
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Table　7．　Lethal　effect　to　mlce　oi　endotoxin　from　oral　Heprinase－producing　Elzcteroides．

　　　　endotoxinconcent．

NR－1 HR－6 TR－L
　　　　　　1．0

@　　　　　2．O
高煤Eap・・it・neal　4．O

@dose
@　　　　　5．0（mg／mouse）

@　　　　　7．0

@　　　　　10．0

1／10

Q／10

S／10

T／10

X／10

P0／10

0／10

P／10

S／10

S／10

W／10

P0／10

0／10

P／10

S／10

T／10

X／10

P0／10

LD50 0．30mg／9 0．38mg／9 0．33mg／9

death／total　96　hours　after　injection

は，　Hofstad5）の抽出した　Bacteroides　me－

laninogenicus内毒素のそれに近似している．内

毒素として弱い活性を保有している事実は，抽出

標品の発熱性でも確認された．すなわち，本抽出

標品では，内毒素としては，比較的多量の10μg／kg

接種で発熱性が認められた．しかしながら，接種

量を増やし400μ9／kgにすると，内毒素に特長的

な2相性の発熱パターンが観察されている．各菌

株から抽出した内毒素標品の生物学的活性の比較

から，heparinase活性の強い菌株程その内毒素活

性も高い事がわかった．この事実は，本菌の病原

性の強弱を考える際に注目しなければならない点

であろう．

　本菌よりの内毒素の回収率は，菌種の相違はあ

るにしても，Mergenhageng）らおよび本間ηのそれ

らに比較してかなり高い．Hofstad5｝のLD5。の所

見とほぼ一致した活性を有する点を考えると，標

品の純度のみが回収率の高さに反映されていると

はいえないが，フェノール・水抽出法では種々の

物質の混入は避け難い事も事実である6）．現在抽出

標品の化学的組成は検討中である．

　内毒素は，歯齪嚢局所の細胞に直接毒性を示す

ばかりでなく9），局所粘膜から侵入し17｝，局所

Schwartzman反応の惹起による炎症を機縁付け

る18）．さらにmast　cellの関与によって内毒素が

歯槽骨の吸収を促進する可能性3）19）も示されてい

る．一方，歯周疾患の病因論に免疫・病理学的考

察15）16）22）が加えられているが，この面でも内毒素

は重要な因子である．高い抗原性4）によってもた

らされる免疫学的諸反応ならびにadjuvant効果

による免疫応答の増強などは，すでに多くの注目

を集めている1）．本研究で示された内毒素がこれ

ら諸反応に関与する可能性は，本菌の分布から考

えて極めて強い．

　内毒素の血管系に対する作用を考える上で，内

毒素の補体に対する作用は重要である．補体の関

与する障害作用には生体膜の破壊，起炎症作用お

よび血液凝固促進作用などがあるが，これらはい

ずれも血管透過性の増強に関連すると考えられる

からである．中でも血液凝固促進作用は重要なも

のであろう6）．歯齪嚢内細菌の産生する内毒素が，

歯周局所で補体を活性化すれば，当然アナフィラ

トキシンが歯周組織に放出される．これは，歯

周組織中のmast　ceU，血小板に作用し，　chemical

mediatorを遊離させる．この一連の炎症性変化の

中で，heparinは，血管透過性を充進し，血流を

促進する事によって，生体局所で防禦的に作用す

ると考えられる．Heparinase産生性Bacteroldes

のheparin分解酵素は，この一連の防禦機構を乱

し，局所における炎症の正常な回復を遅らせるも

のと考えられる．

結 論

　Heparinase産生性Bacteroidesは，歯周疾患の

進行・経過に重要な役割を有する菌群である．

　Heparinase産生性Bacteroidesの3株より

フェノール・水抽出法によって，白色粉末の，水

に可溶性の内毒素標品を得た．内毒素の回収率は

高く，7．0～17．0％であった．抽出内毒素標品は，

いずれもウサギ皮膚に毒性を示し，Shwartzman

反応を惹起させた．ウサギでの発熱には，10～20

μg／kgの内毒素標品を要した．マウスに対する
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LD5。も，0．30～0．38mg／9と高かった．抽出内毒

素標品の生物．学晦活：性は，他の口腔内gram

陰性菌と同様に低かったが，heparinase活性の強

い菌株の内毒素標品程その活性も高かった．

　Heparmase産生性Bacteroidesの歯周組織に

及ぼす病原性を，その内毒素活性とheparin分解

酵素活性のかかわり合いの面から考察した．
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