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Summary

　　To　evaluate　phagocytic　cells　in　periodontal　membrane　under　physiological　condition，　we

used　horseradish　peroxidase（HRP）as　a　phagocytic　tracer．10－week－old　male　rats　were　in－

jected　intravenously　with　HRP，　and　sac亘丘ced　l　hour　after　the　injection．　Upper　jaws　were

dissected　out，　decalci丘ed，　and　prepared　fbr　light　and　electron　microscopic　observations．

Furthermore，　immunohistochemical　localization　of　macrophages　in　periodontal　membrane

was　examined　by　using　anti－rat　macrophage　monoclonal　antibody，　ED　2．

　　The　fbllowing　results　were　obtained：

1．Most　of　the　phagocytic　cells　in　the　periodontal　membrane　can　be　fb皿d　a《ljacent　to　the

　　　blood　capillaries．

2．Electron　microscopic　observation　revealed　that　most　of　these　phagocytic　cells　were

　　　macrophages　which　had　microVilli，　secondary　lysosomes　with　HRP　and　components　of

　　　Iipid－like　drops　in　cytoplasm．

3．ED2　positive　cells　were　f（）und　adjacent　to　the　blood　vessels　in　the　periodontal　mem－

　　　brane．

　　The　results　of　this　study　suggest　that　phagocytic　cells　of　HRP　in　the　periodontal　mem－

brane　are　macrophages．

（1998年10月8日受付；1998年11月11日受理）
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緒 言

　歯根膜は歯と歯槽骨の間の厚さ50μm以下の特

殊な線維性結合組織で，主に歯根膜線維と呼ばれ

ている多数のコラーゲン線維束および線維芽細

胞，セメント芽細胞，骨芽細胞，未分化間葉細

胞，種々の遊走細胞などの細胞成分から構成され

ている．歯根膜線維はそれぞれセメント質と歯槽

骨に埋入されており，歯を歯槽窩に固定し，歯に

加わった外力を緩衝させる働きをもっている．歯

に加わった外力は歯根膜線維を介し，周囲の歯槽

骨に伝わり，歯槽骨の改造を誘導させることもよ

く知られている1）．また，歯根膜線維自体も，成

長発育あるいは咬合圧の変化に敏感に対応し，線

維束の破壊および再構築が比較的短時間で行われ

ていることが報告されている1－5）．

　歯根膜線維の改造後，不要になったコラーゲン

線維の処理機構について古くから検討がなされ，

歯根膜内の線維芽細胞がコラーゲン線維の形成だ

けではなく，不要なコラーゲン線維の貧食をして

いる可能性が示唆されている6－13）．しかし，線維

芽細胞が歯根膜中のコラーゲン線維のtumover

のすべてに関与しているかについては疑問視され

ており，不要なコラーゲン線維の貧食処理に関し

ては，現在でも明確な結論が得られていない．

　そこで本研究では，歯根膜組織内の貧食能を有

する細胞を検討する目的で，horseradish　peroXi－

dase（HRP）を貧食能のトレーサーとして用い，

光顕的，電顕的に観察した．さらにこれらの細胞

とマクロファージとの関連性について調べるため

に，マクロファージに対する特異抗体を用い免疫

組織学化的に観察し，比較検討した．

材料および方法

　実験には10週齢のWistar系雄性ラット（体重

250±15g）10匹を用い，　HRP投与群5匹，免疫

組織化学的観察群5匹に分けた．

1．HRPの取り込み実験

　HRP（Type　IV　Sigma，　USA）90　mgを生理食

塩水1m6に溶解させ，ラットの尾静脈より静注

した．HRP静注1時間後工一テル麻酔を施

し，4％パラホルムアルデハイド・0．5％グル

タールァルデハイド混合液（10mmol／Lカコジ

ル酸緩衝液，pH　7．3）で左心室より灌流固定を

行った．灌流固定後上顎骨を摘出し，さらに同液

で12時間浸漬固定した、試料はカコジル酸緩衝液

でよく洗った後，10％EDTA－2Na（10　mmol　／L

カコジル酸緩衝液，pH　7．3，4℃）で約1カ月

脱灰した．その後，試料はマイクロスライサー

（Dosaka，京都）で咬合平面に平行に50μmの

水平断連続薄切片とした．薄切片は，0．002％

H，02加0．01％　3，3’－diamino－benzidine　tetra－

hydrochloride（DAB，　Sigma，　USA）溶液中で

10～15分間反応し，HRPの局在を可視化した．

反応後，一部の試料はグリセロールゼラチン

（Merck，　Germany）で封入し光学顕微鏡で観

察した．さらに，薄切片は1％OsO、（10mmol　1　L

カコジル酸緩衝液，pH　7．3）で1時間後固定し，

上昇エタノール系列で脱水後，エポキシレジン

（Quetol　812，日新EM，東京）に包埋し，ガラ

スナイフで1μmの厚切り切片をRMC　6000ウル

トラミクロトームで作製し，トルイジンブルー染

色を施し光学顕微鏡で観察した．上記の厚切り切

片で観察部位を選定し，トリミング後，ダイヤモ

ンドナイフを用い，同ウルトラミクロトームにて

超薄切片を作製し，ウラニール・鉛の二重染色を

施し，透過型電子顕微鏡（JEOL－1200　EX）で

観察した．

2．免疫組織化学的観察

　実験動物をエーテル麻酔後，4％パラホルム

アルデハイド（10　mmol　1　Lリン酸緩衝液，　pH

7．3）で左心室より灌流固定した．その後上顎骨

を摘出しさらに同液で12時間浸漬固定した．試料

は10％EDTA－2Na（10　mmol／L　iJン酸編液，

pH　7．3，4℃）で約1カ月脱灰した．各試料は

30％ショ糖液にて氷結防止処理を行った後，0．

C．T．　compound（Polyscience　，　USA）に包埋

し，液体窒素で急速に凍結させ，クリオスタット

（Microm　HM　500）で咬合平面に平行に14μm

の水平断連続切片とした．免疫染色は以下に述べ

るように行った．切片はまず0．6％H，0、加メタ

ノールを5分間作用させ内因性ペルオキシダーゼ

を除去し，非特異的反応を防止する目的で10％正

常ウサギ血清（Antibodies　lncorporated，　USA）

を20分反応させた．PBSで切片を洗った後，一

次抗体としてマウス抗ラットED　2モノクローナ

ル抗体（BMA，　Switzerland）を1000倍希釈し室

温で2時間反応した．PBSで洗った後，二次抗
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体として100倍希釈したビオチン標識したウサギ

抗マウスIgG　1（ZYMED，　USA）に20分間反応

させた．切片はPBSで十分洗った後，　Strept　AB－

ComplexX］IRP（DAKO，　Denmark）で30分反応

させた．その後0．002％H，O，・加DAB溶液（5

mmo1／Lトリス塩酸緩衝液，　pH　7．6）中で切片

を10～15分反応後，光学顕微鏡で観察した．

結 果

上顎第一臼歯の遠心舌側根周囲歯根膜では，歯
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図1：HRPを貧食した細胞（ラット上顎第一臼歯遠心舌側根部）

　　a：50　Stmのマイクロスライサー切片，　HRPを倉食した細胞は歯根全周の歯根膜に分布していた，また

　　　歯髄内にも1｛RPを倉食した細胞が認められた（M：近心側，　D：遠心側）．×115

　　b：HRPを貧食した細胞（矢印）は歯根膜の中央部の血管の周囲に認められた．×480

　　c：遠心側の歯槽骨（Ab）表面に隣…接した血管周囲にもHRPを貧食した細胞が認められた（矢印）．　Oc

　　　　（破骨細胞）×480
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図2：HRPを貧食した細胞の電顕像
　　歯根膜内の血管に隣…接した不定形の細胞の細胞質内にHRPの取り込み像が認められる．　x　6，000

　　挿入図：HRPは脂肪滴を含んだ二次ライソゾーム内に集中していた．×12，000

根膜の全周にわたりHRPを貧食した細胞が認め

られ，貧食細胞は主に歯根膜中央部から歯槽骨側

に多く分布していた．また歯髄内にも象牙前質に

隣接した部位に多くのHRPを貧食した細胞が観

察された（図1a）．歯根膜中央部を拡大する

と，HRPを貧食した細胞は血管周囲に認められ

た（図1b）．また遠心側の歯槽窩の血管周囲に

も多数のHRPを貧食した細胞が認められた（図

1c）．

　これらのHRPを取り込んだ細胞を電顕で観察

すると，血管周囲に不定型の細胞の細胞質内に

HRPの反応が観察された（図2）．細胞質内の

HRPの反応は脂肪滴を含んだ二次ライソゾーム

と思われる構造物に集中していた（図2挿入

図）．これらのHRPを貧食した細胞は，電子顕

微鏡的観察による微細構造の特徴からマクロ

ファージと考えられた．なお今回の観察では，歯

根膜内の線維芽細胞にはほとんどHRPの取り込

みを示す像は観察されなかった．

　これをさらに明確にするために，マクロファー

ジの膜抗原に対するモノクローナル抗体である

ED　2を一次抗体として用いて免疫組織化学的染

色し，歯根膜内のHRPを貧食する細胞の分布と

マクロファージの分布を比較検討した．図3aは

遠心舌側根周囲の歯根膜内のED　2陽性細胞を示

したものである．図1aに示したHRPを食食し

た細胞の分布と比較するとほとんど同様で，歯根

膜内および歯髄内にED　2陽性細胞が観察され

た．歯根膜では，血管周囲（図3b）および遠心

歯槽窩に隣接した血管周囲に多数のED　2陽性細

胞が認められた（図3c）．

考 察

　歯根膜は，歯を支持するためには適当な張力が

必要で，咀噌・咬合などの機能を営んでいる生理

的状態，あるいは萌出，生理的歯の移動，顎の成
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図3：ED　2陽性細胞（ラット上顎第一臼歯遠心舌側根部）

蓼謬

C Ab

a：ED　2陽性細胞は歯根全周の歯根膜内に分布していた．歯髄内にもED　2陽性細胞が認められた（M：

　近心側，D：遠心側）．×115

b：ED　2陽性細胞（矢印）はほとんどが歯根膜内の血管周囲に認められた．×100

c：一部では歯槽骨（Ab）に隣接した血管周囲にも多数のED　2陽性細胞（矢印）が観察された．×480

長に伴い，常に破壊，形成，再構築などの改造が

行われている．歯根膜内のコラーゲン線維の

tumoverは速く，ラットではノ、一フライフは24

時間以内で，歯肉や皮膚のtumoverに比較し5

から15倍と言われているL2）．このため，歯根膜内

の改造後，不要になったコラーゲン線維の除去機

構に関しては，古くから興味が持たれ，線維芽細

胞によって倉食消化されるという報告6－’°1，ある

いは，破骨細胞，線維芽細胞，異物巨細胞，マク

ロファージ，血管内皮細胞など種々の細胞により

貧食消化されるという報告がある14・15）．また，実

験的歯の移動により生じた歯根膜の変性組織の除

去には多核巨細胞や単核のマクロファージ様細胞

の関与を示唆している報告もある16・17’．しかし，
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歯根膜内の不要なコラーゲン線維の処理機構に関

しては現在でも不明な点が多い．そこで，本研究

では歯根膜内の倉食能を持った細胞を調べるため

のトレーサーとして広く用いられているHRPを

実験動物に静注し，貧食細胞を可視化させ光顕

的，電顕的に観察した18－2°）．

　ラットに対してHRPを投与した実験報告は，

現在まで，100から120gのラットに120　mg／kg投

与した実験19），5週齢のラットに50mgで行った

もの2°）がある．本実験では，使用したラットの体

重や前記の実験結果19’2°）を考慮にいれ，HRP　90

mgを静脈注射にて投与した．

　ラット上顎歯槽骨は生理的条件下で，遠心側で

は骨吸収が，近心側では骨添加が行われているこ

とは知られている．しかし，Ashizawa　et　aL　21）

は，上顎第一臼歯の5根の周囲の歯槽骨の生理的

改造を鉛ラベリング法を用いて観察し，5根周囲

の歯槽骨の改造には差異が認められ，特に遠心舌

側根周囲歯槽骨で近心側の骨形成，遠心側の骨吸

収という骨改造パターンが最も顕著であると報告

している．そこで今回の観察では，歯根周囲歯槽

骨の骨改造パターンの明確である遠心舌側根周囲

の歯根膜組織について検討した．

　本実験の結果，HRPを取り込んだ細胞は歯根

膜内の血管周囲に特異的に多く認められた．電顕

的にはこれらの細胞はほとんど不定形で，細胞質

内には多くの二次ライソゾームが認められた．貧

食されたHRPの反応は二次ライソゾーム内に常

に観察された．これらのHRPを貧食した細胞は

微細構造学的にマクロファージと考えられた．し

かし，今回の実験では歯根膜内の線維芽細胞など

に且RPの貧食像は認められなかった．

　Tanaka　et　aL　22），森岡23）はHRPよりさらに分

子量の小さいmicroperoxidase（MP）をトレー

サーとして用い，歯の移動時の歯周組織の貧食細

胞を観察し，破歯細胞と破骨細胞のruMed　bor－

derからMPが吸収されているのを報告してい

る．しかし，歯根膜内の貧食能をもった細胞につ

いては言及していない．また，永井ら24）は投与し

たフェリチンが線維芽細胞に取り込まれていたと

報告している．このような貧食能を持つ細胞の差

異は，トレーサーとして用いた物質の差によるも

のか，あるいは投与量，投与後の経過時間による

ものか明らかではなく，この点についてはさらに
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検討が必要であると思われた．

　歯根膜内の貧食能を示す細胞がマクロファージ

であることを確認するため，本研究ではマクロ

ファージのモノクロナール抗体であるED　2によ

り25⌒2’），歯根膜内のマクロファージの分布を免疫

組織化学的に観察した．その結果，ED　2陽性細

胞がHRPを貧食した細胞とほぼ同じ分布を示す

ことが明らかになった．これらの結果から，歯根

膜の改造時に不要になったコラーゲンなどは主に

マクロファージにより貧食消化処理が行われるこ

とが示唆された．また今回の観察では，骨改造が

盛んに行われている歯根膜遠心側の歯槽骨表面に

隣接した血管周囲にもHRPを食食しているマク

ロファージが多数観察され，これらのマクロ

ファージは歯根膜線維の改造だけでなく，歯槽骨

の改造にもなんらかの関与をしている可能性が示

唆された．今後，歯根膜の改造が盛んに行われる

実験的歯の移動後における歯根膜内の貧食細胞の

動態について，さらに検討するつもりである．

結 論

　歯根膜内の貧食能を持つ細胞を検索する目的

で，HRPを食食能のトレーサーとして用い，光

顕的，電顕的に観察した．またマクロファージに

対する特異抗体を用い，歯根膜内のマクロファー

ジの分布についても検討した．

1．歯根膜内のHRPを貧食する細胞は，歯根膜

内の全周に分布し，特に血管周囲に観察された．

2．HRPの反応は，貧食細胞の二次ライソゾー

ム様の構造物に認められた．

3．マクロファージの特異的抗体ED　2を用いた

免疫組織化学的観察を行った結果，歯根膜内の

ED　2陽性細胞の分布はHRPを貧食した細胞の

分布とほぼ同様であった．
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