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Mast Cells in Human Gingiva: An immunohistochemical study
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Summary

　Using　anti－human　mast　cell　tryptase　antibodies，　immunohistochemical　examinations　of　mast

cells　were　performed　on　10　clinically　healthy　and　10　chronically　inflamed　human　gingival　speci－

mens．

　The　clinically　healthy　9ingiva　was　found　to　be　rich　in　mast　cells．　Immunostaining　revealed

about　200　mast　cells　per　mm2，　and　ab皿t　150　metachromatic　cells　per　mm2．　A　significant　differ－

ence　in　mast　cell　numbers　between　both　techniques　was　found　within　the　pocket　area．　Many

mast　cells　were　also　found　in　the　chronically　inflamed　gingival　specimens，　however，　the　num－

ber　of　mast　cells　showed　extensive　individual　variations．

　The　results　demonstrate　that　the　immunostaining　technique　presently　used　is　a　specific　and

reliable　method　to　examine　of　mast　cells　in　human　gingiva．　Individual　variations　in　mast　cell

density　of　chronically　inflamed　gingival　specimens　may　be　due　to　differences　in　degree，　type

and　period　of　irritation，　however，　extended　studies　with　larger　samples　are　needed　to　provide

additional　information　regarding　on　the　role　of　the　mast　cells　in　gingival　inflammation．

緒 言

　肥満細胞は全身の結合組織中に広く分布してい

る細胞で，細胞質内にはhistamine，　heparinな

どの生理活性物質，protease，　esteraseなどの分

解酵素を含有した大型の分泌頼粒を多数持ってい

るのが特徴である．

　臨床的に健全なヒト歯肉組織においても多数の

肥満細胞が粘膜固有層中に存在することが報告さ

れてる’一’°）．しかし，炎症に伴う歯肉組織内の肥

満細胞の分布や細胞数に関しては研究者により差

異が認められ，炎症にともなって肥満細胞の細胞

数が減少するという報告L5・6，11－13），増大するとい

う報告’4－’7），炎症と肥満細胞の細胞数には相関は

ないという報告18’2°）など様々で，現在でも統一し

た見解は得られていない．その要因としては，観

（1998年6月18日受付：1998年7月15日受理）
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察した試料の個体差，性差，年齢差，さらには炎

症の程度による差などあげられているが，肥満細

胞の同定方法の違いにも関係している可能性も考

えられる．

　肥満細胞の同定法として通常よく用いられてい

るのは，トルイジンブルーやメチレンブルーのよ

うな塩基性アニリン色素でメタクロマジーを起こ

した頼粒を持った細胞として同定する方法であ

る．この方法は簡便ではあるが，未成熟な肥満細

胞の分泌穎粒はメタクロマジーを起こさないこと

が報告されておりZ’），すべての肥満細胞を同定で

きるわけではない．一方，肥満細胞の分泌穎粒内

の分解酵素を組織化学的に染色する方法も試みら

れており，Hall‘｝やZachrissonl4・is）はヒト歯肉組織

において，組織化学的染色法はトルイジンブルー

染色によるメタクロマジー法に比較し，より多く

の肥満細胞が同定できると報告している．また最

近になり，抗原抗体反応を利用したより特異的な

免疫組織化学的染色法で肥満細胞を同定しようと

する試みがなされている22）．しかし，現在までヒ

ト歯肉組織内の肥満細胞を免疫組織化学的染色法

で観察した報告はない．

　そこで本研究では，肥満細胞の分泌願粒成分で

あるtryptaseに対するモノクローナル抗体を用

い，免疫組織化学的にヒト歯肉組織内の肥満細胞

の分布や細胞数を観察し，通常用いられているメ

タクロマジー法の観察結果と比較検討した．ま

た，炎症に伴う肥満細胞の細胞数や分布変化につ

いても検索した．

材料および方法

1．試料

　観察試料には，臨床的炎症所見が見られない歯

肉を有する10名（30代男性）から摂取した歯肉

と，フラップオペレーションおよび歯肉切除術の

適応により切除された慢性辺縁性歯周疾患患者の

歯肉10症例（30代男性10名）を用いた．

2．観察方法

　切除した歯肉組織は，4％パラホルムアルデハ

イドと0．5％グルタールアルデハイドの混合液で

12時間固定した．固定後，試料は0．1Mカコジル

酸緩衝液（pH　7．4）で一晩洗浄した後，5％か

ら30％のショ糖を含んだ同緩衝液に順次浸漬し

た．試料はその後，0．C．　T．　compound（Poly一

science，　USA）に包埋し，液体窒素中で急速に凍

結した．凍結した試料は，クリオスタット（ML

CROM　HM　500）を用いて8μmの連続凍結切片

とした．薄切切片を貼着したスライドガラスは，

室温で30分以上乾燥後，免疫組織化学的染色を

行った．

　免疫組織化学的染色は以下に述べるように行っ

た．切片は0．9％NaClを含んだ0．1Mリン酸緩

衝液（PBS）中で洗浄した後，0．5％H，02を含ん

だ100％メタノール液中で5分間反応させ，内因

性のペルオキシダーゼ活性を除去した．切片を

PBSでよく洗浄し，次に非特異的反応阻害のた

め，20倍に希釈した正常家兎血清（Dakoppatts，

Denmark）に30分間浸漬した．その後，一次抗

体として500倍希釈した抗ヒト肥満細胞tryptase

のモノクローナル抗体（Chemion，　USA）と室温

で3時間反応させた．反応終了後，PBSで5分

間3回洗浄し，二次抗体として100倍希釈した家

兎抗マウス　IgG抗体（Dakoppatts，　Denmark）

に室温で1時間反応させた．切片は，PBSで洗

浄後，100倍希釈したペルオキシダーゼー抗ペルオ

キシダーゼ複合体（PAP；Dakoppatts，　Den－

mark）に室温で1時間浸漬した．　PBSで5分間

図1：肥満細胞の細胞数を観察した部位

　　A　内縁上皮下部（pocket　area）

　　B　外縁上皮下部（oral　area）
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3回洗浄後，0．005％H，O，を含有した，0．05％

diamiobenzidinetetrahydrochloride（DAB）溶液

中で5～10分間浸漬し，発色させた．陰性のコン

トロールとしては，一次抗体の代わりにPBSを

用いた．切片は，glycerol　gelatin（Merck，　Ger－

many）で封入後，光学顕微鏡下で観察した．

　なお，メタクロマジー法の観察には，免疫組織

化学的染色を行った隣接切片を用いトルイジンブ

ルー（pH　1．0）で染色した．

3．肥満細胞の分布と細胞数の算出方法

　肥満細胞の分布については，1試料につき6枚

の連続切片を用い，図1に示した内縁上皮下部

（pocket　area）と外縁上皮下部（oral　area）の

各部位を50倍で観察し，1mm2あたりの肥満細胞

の細胞数を算出し比較検討した．算出結果はすべ

て平均値（mean）と標準偏差（S．　D．）で表示し

た．特に，臨床的に健全な歯肉組織内の肥満細胞

のメタクロマジー法と免疫組織化学的染色の細胞

数の比較，および臨床的に健全な歯肉と慢性辺縁

性歯周疾患患者の各症例の歯肉内の細胞数の比較

については，Studentls　t－testによる有意差検定

をそれぞれ行った．

結 果

1．臨床的に健全な歯肉組織

　歯肉の粘膜固有層内に多数の陽性細胞が観察さ

れた（図2a）．細胞の形態は，円形，楕円形，

紡錘形，さらには分岐した細胞突起を持ったもの

などさまざまであった．陽性細胞の細胞形態と組

織内の分布状態の間には，明確な関係は認められ
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　　　　　　　　　　図2：臨床的に健全な歯肉組織
固有層内に多数の陽性細胞（肥満細胞）が観察された．×62．5

陽性細胞は血管周囲や歯肉線維東間に多数認められた．×125

、　　　　　　　　　糠嶺

　　叢灘～融．

a

b

c’ z性細胞の形態は様々で，円形，楕円形，紡錘形のものなどがあった．

d：分泌穎粒に陽性反応が認められる．×625

e　メタクロマジーを示している肥満細胞内の分泌穎粒．

x250

（トルイジンブルー染色）　×625
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なかった．しかし，円形，楕円形の陽性細胞は固

有層の深部の血管周囲に多数観察され，紡錘形や

複雑な形態をした陽性細胞は上皮直下の固有層内

に多く分布している傾向を示していた（図2b，

c）．高倍率でこれらの陽性細胞を観察すると，細

胞質内の穎粒状構造物に陽性の反応が認められた

（図2d）．トルイジンブルーで染色した標本で

観察すると，これらの細胞はメタクロマジーを示

す分泌頼粒が細胞質内に認められ，肥満細胞であ

ることが確認された（図2e）．なお，　PBSを一

次抗体の代わりに用いた陰性コントロールでは，

陽性反応は全く認められなかった．

　歯肉組織内の陽性細胞の細胞数を図1に示した

2つの部位について算出すると，陽性細胞の細胞

数は，外縁上皮下部（235．6±62．3／mm2）は内

縁上皮下部（185．4±86．5／mm2）に比較しわず

かに多かったが，両者の間には有意の差はなかっ

た（図3）．免疫組織化学的染色に用いた切片に

隣接した標本をトルイジンブルー染色し，メタク

ロマジー法で肥満細胞の細胞数を同様に算出し，

免疫組織化学的染色の結果と比較した結果が同様

に図3に示してある．免疫組織化学的染色による

陽性細胞の細胞数とメタクロマジー法による肥満

細胞の細胞数は外縁上皮下部ではほぼ同数であっ

た．しかし，内縁上皮下部では免疫組織化学的染

色による細胞数はメタクロマジー法による細胞数

に比較し約2倍であり，有意差（P〈0．05）が認

められた．

2．慢性辺縁性歯周疾患患者の歯肉組織

　今回観察した10症例の歯肉の組織化学的炎症の

程度は，内縁部から外縁部におよぶ炎症性細胞浸

潤で，間質の線維が保持されている中程度の炎症

を示すものから，内縁部から外縁部におよぶ広範

性細胞浸潤で，歯肉線維の消失を伴う高度の炎症

程度を示すものまであった．免疫組織化学的染色

を行うと，内縁上皮下部（図4a）と外縁上皮下

部（図4b）の固有層内に共に多数の肥満細胞が

観察された．高度の炎症を示す症例では，形質細

胞とリンパ球からなる慢性の炎症巣内にも多数の

肥満細胞が認められた（図4c，　d）．また，一部

の症例では，上皮組織直下に肥満細胞が高頻度で

認められ，上皮組織内に侵入しているものも観察

された（図4e，　f）．

　今回観察した10症例の歯肉組織内の肥満細胞の
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臨床的に健全な歯肉組織内の内縁上皮下

部（pocket　area）と外縁上皮下部（oral

area）でのメタクロマジー法と免疫組

織化学的染色との肥満細胞の細胞数の比

較．内縁上皮下部で両者の間に有意な差

（P＜0．05）が認められた．
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細胞数を算出すると，各症例により著しい相異が

認められた．臨床的に健全な歯肉組織内の細胞数

に比較し有意に増加している症例が2例あった．

反対に細胞数の減少が有意に認められる症例も4

例あった．しかし，今回の観察した症例において

は肥満細胞の細胞数と組織学的炎症の程度の間に

は相関は認められなかった（図5）

考 察

　緒言でも述べたように，肥満細胞の同定法と

して通常よく用いられているのはトルイジンブ

ルーやメチレンブルー染色でメタクロマジーを起

こす分泌穎粒を含有する細胞を同定する，いわゆ

るメタクロマジー法である．この方法は簡便では

あるがすべての肥満細胞が同定できるわけではな

く特異的なものではない21）．事実Hall‘）やZachris－

son’4・15）は，ヒト歯肉組織内の肥満細胞の細胞数

をメタクロマジー法とEpsilon　amino　caproic

acid　esteried　naphthol　ASを基質にしたtryptase

活性の組織化学的染色法と比較し，組織化学的染
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　　　　　　　　図4：慢性辺縁性歯周疾患患者の歯肉組織
a．内縁上皮下部，不定形な肥満細胞が多く観察された．×125

b　外縁上皮下部，肥満細胞は円形や楕円形のものが多く観察された．×125

c　慢性の炎症巣内にも多数の肥満細胞が認められた．×250

d“慢性の炎症巣内の肥満細胞（矢印）．（トルイジンブルー染色）　×125

e　上皮組織直下に認められた多数の肥満細胞．×250

f右上皮組織内に侵入している肥満細胞（矢印）．（トルイジンブルー染色）　×625
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図5：慢性辺縁性歯周疾患患者の歯肉組織内の免疫組織化学的染色による肥満細胞の細胞数．各

　　症例により細胞数の著しい差が認められた．臨床的に健全な歯肉組織（control）に比較

　　　し，有意に多いものは2例，有意に少ないものは4例あった．（a：p＜0．01，b：p＜0．05）

　　　しかし，組織学的炎症の程度と細胞数には相関は認められなかった．

　　　（＋）：中程度の炎症　　（＋＋）：高度の炎症

＼

色法はメタクロマジー法に比べ約1．5から2倍の

数の肥満細胞が検出できたと報告している．その

理由について，Zachrisson1‘）は，未成熟な肥満細

胞では，分泌穎粒中の酸性ムコ多糖類（heparin

に含まれている）がまだ十分硫酸化されていない

為，メタクロマジーが起こらずメタクロマジー法

では肥満細胞として同定できないが，tryptase

などのproteaseはheparinより早期に肥満細胞

に認められる23）からであると述べている．

　本研究では，組織化学的染色法よりさらに特異

性が高いと考えられている免疫組織化学的染色法

で肥満細胞の同定を試み，メタクロマジー法の結

果と比較した．抗ヒト肥満細胞tryptase抗体を

一次抗体として用いた免疫組織化学的染色法で

は，内縁上皮下部と外縁上皮下部の固有層内に共

に多数の肥満細胞を同定することができた．ま

た，免疫組織化学的染色法により検出された肥満

細胞の細胞数は，両観察部位でメタクロマジー法

のものより多く，特に，内縁上皮下部では約2倍

の数の肥満細胞が認められた．この傾向は，tryp－

tase様活性を組織化学的に染色した報告4・14’15・17）と

ほぼ同様なものであった．以上の結果から，今回

用いた免疫組織化学的染色法は，肥満細胞を同定

する，より特異的な優れた方法であることが明ら

かになった．

　肥満細胞は機械的刺激や異種の蛋白質，あるい

はアレルギー毒などに対して敏感に反応し，

heparinやhistamineなどの分泌願粒成分を組織

中に放出し，局所で炎症を引き起こすだけでな

く，免疫応答や慢性炎症などの生体反応にも関連

していると推察されている24）．このため，外界の

刺激に常にさらされている歯肉組織の肥満細胞の

分布状態や歯周疾患と肥満細胞の関連を検討する

ことは興味深く，現在まで多くの研究者達による

報告がなされてきた1－2°）．臨床的に健全なヒト歯

肉組織に関しては，報告により肥満細胞の細胞数

に差は認められるが，本研究の結果と同様に，多

数の肥満細胞が固有層内に広く分布していること
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はすべての報告で一致している”1°）．しかし，歯

肉組織の炎症と肥満細胞の関連性に関しては，報

告により著しく異なっているL5．6’11－2°）．今回の観

察では，30代の男性の慢性辺縁性歯周疾患患者の

歯肉10症例について，肥満細胞の分布と細胞数を

比較したが，細胞数に関しては症例間に著しい差

異が認められ，炎症と肥満細胞の細胞数の相関に

ついては明らかにできなかった．

　肥満細胞は炎症の起こっている部位の他にも，

治りつつある傷（結合組織）の周囲にも多く集

まっていることが知られており25’27），Angelopou－

losとGoaz27｝は，肥満細胞から放出されるhepa－

rin，　histamine，さらにはヒァルロン酸などは，

線維芽細胞によって作られる結合組織を増加させ

ると報告している．この観点から，歯肉組織にお

いても，炎症性変化に伴う反応性の線維増殖の発

現にも肥満細胞が重要な役割を果たしている可能

性も考えられる．Aeschlimannら13）は，慢性辺縁

性歯周疾患患者に歯周外科手術を行うと，術後

4ヶ月経過後に歯肉組織内の肥満細胞の細胞数が

増加することを報告し，炎症の改善，組織の治癒

と肥満細胞が密接な関係を持つことを示唆した．

また組織の治癒過程と肥満細胞の関連性に関して

は，結合組織だけではなく上皮組織でも報告され

ている28・29）．Amlerら29）は，抜歯窩の治癒の過程

で新たに増生した上皮組織直下には，多数の肥満

細胞が観察され，上皮内に侵入している肥満細胞

も認められた，と述べている．今回の観察でも，

一部の症例において多数の肥満細胞が上皮組織に

近接あるいは侵入していた．歯周疾患患者の歯肉

上皮組織内への肥満細胞の侵入は電顕レベルでも

確認されており3°），肥満細胞が歯肉上皮の治癒，

増殖にも関与している可能性も考えられた．

　以上をまとめると，歯肉組織内の肥満細胞は，

炎症に関するだけでなく，炎症により破壊された

組織の修復過程にも重要な役割を果たしているも

のと考えられ，肥満細胞が歯周疾患にどのように

関与しているかについては，さらに多くの症例を

詳細に検討する必要があると思われた．

結 論

1．抗ヒト肥満細胞tryptase抗体を用い，免疫

組織化学的にヒト歯肉組織内の肥満細胞を同定

する方法は，トルイジンブルーによるメタクロ

マジー法に比較し，より特異的に肥満細胞を同

定できることが明らかになった．

2．健全なヒト歯肉組織内には，多数の肥満細胞

が存在していた．

3．辺縁性歯周疾患患者の歯肉組織では，臨床的

に健全な歯肉組織に比べると，肥満細胞の細胞

数が増大する傾向を示した．しかし，今回の観

察では，炎症と肥満細胞の細胞数の相関は明ら

かにされず，さらに多くの症例の観察が必要で

あると思われた．
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