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緒 言

Innerfieldら1)が 血栓性静脈炎に使用 したtryp

sinに 抗 炎症効果 を認めて以来, trypsin以 外に

も α-chymotrypsin, bromelain2)そ の 他 のpro

tease, streptokinase3)に も抗炎症効果が認め ら

れてい る.し か し,そ の作用機序には諸説があ

り明確 でな い.

伊 藤 ら4)は,有 田protease産 生菌 の研究中に,

 Aspergillus melleusの 一 株 が 強 力なprotease

産 生能 を有す ることを見 出した.そ のAspergil

lus melleusよ り抽出された蛋白分解酵素である

Prozime-10(P-10)は,静 脈内投与および経 口

投与で抗 炎症効果を発揮す ることは既に報告 さ

れてい る5).

従 来,非 ステ ロイ ド性抗 炎症剤や,蛋 白分解

酵素製剤の抗炎症作用の検定には,副 腎摘 出動

物が しば しば使用されてお り,副 腎が関与 しな

いことを示 した成績が発表 されて いる6,7).し か

し,生 体 内の最 も強力な抗 炎症性物質である副

腎皮質steroidが,蛋 白分解酵素製剤の適用後に,

いかに変動す るのかについての研究は全 く等閑

に付 されたまま現在に至 ってい る.こ の様 な観

点か ら,副 腎 を摘 出していない正常動物に蛋 白

分解酵素製剤のP-10を 投 与 し,そ の抗炎症効果

や 抗炎症機序の解明 を目的 として,一 連の実験

を行 った.

蛋 白分解酵素製剤は,現 在 口腔外科領域にお

いても消炎の 目的 で繁用 されているが,そ の抗

炎症効果 を動物実験で確認 された報告 は見当 ら

ない.口 腔におけ る代表的な炎症性疾 患である

歯 肉炎 を犬に惹起 し,蛋 白分解酵素製剤の経 口

投与が果 して実験的歯肉炎に対 して治癒的効果

を発揮 しうるか否か を確認する 目的で本実験 を

行 った.

実験方法 および材料

1)実 験 的歯肉炎の作成

Beagleの 成 犬(体 重8-12kg)をpentobar

bital-Na(30mg/kg)の 静 注によ り麻酔 し,上

顎 の両側 第1後 臼歯の歯頸部under cut周 囲 を

waxed silk(Johnson's DENTAL FLOSS, 1800

IN)で 固 く結紮し,自 由に食餌 の摂取や,飲 水

が できる状態で1週 間放置 し,歯 肉炎 を誘発 さ

せ た. 1週 間 後,第1後 臼歯付近の歯肉の炎症

症状 を撮影記録 して,歯 肉嚢 よりの浸出液量 を

測定 し,歯 肉厚の測定および歯肉切片の組織学

的観察 を行 った.水 は水道水 を自由に摂取 させ,

犬 は,室 温25±1℃,湿 度60%の 恒 温,恒 湿環

境 で飼育 し,飼 料には犬用飼料(オ リエンタル

酵母, DS)を1日1回200g与 え た.

2)浸 出液重量の測定

予め 充分乾燥 させ た幅5mmの 滬 紙(東 洋炉

紙No. 2)をbuccal sideの 歯 肉嚢 内に挿 入 し

て歯肉付着部 まで到達 させ, 3分 間吸収 させ た

後,直 ちに重量測定 を行った.
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3)歯 肉厚の測定

buccal sideの 歯 肉 を歯 肉付着部 よ り縦方向

(深 さ)へ2mm,幅(近 遠心方向)7mmに わ

たって切除 した.そ の後,別 出した歯 肉を2枚

の スライ ドグラスには さみ,全 体の厚 さをノギ

スで計測 し,予 め測定 しておいたスライ ドグラ

スの厚さ を差引いた値 を歯肉厚 とした.ま た,

対 照の歯肉厚 として,炎 症 をお こした歯肉の直

前に位置す る第4前 臼歯の歯 肉を同様に剔出し,

計 測 した.

4)組 織標本の作製

歯肉厚 を計測 した後の歯肉を10%ホ ル マ リン

液(PH 7.4)で 固定 し,脱 水,脱 脂を行った後

パ ラフ ィン包埋 をし,ミ クロ トームで4μmに

薄切 した 後, hematoxylin-eosinで 二 重染色 し

た.

5)薬 物 投与

P-10は, 0.2-0.5%に なるように生理 食塩液

に溶解 して静脈 内に投与 した り,あ るいは腸溶

カプセル(信 越化学製)に 粉末のま ヽ充填 し,

更に硫酸バ リウムを添加 して比重1.2に な る様に

調整 した もの を経 口投与 した. indomethacin

は, P-10と 同 様に腸溶カプセルに充填 して経 口

投与 した り,ま たは皮下注射 した.各 用量 ごと

に, 1群5匹 のbeagle犬 を使用 した.

投 与期間は,歯 頸部結紮の1週 間後に炎症症

状 の発現 を確認 した後,静 注および皮下注の場

合 は1日1回,経 口投与では1日2回(朝,夕)

に1週 間連続 して投与 した.

薬物の効果判定は, Student's t検 定 法によ り

行 い,危 険率5%以 下 の ものを有効と判定 した.

6)使 用薬物

実験 に使用 した薬物の うちindomethacinの

純 末は山之内製薬 よ り, P-10の 精 製粉末は ミナ

ト製薬 よ り提供 された もの を使 用 した. pento

barbital-Naは 大 日本製薬 より購入 したものを

使用 し,そ の他の試薬 についてはいずれ も市販

の特級試薬 を使用 した.

実 験 結 果

1)実 験的歯肉炎の発症

両側の第1後 臼歯の歯頸部周囲をwaxed silk

で結 紮 した1週 間後の局所歯肉は,結 紮前(写

写 真1. waxed silkを 結 紮 した 部 位 の

歯 肉腫 張(×3)

a:対 照　 b:結 紮 後7日 目

c:賦 形 剤 単 独 投 与 群

真1-4(a))と 比較 して著 明な発赤 及び腫張が

観察された(写 真1-4(b)). buccal sideの 歯

肉嚢の浸出液重量は,対 照時1.28±0.2mgで あ

ったが, 1週 間 後に は3.4±0 .5mgに 増 加 した

(P<0.01)(図1).ま た,歯 肉の厚 さは対照時

0.8±0.01mmで あ ったものが, 1 .1±0.02mmと

有 意に増大 した(P<0.05)(図1) .

1週 間 後に切 徐 した歯 肉の組 織像 は,写 真

5(b)に 示 してあ る. waxed silkの 結紮面 よ

り離れ た外縁上皮層では少数の小円形細胞の浸

潤 を認め るのみで殆んど異常所見は認め られな

かった.し か し,結 紮糸の存在す る内縁上皮層

では結紮部位に接近す るにつれて個々の細胞腫

大が著明にな り,円 形浸潤細胞の数 も増加 した.
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写 真2. P-10 12-5mg/kg(p. o.)投 与 の

抗 炎 症 効 果(×3)

a:対 照　 b:結 紮 後7日 目

c: P-10 12.5mg/kg(p. o.)7日 間 投 与 群

顕著な病変 を示 したのは,絹 糸に接触す る粘膜

固有層で,小 円形細胞,好 中球の混存す る浸潤

細胞の集団が肉芽組織 を形成 しているのが観察

された.浸 潤 した細胞間には,浮 腫 も認め られ

た.結 紮糸 より離れた固有層で,し か も肉芽組

織に近接 した部位には細静脈の著明 な拡張が観

察され,細 胞間隙 も開裂 して浮腫が認め られた.

2) P-10お よびindomethacin投 与 による炎症

治癒効果

歯頸部結紮の1週 後に局所の発赤及び腫張を

確認 した後, P-10(12.5mg/kg, 25mg/kg)お

よびindomethacin(1.25mg/kg)を1日2回,

 1週 間経 口投与 した.対 照 として賦形剤である

硫酸バ リウムのみを経 口投与 した群 では,写 真

写 真3. Indomethacin 1.25mg/kg(p. o.)投 与 の

抗 炎症 効 果(×3)

a:対 照　 b:結 紮 後7日 目

c: Indomethacin 1 .25mg/kg(p. o.)

7日 間投 与 群

1に 示 したように(b)の 結 紮7日 目の局所の症

状 と賦形剤投与後(c)と の間の症状にはほ とん

ど差がな く,結 紮14日 後 でも発赤,腫 張などの

炎症症状が持続していた. P-10の12.5mg/kg投

与 群では,写 真2(c)の よ うに7日 目の炎症症

状(b)と 比較 して明 らか に14日 目では炎症症状

が消退し,腫 張は対照時(a)と ほ とん ど同 じ程

度にまで回復 している. P-10が 著 明 な抗 炎症効

果 を発揮 してい るこ とが わか る.写 真3は,

 indomethacin投 与 群 の歯 肉像 を示 している.

 (c)に 明 らかな如 く,歯 肉底部 では腫張はほ ヾ

完治 してい るが,歯 肉縁にはなお発赤お よび腫

張が認められている. indomethacinも 歯 肉炎に

対 し治癒傾 向を示 している.し か し,こ の用量
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写 真4. P-10 1mg/kg(i. v.)投 与 の抗 炎症 効 果(×3)

a:対 照　 b:結 紮 後7日 目

c: P-10 1mg/kg(i. v.)7日 間 投 与群

のindomethacinを 連続投与 した場合,全 例で粘

液の混 った軟便 ない しは下痢便が観察され,少

数例では時に血便の混入を認めた.

図1は,浸 出液 と歯 肉厚に対す るP-10とindo

methacinの 効 果を示 している.対 照 と比較 して

P-10は, 12.5mg/kg, 25mg/kgと 用量に依存 し

て治癒 効果 は強 くなってお り, indomethacin

 1.25mg/kgも 有意に浸出液重量 及び歯肉厚 を減

少 させ てい る.写 真4は, P-10 1mg/kgの 連続

静 注を行った後の所見であ るが,こ の場合 も投

与後(c)の 歯 肉像 は対照時(a)と 全 く差がな

く, (b)で 見 られた強度の炎症症状 は完全に治

癒 しているのがわかる.写 真5の 組織像で も明

らかな如 く, (b)の 炎 症時に見 られた顕著な細

写 真5. P-10 1mg/kg(i. v.)及 び

Indomethacin 1mg/kg(s. c.)

投 与 群 の 歯 肉 組 織 像(×75).

a:対 照　 b:結 紮 後7日 目

c: P-10 1mg/kg(i. v.)7日 間 投 与 後 の

組 織 像

d: Indomethacin 1mg/kg(s. c.)

7日 間 投 与 後 の 組 織 像

胞浸潤 はP-10 1mg/kg静 注 により完全に消失 し,

歯 肉の厚 さも薄 くなっている.外 縁上皮は もち

ろん,内 縁上皮にも全 く細胞浸潤は認め られ な

か った.特 記すべ きは,結 紮糸に面 した粘膜固
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図1. P-10及 びIndomethacin経 口投 与 の 浸 出 液量 及 び歯 肉厚 に 及 ぼ す 影 響

○-○: 対 照

•¢-•¢: P-10 12
.5mg/kg

•£-•£: P-10 25mg/kg

•  -• : Indomethacin 1
.25mg/kg

図2. P-10及 びIndomethacin非 経 口投 与 の 浸 出 液 量 及 び 歯 肉 厚 に 及 ぼ す影 響

○-○: 対 照

•¢-•¢: P-10 1mg/kg (i. v.)

•£-•£: P-10 5mg/kg (i. v .)

•  -• : Indomethacin 1mg/kg (s . c.)

有層で観察された厚い肉芽組織は全く観察され

ず,固 有層は対照時よりもより軽度な少数の円

形細胞の浸潤を認めたのにすぎない. P-10の

12.5mg/kgやindomethacin 1.25mg/kgを 経 口

投与 した群 のいずれにおいて も,組 織像はぼ ヾ

正常 に近 く,炎 症症状は殆ん ど認め られ なかっ
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た.た だ し,結 紮糸に接 した部位 には,少 数の

細胞浸潤が認め られた. P-10の25mg/kg経 口投

与群の組織像には,炎 症症状は全 く認め られな

かった.

indomethacin 1mg/kgを 連 続皮下投与 した場

合,結 紮7日 目の組織像 に比較 して白血球 の浸

潤 も減少 し,肉 芽組織の形成は阻止 されている.

しか し, P-10 1mg/kgを 静 注 した場合に比較

して より多数の細胞浸潤が明瞭に認め られ,そ

の効果はP-10に 劣 った. P-10を 静 注 した場合

も1mg/kg, 5mg/kg共 に用量に依存 してその

効果 は増大 し,浸 出液量及び歯肉厚の増加 を有

意に抑制 し,経 口投与 と同様の結果が得 られた

(図2).ま た, indomethacin 1mg/kgの 皮下投

与も有意 な抗炎症効果 を示 した.

考 察

P-10は,ラ ットに誘発 させ た種々な実験的炎

症 に対 して著 明な抗炎症効果 を示 している5).

 adjuvant注 射 後6-7日 目に観察 される口唇部

の腫張に対 してもP-10は 著 効 を示 している5).

また, P-10の 十 二指腸 内投与後,血 中のP-10濃

度が上昇 したことより, P-10が 腸 管 より吸収 さ

れ るこ とが 明 らかになった5).以 上 の知見は,

 P-10を は じめ,種 々な消炎蛋白分解酵素製剤が経

口投与された場合でも,口 腔内炎症 に対 して治癒

的に作用 しうる可能性 がある事 を示唆 している.

本実験の初期には,雑 犬 を使用 した.し か し,

年 令差や飼育 条件の差よ り歯肉の厚 さや歯肉嚢

よりの浸 出液量に差があ り,ま た,歯 石の付着

に起因す ると考 えられる歯肉炎を多数 の犬で見

出した.可 及的実験条件 を統一す るために,ほ

ぼ年齢及び飼育条件の一定 したbeagle犬 を本実

験では使用 した.ま た, P-10の2mg/kg静 注は,

 indomethacin 5mg/kgの 皮下注にほぼ匹敵する

抗炎症効果 を有す る事が ラッ トで報告 されてい

る5).本 実 験 で もreference drugと してindo

methacinを 使 用 した.但 し,そ の用量はP-10

 1mg/kgに 対 し, indomethacinは1mg/kg投

与 した.

P-10の 至 適pHは 弱 アル カ リ(pH 8.0)で

あ るため,水 溶液に して経 口投与 して も胃の酸

性条件下で変性 し,活 性の低下や分解す る可能

性が大であることが想定 された.こ の点は,腸

溶 カプセルに粉 末のま ヽ充填 して投与すれば,

胃 を通過 した後十二指腸 より吸収 され るこ とが

期待 される.問 題は,犬 の 胃内腔の酸性 条件 に

抵抗 しうる腸溶 カプセルが入手可能か否か とい

う点 と,こ の条件 を充 たす腸 溶カプセルが得 ら

れたとしても, P-10の 比 重が軽 いためにP-10を

充填 させ た腸溶 カプセルが 胃内腔に長時間滞溜

し,十 二指腸へ移行 し難 いのではないか という

点が疑問点 として浮び上 った.信 越化学 製の腸

溶 カプセルを0.1N塩 酸 溶液中で振盪 させ なが

ら放置 した所,こ のカプセルは5時 間後で も原

形のま ヽ存在 したので,第1の 疑問点につ いて

は問題 ない と考 えられたので,こ の カプセル を

使用す ることにした.

第2の 問題を解決す るため,腸 管 より吸収 さ

れず,反 応性 も低 く,一 方で比重の重い化合物

として硫酸バ リウム を賦形剤 として使用す るこ

とを試み た.雑 犬 を使 用 した予備 実験 では,

 P-10の み を充填 したカプセルは,服 用 させた後,

 5時 間経過 した時点で も幽門 を通過 しなか った

のに,比 重 を1.2に 調 整 したカプセルは,服 用 さ

せた1-2時 間後には十二指腸へ移行すること

がわかった.以 上の予備実験によりP-10の 経 口

投与法が確立 した.

waxed silkを 臼 歯に結紮 した際,肉 眼所見で

腫張は歯 肉全体 にわたって観察されたが,発 赤

は歯肉縁に特に著明に認め られた.ま た,組 織

像で最 も特異的であ ったのは,結 紮糸に接触す

る部位 の粘膜固有層におけ る著明な肉芽 形成 で

あった. P-10お よ びindomethacinは い ずれ も

この肉芽形成 を完全に抑制 した.こ の成績 は,

ラ ットに実験的に作成したgranuloma pouchの

肉芽形成に対する抑制効果よ りもす ぐれていた5).

また, P-10は 肉芽組織に隣接する粘膜固有層に

おけ る細胞浸潤 を完全に抑制 し,非 常に強力な

抗炎症効果 を発揮 した.こ の ような炎症組織像

の改善 と一致 して炎症部位における肉眼的所見

も非常 に著明に改善 されてお り, P-10の 強 力な

抗炎症効果は実験的歯肉炎でも確認 された.浸

出液量や歯肉の肥厚 もP-10投 与 後,完 全に抑制

されたこ とか ら,本 酵素製剤が口腔領域 の炎症

疾患に経 口的に使用 されても治療効果 を発揮す
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る可能性 は大であ ると考 えられ る.

要 約

Beagleの 成 犬をpentobarbital-Naの 静 注に

よ り麻酔 し,上 顎の両側 第1後 臼歯 の歯頸部周

囲 をwaxed silkで 固 く結紮 し,歯 肉炎を惹起 し

た.術 後7日 目よ りProzime-10(P-10)お よび

indomethacinの 経 口投与および非経 口投与(静

注 または皮下注)を1週 間連続 して行 った.術

前,術 後7日 目および投薬終 了後に歯 肉厚,歯

肉嚢 よ りの浸出液重量お よび歯 肉の組織学的検

索 を行 った.術 後7日 目の第1後 臼歯の歯肉に

は著明な発赤,腫 大が認め られた.し か し, P-10

の12.5mg/kgやindomethacin 5mg/kgの 経 口

投与1週 間後には,こ れ らの炎症症状 は殆ん ど

消退 した. indomethacin投 与 の全例で粘液便 を

認めたが, P-10投 与後 には消化管症状 は全 く認

め られなか った.ま た,術 後7日 目の組織学的

所見では,結 紮糸に接する歯 肉粘膜固有層に層

状の肉芽組織が形成 され,そ れ と隣接す る部位

には浮腫が顕在 した. P-10お よびindomethacin

投 与 後の全症例で,肉 芽形成は全 く認め られず,

細 胞浸潤お よび浮腫 も著明に軽減 してい るの を

認めた.

以上の所見 より, P-10の 経 口投与 は,実 験的

歯 肉炎に対 して顕著な治癒効果 を発揮 しうる事

が わかった.
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Anti-inflammatory effect of Prozime-10 (P-10), a proteolytic enzyme

I. Anti-inflammatory effect of P-10 on experimental gingivitis

Kazuo MAKI

The First Department of Oral and Maxillofacial Surgery, 

Okayama University Dental School

(Director: Prof. K. Nishijima)

Beagle dogs were anesthetized with pentobarbital-Na, and waxed silk was tightened 
around the under cut area of the dental necks of both postmolar teeth in the upper jaw. 

One week later, remarkable signs of gingivitis became apparent, and gingivitis was confir
med histologically. Prozime-10 (P-10, a proteolytic enzyme) and indomethacin were givin 
either orally in enteric-coated capsules or parenterally (intravenously or subcutaneously) for 

7consecutive days. The thickness of gingiva and the volume of exudate in the gingival 

poket were measured before the operation, Mays after silk ligation and after the completion 
of the drug administration.

The effect of test drugs was evaluated in relation to these changes. Oral administration 
of 12.5mg/kg P-10 was quite effective in alleviating the inflammatory signs. Indomethacin 

(5mg/kg, p. o.) was slightly less effective, but significantly effective. In all cases of indome
thacin administration, mucous diarrhoea was observed, and in some cases a visible amout of 
blood was mixed in the stool. No such sign was noted with P-10. The formation of granular 

tissue in the lamina propria of mucosa facing the waxed silk was noted characteristically in 
histological examinations of swollen gingiva. However, neither granular tissues nor any 
signs of inflammation were observed after P-10 administration.


