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緒 言

前 報に おい て,全 く化 学 的 な修飾 を行 わな い

Phenytoin-BSA(BSA-Ph)conjugateで ウサ ギ

を感 作 した際, Phに 対す る液性抗体が作 られ る

事 を報告 した.こ の知 見 よ り, Phenytoin(Ph)

慢性 投与 に際 して 観察 され る種 々 な副作 用 が,

ア レル ギー反 応 として理解 され る可 能性 が 強 く

示唆 され た.ま た, Phを 投 与 され て い る全症 例

におい て液性 抗体 が 出現 して い る事 が 判 明 した.

しか し, Ph投 与後 発現 す る歯 肉増 殖 をア レル ギ

ー性 反応 と して認 識 しよ う とす る立場 か らす れ

ば, Ph投 与 によって歯肉 にお いてIV型 ア レル ギ

ー が発症 してい る もの と考 えなけ れ ばな らない
.

本論 文 では, 1)BSA-Ph conjugateを モルモ ッ

トに投与 して果 して遅 延 型ア レル ギー反 応 を誘

発 させ うるのか否 か を検 討す るこ と,及 び, 2)

Phを 経 口投 与 した際,果 して歯 肉に どの 程度Ph

が移 行 しうるのか に つ いて検 討 し,こ の二点 か

らPh投 与後 の 歯 肉増殖 症がIV型 ア レル ギー と

して理解 され うる可 能性 が あ るのか 否か につ い

て調 べ る こ とに した.

実 験 方 法

I.体 液 性 免 疫 反 応

1)赤 血 球 凝 集 反 応

被 検 者 血 清0.5mlを56℃ で30分 間加 熱 し た 後,

 sheep red blood cell(SRBC)浮 遊 液(1×108

 cells/ml)0.5mlを 加 え,時 々 攪 拌 し な が ら37℃

で1時 間incubateし, 1,000rpmで5分 間 遠 心

し た.そ の 上 清 をmicroplateに 添 加 し, gela

tin-veronal buffer(pH 7.5)で 順 次 倍 数 希 釈 し

て ゆ き,そ の 上 にtannic acid処 理 でPheny

toin(Ph)をcoatingし たSRBC浮 遊 液 や 正 常

なSRBC浮 遊 液(2×108 cells/ml)を 滴 下 し,

 37℃ で1時 間CO2 incubator中 でincubateし

て 赤 血 球 凝 集 反 応 を行 っ た1).

2) 3H-Ph binding assay

患 者 血 清0.1mlに3H-Ph 0.05μCi(0.1ml)と

0.05M acetate buffer(pH 6.8)0.1mlを 加 え,

 4℃ で12時 間 静 置 し た.こ れ にdextran-coated

 charcoal(DCC)0.5mlを 加 え て(37℃)よ く

攪 拌 し,直 ち に3,000rpmで5分 間 遠 心 し,上 清

0.5mlの 放 射 活 性 をliquid scintillation count

er(Aloka liquid scintillation system, LSC-

700)で 測 定 し,被 検 血 清 の3H-Ph binding
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capacity(B/T%)を 求 め た.

3)螢 光 抗 体 法 に よ る抗 核 抗 体 の 検 出

マ ウ ス 肝 の 凍 結 切 片 標 本 を0.1M phosphate

 buffered solution(PBS, pH 7.2)に ひ た し て 被

検 血 清 を加 え,室 温 で1時 間 放 置 し,そ の 後 過

剰 な 抗 体 をice-cooled PBSで 充 分 洗 浄 して 除 去

した.そ の切 片 にFITCでlabelし た ヒ トーglobu

lin抗 体 をの せ,室 温 下 に1時 間 静 置 し た.そ の

後 充 分 量 のPBSで 洗 浄 し,螢 光 顕 微 鏡(Olym

pus FLM)下 で 鏡 検 を行 っ た2).

4)間 接Coombs試 験

2%O型 赤 血 球 浮 遊 液2滴 と被 検 血 清4～6滴

を 混 和 し, 37℃ で1時 間incubateし た.こ れ に

充 分 量 の 生 理 食 塩 液 を 加 え て 混 和 し た 後,遠 沈

を 行 っ て 赤 血 球 を 分 離 し た.こ の 様 な 操 作 を 反

復 し て 赤 血 球 を 洗 浄 し た 後,赤 血 球 の 沈 渣 に

Coombs血 清 を1滴 加 え て よ く混 和 し,直 ち に

1,000rpm, 1分 間 遠 心 を行 い 試 験 管 を 静 か に 振

っ て 凝 集 の 有 無 を 観 察 した3).

II.細 胞 性 免 疫 反 応

1)抗 原 の 作 成

前 報4)に 従 っ てBSAにPhをcouplingさ せ

たBSA-Ph conjugateを 作 成 し,こ れ を 抗 原 と

し た. carrier(BSA)対hapten(Ph)の モ ル 比

は1:5に 調 整 した.な お,こ れ と並 行 してcar

rierをegg albumin(EA)と したconjugate,

即 ちEA-Ph(1:5)も 作 成 した.

2) Foot pad reaction

遅 延 型 ア レ ル ギ ー の 古 典 的 な 証 明 法 で あ る

foot pad reactionは, Volkman and Collins5)

の 原 法 に 準 じ て マ ウ ス の 代 りに モ ル モ ッ トで 行

っ た. BSA-Ph 0.25mgをsaline 0.25mlに 溶 解

し,同 量 のFreund complete adjuvant(FCA)

と混 和 し,こ れ を雄 性 モ ル モ ッ ト(Hartley系)

の 背 側 皮 内 に 注 射 した. 4週 間 後 にBSA, BSA-

Ph, EA, EA-Phの 各50μgを い ず れ も50μlの

0.9% NaCl液 に 溶 か して 感 作 モ ル モ ッ トの 一 方

の 足 蹠 皮 内 に 注 射 し,他 側(対 照 側)足 蹠

皮 内 に は0.9% NaCl液50μlを 注 射 し た.

そ の 後,経 時 的 に 両 足 蹠 の 容 積 を水 銀mano

meter法 で 測 定 し6),容 積 の 増 加 率 を算 出 した.

ま た,他 の 例 で は1回 目の 感 作 を行 っ た6週 後

に 更 にBSA-Ph 0.25mgをsaline 0.25mlに 溶 か

し,更 にFreund incomplete adjuvant(FIA)

0.25mlに 懸 濁 させ て 背 側 皮 内 に 注 射 し(boos

ter),そ の4週 後 に前 と同 様 に 種 々 な 異 種 蛋 白を

足 蹠 皮 内 に 注 射 す るfoot pad reactionを 行 った.

3) Local passive transfer7)

BSA-Ph 0.25mgを0.9% NaCl 0.25mlに 溶解

さ せ,そ の 後 同 量 のFCAと 混 和 し て 懸 濁 させ,

こ れ を モ ル モ ッ トの 背 側 皮 内 に 注 射 した. 4週

後 にBSA-Ph 0.25mgのsaline液0.25mlとFIA

 0.25mlの 混 合 懸 濁 液 でboosterを 行 った. 2週 後

に 感 作 モ ル モ ッ トの 腹 腔 内 に 流 動 パ ラ フ ィ ン20

mlを 注 入 し,そ の4日 後 にHanks液20mlを 腹

腔 内 に 注 入 して 腹壁 をmassageし た.腹 腔 を正

中切 開 してHanks液 を 回 収 し,滲 出 細 胞 を 集 め

た.そ の 後Hanks液 で 更 に3回 腹 腔 を洗 浄 した.

こ の 様 に し て 集 め た 腹 腔 滲 出 細 胞(0.8×107

 cells)をBSA-Ph, BSA, EA-Ph, EA液 な ど と

混 合 し, 0.5mg/mlと な る よ うに 調 整 し た.こ の

0.1mlを 正 常 モ ル モ ッ トの背 側 皮 内 に 注 射 し,そ

の 後 注 射 部 位 に お け る 皮 膚 反 応 を 観 察 し た.こ

の 場 合 の 対 照 実 験 と し て は, 1)腹 腔 滲 出 細 胞

を 異 種 蛋 白 と接 触 させ る事 な く,単 独 で 皮 内 注

射 し た 際 の 皮 膚 反 応 や, 2)感 作 動 物 の 血 清 と

異 種 蛋 白 と を混 合 させ た 液 を未 感 作 の 正 常 モ ル

モ ッ トの 背 側 皮 内 に 注 射 し,そ の 皮 膚 反 応 を観

察 し た.

4) Migration inhibition test

Lymphokineの 検 出 は, Clausenの 変 法8)に よ

るmigration inhibition testで 行 っ た.腹 腔 細

胞transfer実 験 で 述 べ た の と 同 様 にBSA-Ph

で 感 作 し た モ ル モ ッ トの 腹 腔 滲 出 細 胞 を 用 い て

遊 走 阻 止 試 験 を 行 っ た.培 養 用 ゲ ル の作 成 は,

 agaroseとagarを1:1(w/w)に 混 合 し, 2

倍 濃 度 の 培 養 液 お よ び 非 働 化 牛 胎 児 血 清 を加 え

て,最 終 濃 度1.1-1.2%のagarose-agar mix

ed gelを 作 成 し,シ ャ ー レ1個(直 径6cm)あ

た りに5mlの 培 養 ゲ ル を 注 入 し た. 1mg/mlに

調 整 し た 種 々 な 抗 原 溶 液(BSA-Ph, BSA, EA-

Ph, EA)0.1mlと 感 作 腹 腔 浸 出 細 胞 の 浮 遊 液

(2×108 cells/ml)0.1mlと を 混 合 し, 95% O2

+5% CO2-incubator中 に37℃, 1時 間 静 置 し

た.次 に,予 め 作 っ て お い た 培 養 ゲ ル に,直 径

3mmのwellを 数 個 あ け,こ の 中 に 腹腔 細 胞 の
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単独 液や 腹 腔細 胞 と抗 原 との混 液 をマ イ ク ロ ピ

ペ ッ トを用 いて 注 入 した. 5% CO2 incubator

で24時 間孵 置 した後,シ ャー レの底 面 に広 が っ

た遊 走部 分 の直径 を ノギス で計 測 し, Index of

 migrationを 算 出 した. Indexは,腹 腔 浸 出細

胞 のみの 遊 走直径(X)に 対 す る腹 腔細 胞 に抗 原

を作 用 させ た混液 の遊 走 直径(Y)の 比(Y/X)

で求 め た.

5)遅 延型ア レル ギー 発症部位 の組織片の作成

動 物 を出血致 死 させ た後,ア レル ギー反 応 を

お こ した部 位 の皮 膚 を切 除 し, 15%ホ ルマ リン

液に 固定 し,そ の後 充 分水 洗 してalcoholで 脱

水 した.次 にパ ラフ ィン包埋 し,マ イ ク ロ トー

ムで薄切 した組 織片 をhematoxylin-eosin液 で

染 色 した.

III.歯 肉中 のPh含 量 の 測定

Wistar系 雄 性 ラ ッ ト(約200g)に, 0.5%

 sodium carboxymethyl cellulose(CMC)に 懸

濁 させ たPhを200mg/kg経 口投与 し,そ の後

経時 的に 断頭 した.歯 肉 を切 除 し,そ の 中に含

まれ るPhを 抽 出 し,歯 肉中のPh含 量 をRIA

に よって測 定 した.同 時に 血清 中 のPh濃 度 も

測定 し,両 者の 相関 関係 につ い て検討 した.

歯 肉 を約10mg採 取 し, 10% HCIO4 1mlを 加

えてsonication(Handy Sonic, UR-20P)を10

分 間行 って組 織 を破壊 した.次 にCHCl3 5ml

を加 え, 1分 間振 盪 し, Phを 抽 出 した.水 層 を

asplrationに よ り除去 し,有 機 層 をろ過 し,こ

れ に0.2N NaOH 2mlを 加 え, 1分 間 振盪 して

Phを 水層 に逆抽 出 し, 2,000rpmで5分 間 遠心

した水 層 の1mlを と り, 0.2N HCl 1mlを 加 え

て 中和 し,こ れ を水 で希 釈 してサ ンプ ル と し,

 RIA測 定 を行 っ た4).

実 験 結 果

1. Ph慢 性投 与 患者 血清 を用 い た ア レル ギ ー

反応

前報 に報 告 した如 く, BSA-Phをadjuvant

と共 に ウサ ギに投与 す る と, Phに 対 す る抗 体 が

産 生 され る事 が 明 らか に な った.こ の知 見 よ り

逆 に推定 す れば, Phを 慢 性 的に投与 されて いる

患 者の 血清 には, Phに 対 す る抗体 を含 有す る可

能性 が あ る.か か る見地 よ り,患 者 の 液性 抗体

Table 1 Immunological reactions tested on 
the serum obtained from the Phenytoin-treat

ed patients

Fig. 1 Sequential changes in the foot-pad 

volume provoked by BSA-Ph and BSA chal
lenges. Single immunization was carried out 

with BSA-Ph in FCA emulsion.

の関与 す る免疫反応 を検討 し,その結果 をTable 1

に一 括 して 示 した.赤 血球 凝 集反 応 及 びCo

ombs試 験 は 全員 陰性 であ った .し か し,抗 核

抗 体 は 患者9名 中の1人 が 陽性 で4人 が 疑 陽性,

残 りの4人 は陰性 であ っ た. Phを 毎 日連 続 し

て服用 して いた8名 の 患者 血清 は,全 員3H-Ph

に対す る結 合 能 が正常 人血 清 に比べ て2～3倍

高 く,患 者 血 清 中に 抗Ph抗 体 の存 在 す る こ と

が 明 らか に な った.

2.遅 延型 ア レル ギー 反応

1) Foot pad reaction

Fig. 1は, FCAをadjuvantと して1回 だ

けBSA-Phを 感作 したモル モ ッ トの 足蹠 に,抗

原 をchallengeし た際 の 足蹠 容積 変動 の時 間経
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過 を示 して い る. BSA-Ph及 び 対 照のBSAと

もほ ほ同 様 な時 間経 過 で足蹠 の 腫張 が起 って お

り,い ず れ も10%前 後の 腫 張率 を示 した. 48時

間後 に おけ る両 者の 腫張 に は,有 意 差 は見 られ

なか った.し か し, BSA-Phの 方が 全経 過 を通

じて高 い腫 張率 を示 した.

Fig. 2は,足 蹠 反 応 に お け るPhの 関与 を

Fig. 2 Sequential changes in the foot-pad 
volume of sensitized guinea pigs provoked 
by EA-Ph anh EA challenges. Single im
munization was achieved similarly.

Fig. 3 Sequential changes in the foot-pad 
volume provoked by BSA-Ph and BSA 

challenges. Immunization was performed 
with BSA-Ph in FCA and FIA emulsion.

よ り明確 に把握 す る 目的 で行 った もの で, BSA

とはheterogeneousな 蛋 白質 で あ るEAにPh

をcouplingし た もの と, EA単 独液 と をBSA-

Phで 感 作 したモルモ ッ トの 足蹠 皮 内に 注射 し,

その 後の 足蹠 容積 の変化 を経時 的 に調べ た もの

であ る. EA単 独 注射 の場 合 には, 24時 間以 内

で浮腫 は 完全 に 済失 して し まって い る.し か し,

 EA-Phを 注射 した足蹠 では, 24時 間以 上 経過 し

て も8%前 後 のswellingが48時 間以上持 続 した.

Fig. 3は, 1回 目の感 作 の際, FCAをad

juvantと して 添加 し, 2回 目(booster)に はFIA

をadjuvantと して 感 作 したモル モ ッ トの 足蹠

に抗 原 を皮 内 注射 した後の 足 蹠腫 張 の変動 を示

してい る. FCAをadjuvantと して1回 だ け

BSA-Phで 感 作 した動 物 に比 較し, BSA-Ph, BSA

いず れ を注射 した場 合 で も,足 蹠 の腫 張 は 著 し

く高 い腫 張率 を示 し,し か も両者 の腫 張 の差 は

非常 に顕 著 で あ った. 48時 間 後 のBSA-Phの 腫

張率 は31%で, BSA単 独 の場 合 は15%で あ り,

両者 の 間に は 危険率0.01で 有 意差 が 認め られ た.

Fig. 4は, 前 と同 様 に して2回 感作 を行 っ

Fig. 4 Sequential changes in the foot-pad 

volume provoked by EA-Ph and EA challen

ges. Initial immunization and the second 
booster injection were given similarly.

た モル モ ッ トの 足蹠 にEA-PhとEA液 の 皮 内

注射を行 い,そ の後の足蹠腫脹の経時的変化 を比較

した もので あ る. EA単 独 注射 の場 合 には,約24

時間 で 浮腫 は完 全 に消 失 したが, EA-Phを 注射

した場合 には40時 間以 後 も著明 な浮腫 が持 続 した.

2) Local passive transfer

localにpassive transferさ せ た48時 間後の皮

内反応は,腹 腔 浸出細胞+BSA-Phの 注射部位に

お いて 最 も著 明 であ り,発 赤 及 び腫 大 も著 明 で,

硬 結 した 中心 部 は一部 壊 死 に陥 った.腹 腔 浸 出

細 胞+EA-Phの 混液 を注射 した部 位 において も,

や は り顕 著 な発赤,腫 張,硬 結 が 見 られ た.し

か し,い ず れの対 照 部位 にお い て も,発 赤,腫

張 は 全 く認め られ なか っ た.感 作 動物 の 血清 と

抗 原 の混 合液 を注射 した部位 で もや は り腫 張や

硬 結 は見 られな か った. Fig. 5は 実 際の 皮膚 反

応 を示 して お り, Fig. 6に は 注射 部位 と各局 所
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Fig. 5 Appearance of delayed-type skin reactions provoked by various 
combinations of sensitized macrophages and a variety of antigens.

Fig. 6

Fig. 6 Schematic illustration of the 
sites intradermal injection (a) and 
combinations of injecting materials (b).

に皮 内注射 した抗 原 とmacrophageと の組み合

わせ を模 式 的 に示 してい る.

3)遅 延 型 ア レル ギー 反応 をお こ した部 位 の

組織像

Fig. 7は,腹 腔 浸 出 細 胞+BSA-Phを 局 所

伝 達 したモル モ ッ トの注射 部 位 にお け る組織 像

を示 して い る(×400).こ の 部位 では,一 部 組

織 の壊 死 が起 って いるが,多 形核 白血球 に比較

して単 核球 の 浸 出が よ り著 明 であ る.右 半 分 は

腹 腔 浸 出細胞 とBSAの 混液 を注射 した対照部位

の組 織像(×400)を 示 している.こ の 部位 には,

軽 度 な細 胞 浸潤 が僅 か に認 め られ るの み で あ る.

4) Migration inhibition test

Migration inhibition testの 結 果 はFig. 8

に一 括 して示 した. BSA-PhとBSAと の 間 に

は,危 険率2%で 有意差 が認 め られ た.一 方,

 BSAと は異種 な蛋 白 であ るEAにPhを 結合 さ

せ たEA-PhとEAと の 間 には 有意 差 はP=0.05

で差 は 有意 で あ った.い ずれ にせ よ, Phで 感 作

された動 物 の 腹腔macrophageの 遊走は, Phの

存 在下 で低 い 遊走 指数 を示 した. Phに よ って誘

発 され た遅 延 型反 応 にお い て も, lymphokines

の一 種 で あ るMIFの 存 在 が確 認 され た.

5)歯 肉 中のPh濃 度 変化

Phの 投 与後,経 時 的に 出 血致 死 させ た ウサ ギ
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Fig. 7 Sections of skins taken from sensitized guinea pigs.
a: delayed hypersensitivity provoked by challenging

 with BSA-Ph,

Fig. 7 b: control
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Fig. 8

Fig. 8 Changes in the index of migra

tion of macrophages under coexistence 
with various antigens.

Fig. 9

Fig. 9 Relation between the serum and 

gingival concentrations of Phenytoin in 
rats.

血中 のPh濃 度 は投与 後 比較 的速 やか に上 昇 し,

最 大点 に到達 した後 漸次 下降 した.出 血 致死 さ

せ た時 点 で歯 肉を切 除 して その 中のPh量 を測

定 したが, Phの 血清 濃度 と歯 肉中の 組織 濃度 と

の間 には,正 の 相関 関係 が成 立 し,相 関 係数 は

r=0.964(P<0.01)と 高 い相 関性 を認め た(Fig.

 9).

考 察

Ph投 与 の 際 の 過 敏 性 反 応 と し て,皮 膚 発 疹,

骨 髄 障 害,全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡(systemic lupus

 erythematosus, SLE)や, Stevens-Johnson

症 候 群 な ど が 出 現 す る事 は よ く知 られ て い る9).

 SLEの 診 断に しば しば 用 い られ る抗DNA抗 体

の 検 出試験 に おい て,患 者9名 中5名 が疑 陽性,

あ るいは陽性 を示 した. SLEは,自 己免疫 病 で

あ る と考 え られて お り,患 者血 清 中 にお け る 自

己抗体 の存 在 を強 く示 唆す る もの と考 え られ る.

しか し, Coombs試 験 で は,患 者 血清 中 に 自己

抗体 を検 出す る こ とはで きなか った.採 血 を し

た患者 は,外 観 上 皮 膚症 状 が でて お らず, Co

ombs試 験 に よって 自己抗体 が検知 され る程 重

篤 な 副作 用 を呈す るには至 って いな い もの と考

え られ る.

Phを 連 続投 与 した 際,再 生不 良性 貧 血,巨 赤

芽球 性 貧 血,顆 粒球 減 少症 な どの 造 血臓 器 にお

け る副作 用が 生ず るこ とは周知 であ る.こ の う

ち,巨 赤芽 球性 貧 血10)につ いて は, Phの 長期 投

与 に よ る葉 酸 欠乏 が その 一 因 とされ て い る.赤

血 球 凝集 反応 に よ っては 検 出 され なか った が,

 3H -Phのbinding assayで は 患者 血 清 中に抗Ph

抗 体 の存 在 を確認 す る こ とが で きた.液 性抗 体

が 存 在す る とい うこ とに なれば,溶 血性 貧 血 の

発症 はII型 のア レルギー 反応 として理解 され る.

また,そ の他 の 麻疹 様 の発疹 や 無顆 粒球 症 とい

っ た過敏 性 反応 も液 性抗 体 に よ るア レル ギー性

反応 と して理 解 され る.但 し,て んか ん 患者 は

Phだ け で な く, Phenobarbitalな どの他 の抗 け

い れん 薬 を併 用 して い る例 も 多 く,そ れ らの抗

け いれ ん薬 とPhと の 相 互 作 用 あ るい は代謝 物

もこれ らの副 作用 を修 飾 す る要 因に な りう る可

能性 は 充分 あ る と考 え られ る. Ph投 与後経時 的

に 測定 した血 清Ph levelと 歯 肉組織 中のPh濃

度 との 間 には,高 度 の相 関 関係 が 認め られ た.

この所 見 は, Phが 歯 肉の 増 殖 と直接 な因果 関 係

を もって い るか の よ うな示唆 を与 え る.事 実,

 Phがgingival fibroblastの 増殖 を刺激 した とい

う報 告11)も あ るが,逆 に歯 肉組 織 よ り分 離培 養

したfibroblastの 増 殖 には 抑制 的 に作 用 した と

い う報 告12)も あ り, fibroblast増 殖 とPh投 与

とを一 義 的 に結 びつ け るの は 今の 所 困難 で あ る.

一 方, Phを 連 続 投 与 した際 に観 察 され る皮膚

炎や 発疹 は, Phに よるdrug allergyで あ る こ

とが 証 明 され てい る13).こ れ らの所 見 よ り, Ph

慢性 投 与に よる歯 肉増 殖 を免 疫学 的 立場 か ら検

討 す る とい う事 に な れば,慢 性増 殖性 炎症 な い
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しは線 維症 に もつ なが りうる遅 延 型 ア レル ギー

と結び つ く可能 性 が最 も高 い と考 え られ る.こ

の よ うな 見地 か ら, PhがIV型 ア レルギー を起 し

得 るか を主 に 検討 した訳 であ る. Foot pad re

actionに お いて, BSA-Phを1回 だけ 感作 した

動 物 ではPhの 作 用は 顕 著で はな か った.し か

し, 2回 感 作 を行 った動 物 で は, BSA-Ph chal

lenge後 とBSAを 単独 でchallengeし た後の 足

蹠容 積 の差 が極 め て顕 著 であ った.ま た, BSA

とは全 く異質 な蛋 白質 で あ るEAにPhをcou

plingさ せ たEA-Phをchallengeし た場 合 に も

足蹠 の腫 張 が著 明 に起 こ り,こ の こ とはPhに

よる遅延 型 ア レル ギー誘 発 の可能 性 を強 く示唆

す る もの と考 え られ る.な お, foot pad reac

tionで の 遅延 型 アレル ギー の判 定基 準 は,抗 原

challenge 48時 間後 の 足蹠容積 の腫 張率 を基準に

した. 24時 間後の腫張 を基準 にすれば,抗 原 と液

性 抗体 との複合体に よる皮膚反 応,即 ちArthus

型 皮膚 反応(Type II)由 来であ る可能性 があ る.

よ り正確 に遅 延 型 ア レル ギー 反応 であ る と判 定

す るた め に, 48時 間後 の腫 強率 を問 題 に した訳

で あ る.

次にPhに よる遅 延性 の皮 膚 反応 が本 当 に遅

延 型ア レルギー で あ るの か否 か を更 に確 かめ る

ため, local passive transferの 実 験 を行 っ た.

 BSA-Phを 抗 原 と して モル モ ッ トを感作 した場

合,感 作 動物 の 腹腔 浸 出細胞 と特 異 抗原 とを混

在 させ た時 にの みlocal passive transferが 成

立 した.そ の際 の組 織像 は,単 核 球 の浸 潤が 著

明 で遅延 型 ア レル ギーの典 型 的 な組 織像 が観 察

され た.ま た, foot pad reactionに お いて も異

種 蛋 白抗 原 であ るEAをBSA-Phで 感作 したモ

ル モ ッ トにchallengeし て も全 く皮 膚反 応が 見

られ なか ったの に, EAにPhをcouplingさ せ

た もの をchallengeし た 際 に は, 40時 間 後 に

peakに 達 す る腫張 を示す 皮膚 反応 が誘 発 され て

い る.こ れ らの所 見 をつ な ぎ合 せ て考 える と,

 Phが 遅 延 型 アレルギー を誘発 しうる可能 性 は極

め て高 い もの と考 え られ る.

遅延 型 ア レル ギーに お け る も う1つ の特 長 は,

感 作T細 胞 が特 異抗 原 に再 び遭 遇 した際, lym

phokinesがT細 胞か ら放 出 され る事 である. lym

phokinesは50種 以 上 の ものがあ る と言 われ て

いるが14),本 実験 ではlymphokinesの 中の典 型

的 な1つ であるMIF(遊 走 阻止 因子)をClau

senの 変法 に よって検 出 した.こ の方 法 は,従

来 の毛 細管 法 に比 べ て 技術 的に 容 易 で測定 精度

が 高 い8).こ の 結果 よ り,感 作T細 胞 よ りMIF

が放 出 され る事 が 確 認 され た.こ の 所 見 は, Ph

が遅 延 型ア レル ギー を誘 発 しうる1つ の有 力 な

証拠 に な りうる と考 え られ る.

Phに よる遅延 型アレル ギー と歯 肉増殖症 との間

に どの よ うな 因果 関係 があ るの か とい う問 題が

の こ る. Phの 慢 性 投 与 を受 け る こ とに よ って

Phが 歯 肉 に蓄積 し,歯 肉 中のPhが 抗 原 となっ

て,あ たか もモル モ ッ トのfoot pad reaction

で観 察 され た様 な,歯 肉 に限局 す る遅 延 型ア レ

ル ギーが 起 こ り,こ れ が歯 肉に慢 性 の増殖 性 炎

症 を惹起 したの で は ないか と考 え られ る.し か

し, Phの 慢性 投 与 を受 け てい る に もか か わ らず,

全 く歯 肉増殖 の 起 こらな い患者(low-responder)

もあ る.し か し,歯 肉 の腫 張が 上,下 顎 の歯 肉

全 体 に 惹起 され ず に,上 顎切 歯 付 近 を中心 とす

る限局 的 な好 発部 位 が観 察 され る とい う事 実は

単 純 な ア レル ギー説 で 説明 す るの は 因難 であ る.

口腔 内 にお け る種 々な 原 因が,歯 肉増 殖 を促 進

す る要 因に な りうる とい う局 所 説 もア レ ル ギ

ー 仮 説 と並 行 して考 慮 して いか なけれ ば な らな

い もの と考 え られ る.て ん か ん患 者は, Phの み

な らず,他 の抗 て んか ん薬 も併 用 してい る場合

が 多 く,他 剤 との相 互作 用 も考 えなけ れば な ら

ない.従 っ て,歯 肉増殖 症 の発 症機 序 の解 明 に

は,臨 床 的,免 疫 学 的研 究 のみ な らず,全 身 な

い しは歯 肉 を中心 に した これ ら薬 物 の代謝 も生

化 学 的に研 究 す るこ とは必 須 と考 え られ る.し

か し, Phの 慢 性 投与 に よって遅 延 型 ア レル ギー

が 誘 発 され うる とい う知 見 は,今 後Phに よる

歯 肉増 殖症 の原 因究 明 の一 助 に な り うる と確信

す る.

結 論

Ph慢 性 投 与 の際 発現 す る種 々な 副作 用 を,体

液 性 な い しは細 胞性 ア レル ギー の面 か ら検討 し

た.特 に歯 肉増 殖 が遅延 型 ア レル ギー を基礎 と

して 発症 し得 るか 否か の検 討 を主 な 目的 として

本 実験 を行 っ た.



Phenytoinに よ る歯肉 増殖症 の発症 機序 に関す る免疫学 的検 討 851

1. Ph慢 性 投与 の 患者 血清 に は, 3H-Phと 結 合

す る液性 抗体 が 存在 す る事が 判 明 した. Coombs

試験は 陰性 で あっ たが,抗 核 抗体 は 被検 患者 血

清の約 半数 に認 め られ た.

2.モ ル モ ッ トをBSA-Phで 感 作 した 際,遅 延

型皮膚 反応 が観 察 され た.感 作 モル モ ッ トの 腹

腔細胞 を抗 原 と共 に正常 モル モ ッ トの皮 内 に注

射 した際,そ の局 所 に遅 延型 ア レルギー 反応 が

発現 した事 よ り,こ の皮 膚 反応が 細 胞性 免疫 反

応 であ る事 が判 明 した.

3.経 口投 与後 測定 した歯 肉内Ph濃 度 は,血

清Ph濃 度 と高度 な相 関関 係 を示 した.

これ らの 所 見か ら, Ph投 与 に よ る歯 肉増 殖 は

遅延 型 ア レル ギー をその基礎 として発症 す る可

能性 が 強 く示唆 され た.
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Immunological studies on the etiology of gingival hyperplasia 

induced by chronic administration of Phenytoin

II. Cell-mediated, delayed hypersensitivity

Masayoshi UOKAWA

The First Department of Oral Surgery, Okayama University Dental School

(Director: Prof. K. Nishijima)

BSA-Ph is a product of covalent coupling of p-aminophenytoin to bovine serum 

albumin (BSA). Hartley strain guinea pigs were immunized initially with BSA-Ph in 
Freund's complete adjuvant and 6 weeks later all animals received a booster injection 
of the same antigen as an emulsion in Freund's incomplete adjuvant; these injections 
were administered subcutaneously in the back of the neck and haunches. 4 weeks later, 
various antigens (BSA-Ph, BSA, EA-Ph and EA) which were dissolved in 0.1 ml of saline 
were injected in the foot pad of sensitized guinea pigs and the volume of the injected 
foot was measured at 48 hr after antigen injection. Remarkable swelling of the foot 
was induced in the animals challenged with BSA-Ph but not with the others. Macro

phages obtained from the abdominal cavity of the sensitized animals were injected with 
various antigens in the skin of normal guinea pigs. At the injection sites, an area of 
erythema developed and this was followed by the development of indurated nodules 
over the next 24 to 48 hr.

When Ph was given to guinea pigs through the mouth, fairly large amounts of Ph 
were detected in the gingiva and there was a good correlation between the tissue concen
tration of Ph and the serum Ph concentration.

These findings strongly suggest that delayed-type allergy can be a possible reason 
for gingival hyperplasia after Ph administration.


