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は じ め に

歯のエナメル質は歯冠表面をおおう石灰化組

織で,水晶に匹敵する硬度を示すが,それ自体

は線維性の補強材料をもたないためにへき解し

やすい脆弱な構造体である｡しかし脊椎動物の

多くの歯でそうであるように,エナメル質は厚

い象牙質に裏打ちされた形で存在することによ

り,歯が鋭利な切断器として,あるいは耐磨耗

性に優れた強力な破砕器として機能するととを

可能にしている｡

歯は脊椎動物にはじめて出現するが,種によ ノ

る歯の多様性は顕著で,中にはエナメル質を持

たない歯もみられる｡その意味ではエナメル質

は歯に必須ではないということになるが,しか

しこれはあくまで歯の定義上の問題であり,た

とえばヒトの歯にとってエナメル質が必須でな

いということにはならない｡我々人類の歯にエ

ナメル質が必須の要素であることは自明である

が,エナメル質は生体の他の硬組織とことなり,

一旦その実質が欠損するともはや再生しない

(表層の軽度の脱灰程度は唾液中に存在するカ

ルシウムにより再石灰化はする)｡したがって-
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ナメル質が欠損した場合には通常人工物で被覆

するいわゆる歯の修復治療がほどこされる｡

一般に生体硬組織の石灰化は,その形成細胞

の厳密な制御のもとに進行するといわれる｡し

かし石灰化現象そのものは細胞外基質中におけ

る物理化学的法則に従った結晶の析出/沈殿現

象とみなすべきであり,細胞はそのために必要

な素材を産生し,あるいは輸送して局所に提供

するにすぎないと見ることもできる｡このよう

なとらえ方は,硬組織の中でもとりわけ,規則

的に配列した一層の上皮細胞(エナメル芽細胞)

で囲まれた一種の閉鎖空間で進行するエナメル

質の石灰化現象を解析するなかで殊に鮮明に浮

かび上がってくる｡しかも完成したエナメル質

は,ほぼアパタイト結晶のみからなる非生活組

織である｡このような点を考慮すると,エナメ

ル質の有機成分の組成と性状があきらかにされ

エナメル質形成細胞の機能が具体的に解明され

るならば,一旦失われたエナメル質を歯科臨床

の場で窟洞内に析出させ,完全に近い歯質の回

復をもたらすことも将来的には必ずしも不可能

でないように思われる｡

近年,エナメル質の形成機構解明のための取

1994年6月24日受理

- 1-



162

新潟歯学会雑誌 24巻 2号 1994年

り組みが多角的に展開されている｡形態学的立

場からは主に細胞機能や物質輸送路の検討がす

すめられ 生化学的立場からはエナメル蛋白の

組成はもちろんのこと,エナメル蛋白をコード

する遺伝子座までもが突きとめられている｡ま

た無機相に関しては結晶学の立場からinvitro

のアプローチも意欲的に続けられており,整然

と排列する巨大なエナメル質結晶形成の謎がエ

ナメル蛋白とのかかわりから解き明かされよう

としている｡

本稿では著者らが着目してきたエナメル質の

特異な石灰化現象について,とりわけエナメル

質の初期石灰化とその後の基質形成期に見られ

る諸現象について,最近の知見をもとに解説す

る｡

エナメル質初期石灰化

1.象牙質形成がエナメル質形成に先行する

歯の原基すなわち歯腔は,口腔粘膜上皮由来

のエナメル器と,主に神経堤 (neuralcrest)由

来の外旋葉性間葉を主体とする歯乳頭,それに

両者をとり巻く線維性の歯小嚢で構成される｡

歯の硬組織はエナメル器と歯乳頭の界面 (inter-

face),すなわち将来のエナメル･象牙境にそっ

て形成がはじまるが,ヒトを含む噛乳動物の歯

腔においては必ずエナメル質に先だって象牙質

が形成される点が注目される｡

歯歴の上皮/間葉界面に最初に形成される象

牙質は外套象牙質の薄層で,ここでは基質小胞

によって初期石灰化が誘導され,さらに基質小

胞内に生じた結晶を核としてその後の謬原線維

に沿った石灰化が進行するものと考えられてい

る1~7)｡外套象牙質の形成野は,それをとりかこ

む細胞層 (内エナメル上皮層と象牙芽細胞層)

の細胞間接着装置の発達が不十分で,細胞間を

さまざまな物質がかなり自由に通過できるもの

と考えられている8,9)｡したがって外套象牙質形

成野ではカルシウムなどのミネラル?添加調節

をはじめとする初期石灰化の調節を両細胞層が

おこなっているとは考えにくく,基質小胞の役

割の重要性が理解される｡

一方,エナメル質の石灰化の様式は基質小胞

なしに開始される点で,外套象牙質の場合とは

おおきくことなる｡エナメル質の石灰化のもう

一つの特徴は,形成直後から軽度ながら基質が

石灰化することである｡このためにエナメル質

表層にはその形成期間を通じて象牙前質や瑛骨

に相当する未石灰化層をみることがない10)｡こ

の現象については二つの解釈が可能である｡す

なわちエナメル質の形成野 (最表層)では新た

に添加された基質中に次々と微細な結晶が析出

するとの見方と,新たな基質の添加に呼応して

既存のエナメル質結晶が細胞直下まで伸長する

ため,とする見方である (図1,2)0

2. エナメル質結晶は象牙質結晶の伸びだし

か?

エナメル質結晶が極めて長大であり,エナメ

ル ･象牙境付近からほぼ垂直にエナメル芽細胞

に向けて伸びだすように見えることから,エナ

メル質結晶が象牙質の石灰化したコラーゲンの

結晶から伸びだして出来る可能性が従来から指

摘されている11)｡近年,ArsenaultandRobinson

繭

灘

揃

..:::'･F

.;

図1ェナメル質の初期結晶形成機構に関する二つの
仮説a.'エナメル
質結晶(大型リボン状)はコラーゲン
線維にそった石灰化象牙質(D)の結晶の延び出しとす
る説
｡
b:エナメル質初期結晶はエナメル基質の中で独
立した結晶として析出し
,
象牙質結晶との連続性は結晶

成長の結果として生ずるとの説｡
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図2 石灰化した象牙質のコラーゲン線維 (CODの先端部に形成された初期エナメル質結晶の沈着像｡大
型で電子密度の高いエナメル質初期結晶があたかも微細な象牙質結晶から伸びだしているようにも見え

る｡ラット切歯の非脱灰,無染色切片｡象牙質の結晶の大部分は薄切時に水に溶失しているために明るく

見える｡*stippledmaterialx50,000

(1989)12)は,制限視野暗視野電顕観察法 (se-

lectedareadark丘eldelectronmicroscopy)

と呼ばれる空間分解能の高い方法でエナメル ･

象牙境を検索し,実際に象牙質結晶とエナメル

質結晶に連続性が認められるとして,エナメル

質結晶が象牙質結晶の延長であるとの考えを改

めて提唱している｡すなわち,象牙質の石灰化

が豚原線維に沿ってエナメル ･象牙境に達する

と,象牙質のア/iタイト結晶はエナメル質基質

中へと伸長を開始するが,結晶はそこで豚原線

維などによる束縛から開放されるために大型な

ものに変化すると述べている｡

象牙質結晶とエナメル質結晶に連続性がある

という事実は,上記の仮説の根拠として説得力

はあるが,エナメル質結晶が象牙質結晶を核に

形成されるということを実証しているわけでは

ない｡Beertsenetal.(1985)13)はラットに一定

量のHEBPを投与すると,一本の切歯の中に
正常な石灰化象牙質が形成されるところと,象

牙質の基質は形成されるものの石灰化が起きな

いところが混在するようになることを報告して

いる｡興味深いことに,石灰化象牙質の形成が

みられた部位ではエナメル質も正常に形成さ

れ,石灰化も進行するのに対し,後者ではエナ

メル質の石灰化を問題とする以前に,エナメル

質の基質形成そのものがおきないことが示され

ている(図3)｡Beertsenら13)のこの報告は,象

牙質が石灰化することがエナメル質の石灰化の

開始条件かどうかは別として,少なくともエナ

メル質の基質形成の開始条件となっていること

を示唆するきわめて重要な事実である｡象牙質

図3 HEBP投与実験13)の結果を示す模式図｡HEBPを
ラットに投与すると,象牙質に基質は形成されるものの
石灰化が起きない領域 (d)が生ずる｡この図は象牙質が

石灰化しない場所ではエナメル質の基質形成が生じな

いことを示している｡E,石灰化したエナメル質,D,石
灰化した象牙質,pd,象牙前質
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図4 a:エナメル質から剣離した後,圧着法で急速凍結/凍結置換した基質形成期初期のエナメル芽細
胞遠位端｡無水的に作成した無染色切片の電顕像｡穎粒状,微細結晶状の電子密構造物の開口分泌を思わ
せる像 (矢印)が見られる｡中等度の電子密度を持つ細胞外基質様物質(*)中にも電子密額粒を認める｡
Am,エナメル芽細胞 ×26,000 b:電子密構造物の拡大像｡×74,000
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の石灰化がエナメル質の石灰化の開始にとって

不可欠な前提条件となっているかどうか,につ

いてはこの実験結果からは判定出来ない｡しか

し,象牙質が石灰化しないために (結晶の核が

ないために)エナメル質が未石灰化の状態でと

どまるような現象は,invivoでは現実には起き

ないということは言えそうである｡もし象牙質

が石灰化しない部位にもエナメル質の基質が形

成され,それが未石灰化のまま留まるような現

象が見られるならば,Arsenaultらの象牙質結

晶からの伸びだし説がほぼ確証されたこととな

るが,HEBP投与実験の結果は,むしろエナメ

ル質と象牙質の結晶の連続性が偶然の産物であ

る可能性を十分に残していると受け取ることも

できる｡

一方で,エナメル質結晶が象牙質結晶から独

立して析出することを積極的に支持する所見も

乏しいが,著者らの研究グループはその可能性

を示唆する実験データを既に報告している14)0
図4はラット切歯のエナメル器を新鮮な状態で

エナメル質表面から剥離し,ただちに急速凍結

/凍結置換して透過電顕で観察した形成期初期

のエナメル芽細胞の透過電顕像である｡ここで

はエナメル芽細胞の分泌極付近の小管状胞状構

造の中に電子密な栗粒状の沈着物が認められ,

さらにエナメル質の初期結晶に煩似した微細結

晶状の構造が観察される｡このようなミネラル

の沈殿がいわゆる分泌額粒内には決してみられ

ない点は注目に値する｡これらの電子密構造は

水に触れると容易に溶失するため,通常の標本

作製で観察することはできない非常に不安定な

ものであるが,Ⅹ線分析の結果はこれらの電子

密な構造物に高濃度の燐とカルシウムが含まれ

ることを示している｡凍結置換試料に認められ

たこのような所見は,エナメル芽細胞内に in

vivoで ミネラルの沈殿が生じているというこ

とを示唆しているのではなく,形成期初期の-

ナメル芽細胞の小管状胞状構造に,分泌直後の

基質内に結晶の析出を誘導するなんらかの物質

が含まれていることを示唆するものと解釈され

る｡通常のエナメル基質の分泌と同期してエナ

メル質最表層の分泌野に石灰化を誘導する未知

の物質が分泌されている可能性はおおいにある

といえよう｡

3.歯胚の上皮/間葉界面におけるカルシウム

結合野

エナメル芽細胞には細胞質内に幾種叛かのカ

ルシウム結合蛋白(Ca-BP)が局在することが

証明されており,細胞機能の調整やカルシウム

の制御などに重要な働きをしていると考えられ

ている15~22)｡我々は近年,組織を高濃度のカル

シウムを含む溶液で還流し,高カルシウム環境

下におかれた組織内に insituで実際にカルシ

ウムの沈殿が生ずるか否かを探っている23)｡そ

して出現する沈殿の局在性を目安として,石灰

図5 高濃度カルシウム液で処理 したラット切歯上皮
/間葉界面のGBHA染色像｡対比染色なし｡すべての細
胞要素がCa一GBHAの赤い反応を示している｡A,エナ
メル芽細胞層,0,象牙芽細胞層,P,歯髄 ×200

図4 C:エナメル芽細胞遠位端部の小胞中に見られた電子密類粒｡いわゆるエナメル質基質を含むの分泌
額粒 (SG)中にミネラルの沈着は見られない｡×52,000 d:エナメル芽細胞遠位端部の管状胞状構造中に
現われたエナメル質結晶様構造 (矢印)0T,エナメル質から引き抜かれた トームス突起 ×23,000Inset:矢
印部の拡大像 ×64,000
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化に関連すると思われる組織 ･細胞内のカルシ

ウム結合野の同定を試行しているが,最近の研

究で,ラット切歯の初期石灰化領域一円に,既

知のどのCa-BPの局在パターンとも一致しな

いカルシウム結合野の存在を示唆する所見を得

ている24)0

図5は実際にラットを30mMのCaC12を含

む等張液で心臓から5分間潅流し,その後に通

常の電顕試料作製法にしたがって固定,脱水し,

樹脂包埋を行ったラット切歯形成端付近の光顕

像である｡固定液,脱水液のすべてに30mM の

CaC12が添加されている点が通常と異なるが,

エナメル芽細胞層や歯髄組織に形態の異常はな

んら認められない｡組織化学的にカルシウムを

検出する方法には多くの種類があるが,溶性,

難溶性カルシウムをともに染めだすことの出来

る簡便 な方法 に一種 のキ レート剤 で あ る

glyoxalbis(2-hydroxyanil)を用いたGBHA

法25~27)がある｡これはGBHAがカルシウムと

結合してCa-GBHAの赤色の沈殿を生ずるこ

とを利用した方法で,光顕レベルで組織内のカ

ルシウムの分布を広 く把握するのに最適な方法

である｡また,電顕用樹脂に包埋した試料に応

用できることからGBHA染色した切片の隣接

切片を電顕観察し,反応野の微細構造を比較検

討することも可能である14)｡図5は5/Jの厚切

り切片の実際のGBHA染色像で,写真のコン

トラス トはCa-GBHAの赤い発色によるもの

である｡エナメル器と歯髄のほとんどの細胞要

素が赤く発色しており,組織全域に高濃度のカ

ルシウムが浸透していることが伺われる｡この

ブロックから無水的に電顕切片を作成し,形成

端付近の上皮/間葉界面を観察すると,微細形

態には変化はなく,ただ,未石灰化の外套象牙

質の基質とそれに対応する内エナメル上皮,前

エナメル芽細胞層に特異的に電子密類粒の沈着

図6 図5同様に処理したラット切歯の上皮/間葉界面に現われた電子密穎粒を示す透過電顕像｡切片は
無水的に作成｡対比染色なし｡IEE,内エナメル上皮,bl,基底柾,MV,基質小胞 ×28,000Inset:基質
小胞と電子密頼粒の拡大像｡基質小胞内部にもわずかに高電子密度構造を認めるが,小胞外のものとは明
かに異なる｡ ×47,000
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図7 a:図6よりもやや分化が進んだ上皮/間葉界面｡厚い外套象牙質基質全域に多数の針状結晶様構
造が散在している｡電子密頼粒様構造は見られない｡A,前エナメル芽細胞,0:象牙芽細胞 ×6,400
b:結晶様構造の拡大像｡針状構造の集塊が点在している様子がわかる｡対比染色なし｡ ×34,000

が生じているのが確認された(図6)｡注目すべ

き点はこれらの沈着物が上皮/間葉間葉界面の

幼君な領域では類粒状を呈していたのが,外套

象牙質の生理的石灰化開始部位に近づくに従っ

てエナメル質の初期結晶や図4に示したエナメ

ル芽細胞の小管状胞状構造内に認められた結晶

様構造と類似の形態的特徴を呈するようになっ

たことである(図7)｡上皮/間葉界面の線維性

基質内に現われたこれら沈着物は,外套象牙質

の石灰化が開始する頃には完全に消失していた

が,一方で前エナメル芽細胞層の細胞間隙に現

われた結晶様構造は,その後エナメル質の基質

形成が始まるまで沈着が認められた(図8)｡図

9にこうした一連の人工的なミネラルの沈着現

象を模式的に整理して示した｡

興味深いことに,少なくともラット切歯では

このような人工的なミネラルの沈着は歯肱の上

皮/間葉界面の中でも,将来エナメル質が形成
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図8 a:図7に対応する前エナメル芽細胞の細胞間隙に認められた結晶様電子密構造｡N,核,矢印,stippled
materialx20,000b:結晶様構造の拡大像｡矢印はaで示したstippledmaterial｡ ×77,000

される歯冠相当部 (enameLrelatedportion)28)

だけに限られており,セメント質が形成される

歯根相当部 (cementum-relatedportion)28)に

は全く認められない｡つまりラット切歯では,

高カルシウム環境下で額粒状や結晶様のミネラ

ルの沈着をきたすなんらかの未知の物質が

enamel-relatedportionの上皮/間葉界面に特

異的に局在しているのである｡Enamel-related

portionと cementum-relatedportionとでは

初期石灰化部の内エナメル上皮や,象牙芽細胞

のCa-ATPase活性の局在性に大きな違いが

みられること29･30),象牙質の非コラーゲン性基

質の組成が両部位で異なること31,32)が報告され

ており,双方の象牙質石灰化の仕組みは必ずし

も同一でない可能性がある｡したがって断定は

難しいが,この未知のミネラル沈着誘導物質が

象牙質の石灰化にとって不可欠な要素である可

能性は少なく,むしろエナメル質の石灰化 (初

期結晶沈着)の誘導との関係が伺われる｡

石灰化開始以前の外套象牙質の基質上には,

各所に非線維性の基質の小塊が散在している｡

同様な非線維性物質は象牙芽細胞や内エナメル

- 8-
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図9 高濃度カルシウム環境下でラット切歯上皮/間葉界面に生じた ミネラル沈着パターンを示す模式
図24)｡図右端が外套象牙質の石灰化開始部

上皮,それに前エナメル芽細胞の細胞間隙にも

量られ,その透過電顕像からstippledmateria133),

coarsetexturedmaterial,あるいは 丘netex-

turedmateria134)などと呼ばれている｡エナメ

ル芽細胞が分化の早い段階から比較的活発な蛋

白合成,分泌能を発揮していることは,エナメ

ル蛋白の放射性前駆物質を用いたオートラジオ

グラフィー35)によって知られているが,これら

非線維性の細胞外基質はアメロジェニソやエナ

メリンの免疫染色に陽性であることが最近の研

究であきらかとなり36丁40),いずれも内エナメル

上皮や前エナメル芽細胞から産生されたエナメ

ル基質様の物質であることが確認されている

(stippledmaterialならびに類似の細胞外基質

の詳細に関しては小津の優れた総説41)があるの

でそれを参照されたい)｡これまで述べてきた未

知のミネラル沈着誘導物質も恐らく内エナメル

上皮や前エナメル芽細胞に由来すると考えられ

るが,実験的な高カルシウム環境下でみられた

額粒状,結晶様の電子密構造の析出が,これら

のエナメル基質様物質とは無関係に生じていた

点は注目される｡おそらくエナメル芽細胞はエ

ナメル質の初期石灰化に関係するなんらかの物

質を,いわゆる分泌額粒とは別経路でエナメル

質側に分泌しているのであろう｡図4の所見は

そのような分泌経路の存在を示唆しているよう

にも思われる｡

上皮/間葉界面の線維性基質やエナメル芽細

胞層の細胞間隙に認められた ミネラルの沈着

は,未知のエナメル質石灰化誘導物質がstippl-

edmaterial同様,極性が定まらぬまま内エナ

メル上皮や前エナメル芽細胞から放出されたこ

とを反映している可能性がある｡おそらくエナ

メル質の形成開始期までには通常の分泌頼粒の

場合と同様に,この物質の分泌局性も定まって

石灰化象牙質上にエナメル基質とカップリング

- 9-
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図10ラット切歯エナメル質形成領域の上皮/間葉界
面におけるエナメル基質と結晶形成誘導物質(仮)の関
係を示す仮想図24)
｡
詳細は本文に記載
｡
土EE,
内エナメル
上皮
,
Am基質形成直後のエナメル芽細胞

したかたちで分泌されるようになり,エナメル

質形成表面ですみやかな結晶析出が可能となる

条件が確立されるのではないかと想像される｡

エナメル基質の主要部分を占める非線維性の特

殊な蛋白であるアメロジェニソ 42)にはアパタイ

ト結晶の結晶成長を抑制する作用があるといわ

れ43),エナメル質形成野にこのような結晶析出

誘導因子が共存することは理にかなったものに

思われる｡図10はこのような仮説を模式化して

示したものである｡

結晶成長とカルシウム制御

1. 二段階説 (Two-Steptheory)の落し穴

基質形成の開始と同時にエナメル質が軽度に

石灰化することはすでに詳しく述べた｡その後

エナメル質が最終的な厚さに達するまでの期間

を基質形成期と呼ぶが,一般にエナメル質の石

灰化度はこの基質形成期を通じて低 く抑さえら

れ,エナメル質の急速な結晶成長はその後の成

熟期に入り,大量の基質が脱却されたのちによ

うやく起こると説明されている｡これはエナメ

ル質の形成過程を基質形成期と,それに引き続

く成熟期の二つに分けるいわゆる二段階説

(two-Steptheory)44-46)に基づいた見方で,他

の中腔葉由来の硬組織の石灰化とエナメル質の

石灰化の違いを端的にあらわしている｡しかし,

二段階説ではエナメル質の石灰化の様相は必ず

しも正確に表現されていない｡たとえばラット

切歯エナメル質の形成過程は二段階説で最も説

明しやすい対象の一つであるが,形成期エナメ

ル質の結晶サイズは表層から深層に向かうにつ

れて明らかに大型化しており47),特にエナメル

/象牙境付近のエナメル質結晶の大型化と石灰

化度の高まりは形成の早期から著しい｡また,

形成期から成熟の進行方向,すなわち切縁や唆

頭方向に向けてのエナメル質のミネラル含量の

増加についてみると,成熟期に入ると急勾配に

はなるものの,成熟期の比較的早い時期にみら

図11 歯冠形成期のヒト上顎乳中切歯歯腔の光顕像.矢
印は形成期エナメル芽細胞から成熟期エナメル芽細胞
-の移行部を示す｡右矢印部 (舌側)では深層のエナメ

ル質が既に脱灰により溶失しているのがわかる｡P,歯
髄 ×12
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れる基質の急激な脱却の前後でも石灰化度の上

昇カーブに特に変化はない48･49)｡エナメル質内

では表層から深層-,そして歯頬側から吹頭切

縁側へ向けての二つの時間軸に添って結晶成長

が積算 して進行 していると考 えるべ きであ

る47･50~52)0
エナメル質形成の二段階説ではこうしたエナ

メル質の表層から深層への厚さ方向の時間軸が

考慮されていない｡このため, ヒトの歯のよう

にエナメル質が厚 く,しかもゆっくりと形成さ

れる場合には,エナメル質表層で基質の形成が

進行しているにもかかわらず,エナメル ･象牙

境付近のエナメル質は既に酸で溶失するまでに

無機相,有機相の ｢成熟｣が進んでいる場合が

普通で,二段階説ではおおきな矛盾が生まれる

(図13)｡ただし我々が通常実験に用いるラット

などゲッ歯類の歯では,エナメル質が薄 くしか

も形成速度が早いため二段階説の矛盾はさほど

問題にならない｡このため,現状ではその利便

性から二段階説にのっとった表現が用いられる

場合が多い｡

一方,基質の性状を別 としてエナメル芽細胞

に目を向けてみると,この細胞は基質形成期間

を通 じて細胞遠位端 に特徴的 な細胞質突起

(トームス突起)を有し,発達した粗面小胞体

とゴルジ装置など,蛋白合成細胞の特徴を備え

た背の高い円柱状を呈すが,基質形成を終える

と典型的な電解質輸送型の細胞へと急激に形態

変化をする53)｡エナメル質の形成段階に応 じた

エナメル芽細胞のこうした形態の変化は歯種を

問わず共通しており,この点でエナメル芽細胞

の形態 と機能を論ずる上で二段階説は合理的で

ある｡形成期のエナメル質,成熟期のエナメル

質,といった表現は,それぞれ形成期エナメル

芽細胞,成熟期エナメル芽細胞に対応したエナ

メル質,と読み替えることで,ある程度混乱は

解消される｡

2. カルシウムの流入とエナメル芽細胞

エナメル質へのカルシウムの取 り込みの様相

図12 エナメル質に添加されたカルシウムは基質形成期ではエナメル質表層に留まり,成熟期では全層に
拡散する｡研磨標本をⅩ線フイルムに感光させた45Caオートラジオグラムoa :サルの頭蓋矢粂断面と上
顎切歯歯腫部の拡大 (アイソトープ投与後7日目)*斜め切りとなった象牙前質の標識｡b:イヌ犬歯歯
膝 (アイソトープ投与後4日目).a:YenandShaw(1963)64),b:Engfeldtetal.(1954)65)を改変の上,
転記｡エナメル･象牙境に仮想線を付記した｡E,エナメル質,D,象牙質
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を明らかにすることを目的に,多くの45Caオー

トラジオグラフィーが試み られてきた54~63)0

L15Caオートラジオグラフィーで信頼性の高い

結果を得るためには,水に易溶性のカルシウム

を流失移動することなく組織内にとどめておく

ことが要求されるが,この試料作成上の技術的

困難さからか,諸家の報告に一致がみられず,

歯艦内のカルシウムの動態に関しては未だに不

明な点が多 く残されている｡これは 45Caのβ

線のエネルギーが高いためにアイソトープの局

在性に関してはあまり高精度の解析が望めない

のに加え,アイソトープの使用規制等により,

ほとんどの実験がラットなどエナメル質の薄い

小動物の歯を対照とせざるを得ないことも一因

となっている｡

このような状況のもと,著者は過去の 45Ca

オートラジオグラフィー関連文献を精査する中

でエナメル質以外の組織を主たる対照とした先

人の論文64･65)の中に,我々の疑問を解消するに

足る明瞭な 45Caオートラジオグラフィーの所

見を兄いだした｡図12はそれらの所見を原図か

ら著者が転記したものであるが,アカゲサルの

永久前歯歯腔と犬の永久犬歯歯腔のエナメル質

に,形成期と成熟期におけるエナメル質-のカ

ルシウムの添加パターンの違いが明瞭に現われ

ている｡サルやイヌを用いての invivoのオ-

トラジオグラフィーは,現在ほとんど実施不可

能な状況であることから,過去の文献から発掘

図13 ラット切歯エナメル芽細胞層を通過するカルシウムの動 きを示す 45Caオー トラジオグラム暗視野
像67)045Caの放射活性を示す銀粒子が白く輝いて見える｡a:静注後30秒｡エナメル芽細胞 の核近位細胞質に
強い放射活性を認める (矢印)0E,エナメル質 ×350b:静注後10分｡エナメル芽細胞 (Am)の放射活性
ははば消失 し,エナメル質 (E)上で弓鋸 ､｡矢印は象牙質 (D)の石灰化前線上の標識｡0:象牙芽細胞 ×350
C:静注後60分｡形成期エナメル芽細胞 (Am)直下のエナメル質は表層1/2が強 く標識されている｡移行期 (T)
にはエナメル質の標識は見られなくなる｡矢印は歯の萌出方向を示す｡×90
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Time-relatedChangesinRelative
GrainDensityof4℃a
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図14 図13の所見に基づいたエナメル器各部の45Ca
の放射活性の時間的推移｡カルシウムはエナメル芽細

胞の核近位部細胞質 (PC)に一時的に留まり,細胞遠
位輔部 (DC)へと送られる様子が伺われる｡Takano
etal.(1990)67)を改変｡

されたこれらの所見は極めて貴重である｡そし

てここで特に注目すべき点は,イヌの所見はア

イソトープ投与後4日後のものであり,サルに

いたってはアイソトープ投与後実に丸7日間経

過した後の所見であることである｡エナメル質

へ取 り込まれたカルシウムが形成期エナメル質

表層に長期にわたって留まり,そして成熟期に

なると大量のカルシウムが速やかに厚いエナメ

ル質全層に拡散するようになることを,これら

の所見はみごとに示している｡

このように,ここ30年来研究者の間で盛んに

議論されてきたエナメル質-のカルシウムの取

り込みパターンについて,少なくともその一部

に関しては,そのはるか以前に解答が示されて

いたことになる｡しかし,いかに45Caオートラ

ジオグラフィーに方法論上の制約があるにせ

よ,最も頻繁に用いられる実験材料であるラッ

トの歯腔において,同様な現象の有無を確認す

ることは,エナメル質形成鹿横を解明するうえ

で不可避である｡著者らは良好な細胞形態の保

存と可溶性物質の移動流失の抑止が期待される

急速凍結･凍結置換法が45Caオートラジオグラ

フィーのための試料作成法として理想的である

と判断し,急速凍結･凍結置換したラット切歯,

白歯の準超薄切片に半乾燥乳剤膜を貼付する方

法66)で無水的な 45Caオートラジオグラフィー

を試みた67･68)｡その結果,従来困難であったラッ

ト切歯,白歯エナメル質へのカルシウムの流入

経路について時間経過に従った詳細な解析が可

能となり,形成期エナメル芽細胞層に秒単位で

カルシウムが通過する急速なカルシウムの通過

経路と,恐らく分単位でカルシウムが通過する

ゆっくりとした細胞内カルシウム輸送路の2つ

の経路があることを示唆する結果を得ることが

出来た(図13,14)｡前者の急速な通過経路が果

たして細胞外拡散経路の存在を示唆するもの

か,Reith(1983)69)の提唱する細胞膜を構成す

る隣脂質の流動にともなうカルシウム輸送路の

存在を示唆するものか,あるいは細胞質に存在

するCa-BPが関与したエナメル質側への Ca一

ポンプによる急速な汲み出し機構70)の存在を

意味するのか,結論は出ていない｡

KawamotoandShimizu(1994)71)は45Caを

投与したラットの新鮮凍結乾燥切片を用いて

45Caと 32Pの無水的オートラジオグラフィー

を行い,更に切片をマイクロディセクションし

て計測領域を部位ごとに収集し,実際にシンチ

レーターにかける方法で,取 り込まれたアイソ

トープの定量化を行っている｡その結果,ノ形成

期のエナメル質に取 り込まれる量の約6.7倍量

の 45Caが成熟期の rume-ended ameloblast

(RA)の領域のエナメル質に取 り込まれること

を明かに〔て,成熟期のエナメル芽細胞による

能動的なカルシウム輸送を支持している｡更に

RA部ではエナメル質に取 り込まれた 45Ca/32P

値が血液の45Ca/32P値に比べて有意に高いこ

とが判明して,RA部ではカルシウムがエナメ

ル芽細胞内でなんらかの修飾を受け,細胞経由

で輸送されるていることを一層強く裏付けてい

る｡これに対して形成期では,エナメル質の

45Ca/32P値と血清の 45Ca/32P値との間に有意

差が認められないとして,形成期エナメル芽細

胞層においては細胞内輸送路の存在を支持する

根拠はないと指摘している｡しかし形成期-チ
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メル芽細胞の生物活性を抑制したり,エナメル

芽細胞層を機械的に破壊した場合には,形成期

のエナメル質に取 り込まれるカルシウム量が大

幅に増加することが invitro60)や insituの潅

流実験72,73)で確認されており,少なくとも形成

期エナメル芽細胞層がエナメル質形成面へのカ

ルシウムの流入量を規制していることは事実で

ある｡

3.45Caオー トラジオグラフィーで見るカル

シウムの動態とエナメル蛋白

エナメル芽細胞層を介して形成期エナメル質

表層に添加されたカルシウムがエナメル質表層

に長期にわたって留まる現象 (図12)紘,一見

すると象牙質で 45Caの強い標識が石灰化前線

にだけ限局してみられ,既に石灰化している基

質上にほとんど現われない現象 (図13b)と似て

いる感がある｡しかしエナメル質の場合にはい

ずれ成熟期に入るとカルシウムが速やかに,し

かも大量に全層に拡散するようになる点(図12)

を考慮すると,両組織におけるカルシウムの動

態は,質的に全く異なった現象と考えるべきで

あろう｡

形成期のエナメル質表層にカルシウムが留ま

る現象を解析する上で,著者は作業仮説として

の二つの可能性を提示してきた｡まず第一は,

エナメル質最表層の基質形成面は形成期を通じ

て一貫して結晶の析出,あるいは伸長がみられ

る場であることから,エナメル質表層における

カルシウムの滞留は,エナメル芽細嘩層を介し

て添加されるカルシウムのほぼ全量が結晶の析

出と成長に費やされるためとみなすもの｡もう

一つの可能性は,エナメル蛋白にカルシウムの

拡散を抑制するなんらかの物理化学的特性が備

わっていることを想定するものである｡つまり

カルシウム拡散抑制因子である多量のエナメル

蛋白が存在する基質形成期ではカルシウムの拡

散が起きにくく,成熟期に至ると基質が脱却さ

れ,拡散抑制因子が除かれるためにカルシウム

が急速に深層まで拡散するようになる,との考

えである｡この第二の仮説は第一の仮説にのっ
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図15 露出したラット切歯の形成期エナメル質におけ

る表層から深層への45Caの拡散速度を示す74)｡エナメ
ル芽細胞層がない場合でも拡散速度はinvivoの値と変

わらないことがわかる｡詳細は本文参照

とった結晶形成にとっても好都合であり,双方

の仮説に本質的な違いは無いように思われるか

もしれない｡しかし,エナメル芽細胞のカルシ

ウム制御の有無に関してこれら二つの仮説は全

く異なった前提に立っている｡すなわち,前者

ではエナメル質結晶の析出や伸長に必要十分量

のカルシウムがエナメル芽細胞の厳密な制御の

もとに添加されることが前提であり,一方後者

ではエナメル芽細胞によるカルシウムの流入の

制御の有無にかかわらず,エナメル質内でのカ

ルシウムの動態が局所におけるエナメル蛋白の

濃度で決定されるとの見方を基本としているの

である｡

図15はこの二つの仮説を検証する目的で行っ

た45Caオートラジオグラフィーの結果で,形成

期エナメル質表層から深層へ向けてのinvivo

でのカルシウムの拡散速度と,エナメル芽細胞

層を剥離してエナメル質表面を露出した場合の

invitroにおけるカルシウムの表層からの拡散

速度を比較したものである74)｡この結果は-チ
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メル芽細胞層の有無にかかわらず,形成期のエ

ナメル質におけるカルシウムの表層から深層-

の拡散速度が一定であることを示しており,更

にエナメル蛋白を人為的に除くことで拡散速度

が直線的に上昇するようになることを示してい

る｡これらの結果は第二の仮説,すなわち形成

期のエナメル質ではエナメル蛋白がカルシウム

の拡散抑制因子として働き,成熟期の全層への

カルシウムのすみやかな拡散はこの抑制因子が

除かれたことを反映している可能性が高いこと

を示している｡この筆験ではエナメル質を化学

固定してエナメル蛋白を架橋,不動化した場合

にはエナメル質表層からのカルシウムの拡散が

ほとんど起きないことも明かにされており,エ

ナメル蛋白のなんらかの物理化学的特性がカル

シウムの拡散を制御していることが明確に示さ

れている｡

エナメル蛋白の大部分を占めるアメロジェニ

ソは,本来ゲル状を呈し,低温や加圧により可

逆的にゾル化する物理化学的特性を持つ42,75)こ

とが知られる｡また,幼君エナメル質,成熟エ

ナメル質ともに基質中にセリンプロテアーゼの

存在が知られ76~81),アメロジェニンは分泌直後

からエナメルプロテアーゼの作用で分解,低分

子化され,易動化してそれ自体エナメル質全層

に拡散するという際だった特徴を持つ｡他の硬

組織の基質成分にはみられないアメロジェニソ

のこうした特異な物理化学的性状や基質内にお

ける動態が,カルシウムの拡散を制御し,かつ

エナメル蛋白自身の脱却を可能にして,結果的

にエナメル質結晶が他に例のない整然とした排

列をとる巨大なアパタイト結晶へと成長するこ

とを可能にしているのであろう｡形成期エナメ

ル芽細胞はエナメル質形成野-の過量のカルシ

ウムの流入を阻止しつつ,アメロジェニソやエ

ナメリンなどの既知のエナメル質基質を産生

し,同時にまだその実体が捉えられていない何

らかの石灰化誘導物質を産生していることが推

察される｡

以上,本稿は著者らの研究によって最近その

存在が確認されつつある未知の石灰化誘導物質

に関する話題を中心に,エナメル質の基質形成

期とりわけ初期石灰化にまつわる問題点につい

て解説した｡

エナメル質は基質形成に引き続 く長い成熟の

過程を経て完成するが,エナメル芽細胞は成熟

化の過程で形態的にも,機能的にも極めて興味

深い周期的変化をくり返し,これに呼応してエ

ナメル質の基質性状にも特異な周期的変化が生

じていることがわかってきた｡近年の多角的な

エナメル質研究の進展により,こうしたエナメ

ル質成熟化に伴 う諸現象の生物学的意義も含

め,ダイナミックなエナメル質形成の全容が急

速に明かにされつつある｡本稿では紙面の制約

により成熟化に関わる記載を割愛したが,巻末

に著者の総説を含むエナメル質成熟化に関する

文献 リス トを付記したので参照されたい｡
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