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【緒 言 】

　歯の 石灰化は発生学的に外胚葉系上皮細胞と中胚葉系

の 間葉細胞 との 共 同作業によ っ て成 りた っ て い る 。 骨

や象牙質お よび軟骨の 石灰化形成にはMatrix　vesicles の

存在 と、未分化な間葉細胞か ら硬組織が形成さ れ る ま

で に分泌 された種々 の蛋 白が石灰 化形成に役立 っ て い

る こ と で 知 られ て い る
1’2）

。 骨、象牙質お よび軟骨と

い っ た石灰化形成部位で の 基質成分は形成され る 硬組織

の 種 類 によ っ て異な っ て い る 。 例え ば、軟骨の蛋 白で

は IIコ ラ
ーゲ ン を主体に、　 IX、　 X 、　 XI 型 コ ラ

ーゲン に

よ っ て 構成さ れ て い る の に 対 し、骨で は 1型 コ ラーゲン

を主体 とした蛋 白質 成分で構成 されて い る 。 こ の ほか 、

石灰化形成 に関 連した蛋 白質 で はオス テオカル シ ン 、

オス テオネクチン 、骨シ ア ロ プロ テイ ン と い っ た 、各々

の 役割 と機能を もっ た蛋 白質が 存在 し て い る。

　一方、エ ナ メル 質 の 石灰 化は外胚葉性の 上皮由来の

細胞 （Ameloblast ）に よ っ て 形成さ れ 、骨や象牙質の

形成に重要な matrix 　vesicle や骨や軟骨で認め られる よ う

な石灰化形成蛋白質の存在は認め られず、エナメ ル質蛋

白を も っ た エ ナメ ル 質特有の 石灰 化形成機序を も つ

こ とが考え られて い る 。 これまで に、エ ナ メル 質 の

形成初期 の 組織学的観察では、Ameloblastの 基底板の

消失に伴い エ ナメ ル様物質が外套象牙質中に出現する よ

うに なり 、 象牙質の 石灰化が始ま っ た後、既成の 象牙質

に Ameloblastからエ ナメル質蛋白が分泌 される。そ の

後、エ ナメル質の 石灰化 が始まる とされ て い る
3）。し

たが っ て 、形成期の エ ナメル質は石灰化の 程度も骨や

象牙質 に 比 べ 低く、多く の エ ナメ ル 質蛋白（Amelogenin
4’7 ）

， Enamelin　8・9））が存在 し て い る 。 エ ナメル質が形成

期か ら成熟期に 移行する と主要な有機質 （Amelogenin）

は 脱却 し 低分 子 化 さ れ 石 灰化 が 増 し て い く。ま た、

Enamelinの 脱却も Amelogeninの 脱却に遅延 して 起 こ る

が 、石灰化が 進行 した後 に ま で 残 る こ とが 多 い
10 ）。

一74 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society of Hard Tissue Biology

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　of 　Hard 　 Tissue 　Biology

凵r．lfard　TiSsucBiσ1．，6（2）：74 −80，1997

こ れ ま で 、石灰化 の 進行 に伴う有機質 は脱却 し ア パ タ

イ トの 形 成が進 む と い う現象は骨や象牙質 の 石灰 化

形成時に も認 め られて い る。石灰化 にお ける有機質

や ア パ タイ トの 量 的、質的相違は有機質の脱却の程度

や構成し て いた有機質の性質に よ っ て大 きく影響され

る 、しかし、エ ナメル質を含む ほ と ん どの 生体内石灰化

の 結晶構造 は、透過 型電子 顕微鏡観察 によ りリボ ン状

の c 軸方向に伸びた ヒ ドロ キ シ アパ タイ ト構 造を呈し

て い る こ と が報告 さ れ て い る
11）。エ ナメ ル 質 の 結 晶は

エ ナメル質の 成熟 に伴い 、 骨や象牙質アパ タイ ト結 晶

（200 × 30〜 70A ）の 約 10 倍にな りエ ナ メ ル質特有

の 規則性の ある ア パ タイ ト結晶 （2 ，
100 × 30〜70A ）が

形成されて い る。この よ うな エ ナメル質 の成長過程 にお

ける石灰化基質 の 変化は、生 物学的な らびに物理化学的

立場か ら検討がなされ て きて い るが 、現在 ま で 、そ の

詳細な結論を得る に至 っ て い な い
12’ls ）。

　本研究 はウシ 未萌出 エ ナメル質 を用 い て 、形成期

エ ナメル質 か ら成熟期エ ナメル質に い た る Ame 工oblast

の分布を pH 変化をもとにして 、成熟期エ ナメル芽細胞

の 変化に対応 した、細胞直下 の エ ナメル質基質の酵素

活性 と蛋白質消失の 関係 を分析 した。 また、同時期に

形成される エ ナメル質基質の 石灰化形成で の 無機成分

の質的変化を熱重量一示 差熱、赤外吸光分析、誘導結合

プラズマ 発光分析および X 線回析によ っ て、そ の 石 灰

化形成時の 基 質内化学変化の特徴か らエ ナメ ル質特有

の ア パ タイ ト結晶形成の メ カ ニ ズ ム を考察 した。

【材料な らび に方法 】

1．材料

　ウ シ未萌出永 久歯は、屠殺後直ちに氷冷して保存 し

た前歯部下顎骨中の歯胚よ り摘 出採取 した 。 採取 した

切歯の エ ナメル質表面の 軟組織成分はガー
ゼ で注意深

く除去 した。

2．細胞分布別エ ナメ ル質の 採取

　下顎骨中よ り得 られ た切歯 の成熟期 エ ナ メル質 は

pH 染色 法
16’18 ） によ り呈 色液 （Universal　Indicater

Solution
，
　BDH 一豆imited　Poole　England ）で 1〜 2 分間染色

し た。また 、GBHA 染色は Glyoxal　bis（2　hidroxyani1）

20mg を 0．105　N 　NaOH 　2m1 に溶解 した後 30 か ら 60 秒

間染色した後、直ちに エ タノール原液によ っ て 洗浄 し

た
19・20）。pH 染色された中性領域と酸性領域は、歯根側

か ら11［fiに歯冠先端部にかけて 形成期 （N1 ），成熟期（A1 ）、

（N2）、（A2 ）および高度に石灰化した エ ナメル 質（Enamel）
に分類 し、注意深 く鋭利な刃物に よ りエ ナメル質 を採

取 した。

3． エ ナメル 質蛋 白の 抽出と精製

　採取されたエ ナメル質か らは以下 に述べ る 2通 りの

抽出方法によ りエ ナメル 質蛋白の 抽出を行 っ た。1）4M

Guanidine −HCI （Gua − HCI ）緩衝液 （pH7 ．4 、　 O．1M

6−Aminohexanoic　acid
，
5　mM 　Benzamid　ine　Hydrechroride，

1mM 　 ethylmalei 　 mide ，1mM 　 Phenyl　 Methyl

Sulfonylfluorideの Proteinase　lnhibiterを含む）によ り 4℃

に て 72時間抽出後、10，000g × 20・min ．遠心 し、沈殿物

は 05MEDTA を含む Gua −HCI 緩衝液 にて脱灰抽出を

行 っ た。2）0．2M 　Na2HPO4．　Na耳2HPO4 緩衝液 （pH 　7，4 ）

に よる脱灰抽出を行 っ た。

　 Amelogenin の 精製 は抽出画分 を DEAE − Sepace1

クロ マ トグラ フ ィ
ー

によ っ て精製 した。カ ラム は 50

mM 　Tris−HC1 緩衝液 （pH　7．5 ）に て 平衡化 し た後、0〜

O．5　M 　NaCl を含む緩衝液で溶出 した。　Amelogenin画分

は 0．1M 蟻酸 に溶解（100　mg15m1 ）し た後、ゲル ろ過

ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

（Bio−Rad ，
　Bio−Gel　P−30、2．5 × 190

cm ）によ っ て 、0．1M 蟻酸で 展開した。吸光度 280　nm で

分画され た Amelogenin画分は凍結乾燥後 、 調整用等速

電気泳動 （7900　Unipho 、　LKB 社）によ りAmelogenin の

精製を行 っ た。

4，SDS −PAGE

　 SDS −PAGE は 15− 30 ％ の Gradient　 Gel によ る

Laemmli ら の方法
21）に準 じ、不連続緩衝液系で行 っ た。

すなわち、50 ・mM ・TriS−HC1（pH 　8．8）による Gradient　Gel

（Acrylamid：Bis＝ 56 ：1）作成後、50　mM 　Tris−HC1 ！Glysine（

pH　8．3 ）緩衝液を用 い て泳動 した。既知分子量 マ
ー

カー

は Electrophoreshis　Calibulation　Kit（Pharmacia）を用い

た 。 染色は Coomassie 　Brilia皿t　Blue（CBB ）法および銀

染色法によっ て 行 っ た 。

5．蛋 白分解酵素の精製

　幼弱 エ ナメル質か ら得 られた エ ナメル質画分は 20mM

リ ン酸緩衝液にて 抽出後 、45 ％ 硫酸 ア ン モ ニ ウム塩

析 した上清 を、さ らに 65 ％ 濃度で 塩析沈殿 した画 分

を粗酵素活性画分 と した
z2 ）

。 粗酵素画分は 50　mM 酢酸

緩衝液（pH 　6．0）を用 い平衡化したDEAE −Sepacelカ ラム
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（1．6 × 20cm ）を用 い た。溶出 は 0．05M 　NaClを含む緩衝

液で 溶出した後、O．05−　O．1MNaC1 （計 200ml ）で 展開精製

した 。

6．活性測定法

　 酵素 は SDS −PAGE で 分子量 28 　 K を示す ウシ

Amelogenin 蛋 白を基質 と して用 い た。基 ee　O．Ol ％ 濃

度05ml に酵素 溶液 0．1　m1 加 え、37 ℃，10時 間反応 た。

基質溶液は pH　4．5−6．5 の 場合 には20　mM 酢酸 Na 緩衝液

を、pH　7．o−9．oの 場合に は50mM 　Tris−Hc1 緩衝液 を用

い た。反応停止は 20 ％ 硫酸ア ン モ ニ ウム を等量加え、

基質を沈殿（11 ，
000g × 10　min ．）させ 反応を停止 した、

分解された Amelogenin低分子画分は上清 に含まれて い

る た め、こ れ を 230nm （DU −64、Beckman ）で 吸光度

を測定した。

7．熱分析

　 熱分析は示差熱 一熱重 量分析 （DTA −TG ）法によ り、

エ ナメル質 （酸1生領域、中性領域）10mg （wet 　weight ）を

用 い 、理学社製 ATS −100 シ ス テム を用 い てアル ミナ

粉末を対照に昇温速度 10℃／min ．、1，000℃ にて、水およ

び有機物の定量な らびに脱有機温度を測定 した。試 料

容器 は白金パ ン を、熱伝対には白金 ロ ジウムを用 い た。

　生体中の 無機成分は 炭酸基 （CO32
−
）や リン酸水素基

（HPO42
−
）を含み、　Ca2÷

の 欠損 した非化学量論的な炭酸

水素アパ タイ トと考えられる た め、 熱分析の結果か ら

炭酸基お よび リン酸水 素基 の 分解離脱の 起 こ らな い と

考 え られ る温度を設定 し、当該温度による脱有機加熱

を行 っ た。また、脱有 機温度は試料が恒量 になる まで

加熱 し、有機物がすべ て分解 した もの とした。

8．Ca ，
　Mg ，

　P と炭酸基 の 定量

　Ca，Mg ，P の 定 量 は誘導結合 プラズマ （Inductive工y
C 。upled 　Plasma、　 ICP ）発光分析法によ り行 っ た 。 脱有

機処理 した試料 5mg は 0，1　N　HC1 で 溶解後、　 ICP発光

分析 （Nippon　Jarrel−Ash 社ee　ICAI ’−575　mark 　2）に供 した 。

炭酸基 の定量はガ ス分析法 （CHN コ ーダー）によ っ て

行 っ た。脱有機 処 理 した試料 か ら 1000 ℃ まで の 加 熱

で 放出され る炭素 （C）の 定量を行 い 、C の 分析値か ら

炭酸基 の 量 を求めた 。 炭酸基の 存在様式は KBr 錠剤法

に準 じて赤外吸光分析 （日立、260 −50 ）によ り測定 し

た。1，000 ℃ 加熱処理および未処理 の 試料 は乾燥後、

KBr 粉末 と混練後、錠剤を形成 し、赤外分光分析に て

測定 した 。

9・格子定数 ． 結 晶相の 同定

　格子定数測定お よび結晶相の 同定は未処理試料に 対

して 粉末 X 線 法（粉末 X 線 回析シ ス テ ム 、PW − 1710
，

日本フ ィ リ ップス社製）によ り行 っ た。粉砕 した試料に

内部標準として 5wt ％ の Si粉末 （NBS ＃ 640）を良く

混合し、Si無反射試料板に塗布し、グ ラ フ ァ イ トモ ノ

メ ー
タ
ーで 単色化 し た CuK α 線 （40　kV、40　mA ）を用

い 100
，
　200

，
　002

，
　210

，
211

，
112

，
300

， 202， 310，222， 213 の

11個の 回析角を 2 θ，0．1
°
1minの速度で 精密に測定し

た。得 られた回析角 の 測定誤差を用 い 補正 し、プロ グ

ラム RLC −323）を用 いた最小 二 乗法によ り格子定数を精

密化した。

A ：酸性 　N ：中性 　 RA ：Ruffle−ended 　Ameloblast

　図 1．染色 に よ る エ ナメル質の pH 分布、中性 1（エ ナ メ

ル 質 形成 期 を含む ）、酸性 ユ，酸性 2 （成熟 期、酸性領域）、
中性 2 （成熟期、中性領域）を示す。

Neutral Acidic

　　　　　　　 1　　2　　3　 4　　5　 6

鑼講 欝鑼
・・ 蕊

惣 鑑 継 糞

鱗 纛蠡
図2、SDS ・PAGE によ る酸性領域 と中性領域の エ ナメル質蛋白

の 泳動図、Lane　1，4 はGua−HCI （pH 　7．4）、　 Lane　2，5 は リン酸緩

衝 液（pH 　7．4）、　 Lane　3，6は EDTA を含 む Gua．HCl （pH 　7．4）に
よ っ て 抽出 した 。
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図3、形 成期 エ ナメ ル 質か ら抽出 したエ ナ メ ル 質分解酵素の

至 適pH 活性。● は酢 酸ナ トリウム、▲ 壱灯 ris−HCL 緩衝液中

で 測定する 。

【結 果 】

1．エ ナ メル 質の 細胞別分 布 と基質採取

　 ウ シ成熟期エ ナメル質は Universal　indicater　solution で

酸 1生領域 （pH55 −6．0）と中性領域 （pH 　7．0）に分け られ

た （図1）。成熟期 エ ナメル質の 各 pH 領域はエ ナメ ル質

の 深層か ら表層へ 変化が認め られた。深層部の高度に

進 んだアパ タイ トの 形成 部位 は pH の 染色性 はな く

ア パ タイ ト本来の 白色を呈し、表層に向っ て pH 染色性

が認 め られ た。エ ナ メル質は複数の 歯牙 をを用い 採取

した後、4M 　Gua−HCI 緩衝液お よびリン酸緩衝液で 各々

抽出した。各々 の SDS −PAGE は図 2に示すよ うに中性

領域は Amelogenin，
　Enamelinもその 存在が認め られた

が 、酸 性 領 域 で は エ ナ メ ル 質 蛋 白画 分 で あ る

Amelogeninや Enamelinの ほとん どが消失 して い た。

2．エ ナ メル 芽細胞の 分 布 に伴う酵素活性

　幼弱エ ナ メル 質か ら得 られ た酵素 活性 画 分は精 製

された分子量 28K の Amelogenin基質 を対象に酵素反応

を 進め た。分解 さ れた 低分子 は反応 終 了後 の 上 清 に

存在 し、未反応画分は 12 ％ 硫酸ア ン モ ニ ウム で 沈殿

しする こ とが確かめ られたこ とから、上清画分の 蛋白

分解産物は 230nm で 測定し た。酵素活性は図 3 に 示 す

よ うに PH　5．5−6．0 の範囲で最も強い 活性が認め られた。

3，熱分析 による有機質含量

　エ ナメル質の各pH 領域の 熱分析によ る TG パ ターン

は 図 4 に 示す 。 各 pH 領域に 於 け る DTA −TG 分析 の

うちエ ナ メル質形成期で 、 中性の 蛋 白質を 多く含む

N1 領域は 吸熱お よび発熱 によ る ピークが認 め られ た

（図 4 ）。　100℃付近 の 脱水 によ る と認 められ る吸熱ピー
ク

と、200 〜 600 ℃ に認 め られ る発熱 ピー
ク を 伴 っ た

0

　

　
　
ω

O

§、
09
り

£

芝
9

ミ

・2．0

　 30　　　　　　　　　　　20Q　　　　　　　　　　　　400 　　　　　　　　　　　　伽 　　　　　　　　　　@80G　　　　lm

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　Tetripenture ！

図4 、 成熟 過 程に おけ る エ ナ メ ル質 の熱分 析（TG ）曲線。図

内 図 ： エ ナメ ル質形成 期（中 性1） の 示差 熱（DTA ）
一熱 重

（TG）曲線。 点 線は TG 曲 線 に お ける吸着水、有機物、炭

の 離脱の各段 階 を示

た。 2 段階の 減量であ る。1 段目は蛋白燃焼、2 段

は 脂質 の燃 焼に よる 減 量 と 類
似

し たパ タ ー ン を

す も ので あ っ た。有機質の消失温度設定 は 昇温速 度を 2

／min 、 6℃fmin 、 10 ℃ノ min に変 えて行っ た。

の 結果より 、 エ ナ メル 質ヒ ドロ キシアパ タ イト 中

炭酸基に変化を 与えず、有機質 のみを消失 する至 適加

温 度 は580 ℃と し、 消 失した 量か ら有基質 の存在

る割 合 を算出

た。 4 ．結 晶櫛 造 　非加 熱処理お よび 1，000 ℃

熱処理エナメル 質のX 線 回 析は 非加熱エ ナ メル質 で

パ タイト固
有
のパター ンを 示 した。1 ，000 ℃加 熱処

エナメル 質では、ヒドロキ シ アパ タ イトとβ一リン

三カルシウムの2相が検出され 10　　　　　　　　　　20　　　　　　　　

　 30 　 　 　 　 　　　　 　　40 　　　

　　 　Cu κα 2 θ ／ degree
　図 5 、エ ナメル質X 線パ ターン： よる

折像

示す。図
中

Si

内部

準 。
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中 1 　 酸 1 　中 2 　酸 2 　 Enamel

CaO ！％ 　　　　　302 　　 44．7　　49．4　 51．6
MgO ／％ 　　　 0，2
P205 ／％ 　　　　26．2
CO21 ％ 　　　　　　3．5

Weight・loss／％　　41．6

0．3　　　0，3　　 0．6
38．1　　 42．0　　42．0
3．2　　 23 　　　2．1

14，3　　　5．9　　42

54．00
．440
．82
．13
．4

Tbtalノ％　　　　　　101，0　　100．0　　99，6　　99，8　　 99，9

（Ca ＋Mg ）／P 　　 1．47　　1．50　　1．50　1，58　 1．69

表 1、成熟過程 に （pH 変化）合わ せ た（Ca ＋ Mg ）／P比、炭素

（C）の 重量 ％ を示 す。

た （図5）。格子定数の 加熱によ る変化は図 6に示 した 。

1
，
000 ℃加熱処理した格子定数は成熟の 程度に関係な

く、一定の値が示 された。こ の値は化学量論的なヒ ド

ロ キ シ ア パ タイ ト ［Calo（PO4 ）6（OH ）2］の 格子定数 a＝

9．418A ，
c＝6．884　A と近似の値を示 し て い る。また 、

600℃ 加熱処理 で は炭酸ア パ タイ ト単相を示 し、格子

定数の a 軸の長さは 1
，
000 ℃ 加熱処理 の 場合よ り長 い

値 を示 した。また、加熱 未処理 で は さ らに長い格子定

数を示 した。c 軸の格子定数は加熱、非加熱の いずれ

の 場合で もほとんど近似の値を示 した 。 これらの格子

定数の 加熱変化か ら、エ ナメル ア パ タイ トは炭酸ア パ

タイ トで ある こ とが示唆 された。

　赤外吸収 ス ペ ク トルは非加熱処理 で 2600cm ’／
か ら

3600cm
『1

に水の 吸収帯が、1600cm
’1

、
1700　cm

’1
に有

機成分の 吸収帯が認め られた 。 炭酸基の 吸収帯は 880

cm
’1
、1440  

’1
、1460　cm ’1

に認め られた。1，000℃加

熱処理 したエ ナ メル質で は有機質、炭酸基 の吸収帯す

べ て が消失して い た。また、αa，Mg ，　P および炭酸の測定

値 は 表 2 に示 した。（Ca ＋ Mg ）／P 比は中性 1，酸性 1
， 中

性 2 および酸性 2 のすべ て の 段階で 完成 したエ ナメ

ル質の モ ル比よ りも低 い 値 を示 した。炭酸の 含有量は

形成期　（N1 ）で 最 も多 く、そ の 含有量 は完成 し た エ

ナメル質 に近づくにつ れ て減少した。

【考 察 】

1、 成熟期エ ナメル 芽細胞 の分布 とエ ナメル質蛋

白の変化

　成熟期工 ナ メ ル質は これ まで の pH 染色や GBHA 染

色 によ る 色調変化か ら、構成 して い る エ ナ メ ル 芽細胞

の 形態的変化 を知 る こ とが で き る。エ ナメ ル質の成熟

に 伴 う Ruffie−ended 　Ameloblast（RA ）、　 Smooth−ended

Ameloblast（SA ）の 繰 り返 し構造は、染色性か ら組織

学的なそれぞれ の 分布を特徴 的に知 る こ とが で きる 。

　 9．46　 　　　6．93
。く 9・45 　。く 6・92

麺9．43　 　　　碁6．ge
” 9．42　 　　　

u6 ，89

　 9．40　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6．87
　 　 　 S 臼IMl 　 R2ENAMEL　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SRIM1 砌 酬且M既

図 6。X 線回析から求めた格子定数、左 ；非加熱、右 ：1000

℃加熱、

RA は細胞の 遠心端に発達 した 閉鎖堤 （結合対）を有し、

強固に細胞間を結合 して い る。近心端の結合はほとん

ど斑状結合で 閉鎖提を持たない特徴を有して い る。SA

は近心端に閉鎖提が存在 し 、 遠心端には結合構 造を持

たな い 。
RA は機能的に Ca2＋

の 能動輸送 の 働 きが有 り、

石灰化形成に重要な働きを担 っ て い る こ とが知られ て

い る
24）

。 従 っ て、成熟期エ ナ メル質における Ca2＋ やリ

ン酸 の 供給は石灰化増大 に伴うエ ナメ ル 質中の 蛋 白の

分解が平行して行われ て い る こ とを示唆して い た。こ

の点、本研究は GBHA ，　pH 染色 によ っ て 分別された RA ，

SA 細胞期の エ ナ メ ル質蛋白の 分布か ら検索 した。　 SA

期 （中性領域）で は通常認 め られるエ ナ メル蛋白基本構

造で あ る分子形態を示 したが、RA 期 （酸性領域）で は エ

ナ メル 質蛋白の存在が認 め られず、Ca や リ ン酸の供給

によ る ア パ タイ ト形成 と同時に蛋白の 消失は こ の RA 期

緇胞が担 っ て い る もの と考え られた。図3 で 示す pH に

伴うエ ナ メ ル質蛋白の 酵素活性 の変化は、これら RA 期

では細胞 で の 蛋 白の 分解が各々活発に行われる に充分

な至適 pH （6．0 ）とな っ て い る こ と を 示 して い る
16’18）。

こ れ らの 結果は RA 期細胞が生ずる Ca2＋

や リ ン酸の分

泌と同時 にミ トコ ン ドリアが分泌する CO2、　 H20 また

は CO32
一
や H ＋

が エ ナ メル基質に分泌され る 。H ＋

に よる

pH の低下および Ca
， リン酸の 分泌でアパタイ トの 形成

［10Ca2
＋

＋6HPO42−＋2HzO → Calo（PO4）6（OH ）2＋8H
＋

］カミ起 こ

る 。エ ナメ ル 質で 起こ る pH の 低下は、リン酸やプロ ト

ン（H つの生成による との 説明が あ る
z5）、こ の点に 関し

て 、本研究で の エ ナ メル質の pH の 低下は酵素の 活性化

な らびに石灰化形成に重要な役割を担 っ て い る こ とを

直接示 唆する事が 出来た 。 さらに、至pa　pH 測定によ り

酵素活性 が RA 期細胞に強 く依存 して い る こ とが 明 ら

か とな っ た。したが っ て 、 エ ナメル質 の 石灰化は、こ

の よ うな酵素作用によ る 生 理的環境が 整っ て 初めて エ

ナメル質 の 高度な石灰化が形成され る と考えられ た。
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2． エ ナメル 質結晶形成 と PH変化

　RA 期細胞に認め られ る酸 1生化（5．5 ＜ pH ＜ 7 ）領域で

は 、Calo（PO4 ）6（OH ）2 の 様な ヒ ド ロ キ シ ア パ タイ トは 合

成 され に くく、DCPD ［Dicalcium 　phosphate　dihydrate
，

Brushite
，　CaHPO4 ・2H20 ］、　 OCP 〔Octa　calcium 　phosphate、

Ca8　H2（PO4 ）6．5H20 ］の 合成が生 じやすい。エ ナメ ル 質

の よ うな酸性下で 合成されたア パ タイ トの前駆相で あ

る DCPD ある い は OCP は、水の 存在下で 加水分解 し、

ヒ ドロ キシ ア パ タイ トを産生する。そ こで 生 じた水や リ

ン酸の 反応副産物に 、 またCa や リン酸が加わり新たなア

パ タイ ト結晶 の 生成が生 じ石灰化が進行する。すなわち

DcPD で は、10［caHPo4．　2Qo ］→ calD（poD6（oH ）z＋4HPo ，

2−

＋18H20 ＋8H ＋

の 反応 が、　 OCP であれば 5［CasH2（PO4）6．

5H20 ］→ 4［Calo（PO4）（OH ）2］＋6HPO42 −
＋17H20 ÷12H ＋

と

い っ た反応 によ っ て ヒ ドロキシ アパ タイ トが生じると

考え られ る 。 したが っ て、RA 、　SA の繰 り返 しによる エ

ナ メ ル質の成長は、エ ナ メ ル質完成ま で の長期に渡 っ

て 効率的かつ 高度に石灰 化し て い くの に必要な機序で

ある と考え られた。

3， 成熟期エ ナメル 質の構造と変化

　成熟期 エ ナメ ル質の Ca
，
　Mg

，
　P の含有量 は、ヒ ドロ キ

シアパタイ トの Ca 〆P モル比 1．67 に比 べ て、　 N1 か ら

A2 に至る成熟過程で は （Ca ＋ Mg ）1P ＜ 1．67 で 、　 Ca2 ＋

の

欠損 した非化学量論的ヒ ドロ キシ アパ タイ トで ある こ

とが示 された。また 、成熟期の それぞれ の 細胞周期 に炭

酸の 存在 が示 され、酸性 、中性 領域を示 して い る成熟

過程で成熟が 増す に従い 炭酸基 の含有量が減少し、非

化学量論的な炭酸ア パ タイ ト様の 構造の存在が示 され

た。

一方 、 萌出後の完成 したエ ナメル 質の Ca ／P ＝ 1．69

は、ヒ ドロ キシ ア パ タイ トの 化学量論値に近い値を示

して い る。

　
一

般に、ヒドロ キ シ アパ タイ トは多くの種類の イ オ

ン、基を固溶し 、 非化学量論的な組成をと りうる 。 こ

の組成が変わ る こ とによ っ て 、そ の 加熱特性が変わ る

とされて い る
26）

。 また、化学量論的なヒ ドロ キシ ア パ

タイ トは 1，000℃ ま で 加熱 して も、吸着水の脱水脱離が

300 ℃ 付近ま で見 られ るだけ で 、β一リン酸三 カル シ ウ

ム ［β一Ca3（PO4 ）2 、以下 β一TCP ］な どには分解せず、格

子 が膨張す る の みである とされて い る
27 ）。生体 内硬 組

織の炭酸ア パ タイ トに存在す る　CO32’、　 HPO 　
，

2一
基 は

加熱処理で 複雑 な変 化 をきたすとされて い る。また 、

Ca が欠損し Ca ／P 比が化 学量論値で ある 1．67 を下 回

る こ とが多 く認め られ る ア パ タイ トは約 800℃ の 加熱

によ っ て β
一TCP に分解する

z8）。こ の反応は

　1）HPO42
−

→ 112　P2074T＋ 1／2　H20 ．［250 〜 600℃ ］、

　2）1／2P2074
．
＋ OH → PO43−＋112　H

，
O ［700 〜800 ℃ 1

の 2段階 に 進 み、1）の 反応が起 きて も、 ヒ ドロ キシ ア

パ タイ ト構造 は保持 されたまま で あ る が 、2 ＞の 反応

は HAp か らβ
一TCP へ の 分解を伴うとされ て い る。

ま た、炭酸アパ タイ トの 炭酸基 の 加熱変化は通常 700

〜900℃ で 離脱す る とい う報告 がなされて い る
29 ）。

　 本研究で は、エ ナ メル質にお ける炭酸アパ タイ トの

有 無にっ い て は、赤外分光、X 線回析に よ っ て 解析を進

めた。エ ナメル質中に存在する結晶の赤外線吸収 ス ペ

ク トル によ る 同定で は、881、1440、1460  ’1
に炭酸基

に よ る ス ペ ク トル が認め られ た （図 9）。ス ペ ク トル は有

機質消失温度で もある 580 ℃加熱処理後 にお い て も吸

収ス ペ ク トルは認め られ、エ ナ メル質 固有 の炭酸基 で

あ る こ と を 示 して い た。 こ の 炭酸の 含有量 は N1 か ら

A2 の炭素量 で 示 され たように、石灰化の程度が増すに

つ れ炭酸量は減少を示 し、エ ナメル質 の 成熟に合わせ

脱炭酸化 したア パ タイ トの 形成を示唆 して い た。さ ら

に 、赤外吸収ス ペ ク トル では 2600 〜 3600cm．1
に水 、

1600〜 1700cnr1に有機基質 の 吸収帯が示された。炭酸

基の 固溶部位は、化学的に合成 した炭酸アパ タイ トの

PO4，ある い は　OH 基サイ トの 炭酸基置換によ る値
3e）

と比較し検索した と こ ろ、炭酸は リン酸基、水酸基 の

い ずれに も置換して ア パ タイ トに存在する こ とが示唆

された。こ れ らは 1
，
000℃加熱処理したあとで はア パ タ

イ トに 固溶し て い る炭酸がすべ て 離脱 して い た。した

が っ て 、成熟期 エ ナ メル 質 中 の アパ タイ トは加 熱に

よ っ て Calo−xH2x （PO4，CO3 ）6 （OH ）2 （CO3 ）→ Cale（PO4 ）6

（OH ）2 ＋ β　
−Ca3（PO4）2＋CO2 ↑＋ H20 ↑の ごと く、 炭酸を

含 む Ca 欠損アパ タイ トが ヒ ドロ キ シ ア パ タイ トと β
一

TCP に分解 して い る 可能性 を 示 して い た
31 ）。ま た 、

1
，
000℃ 加熱処理後の X 線回析におい て 、 β一TCP の存

在が萌出後の エ ナメル質で 観察 された こ とか らも、エ

ナメ ル質 に お い て も骨な どの 石灰化形成時に 認め られ

るアパタイ ト形成反応 と同じ過 程を経て 、ヒ ドロキシ

アパタイ トが形成され て い る と考え られ た
32）

。

　 1
，
000℃ 加熱処理後で エ ナメ ル質の成熟の度合に 関

係なく、ア パ タイ ト格子定数が a
，
c 軸 ともに JCPDS

＃ 9−432の ヒ ドロ キシ アパ タイ トの標準値 に近似したも

の で あ る こ とが示 され た。一
方、600℃加熱処理 に よ る

a 軸の長さ は 1
，
000℃ 加熱処理よ りも長く、HPO ，

　9 の 存

在 によ る もの と考 え られ る。エ ナメル質中の アパ タイ

トは HPO4 を含み、　HPO4 基が存在する と ア パ タイ トの

a 軸 の 長さが 増加する こ とが 知られ て い る
33 ）

。

4．結晶形成に伴 う細胞の 役割

　成熟期 工 ナメル質で認 め られ る酸性領域の RA 期細

一79 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society of Hard Tissue Biology

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　of 　Hard 　 Tissue 　Biology

高木亨 ほ か 　 エ ナ メル 質 の 基質代謝と石灰 化形成

　胞は、Ca2
＋
や PO42

一
が盛 んに分泌 されて い る時期で あ

る と 同 時に 、細胞 の ミ トコ ン ド リア が 分 泌す る H ＋

（CO2 ＋H20 → CO32−＋2H ＋

）やアパタイ ト形成で生 じる H ＋

の存在 に よ っ て 、エ ナ メ ル質基質 に酬 生化が認め られ

る こ とが示唆されて い る 。こ の よ うな酸性下 で は ヒ ド

ロキシ ア パタイ トの 合成よ りも DC 　PD 、　OCP の 形成が

生 じ易 く、細胞か ら分泌されたと考え られ る炭酸と共

に炭酸 アパ タイ トが で き る も の と 考え ら れた。さ らに、

分泌 された酵素は活性化 し、蛋白質の分解 と共 に炭酸

水酸ア パ タイ トの 形成が進 め られ て い る こ とが 推測さ

れ る。また 、SA 期の 中性 領域 で は水 の 存在によ り炭酸

ア パ タイ トの 加水 分解 が進行し、ヒ ドロ キシア パ タイ

トの 形成 によ っ て 安定 した結晶へ と成熟して い く事が

考え られた 。

一方で 、成熟初期に多く認め られた炭酸

基は、エ ナ メ ル質ア パ タイ トの 結晶成 長に も関与し て

い る と考え る こ とが で き る。エ ナ メル質ア パ タイ トの

結晶の 大 きさに関しては 、Ameloblastが分泌した蛋白

（EnE皿 elin ）の アパ タイ ト結晶へ の 吸着に よ っ て 、方向性

をも っ た大きな結晶を形成して い る とされ て い る。こ

の 点で 、本研究では結晶成長阻害因子で もある炭酸基

の ア パ タイ ト固溶に よ っ て 、Ameloblast は ア パ タ イ ト

形成初期の 大量生成を抑制し 、 阻害され核とな る脱炭

酸に伴 っ て 形成さ れ た ア パ タイ トに Enamelin蛋白が吸

着 し、エ ナ メ ル質特有 の 硬 く大 きな アパ タイ ト結晶が

形成され て い くもの と考 え られた。
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