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<要旨>

カルシウム結合蛋白質の 1つであるcalbhdin D28kは エナメル芽細胞に認め

られ,その分化や基質の石灰化に関与していることが示唆されている。しかし,

歯牙形成から萌出に至るまでのその他の組織におけるcalbindin D28kの 分布に関し

てはほとんど調べられていない。そこで,本研究ではラット自歯歯牙形成から萌

出,咬合に至るまでの歯牙及び歯周組織におけるcabindh D28kの 消長を,免疫組

織学的に検討した。その結果,成獣の歯周組織においてcdbindin D28k陽性反応は,

1)根分岐部のセメント質の表面に隣接して散在する細胞群, 2)中 間セメント

質の細胞群, 3)歯根膜の歯槽骨側の紡錘状の細胞,にそれぞれ認められた。電

顕観察により,cdbhdin D28kはいずれの陽性細胞でも細胞質に局在し,根分岐部

および根部象牙質と有細胞セメント質の間に認められるcdbindin D28k陽性細胞は,

ともに陥凹した核と豊富なトノフィラメントを有し,上皮系の細胞であることが

わかった。また,歯根膜のc」bindin D28k陽性細胞は豊富な細胞小器官を有するこ

となどの特徴から,線維芽細胞であることが明かとなった。さらに,歯根形成段

階において,ヘルトヴィッヒ上皮鞘の細胞自体はcttbindin D28k陰性であるが,断

裂したヘルトヴィッヒ上皮鞘由来の上皮細胞はc」bindin D28k陽性反応を示した。

また,臼歯歯根膜のcabhdh D28k陽性反応を示す線維芽細胞は,咬合を開始した

時期から認められ,その数は経日的に増加した。一方,自歯の分泌期エナメル芽

細胞に隣接するenalnel―■ee areaの内エナメル上皮由来の細胞 (以下EFA細胞と略す)

はすべてcdbindin D28k陽性であり,成熟期エナメル芽細胞に隣接するEFA細胞は,

cdbindlin D28k陽性のものと陰性のものが存在した。これは、エナメル芽細胞での

calbindin D28kの 分布の変化と一致した。また,退縮エナメル上皮および初期の歯

肉内縁上皮は強いcalbindin D28k陽 性反応を示したが,その反応は経日的に低下し

た。以上の所見より歯牙形成過程において,calbhdin D28kは エナメル芽細胞や象

牙芽細胞など石灰化に関与する細胞のみならず様々な細胞に分布し,種々の機能

を有していることが示唆された。

●

●
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緒言

Calbindinは ,EFハ ンドと呼ばれるカルシウムイオンに高い親和性を持つ構

造を有するtrOponin C superfam通 yに属するカルシウム結合蛋白質の 1つである

(Berdderlnarm and Wasseman,197生 GЮss and Kumar,1990)。 Cabhdinはその分子

量の違いにより2種類が存在する。すなわち,8-10kDの cabindin D9kお よび28kD

のcdbindin D28kである。calbindh D28kは ニワトリの十二指腸粘膜で最初に発見さ

れ (wasseman and Taylor,1966),そ の後,腸管,腎,胎盤など多くのカルシウ

ム輸送機能を有する組織に存在することが免疫組織学的に明らかにされ

(Wassemann and Talyor,196Q Roth d al。 ,1981,1982 Taylor et al.,1982),calbindin

D28kがカルシウム輸送に関与していることが示唆されている。それに加えて,

cdbindin D28kは ,ニ ューロンなどカルシウム輸送機能を有さない細胞にも認めら

れ,カ ルシウム輸送以外の機能を有することが示唆されている (Baimbridge et al。 ,

1982 Garcia― Segura∝ J。 ,19眈 Cdb,199Q Andressen et d。 ,1993)。

カルシウム輸送は組織の石灰化に見られる重要な現象の一つである。哺乳

類の歯はエナメル芽細胞,象牙芽細胞,セ メント芽細胞といった高度に分化した

細胞から作られる石灰化組織である。それらのうち,エナメル芽細胞における

c」bhdin D28kの分布に関しては多くの報告がある (Taylor,1984 Taylor d al。 ,198生

Ehs and Taylor,1987;Berdal et al。 ,1989,1991a,b;Baineul_Foresier et al。 ,1996)。 ま

た以前より,石灰化能を有する組織におけるcdbindin D28kお よびそのmRNAの存

在が報告されており,c」bindin D28kが石灰化に関与することが示唆されている

(ChristakOs and Nollllan,1975;Celio et al。 ,1984;Ch五stakos et al。 ,1989;Zhou et al。 ,

198Q Berdal et al。,1996)こ とから,エナメル芽細胞においてもcdbindin D28kは石

灰化に関与していることが考えられている。

エナメル芽細胞においては,石灰化を開始した象牙質に接する前エナメル

芽細胞の遠位端よりcdbindin D28k陽性反応が認められ,分泌期エナメル芽細胞に

分化するにしたがいその陽性反応は細胞質全体に広がっていくことが,ラ ット切
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歯および臼歯を用いた免疫組織学的研究により明らかにされている (Taylor,198生

Ehns and Taylor,198■ Berdd d d。 ,1989,1991a)。 一方,成熟期エナメル芽細胞で

は,ラ ット臼歯においてはcabindin D28k陽性である部位と陰性である部位が交互

に出現し (Berdal a all,1989),ラ ット切歯においてはcttbindin D28k陽 性反応が強

い部位と弱い部位が交互に出現することが報告されている (Berdal d al。 ,1991a)。

このcdbindin D28k陽性反応を示す細胞はrume_ended alneloblastで あり,陰性である

細胞はsm00th_ended arneloblastで あるとされている (Berdal d al。 ,1991a)。 エナメ

ル基質の成熟後,エナメル芽細胞は周囲の細胞と共に退縮エナメル上皮を構成し,

さらに萌出後は歯肉内縁上皮を構成するが,ラ ット切歯の退縮エナメル上皮は弱

いながらもc」bindin D28k陽性反応を示すことが報告されている (Taylor,1984)。

しかし,自歯の退縮エナメル上皮や歯肉内縁上皮でのc」bindin D28kの分布に関す

る報告は今までに見あたらない。

また,エナメル芽細胞と同様に石灰化組織を形成する象牙芽細胞のcttbindh

D28kの局在に関しては意見が分かれている。いくつかの研究ではラット象牙芽細

胞はcalbindin D28k陰性であると報告されている (Taylor,1984;Taylor a al。 ,1984;

Ehs and Taylor,1987;Hotton et al。 ,1995)。  しかし,Berdalら (1993,1996)は ラッ

ト切歯の象牙芽細胞にcdbindin D28kが存在することを示し,ま た,Mag10ireら

(1988)お よびBallleul―Forestierら (1996)は ヒト象牙芽細胞力ヽ dbindin D28k陽性

であることを報告している。

以上のような石灰化に関与する細胞以外にも歯牙形成過程には様々な細胞

が関与している。なかでも,内エナメル上皮および外エナメル上皮由来であるヘ

ルトヴィッヒ上皮鞘 (以下ⅢRSと 略す)や ,それが断裂して形成されるマラッセ

の上皮遺残は,歯根形成過程において非常に重要な働きを有し,内エナメル上皮

由来であるエナメル芽細胞と同様これらの細胞にもcalbindh D28kが分布すること

が予想されるが,歯根形成過程におけるc」bhdin D28kの分布に関する報告は見あ

たらない。
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智歯類は自歯咬頭頂にenalnel―■ee area(以下EFAと 略す)と呼ばれる,象牙

質がエナメル質に覆われていない部位が存在する (Addison and Appleton,1921;

Gaut,195c Cohn,1957)。 近年,マ ウスおよびラット自歯の発生段階において,

EFAの象牙質表層にはエナメル基質様の構造物が存在することが,光学および電

子顕微鏡的研究により明らかにされてきた (sakakura d al。 ,198%htt et al.,1992)。

さらに,この構造物内には,alne10genin(Nakarnura d al.,1991;Ind et al。 ,1992

Bosshardt and Nanci,1997)や alneloblastin(Bosshardt and Nanci,1998)な どの,エナ

メル基質タンパク質が存在すること,そ して,ラ ットのEFA表層の内エナメル上

皮由来の細胞(以下EFA細胞と略す)にmelogenh mRNAが見られることが報告さ

れている (Yarnalnoto et al。 ,1997)。 これらのことから,日■細胞はエナメル基質

様の基質を分泌する細胞に分化することが示唆される。このことより,EFA細胞

は発生過程において,エナメル芽細胞と同様にcdbindin D28k陽性反応を示すこと

が予想されるが,今までにEFA細胞におけるcttbindin D28kの 分布に関してはほと

んど調べられていない。

そこで本研究では,ラ ット自歯での歯冠および歯根形成過程における

cabindin D28kの分布の変化を免疫組織学的手法を用いて詳細に検討し,その生理

機能についても考察を加えた。

材料 と方法

1)組織切片の作成

生後1-56日齢 (Pl-56)の Sprague―Dawleyラ ット (日本動物,大阪)を実験に

供した。動物に抱水クロラール (5∞mg/kg体重)の腹腔内注射により全身麻酔を

施し,左心室にO.02Mリ ン酸緩衝生理食塩水 (以下PBSと 略す;pH 7.4)を 注入し

て潟血後、4%パラホルムアルデヒド (o.lMリ ン酸緩衝液 (以下PBと 略す)でpH

7.4に調整)で灌流固定を行った。なお,透過型電子顕微鏡 (以下旺Mと 略す)に

よる観察に用いる動物 (P56,n=3)には,固定液として4%パラホルムアルデヒド
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に,最終濃度が0,05%と なるようにグルタールアルデヒドを加えたものを用いた。

その後上顎骨を摘出し,4%パラホルムアルデヒドにて4℃で3日 間後固定を行つた

後,7.5%エチレンジアミン4酢酸2ナ トリウム (EDTA。 2Na)にて4℃で1-6週間脱

灰を行った。脱灰液は2-3日毎に交換した。

脱灰終了後,一部の試料はアルコールにて脱水した後,パラフイン包埋を

行い,厚さ3μ mで薄切した。蛍光二重染色には,ア ミノプロピルシランをコート

したスライドガラス (松浪ガラス,大阪)に ,その他はポリーL―リジンをコートし

たスライドガラスに貼付した。また,その他の試料は,20%ス クロース含有PBS

にて4℃で一晩浸漬後OCrコ ンパウンドで包埋し,ク リオスタットを用いて厚さ

12-16μ mの凍結切片を作成し、ポリーL¨リジンでコートしたスライドガラスに貼付

した。班Mに よる観察では,試料をクリオスタットを用いて60-80μ mで薄切し,

PBSに 回収して浮遊切片として免疫染色を行つた。

2)免疫組織化学的染色…光学顕微鏡による観察

(1)Avidin― bioin―complex(ABC)法

切片をPBsにて洗浄後、0。3%H202含有のlCXl%メ タノールで30分間浸漬 し,

内因性のペルオキシダーゼ活性をプロックした。PBSで洗浄後,3%正常ブタ血清

(以下NSSと 略す;DAKO,Glosmp,Demark)お よび1%ウ シ血清アルブミン (以

下BSAと 略す;Suna,sto Louis,MO,USA)含 有PBSで30分問処理 した。その後た

だちにポリクローナルウサギ抗cdbindin D28k抗血清 (120000;SWant,Bellinzona,

Swittenand)を室温で一晩作用させた。この切片をPBsで洗浄後,ビオチン標識ブ

タ抗ウサギIgG(1:5∞ ;DAKO)と ,引 き続いてABCコ ンプレックス (vector,

Bunigalne,CA,USA)と それぞれ9o分間室温で反応させた。ホースラデイッシュ・

ペルオキシダーゼ (以下HRPと 略す)活性は0.04%3,3'― ジアミノベンジジン (以

下DABと 略す)お よび0.003%H202含有0.05M T五 s―HCl緩衝液 (pH 7.5)で発色 さ

せて観察 した。その際,HRP反応は0.o8-0。 1%硫酸ニッケルアンモニウム (以下



NASと 略す)で増強した。一次抗体および二次抗体の希釈には,1%NSSお よび1

%BSA含有PBSを用いた。免疫染色後,それぞれの切片をメチルグリーンで対比

0     染色し,アルコール脱水した後,レモゾール① 軒口光純薬,大阪)で透徹し,

Pemount① (Fisher Scientiic,NJ,USA)で 封入した。

(2)間接蛍光抗体法

切片をポリクロナールウサギ抗cdbindin D28k抗血清 (1:5000;SWant)で室

温で一晩作用させた後,PBSで洗浄し,ロ ーダミン (LRSC)標識抗ウサギIgG

(1:500;Jackson hmunoResearch,West Grove,PA,USA)を ,9o分間室温で反応さ

せた。切片をPemanuoρ  (Lnmunon,Pi■sburgh,PA,USA)で封入 し,オ リンパス

蛍光顕微鏡 (BX 60)にてGフ イルターを使用 して観察 した。観察後カバーガラス

を注意深 く除去 し,ヘマ トキシリン_エオジン染色を施 した。

(3)間接蛍光二重染色法

歯根形成時における,歯根表面に配列する上皮細胞のcdbindin D28k陽性反

応を検討するために,蛍光二重染色法を行った。蛍光二重染色法による観察試料

には前述のパラフイン切片を使用した。まず,脱パラフイン後に,切片をo。 lMク

エン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0)に浸漬し,10分間マイクロウエーブで処理す

ることにより,抗原の腑活化を行った (Cattoretti d al.,1992)。 その後,切片にポ

リクロナールウサギ抗c」bindin D28k抗血清 (15000;SWant)を ,引 き続きモノク

ロナールマウス抗ケラチン抗血清 (H∞;clone K8.13;Suna)を 室温でそれぞれ

一晩作用させた。この抗ケラチン抗体はサイトケラチン1,5-8,10,Hお よび13

を認識することが報告されている (Gigi―Letiner d al。 ,1986)。 切片をPBsで洗浄後,

LRSC標識抗ウサギIgG(1:500)お よびHTC標識抗マウスIgG(1:100;Vector)の 混

6



合液で9o分間室温で処理した。切片をPemttuOr① で封入し,蛍光顕微鏡 (「1・ 1｀C

にはBフ ィルター,LRSCに はGフ イルターを使用した)に より観察した。観察後
D     

ヵバ_ガラスを除去し,ヘマトキシリン_エオジン染色を施した。

3)免疫組織化学的染色―■Mに よる観察

凍結切片作成後ABC法にて染色を施した。ただし,HRP反応はNASに より

増強せずに行った。反応後,切片を1%oso4お よび 1.5%フ ェロシアン化カリウム

含有0。 lM PBに 30分間室温で浸漬し,脱水,QY-2① (日新Ⅲ ,東京)にて置換後 ,

Epon 812レ ジンで包埋し,ダイャモンドナイフで超薄切片を作成した。作成した

切片を酢酸ウランで電子染色を施し,日立H_7∞0型透過型電子顕微鏡 (日立,東

京)で観察した。

4)calbhdh D28k抗体の特異性

ラット小脳を,今回用いた抗c」bhdin D28k抗体でABC法にて免疫染色を施

したところ,プルキンエ細胞に以前報告されている (celio,1990)の と同様の

cdbindin D28k様免疫反応を認めた。次に,希釈した抗cabindin D28k抗体を過剰の

ラットrecOnbinant cdbhdin D28k(SWant)で吸収し,ラ ット小脳を用いて免疫反応

を行ったところ,プルキンエ細胞におけるcdbhdin D28k陽 性反応は完全に消失し

た。また,ラ ット歯周組織においても同様の結果が得られた。以上より,本研究

で用いた抗体は,cdbindin D28kに 対し特異的であると考えられる。

結果

1)ラ ット成獣歯周組織におけるc」bindin D28kの分布

成獣の歯周組織において,c」bhdin D28k陽性反応は主に以下の3つの部位

に存在する細胞群に認められた (図 1,2),す なわち, 1)セ メント質の表面
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‐

2)中間セメント質 (根部象牙質と有細胞セメント質に挟まれた部位) 3)
歯根膜である。セメント質表面のcalbindin D28k陽性細胞のほとんどは根分岐

部に認められ,時折歯頚部付近に見られた。しかし,根尖部付近ではほとんど

認められなかった (図 la,2b―d).根分岐部付近ではcalbindin D28k陽性細胞
は数個が集合し,無細胞セメント質に沿って散在していた (図 la,b,2d).

根尖部付近では,calbindin D28k陽 性細胞が根部象牙質と有細胞セメント質の

間に密集していた (図 la,c,2b)が ,よ り歯頚側では,中間セメントに

calbindin D28k陽性細胞は認められなかった。歯根膜におけるcalbindin D28k

陽性細胞は紡錘形を呈し,歯槽骨側に局在していた。can■1ldin D28k陽性細胞
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図 1

い)計
ヽ

ラット成獣上顎第一日歯におけるCB陽性反応 (矢状断)の分布 .
a.cttbndin D28k(CB)様 免疫反応は,根分岐部 (小矢印),根部象牙質と有細胞セメ
ント質に挟まれた部位 (大矢印),お よび 歯根膜 (矢頭)に認められる .

b。 図laの根分岐部のbox部の強拡大像.CB陽性細胞は無細胞セメント質 (AC)の表
面に接して認められる (小矢印).
c.図 laの根尖部のbox部の強拡大像.象牙質 (D)と有細胞セメント質 (CC)に挟ま
れた中間セメント質に強いCB陽性細胞を認める (大矢印).また,歯根膜 (PDL)
の歯槽骨側に紡錘形を呈したCB陽性細胞を認める (矢頭).
P,歯髄 ;AB,歯槽骨.スケールバー,図 la 500 μm,図 lb,c100 μm.

奪
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は近′とヽ根では遠心側で,遠′い根は近心側でより多く認められた (図 1,2).根 分

岐部付近の歯根膜ではcalbindin D28k陽性反応はほとんど認められなかった (図

la,b).歯根膜のcalbill(lill D28k陽 性細胞は,歯槽骨に近接するものがより強

い陽|｀生反応を示した (図 lc).
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ラット成獣上顎第一日歯におけるcttbindin D28k(CB)陽性反応 (水平断)の分布 .
a.根尖部付近の水平断像.歯根膜 (PDL)におけるCB陽性細胞は,近心根では遠心側
に遠心根では近心側により多く認められる (矢頭).矢 印は象牙質 (D)と有細胞セ
メント質 (CC)の間に認められるCB陽性細胞を示す。AB,歯槽骨 ;P,歯髄 .

b。 図2aのbox部の強拡大像.象牙質 (D)と 有細胞セメント質 (CC)の間の卵円形の細
胞にCB陽性反応を認める (矢印).歯根膜 (PDL)の 紡錘形の細胞もまた,CB陽性
反応を示している (矢頭).
c.図2bと同一歯根の根中央部におけるCB陽性反応の分布.象牙質 (D)と無細胞セメン
ト質 (AC)の間には,CB陽性細胞は認められない.歯根膜 (PDL)に CB陽性細胞が
認められる .

d.図2b,cと 同一歯根の歯頚部におけるCB陽性反応の分布.無細胞セメント質 (AC)
に近接してCB陽性反応を示す細胞島を認める (矢印).歯根膜 (PDL)に おけるCB
陽性細胞はほとんど認められない.D,象牙質 .

スケールバー,図 la 500「tm,図 lb―d100 Ltm。



D

D

_図31   胃   搬股ζ篤馬溜    霞ン・
(星印).CB陽性反応は細胞質に局在している。同様の超微構造を有する隣接した細
胞はCB陰性である (二重星印)。

b.図3aの強拡大像。CB陽性細胞 (星印),CB陰性細胞 (二重星印)はともに豊富な ト
ノフィラメントを有している (矢印).

c。 中間セメント質に存在する細胞は陥凹した核 (Nu)を有している。それらの細胞は,

細胞質全体にCB陽性反応を示していた。

d.図3cの強拡大像.細胞質内に豊富なトノフィラメントを有している (矢印)。 Nu,核

e.有細胞セメント質内のセメント細胞はCB陰性である。Nu,核 .

f.歯根膜 (PDL)の紡錘形の細胞の細胞質全体にCB陽性反応を認める.

スケールバー,図3a5μm,図 3bl μm,図3c5μm,図3dl μm,図3e2μm,

図3f5μm
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班Mに よる観察では,免疫反応産物は電子密度の高い沈着物として観察さ

れた。cttbindin D28k陽性を示す免疫産物は,細胞質全体に認められたが,核には

D    認められなかった (図 3a―d,0。 根分岐部では,c」bhdin D28k陽性反応を示す細

胞と示さない細胞が存在した。それらの細胞はどちらも,陥凹した核と発達した

トノフィラメントを有し,細胞内小器官は乏しかった (図3a,b)。 中間セメント

質に認められるc」bindin D28k陽性細胞もまた,根分岐部のcttbindin D28k陽 性細胞

と同様の超微構造を示した (図 3c,d)。 また,近接するセメント細胞はcdbindin

D28k陽性反応を示さなかった (図 3e)。 さらに,歯根膜において,線維芽細胞と

思われる豊富な細胞内小器官を有する紡錘形の細胞がcalbindin D28k陽 性反応を示

した (図3fl.

2)歯根形成過程におけるcttbhdin D28kの 分布の変化

モノクロナール抗ケラチン (c10ne K8。 13)抗体はサイトケラチン1,5-8,

10,H,18のエピトープを認識するので,この抗体に対する免疫反応は「サイト

ケラチン1,5-8,10,H,18陽性反応」と記述するべきであるが,本論文では単

純に「ケラチン陽性反応」と記載する。

生後7日齢のラット上顎第一日歯では,すでに,歯頚部より根尖方向に向か

いHERSが形成されていたが,歯根象牙質の形成はまだ開始していなかった(図 4a)。

この時期の全てのⅢ]RSの細胞,エナメル芽細胞および中間層細胞に強いケラチン

陽性反応を認めた (図 4b)。 それに対しcabindin D28k陽性反応は分化後期の前エ

ナメル芽細胞,エナメル芽細胞および一部の中間層細胞にのみ認められ,分化初

期の前エナメル芽細胞,HERSの細胞,象牙芽細胞,前象牙芽細胞,お よび歯乳頭

の細胞にはcabindin D28k陽性反応が認められなかった (図4c)。 生後10日齢のラ

ット上顎第一日歯ではすでに歯根形成が開始しており,近心根に薄い象牙質が観

察できた。しかし,HERSの断裂はまだ認められなかった。この時期のケラチン陽

性反応,cttbindin D28k陽性反応は7日齢のものと同様であった。







D

cabindin D28k陽性反応及びケラチン陽性反応の分布は,根尖部での分布と同様で

あつた (図5g,h)。

生後21日齢のラットでは,第一日歯は萌出途上にあり歯根はまだ未完成で

あった。cabindin D28k陽性反応及びケラチン陽性反応の分布様式は,14日 齢にお

けるそれと類似していたが,歯根表面に沿って認められるcalbindin D28k陽 性細胞

の数は,歯頚部付近を中心に減少していた。根尖部では,象牙芽細胞,前象牙芽

細胞の一部にcdbindin D28k陽性反応を認めた。

生後28日齢において第一自歯は対合歯と咬合を開始しており,根尖部付近

には有細胞セメント質の形成が観察できた。根分岐部では象牙質に隣接して無細

胞セメント質が形成されており,セメント質に沿っていくつかのcdbindin D28k陽

性細胞が細胞群を形成していた (図 6a)。 根尖部では,cdbindin D28k陽性細胞は

有細胞セメント質に沿って認められ,一部の細胞は中間セメント質内に埋入して

いた。また,歯根膜の歯槽骨側にはcalbhdin D28k陽性反応を示す紡錘形の細胞が

わずかに存在した (図 6b)。 生後35日齢において,根分岐部にはcdbhdin D28k陽

性細胞が認められた。その数は生後28日齢のものと同様であった (図7a).根尖

部では有細胞セメント質の厚みが増加しており,中間セメント質内のcalbindin

D28k陽性細胞の数は増加していた。それに対し,セメント質に沿って観察されて

いたcdbindin D28k陽性細胞の数は減少していた (図7b)。 一方,歯根膜の歯槽骨

側に認められるcalbindin D28k陽 性反応を示す紡錘形の細胞の数は増加していた(図

7b) 。

図8に ,歯根形成から萌出,咬合に至るまでのラット歯周組織における

c」bindin D28kの 分布の変化をまとめた。
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図6 生後28日 齢ラット上顎第一日歯近心根の根分岐部 (a)お ょび根尖部 (b)の
calbindin D28k(CB)陽性細胞の分布 .

a。 根分岐部においてCB陽性細胞 (小矢印)が無細胞セメント質 (AC)の表
面に散在している。

b.根尖部において,有細胞セメント質 (CC)の表面に沿ってCB陽性細胞 (
小矢印)が存在する。いくつかのCB陽性細胞 (大矢印)が中間セメント質
内に迷入している.歯根膜 (PDL)に紡錘形を呈するCB陽性細胞 (矢頭 )
がいくつか認められる。P,歯髄
スケールバー,10o μm.

図7 生後35日 齢ラット上顎第一日歯近心根の根分岐部 (a)おょび根尖部 (b)の
calbindin D28k(CB)陽性細胞の分布 .

a.根分岐部において,CB陽性細胞 (小矢印)の分布はほとんど図6aの生後28
日齢における分布と類似している .

b.根尖部において有細胞セメント質(CC)表層にはCB陽性細胞は認められな
い。中間セメント質内に迷入しているCB陽性細胞 (大矢印),および歯根
膜 (PDL)に おけるCB陽性細胞 (矢頭)の数は増加 している。P,歯髄
スケールバー,100 μm.    15
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D

歯根形成過程におけるcJbndn D28kの 分布の変化 .

a.歯根象牙質形成開始前.ヘル トヴィッヒ上皮鞘 (HERS)は 断裂 しておらず ,
calbindin D28k陰性であった。

b.歯根形成初期.HERSの断列が開始すると,断裂 した細胞のうち歯根象牙質
(D)表面に配列する細胞は全てcJbindin D28k陽 性であった.しかし,歯根膜内
に遊走した細胞はcalbindin D28k陰性であった。また一部の前象牙芽細胞

(POB)および象牙芽細胞 (OB)に calbindin D28k陽性反応を認めた。
c.歯根形成後期.歯根形成端のcalЫ ndin D28k陽性細胞の分布には変化はないが ,
歯頚部付近の歯根表面のcJbindh D28k陽 性細胞の数は減少 していた .
d.歯牙萌出後 (咬合開始直後).根 尖部付近の歯根表面には,依然calЫ ndin D28k
陽性細胞が存在 した.また,歯根膜線維芽細胞および中間セメン ト質内に迷入 し
た上皮細胞に,cJbindin D28k陽性反応がわずかに認められた。
e.歯根表面のcalbindin D28k陽性細胞は認められなくなった.一方,歯根膜線維芽
細胞および有細胞セメン ト質と象牙質の間に迷入した上皮細胞に認められる

cJЫndin D28k陽性細胞の数は増加 していた.また,マラッセの上皮遺残に
calbindin D28k陽性反応を認めた。

AM,エナメル芽細胞 ;AB,歯槽骨 ;AC,有細胞セメン ト質 ;E,エナメル質 ;

PDL,歯根膜
16
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3)歯冠形成過程におけるcdbindin D28kの 分布の変化

生後 1日齢において,上顎第一日歯の近心咬頭頂付近ではすでに象牙質の

形成が開始しており,象牙質に面する前エナメル芽細胞はcdbindin D28k陽性反応

を示していた。しかし,EFA細胞は全てc」bhdin D28k陰性であった (結果は示さ

ない)。 生後 3日齢では,上顎第一日歯の内エナメル上皮およびそれに接する歯

乳頭の細胞で,連続的な細胞の分化が観察できた (図9a)。 分化初期の前エナメ

ル芽細胞はc」bindh D28k陰性であるが,石灰化を開始した象牙質に面する前エナ

メル芽細胞の細胞質遠位部にcdbindin D28k陽性反応が認められ,初期の分泌期エ

ナメル芽細胞は細胞質全体にcdbindin D28k陽性反応を示した (図 9b)。 近心咬頭

のエナメル芽細胞は核が局在化しており,薄いエナメル質基質を分泌していた(図

9c)。 この時期のEFA細胞の多くは核の局在化を示さなかったが,一部に核が局

在化した細胞が存在した (図 9c)。 エナメル芽細胞,EFA細胞はともに強い

c」bindin D28k陽性反応を示し,それらに接する中間層細胞は弱いc」bindin D28k陽

性反応を示した (図9d)。 生後 5日齢では,EFA細胞は核の局在化を示さず細胞

高径は低かった。Ⅱ■細胞と象牙質の間には薄い基質が認められ (図 10a),エナ

メル芽細胞,EFA細胞,お よび中間層細胞は全て強いcdbindin D28k陽性反応を示

した (図 10b)。 生後 7日齢では,全てのエナメル芽細胞は成熟期あるいは移行期

に分化しており (図Ha),エ ナメル芽細胞,EFA細胞,お よび中間層細胞は全て

cabindin D28k陽性反応を示し,EFA細胞のcdbindin D28k様免疫反応は,隣接する

エナメル芽細胞よりも強かった (図 Hb)。

生後10日齢では,歯頚部から咬頭にかけて強いc」bindin D28k陽性反応を示

す部位と弱い反応を示す部位が交互に観察された (図 12a)。 後期の分泌期エナメ

ル芽細胞と移行期のエナメル芽細胞は,隣接する初期の成熟期エナメル芽細胞よ

りも弱い陽性反応を示した (図 12b,c)。 また,成熟期エナメル芽細胞および隣

接するEFA細胞にはcdbhdin D28k陽 性のものと陰性のものが存在した (図 12d―g)。

17
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図9 生後3日 齢ラット上顎第一日歯の近心歯頚部 (a,b)お よび近心咬頭
(a,c)およびcalbindin D28k(CB)陽性反応 (b,d)の分布 .

a.歯頚部では,歯乳頭および内エナメル上皮の細胞に連続的な細胞の分化が認められ

る.PA,前エナメル芽細胞 ;SA,分泌期エナメル芽細胞.HE染色 .

b.図 9aの隣接切片.石灰化を開始した象牙質に面する前エナメル芽細胞 (矢印)の遠

心端にCB陽性反応が最初に認められる.分泌期エナメル芽細胞は細胞質全体に
CB様免疫反応を認める。ABC法 .

c.エ ナメル芽細胞は伸張し,核の局在化を認める.さ らに象牙質 (D)と の間に薄い
エナメル基質 (E)を認める。また,多くのEFA細胞に核の局在は認めないが,一

部の細胞 (矢頭)では核が局在化している。EFA細胞と象牙質との間にはヘマ トキ

シリン好性な構造物を認める.矢印の間に示された部分がEFAである.HE染色 .

d.一部の分泌期エナメル芽細胞およびEFA細胞はともにCB陽性である。間接蛍光抗

体法 .

図9c,dは同一切片.スケールバー,100 μm。 全て同じ拡大率である。

(c,d)の組織像

18



‐

‐

ノ

↑

D

EFA

]「 ■臓 i :
゛
      ↑

sh E  D

lla
図10 生後5日齢ラット第一日歯近心咬頭の組織像 (a)お ょびcalbindin D28k(CB)陽性反
応 (b)の分布 .

a.EFA細胞は細胞高径が低く核の局在化を示さない。EFA細胞と象牙質 (D)との間
に,部分的にヘマ トキシリン好性な構造物を認める.EFAは矢印の間に示された部分
である.HE染色 .

b.全ての分泌期エナメル芽細胞 (SA),EFA細 胞および中間層細胞 (SI)に calbindin
D28k陽性反応を認める.間接蛍光抗体法 .

図10a,bは同一切片.スケールバー,100 um.
図11 生後7日齢ラット第一日歯近心咬頭の組織像 (a)おょびcalbindin D28k(CB)陽性
反応 (b)の分布..

a.多 くのエナメル芽細胞は分泌期 (SA)で あるが,咬頭頂ではすでに移行期 (丁A)に
分化している.隣接するEFA細胞 (矢印の間に示す)は細胞高径が低く核の局在化を
示さない.HE染色 .

b.全てのエナメル芽細胞,EFA細胞および中間層細胞 (SI)に cJbindin D28k(CB)陽 性
反応を認める.EFA細胞は隣接するエナメル芽細胞よりも強いCB陽性反応を示す。
間接蛍光抗体法 .

図1la,bは 同一切片.スケールバー,100 um.
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図12 生後 10日 齢のラット上顎第一日歯の組織像 (c,e,g)お よびcalbindin D28k(CB)

陽性反応 (a,b,d,f)の分布。

a.近心咬頭.歯頚部から咬頭頂にかけてcalbindin D28k(CB)陽性反応の強い部分と
弱い部分が交互に存在する。ABC法 .

b.図 12aの box部の拡大像 .分泌期エナメル芽細胞 (SA)の後期および移行期の工

ナメル芽細胞 (丁A)は成熟期エナメル芽細胞 (MA)と比べて弱いCB陽性反応を
示す。E,エナメル質 ;Sl,中間層細胞.ABC法 .

c。 図12bの隣接切片.HE染色 .
d。 図12aの box部の拡大像 .い くつかのEFA細胞および成熟期エナメル芽細胞 (MA)
はCB陽性反応を示す.D,象牙質 ;E,エナメル質.ABC法 .

e.図 12dの隣接切片.EFA細胞は核の局在化を認めない。HE染色。
f.図 12aと同一切片で観察 した遠心咬頭.EFA細胞およびいくつかの成熟期エナメル
芽細胞 (MA)は CB陰性である。ABC法 .

g.図12fの隣接切片.EFA細胞は細胞高径が低く,核の局在化を認めない.HE染色 .
スケールバー,図 12a200 μm,図 12g100 μm,図 12b―fは図12gと 同じ拡大率である。

20

二E

D DD
ed

毎^
摯
． ｔ
Ｅ E

12a



生後 14日 齢では,近心あるいは中′い咬頭の咬頭頂のエナメル芽細胞は隣

接する上皮細胞とともに縮合エナメル上皮を形成するのが観察できた (図 13a,

E    C).全 ての縮合エナメル上皮は強いcalbindin D28k陽性反応を示していた (図

13b,d)。 それに対し,多くのEFA細胞はcalbinclin D28k陽 性反応を示した

が,一部に陽性反応の弱いものが存在していた (図 13d).EFA細 胞と象牙質の

間には,ヘマ トキシリン好性の薄い基質が存在していた。

~・
1●I中‐ヰ臓ゴビ
い:」

,｀            メ
千
J

ES メ
‐

゛ '

F ES
‐c
図13 生後 14日 齢ラット上顎第一日歯の咬頭の組織像 (a,c)お よびCttbindin D28k(CB)

陽性反応 (b,d)の分布..

a.近心咬頭.エナメル芽細胞層は隣接する上皮層と退縮エナメル上皮 (RDE)を形

成している。ES,エナメルスペース ;D,象牙質.HE染色 .

b.図 13aの隣接切片.全ての退縮エナメル上皮の細胞およびEFA細胞はcalbindin

D28k(CB)陽性でる。ABC,去 .

c.図 13aと 同じ切片で観察 した中心咬頭.EFA細胞と象牙質との間にヘマ トキシリン

好性の基質層を認める (矢印).ES,エ ナメルスペース ;D,象牙質.HE染色 .

d.図 13cの隣接切片.退縮エナメル上皮 (RDE)の細胞は強いCB陽性反応を示す

が,EFA細胞は弱いCB陽性反応を示すのみである。ABC'去 .

スケールバー,100 μm,全て同じ拡大率である。
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上顎第一日歯は生後17日 齢頃より萌出し始め,退縮エナメル上皮は口腔

粘膜と結合し接合上皮を構成する。萌出直後では (生後21日齢)接合上皮の表

層の細胞のほとんどがcalbindin D28k陽 性反応を示していたが (図 14a),生

後28日齢ではその一部の細胞がcalbindin D28k陽性反応を示すのみとなり (図

14b),成獣では (生後56日 齢)接合上皮にはcalbindin D28k陽 性細胞は認め

られなかった (図 14c).

図15に ,歯牙形成過程及び萌出後の内エナメル上皮由来の細胞における

calbindin D28kの分布の変化をまとめた。

図14 生後21日齢 (a),28日齢 (b)および56日齢 (c)のラット第一日歯の歯肉内縁上皮
におけるcJbhdh D28k(CB)陽性反応の分布 .

a.生後21日 齢の接合上皮の細胞は強いCB陽性反応を示す。

b。 生後28日 齢の接合上皮では平らなCB陽性細胞が散在する (矢印).

c.生後56日 齢の接合上皮にはCB陽性細胞は認められない。歯頚部の歯根膜にCB

陽性反応を示す細胞集団を認める (矢頭).ES,エナメルスペース ;D,象牙質 .
ABC法 .

スケールバー,2∞ μm,全て同じ拡大率である.
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図15 歯冠形成過程および歯牙萌出後の,内エナメル上皮由来細胞におけるcalbindin
D28kの分布の変化 .

a.分化期 (DA)のエナメル芽細胞はcalbindin D28k陰性であつた.前分泌期のエナ
メル芽細胞 (PA)後期よりcalbindin D28k陽性反応は認められ始め,分泌期エナ
メル芽細胞 (SA)は細胞質全体が強いcJЫndin D28k陽性反応を示 した。また ,
分泌期エナメル芽細胞に隣接するEFA細胞は全て,cttbndn D28k陽 性反応を示

した .

b.分泌期エナメル芽細胞 (SA)の後期および移行期のエナメル芽細胞 (丁A)で
は,calbindin D28k陽 性反応は弱くなったが,成熟期エナメル芽細胞 (MA)は再
び,強いcJbindh D28k陽 性反応を示 した。しか し,成熟期エナメル芽細胞で
は,calundin D28k陽性なもの,陰性なものが交互に出現 した。さらに,成熟期
エナメル芽細胞に隣接するEFA細胞にも,cJbindin D28k陽性なもの,陰性なも
のが存在 した .

c.縮合エナメル上皮 (RA)は全て強いcJbindin D28k陽 性反応を示 したが,隣接す
るEFA細胞ではcalbindin D28k陽性反応は徐々に弱まっていつた .

d.歯牙萌出直後では,接合上皮 (JE)の表層の細胞は全てがcJbndn D28k陽 性反
応を示 した .

e.接合上皮の細胞のcJbindin D28k陽 性反応は経 日的に弱まり,成獣においては認
められなかった .

AB,歯槽骨 ;AC,
E,エナメル質

無細胞セメン ト質 ;CC,有 細胞セメン ト質 ;D,象牙質 ;
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考察

本研究において、HERSに関連する上皮系細胞のマーカーとしてモノクロー

ナル抗ケラチン (c10ne K8,13)抗 体を用いたが,以前よりこの抗体は広範囲のサ

イトケラチン (1,5-8,10,H,15)を認識することが報告されている (Gigi―bitner

d al。 ,1986)。 またHERSに関連する上皮系細胞はサイトケラチン5を発現するこ

とが報告されており (Gao d al。 ,1988),本研究で用いた抗ケラチン抗体はHERS

に関連する上皮系細胞を染色すると思われる。従来よリケラチン抗体を用いた免

疫組織化学的研究では, しばしばアルコール固定した試料が用いられてきた。今

回,パラホルムアルデヒドを用いて固定した試料により予備実験を行った結果,

どの上皮組織にもケラチン様免疫反応はほとんど認められなかった。そこで,抗

原の腑活化処理 (Cattareti d al。 ,1992)を行った後に抗ケラチン抗体による免疫染

色を行ったところ,エナメル芽細胞やHERSの細胞など上皮系細胞に強いケラチン

様免疫反応を認めた。また,この抗原腑活化処理の後でもcdbhdin D28kに 対する

免疫反応には影響がないことが確認された。よって今回の実験では,パラホルム

アルデヒドで固定された試料を用いてパラフイン切片を作製し,抗原腑活化処理

の後,抗ケラチン抗体と抗c」bindin D28k抗体を用いて蛍光二重染色を行った。

ラット成獣の根分岐部付近のcdbhdin D28k陽 性細胞は,電顕的所見より,

陥凹した核と豊富なトノフィラメントを有し細胞小器官に乏しいことが示された

が,こ れは以前より報告されているマラッセの上皮遺残の超微構造に類似してい

る (Harnalnoto d al。 ,1989)。 さらに,マラッセの上皮遺残は,ラ ット臼歯におい

て根分岐部や歯頚部に多く分布するのに対し,根尖部付近には少ないことが知ら

れているが,これは,今回示したc」bindin D28k陽性細胞の分布様式と類似する。

これらのことより,根分岐部付近に認められるcabindin D28k陽性細胞はマラッセ

の上皮遺残であることが示唆された。また,ラ ット自歯の歯根形成時に,歯根象

牙質と有細胞セメント質との間の中間セメント質にヘルトヴィッヒ上皮鞘由来の

細胞が取り込まれることが,電顕的 (Lester 1969),あ るいは免疫組織化学的研



究 (Altati d al.1996)に より明らかにされている。本研究において,中間セメント

質に認められたcdbindin D28k陽性細胞は,その微細構造から上皮系細胞であるこ

とが示唆され,こ れらの細胞はヘルトヴィッヒ上皮鞘由来であると考えられる。

腸管や腎などカルシウム輸送機能を有する組織においては,cdbindin D28k

はカルシウムイオンの運搬や恒常性の維持に関与していると考えられている

(Ch五 stakOs et al。 1988)。 しかし近年,cabindin D2渋様免疫反応はニューロンな

どカルシウム輸送機能を有しない細胞においても認められており (Andressen et J.

1993),cdbindin D28kは 種々の刺激に対してニューロンを保護する働きを有する

ことが報告されている(Freund et al。 ,1990;Mattson et al。 ,1991,1995;HeitzmaFm et al。 ,

1992 Rami∝ al.,1992)。 従つて,c」bindin D28kは ,マラッセの上皮遺残や中間セ

メント質の細胞などの,ヘルトヴィッヒ上皮鞘由来の細胞においても,細胞の生

存維持に関与している可能性が考えられる。マラッセの上皮遺残が,今回示した

超微構造からもわかるように細胞活性が低いにも関わらず,長期間存在し続ける

ことはこの仮説を支持している。一方,マ ラッセの上皮遺残はエナメル基質タン

パク質の一つであるalnelogeninを 産生し,さ らに石灰化物を形成する能力を有する

ことが報告されている (HalnalnOto et al.,1996)。 このことから,calbindin D28kは

マラッセの上皮遺残においても,エナメル芽細胞と同様に石灰化に関与している

可能性も否定できない。

以前より免疫組織化学的研究によって,歯槽骨内にcabindh D28k陽 性の細

胞を認めることが報告されており (Chi五stakOs and Noman,1975;Celio et al。 ,1984),

また近年,h sh hybridセ江ion法によって,歯槽骨中の骨芽細胞や骨細胞に

calbindin D28kの mRNAが発現することが明かとなっている (Berdal et al。,1984).

今回の所見では,歯槽骨側の歯根膜にcabindin D28k陽性の細胞を認めたが,歯槽

骨の骨細胞はcalbindin D28k陰性であつた。ラット自歯は通常生理的に遠心移動を

行っており, もし,歯根膜中の骨芽細胞力おdbindh D28k陽性反応を示すのであれ

ば,全ての歯根で近心側に強いcdbindin D28k陽性反応が示されると考えられるが,



今回の結果では,近心根では遠心側に,遠心根では近心倶1に強いcdbindin D28k陽

性反応を認めた。このことは骨芽細胞はcdbindin D28k陰性であることを示唆して

いる。

今回の結果から,歯牙萌出以前の歯根膜にはc」bindin D28k陽性細胞は認め

られず,萌出し,咬合を開始した時期に始めて歯根膜線維芽細胞はcdbindin D28k

陽性反応を示すこと,さ らに,cdbindin D28k陽性細胞の数およびc」bindin D28k陽

性反応の強さは,その後経日的に増加することが明かとなった。歯根膜は咬合力

や歯の生理的移動などの刺激を受けているので,線維芽細胞は常に活性の高い状

態にあり,歯根膜のコラーダン線維は非常にターンオーバーのサイクルが早いこ

とが知られている (skOugarrd et al。 ,1970;Sodek and Fe‖ er,1988)。 このことから,

c」bhdin D28kは歯根膜線維芽細胞のカルシウム濃度を調節することにより,咬合

力による刺激に対する細胞の維持に関与していることが考えられる。この推察は,

ラット臼歯の歯間部に顎間ゴムを挿入することにより矯正力を与えると,一過性

に圧迫側における歯根膜のc」bindin D28k陽性反応を示す線維芽細胞の数が増加す

ること (Youn et al.,1999)からも裏付けられる。

象牙芽細胞にcdbhdin D28kが 局在するか否かに関しては意見が分かれてい

る。いくつかの報告では,ラ ット自歯および切歯の象牙芽細胞はcdbhdin D28k陰

性であるとしている (Taylor,1984;Taylor et al。 ,1984;Ehs and Taylor,1987;Hotton

et al.,1995)。 しかし,Berdalら (1993,1996)は ラット切歯の象牙芽細胞に

calbindin D28k陽性反応を示し,ま た,MagloiFeら (1988)お よひBantul_Forestierら

(1996)は ヒト象牙芽細胞力おdbhdin D28k陽性であることを報告している。今回

の研究では,ラ ット成獣の歯髄においては象牙芽細胞はcdbindin D28k陰性であっ

たが,歯根形成初期の前象牙芽細胞および象牙芽細胞の一部はcdbindin D28k陽性

であった。象牙芽細胞の細胞膜にはカルシウム輸送チヤネル,Nが―Crエクスチェ

ンジャー,ca_A「Paseが存在することが知られている (Linde and Lundgren,1995)。

さらに近年,前象牙芽細胞もまたカルシウムチャネルを有していることから,前
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象牙芽細胞はカルシウム輸送に関与していることが示唆されている (Seux et al。 ,

1994)。 それゆえ,歯根象牙質形成初期において,cdbindin D28kが前象牙芽細胞

や象牙芽細胞の細胞内カルシウム濃度の調節に関与していると考えられる。

蓄歯類の自歯咬頭頂付近に存在するenalnel■∝ areaでは,萌出後には象牙質

はエナメル質に覆われていないが,発生段階においては内エナメル上皮由来の細

胞であるEFA細胞が象牙質に隣接して存在する。このEFA細胞の発生段階におけ

る形態変化に関して意見が分かれている。すなわち,EFA細胞は分泌期のエナメ

ル芽細胞様,あるいは成熟期のエナメル芽細胞様に形態変化するという報告があ

る (sakakura et al。 ,1982 Yarrlalnoto d al。 ,1998)。 一方で,EFA細胞は発生の全段

階を通じて前分化期エナメル芽細胞様で,核の局在化や細胞高径の伸張を示さな

いという報告もある (hd etal。 ,1992)。 今回の研究では,分泌期エナメル芽細胞

に隣接するEFA細胞の一部は,核の局在化を示し,さ らに,細胞高径のわずかな

伸張を示した。しかし,分泌期の後期以降ではEFA細胞は核の局在化を示さなか

った。また,EFA細胞は全ての発生段階で,隣接するエナメル芽細胞とは明らか

に細胞形態が異なっていた。成熟期の初期において,すでにEFA細胞と象牙質と

の間にはエナメル基質様の薄い基質層が認められるが,その後,こ の層の厚さに

は変化は見られなかった。以上の所見より,発生段階の初期にはEFA細胞は基質

タンパク質を分泌するが,す ぐに分泌機能を喪失するものと考えられる。

エナメル芽細胞におけるcabhdin D28kの 分布の変化に関しては以前より多

くの報告がある (Taylor,1984;Taylor et al.,1984 Ehns and Taylor,198■ Berdd et al。
,

1989,1991a,L Bailleul― Foresier d al.,1996)。 今回の研究では,エナメル芽細胞

の分化に伴うcabindin D28kの陽性反応の変化は以前の報告とほぼ一致していた。

しかし,これまでの報告では分泌期エナメル芽細胞は常に強いcdbindin D28k陽性

反応を示していたのに対し,今回の結果では,分泌期の後期から移行期にかけて

のエナメル芽細胞でcabhdh D28k陽性反応が弱くなっていた。Hottonら (1995)

はゎstt hybridセ江ion法によって,ラ ット切歯の前分泌期エナメル芽細胞は強い

27



c」bindin D28kの mRNAを発現するが,分泌期エナメル芽細胞に分化するとシグナ

ルが急激に減少することを報告している。この所見は,今回示したcabhdin D28k

の分布の所見と一致する。

今回の研究では,分泌期エナメル芽細胞に隣接する全てのEFA細胞と,成

熟期エナメル芽細胞に隣接するEFA細胞の多くがcdbhdn D28k陽性であった。

EFA細胞におけるc」bindin D28kの局在に関する報告は少ないが,Berd」 ら (1989)

はラットのEFA細胞はcdbindin D28k陰性であると報告している。彼らの結果と今

回の結果の違いは,固定法や使用している抗体の違いに起因するのかもしれない。

EFA細胞は基質を分泌する機能を早期に喪失することが考えられるが,隣接する

分泌期エナメル芽細胞とほぼ同様のcdbhdin D28kの分布様式を示していた。この

ことから,cdbindin D28kは 基質の分泌には直接的には関与しておらず,前分泌期

エナメル芽細胞および隣接するEFA細胞が,分泌期エナメル芽細胞および分泌期

エナメル芽細胞様の細胞に分化する際に何らかの機能を有している可能性が考え

られる。また,成熟期エナメル芽細胞では,cdbindin D28k陽性反応はmme_ended

allneloblastに強く認められ,sm00th― ended alndoblastで は弱いことが知られている

(Berdal d al。 ,1991)。 このことより,cttbindin D28kは 成熟期エナメル芽細胞にお

いて,基質の石灰化あるいは細胞の形態変化に関与していることが示唆されてい

る。一方,YarnalnotOら (1998)は ,EFA細胞はエナメル芽細胞と同様にアルカリ

フォスファターゼ活性を有すること,さ らに,EFA基質内に石灰化構造物を認め

ることを報告している。今回の結果から,EFA細胞は隣接する成熟期のエナメル

芽細胞と類似したcdbindin D28kの分布様式を示すことがわかった。従って,成熟

期エナメル芽細胞に隣接するEFA細胞は,EFA基質の石灰化などの成熟期エナメ

ル芽細胞と同様の細胞特性を有していることが示唆された。

今回の研究で,保護期のエナメル芽細胞および初期の接合上皮力ヽ 狙bindin

D28k陽性であることがわかった。保護期ではエナメル芽細胞はヘミデスモゾーム

を形成し,エナメル質表面と接着し始める (Eisenmann,1998)。 また,虹彩の上



皮細胞より分離した細胞にCFを添加するとヘミデスモゾームの形成が促進する

ことが報告されており (Trinkaus_Randau and Gipson,1984),ヘ ミデスモゾーム形

成にはca2が重要な働きをしていると考えられる。今回の結果から,ヘ ミデスモ

ゾーム形成の初期の段階では,保護期のエナメル芽細胞および接合上皮の細胞に

cttbindin D28k陽性反応を認めたが,その数は日齢が進むにしたがい減少していっ

た。以上のことから,c」bindin D28kは保護期のエナメル芽細胞においては,細胞

内のCa舛濃度を調節することを通してヘミデスモゾーム形成に関与しており,歯

肉内縁上皮でのヘミデスモゾームの維持には直接的には関与していないことが示

唆された。

以上の所見より,歯牙形成過程において,calbhdin D28kは エナメル芽細胞

や象牙芽細胞など石灰化に関与する細胞のみならず,マ ラッセの上皮遺残などの

細胞活性の低い細胞の維持や,歯根膜線維芽細胞などでの種々の刺激に対する細

胞の保護といった,様々な機能を有していることが示唆された。

結論

本研究では,歯冠および歯根形成過程におけるcdbindh D28kの 分布の変化

を形態学的に詳細に検索した。

その結果, 1)歯牙形成過程においてc」bhdin D28kは ,石灰化能を有する

エナメル芽細胞のみならず,石灰化能を有しないマラッセの上皮遺残,歯根膜線

維芽細胞,歯肉内縁上皮などにも分布する。2)calbindh D28k陽 性反応を示すマ

ラッセの上皮遺残および中間セメント質の細胞は,その超微構造から細胞活性が

低いことが示唆され,c」bindin D28kは ,これらの細胞の維持に関与している。 3)

自歯歯根膜でのcdbindin D28k陽性線維芽細胞は咬合開始時期より増加することか

ら,c」bindin D28kは 咬合による機械的刺激に対する細胞の反応と関連する。4)

cdbindin D28kは ,退縮エナメル上皮におけるヘミデスモゾーム形成に関与してい



る。 5)EFA細胞はエナメル芽細胞と同様のc」bindin D28kの分布を示すことから,

cdbindin D28kは石灰化のみならず細胞の分化に関連している,こ とが示唆された。

以上のことから,calbhdin D28kは歯牙形成過程において,石灰化に関与す

る細胞のみならずマラッセの上皮遺残などの細胞活性の低い細胞の維持や、歯根

膜線維芽細胞などでの種々の刺激に対する細胞の保護といった,様々な機能を有

していることが示唆された。
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