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飼料中のタンパク，脂肪の組成がマウスの歯質性状に及ぼす影響
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　Abstmct：This　study　was　done　to　examine　the　effects　of　protein　and　fat　contents　in　the　diet　of

mice　on　the　resistance　to　demineralization　of　a　tooth　and　the　distribution　of　calcium　and

phosphorus　in　the　enamel　and　dentine．　Since　the　maternal　generation，　the　mice　were　bred　and

given　a　diet　of　different　contents；group　H（high－protein：high－fat　diet），　group　L（low－protein：

low－fat　diet）and　group　C（normal　content　diet）．　Electron　probe　X－ray　microanalysis（EPMA）was

used　to　determine　the　amount　of　calcium　and　phosphorus　in　the　tooth．

　The　results　were　as　follows：1）The　resistance　to　demineralization　of　the　tooth　was　lower　in　a

low－protein　and　low・fat　diet，　and　increased　with　the　additional　content　of　protein　and　fat　in　the　diet．

Reach　and　over　some　amount，　the　tooth　size　had　a　tendency　to　increase　becauSe　of　the　diet，　but　the

increase　of　resistivity　was　not　remarkable．2）Among　the　three　groups，　no　particular　difference　of

the　concentrations　in　weight　percent　of　both　calcium　and　phosphorus　was　confirmed．3）In　all

groups，　both　of　the　elements　increased　in　the　concentration　in　weight　percent，　from　the　surface　to

the　inner　limit　of　one　third　of　the　outer　enamel　layer．　In　the　area　of　two　thirds　of　the　inner　enamel

layer　decreased　slightly　toward　the　dentinoenamel　junction．　In　the　dentine　layer，　these　two

elements　gradually　increased　in　the　concentration　toward　the　depth　of　the　tooth．4）The　resistance

to　demineralization　of　tooth　group　L　was　significantly　lower　than　group　H　or　group　C．　It　is

suggested　that　the　intake　of　protein　and　fat　in　the　formative　period　of　a　tooth　may　influence　the

resistance　to　demineralization．
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緒 言

　　日本人の歯は徐々に大きくなってきており，

最近の20～30年という短期間にも歯冠幅径が

増大してきていることが報告されている1～4）。

このことは，近年増加の傾向にある不正咬合の

原因として，軟食による顎骨の発育不全ばかり

ではなく，歯冠幅径の増大に伴う歯と顎骨の不

調和も大きい要因であることを示している。こ

の歯冠幅径が増大している原因として，

Suzuki3）は，歯質形成期における栄養摂取量，

特にタンパクと脂肪の摂取量の増大が影響して

いることを指摘している。栄養が歯の大きさに

及ぼす影響については，成長に必要な基本栄養

素の一部あるいは飼料摂取を制限することに

よって歯冠が小さくなる傾向にあることを指摘

している報告が多い5～8）。Riesenfeld7）は，離

乳したラットを飢餓状態を生じるほど極端に少
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ない飼料で飼育すると臼歯は小さくなり，逆に

栄養価の高いミルクで飼育すると，臼歯は大き

くなることを報告している。また，中野ら9）は，

高タンパク高脂肪食摂取のマウスの歯が普通食

や低タンパク低脂肪食を摂取したマウスよりも

大きかったと報告している。これらのことは，

現代日本人にみられる歯冠形態の増大が，高栄

養摂取への食生活の変化1ぴ11）と関わっているこ

とを示すものである。しかし，この高栄養摂取

が歯の構造や組成にどのような影響を及ぼすか

について検討した研究は，著者の渉猟した範囲

においては木津12）や中井13）の報告があるにすぎ

ない。この中で彼らは飼料中の炭水化物，タン

パク，脂肪の組成が麟蝕の発生頻度ならびに程

度に及ぼす影響について調べている。

　そこで本研究では，栄養摂取の違いが歯の大

きさのみならず歯質の性状にまで影響を及ぼす

可能性について，人工初期麟蝕の形成による脱

灰抵抗性試験によって間接的に歯の構造を把握

し，また，Electronprobe　X－ray　microanalysis

（EPMA）によるエナメル質と象牙質における

CaとP元素の量的な分布状態を検討した。

材料と方法

1．材料

　中野ら9）の方法に準じ，Jc1：ICR系純系マウ

ス（FO世代）を交配時（9週齢）から，高タン

パク高脂肪食群（H群：粗タンパク29％，粗脂

肪8％），低タンパク低脂肪食群（L群：粗タン

パク12％，粗脂肪4％），コントロール群（C群

：粗タンパク20％，粗脂肪6％）に分けて飼育し

た。なお，飼料中のミネラル，ビタミン類は3

群とも同一とした。FOから生まれた子F1は

3週間哺乳させ，4週齢から親と分離して飼育

した。そして5週齢で屠殺した。H，　L，　Cの3

群ともに雌雄11匹ずっ下顎骨を剖出し，パパ

イン処理して軟組織を除去した後，水洗，自然

乾燥して乾燥下顎骨を得た。さらに，実験に先

立ち，エナメル質表面を湿潤状態に置くために

この試料を蒸留水中に24時間浸漬した。各群

11匹の下顎骨のうち8匹の下顎骨を脱灰抵抗
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性試験に用い，残りの3匹の下顎骨をEPMA

による元素分析に用いた。

2．方法

（1）脱灰抵抗性試験

　仇〃仇oで脱灰を行うための人工初期麟蝕の

形成は，歯が植立した状態の下顎骨を6wt％カ

ルボキシメチルセルロースを含む0．1M乳酸ゲ

ル（pH＝5）に37℃で1週間浸漬した1415）。そ

の後，試料を水洗，乾燥し，即時重合レジン

（Ortho　Crystal，ニッシン社）に包埋した。こ

れを硬組織切断機（Isomet　Low　Speed　Saw，

Buehler社）を用いて薄切し，下顎右側臼歯の

頬舌側中央を通る矢状断平行切片を作製した。

　この切片と5段階からなるアルミニウムステッ

プウエッジ（30μm～150μm）を共に微粒子型ポジ

ティブフィルム（フジフィルム社）上に密着させ，

軟X線発生装置（PW－1830　X・ray　generator，

Philips社）を用いて，　microradiograph（MR）

を撮影した。X線照射条件は，20　kV，20賦，4

分で被写体管球間距離は35cmとした。撮影し

たフィルムは，20℃に保った現像液（コレク

トール，フジフィルム社）で5分間現像し，定

着液（フジフィックス，フジフィルム社）に5

分間浸漬した後，30分間水洗してから自然乾燥

した。

　作製したMR像は，光量を一定の条件に設定

した顕微鏡像として捉え，CCDカメラ（CS

8310，東京電子工業社）を介してパーソナルコ

ンピュータ　（Power　Macintosh　8500／150，

Apple社）に8bitのデジタル画像として入力

した。これらの画像をInabaら16）の開発したミ

ネラル画像定量法（CAV）ならびにミネラル指

標解析ソフト（MDA）17）を用いて分析し，マウ

ス下顎右側第三臼歯の遠心面から歯髄腔に向か

う脱灰深度（Lesion　depth：1、，μm）ならびにミ

ネラル喪失量（Mineral　loss　value：△Z，　vo1％

・μm）を計測した（Fig．1，2）。なお，3群間にお

ける要因ならびに平均値の差の統計学的有意性

は，一元配置分散分析（ANOVA）ならびに

Newman・Keulの多重比較法により検討した。

（2）EPMAによる元素分析
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Fig．1．　Analyzed　area　of　the　microradiograph　is

　　　shown　in　the　white　line．

　　　E：Enamel
　　　D：Dentine

　歯の植立した状態にある右側ド顎骨を試料埋

込樹脂（Nα6300，丸本L業社）に包埋した。作

製した樹脂ブロックを硬組織切断機を用いて下

顎「噛の頬側咬頭頂を通る矢状断で切断し，そ

の表面を試料研磨機（ドクターラップ，マル

トー社）を用いて，鏡面研磨した。白金蒸着後，

X線マイクロアナライザー（JXA－8900L型，

日本電子社）を用いて，3群ともド顎右側第三

臼歯遠心側のエナメル質ならびに象牙質のCa

とP元素の定量分析マップを得た。マップ上に

おいて，第三臼歯遠心面に対して直交する一定

の幅を持った線上で表面から歯髄腔に向かって

線分析を行った。以上の分析条件は加速電圧：

15．O　kV，試料電流：0．2　nA，ビーム径：0．2μm，

作業距離：11．Omm，分光結品：PETHとした。

分析データの定量化は今回使用したX線マイク

ロアナライザー本体に登録されている純物質の

データに基づいたCAL　STDモードを用いて

行った。

結 果

　脱灰抵抗性試験における脱灰深度（1、，μm）

は，Fig．3に示すように，　L群が70．9］17．9μm

（mean⊥S．　D．）とH群の54915．9μmに対し

有意差（P＜0．05）を認めたが，C群59．9±4．7

μmとに有意な差は認められなかった。また，ミ

Fig．2．　Schematic　mineral　distribution　and

　　　parameters　assessed．

　　　1、］：Lesion　depth

　　　△Z：Minera｜loss　value

ネラル喪失量（△Z，vol％・μm）は，　Fig．4に示

すようにL群が2．632±562vol％・μmで，　H群

2．095土148vol％・μmとC群2，195±163　vol

％・μm両方に対し，有意差（P〈0．05）を示した。

これらの結果より脱灰に対する抵抗性は，低タ

ンパク低脂肪食群のほうが高タンパク高脂肪食

群やコントロール群に比べて有意に低かった。

　EPMAによるCaならびにP元素の濃度（雨

量％）を示す定量分析マップはFig．5に示し

た。上段にCa元素の濃度の分布図を，下段に

P元素の分布図を示した。エナメル質，象牙質

ともに，H，　C，　L　3群間におけるCaとPの濃

度に特徴的な傾向は認められなかった。しか

し，Fig．5に示す2本の赤線の間の範囲におけ

る線分析による元素の濃度の推移を同じマップ

ヒの赤い折れ線グラフで示してあるが，Caな

らびにP元素のエナメル質表面から象牙質深

部にかけての濃度の推移は，3群とも以ドのよ

うな同じ傾向を示した。エナメル質では全層の

外側1／3で内側に向かって極くわずかな増加

があり，表層1／3の深さからエナメル象牙境

に向かって軽度の減少を示した。象牙質ではエ

ナメル象牙境から深層に向かって高くなる傾向

がみられた。
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Fig．3．　Relationship　between　nutrition　status

　　　and　lesion　depth．

　　　C：group　C（normal　content　diet）

　　　H：group　H（high－protein：high－fat　diet）

　　　L：group　L（low－protein：low－fat　diet）

　　　＊p＜0．05

Fig．4．　Relationship　between　nutrition　status

　　　and　mineral　loss　value．

　　　C：group　C（normal　content　diet）

　　　H：group　H（high－protein：high－fat　diet）

　　　L：group　L（low－protein：low－fat　diet）

　　　＊p＜0．05

考 察

　栄養摂取と歯の大きさに関して，タンパク等

の摂取制限によって歯が小さくなる傾向を示す

のは第三臼歯が最も顕著で，咬頭の欠如するも

のも認あられている6）。中野ら9）も，飼料の条件

を変えることによって現れる歯の大きさの差は

第三臼歯において最も大きかったと報告してい

る。歯冠の形態は，歯胚の石灰化開始期に大き

さが急速に増大する18）といわれており，マウス

の第三臼歯は，生後11～12日目に石灰化が開

始することから，母乳を介した母体の影響を強

く受けることが報告されている5・18～21）。本実験

ではこのような点を考慮して母親の世代から飼

料を変えて飼育し，被験歯には第三臼歯を選択

した。

　一般に齪蝕は，細菌叢，唾液の性状，小窩・

裂溝の形態，ショ糖などに加えて歯質の状態も

影響することが知られている。本実験では，歯

質の性状を調べるために，麟蝕の影響をできる

だけ排除する目的で人工的な脱灰実験を行い，

評価歯面は自浄性の良い第三臼歯遠心最大豊隆

部とした。元素分析については，3群間の比較

が目的であり，定量精度はさほど高くなくとも

問題なかったので，EPMAの本体に登録され

ている純物質のデータを使ったCAL　STD
モードを用いて定量した。

　今回行った脱灰抵抗性試験において，脱灰に

対する抵抗性は，低タンパク低脂肪食群のほう

が高タンパク高脂肪食群やコントロール群に比

べて有意に低かった。木津12）および中井13）はカ

ゼイン量が減少すると実験的麟蝕の発生が増加

することを示しているが，今回の結果も脱灰と

いうプロセスにおいて同様の傾向であった。齪

蝕発生の増加の理由にっいて中井13）は，タンパ

クの減少が直接麟蝕の発生を惹起するためか，

あるいは，タンパクの減少がショ糖の高蠕蝕誘

発性を助長するのか，いずれかによるものと推

測している。しかし，歯の形成におけるタンパ

クの関わりは，エナメル質の形成過程では，初

期にタンパク基質によってエナメル質の外形が

形成される。その後，その基質の有機成分と水

分が消失し，そのスペースにミネラルが添加さ

れることで石灰化の機能元進が起こり，エナメ

ル質の結晶の厚さや幅が成長するといわれてい

る22）。また，象牙質の形成においても，まず，有

機性基質であるコラーゲンの形成が開始され，

基質が形成されると基質小胞による初期石灰化

がおこり象牙前質がっくられる。その後行われ

る象牙質の石灰化においてもカルシウムと結合
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Fig．5．　Typical　distribuUon　area　maps　of　calcium　and　phosphorus　by　means　of　EPMA．

　　　a：The　map　of　calcium　in　the　group　H

　　　b：The　map　of　calcium　in　the　group　C

　　　c：The　map　of　calcium　in　the　group　L

　　　d：The　map　or　phosphorus　in　thc　group　H

　　　e：The　map　of　phosphorus　in　the　group　C

　　　f：The　map　o「phosphorus　in　the　group　L

　　　The　elementary　analysis　was　made　between　thc　two　horizontal　red　lines，　and　the　results　of

　　　concentration　in　weight　percent　of　that　element　are　shown　in　the　red　broken　line．

する能力を有するリンタンパク（ホスホホリ

ン）が関与している・」能性が示唆されている22）。

タンパク欠乏に伴う栄養障害の影響として歯の

基質形成異常が生じ，そのため石灰化も不十分

となり，ときには歯冠形態や歯の構造の異常を

生じるという意見もある23、2㌔

　これらのことから，本実験でL群がH群や

C群に比べて脱灰抵抗性が低かったのは，L群

においては，歯の形成過程におけるタンパクの

摂取量が充分でなかったために歯の形成に影響

が生じたと考えられる。

　一方，タンパク摂取量の違いは，Caの生体に

おける出納にも影響を及ぼし，摂取タンパクが

中等度レベル以．L存在すればCa吸収に差はみ

られないが，低タンパクのときにはCaの吸収

率，体内保留率の低下をみたとの報告がある洞。
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このことから，体内へのCa取り込みにおいて

も摂取タンパク量の低下は歯の石灰化に不利な

条件として働いていることが考えられ，脱灰抵

抗性の低下に関わっていることが推察される。

　一方，脂質と歯の形成についてWuthier27）

は，酸性リン脂質の中でホスファチジルセリン

がカルシウムと結合して無定型リン酸カルシウ

ムを安定化させ，その役割は明かではないが石

灰化機構に関与している可能性を示唆してい

る。しかし，詳細は不明で，脱灰抵抗性と脂質

の関わりについては現状では明かでない。

　歯質の脱灰に影響を与える因子として結晶の

大きさや結晶の密度があるが，結晶の大きさに

は，CaならびにPの沈着量が，また，結晶の密

度は，タンパク基質の形成状態が関与している

と考えられる。前述したように，タンパクは，

Caの生体内への取り込みを含めた歯の基質形

成ならびに石灰化に重要な役割を果たしてお

り，タンパク欠乏に伴う栄養障害として歯の基

質形成異常を生じ，そのため石灰化も不十分と

なることが理解される。EPMAによるCaとP

の定量分析は，濃度（重量％）による組成を中

心とした分析方法である。従って，歯のハイド

ロキシアパタイト結晶におけるカルシウムの沈

着量や結晶密度を定量的に検出することはでき

ない。低タンパク飼料で飼育したシロネズミの

歯において，中井13）はCaとP含有量の低下を，

伊藤田）はタンパク系成分ならびにCa含有量の

低下を生化学的に確認していることから，本実

験における脱灰程度の差は結晶の大きさ，ある

いは密度の違いによって引き起こされた可能性

が高いと思われる。

　さらに，歯質の脱灰に影響を与える因子とし

て結晶の構造欠陥やイオン置換に基づく格子不

整，結晶分子組成なども考えられている。

　TravisとGlimcher幻）は，エナメル質の成熟

につれて結晶内に転位や不連続，あるいは格子

欠陥が生じてくると考えている。しかし，森脇

ら3°）は，結晶成長は格子不整の修復に先行する

ものの，結晶子が大きくなるにしたがって格子

不整も徐々に減少すると述べている。結晶に存
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在する格子不整は歯に対する衝撃等の物理的，

あるいは鯖蝕などの化学的侵襲に対する弱点と

なり，格子不整の部分が優先的に崩壊し，そこ

が発端となって結晶が崩壊することが知られて

いる31）。このような機序と今回の結果の関連に

ついては，結晶構造の解析が必要である。

　結晶組成については，アパタイト結晶の

Mg2＋，（CO3）2一の含有量が増えると溶解度は

高くなり，Fe2＋，　Fe3＋，　F一の含有量が増える

と溶解度は低くなることが知られている32）。本

実験における3群間の飼料では，ミネラル分の

組成は同じであることから結晶組成の違いによ

る脱灰抵抗性の差はあまり考えられない。

　今回H群はC群に比べるとわずかに脱灰抵

抗性が高かったが，2群間に有意差は，認あら

れなかった。中井13）は，たとえタンパクを多量

に与えても，いわゆる正常タンパク量といわれ

るある一定の量以上では，骨および歯の灰分，

CaおよびP含有量は増加しないこと，またそ

れによって鱈歯の発生を抑制することも不可能

であることを報告しており，今回の脱灰抵抗性

試験における傾向はこのことを示すものと考え

られた。

　中野ら9）によれば，高タンパク高脂肪食群の

マウスの第三臼歯の大きさはコントロール群よ

り有意に大きく，タンパクならびに脂肪の摂取

量の増大にともなって歯の大きさも増大する傾

向を認めている。今回の結果をこの報告と照ら

し合わせて考えると，マウスの歯の脱灰抵抗性

は，飼料中のタンパク・脂肪の含有量の増加に

伴って増強するが，ある一定量以上になると歯

の増大傾向は続くものの，抵抗性の増加は認め

られなくなることがわかった。

　EPMAを用いた元素分析で，3群間におけ

る濃度の高低は，個体差が激しいためか特徴的

な傾向を見いだすことはできなかったが，Fig．

5に示すように，エナメル質における傾向は，

Frankら田）の生化学的に検討した報告に一致し

ていた。本法において，歯の結晶の大きさや密

度の差から，脱灰程度の違いを生じているかを

明らかにすることはできなかったが，この点に
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っいては，今後X線回折や透過型電子顕微鏡な

どによる検討が必要であると考えられた。

結 語

　飼料中のタンパク，脂肪の含有量の違いによ

る，歯の脱灰抵抗性ならびにエナメル質と象牙

質におけるCa，　P元素の分布状態について検

討した。その結果以下のことが明かになった。

　1．歯の脱灰抵抗性は，飼料中のタンパクな

らびに脂肪の含有量が少ない場合には低く，増

加とともに向上するが，その含有量がある一定

以上になると，歯の大きさが増大する傾向に

あっても，脱灰に対する抵抗性の向上は顕著に

は認められなかった。

　2．Ca，　Pの元素分析において3群間におけ

る元素濃度に特徴的な傾向は認められなかっ

た。

　3、Ca，　Pの線分析において，3群ともエナ

メル質における両元素の重量％濃度は，エナメ

ル質全層の外側約1／3では表面から内側に向

かって極くわずかな増加が認められ，そこから

エナメル象牙境にかけてわずかな減少を示して

いた。一方，象牙質においては，3群ともにエ

ナメル象牙境から深層に向かって両元素の濃度

の低下が認あられた。

　4．L群はH群とC群に比べて脱灰抵抗性が

有意に低く，歯の形成期におけるタンパクなら

びに脂肪の摂取量の影響が示唆された。
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