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colchicine投与後のマウス切歯odontoblastsにおける

　　3H－glycineと3H－serineの取り込みに関する研究
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　Abstract：The　effects　of　colchicine　on　the　incorporation　of　3H－glycine　and　aH－serine　into

odontoblasts　at　various　developmental　stages　was　studied　radioautographically．

　The　ddY　mice，14days　old，　were　twice　given　intraperitoneal　injection　of　colchicine（5μg／10g　b．

w．）．At　l，24　and　48　hours　after　colchicine　administration，　the　mice　were　injected　with　3H－glycine

and　3H－serine．　They　were　sacrificed　10，400r　120　mins　after　isotope　inlection　and　their　incisors

processed　for　light　microscopic　radioautography．　The　numbers　of　silver　grains　over　the　cells　and

matrices　increased　with　the　differentiation　of　odontoblasts，　but　the　drug　did　not　appreciably　affect

the　incorporation　of　3H－glycine　or　the　successive　transport　to　the　dentin　matrices．　On　the　other

hand，　the　labeling　with　3H－serine　decreased　with　the　differentiation　of　odontoblasts．　The　numbers

of　cells　and　matrices　labeled　with　3H－serine　decreased　after　colchicine　administration．　These　results

suggested　that　the　transport　of　3H－glycine　was　independent　on　microtubules，　but　that　of　3H－serine

was　closely　related　with　microtubules、’
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緒 言

　抗微小管薬であるcolchicineは，微小管が関

与する様々な細胞現象に影響を及ぼす。その微

小管の機能としては，1）細胞骨格，2）染色

体の移動と細胞分裂，3）細胞運動，（鞭毛，線

毛運動），4）神経細管（軸索内輸送・神経分

泌・感覚細胞の機能），5）分泌（細胞内取り込

み，および細胞外排出）などに関与しているこ

とが知られている1）。colchicineは，微小管の

チューブリンと結合することによって微小管重

合を阻害し，特に細胞骨格，細胞分裂，細胞分

泌に影響を及ぼすことが知られている2～4）。そ

の他に細胞膜のヌクレオシド透過も阻害すると

報告されている5）。

　細胞分泌におけるcolchicineの作用につい

ては，Kudo6）がラットに3H－prolineを投与し

た報告がみられる。その結果，細胞上の粒子数

は増加するが，基質上の粒子数は減少し，細胞

と基質上の総銀粒子数が変化しなかったことか

ら，colchicineはodontoblastsの取り込みと

合成に対してはあまり影響を及ぼさないが，基

質への分泌抑制を示すこと，またこのような反

応が細胞の分化の程度によって異なることを報

告した。

　odontoblastsにおけるcollagenの合成と分

泌の一連の経路にっいては，collagen前駆物質

が粗面小胞体で合成され，Golgi装置を経由し
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て，分泌頼粒として，exocytosisによって細胞

外に分泌されるという考え方と7～10），Golgi装

置を経由したのちに細胞内基質を通って

odontoblastsの突起部で分泌されるという報

告がみられる1°～12）。colchicineがこれらのどこ

の部分に作用してcollagen分泌を抑制するか

については，粗面小胞体からGolgi装置への転

位や微小管依存性の分泌移動を抑制することな

どについて報告されている13～19）。

　上記の分泌過程に関しての研究は，主とし

て3H－prolineの取り込みと分泌にっいての報

告が大多数であり，成熟硬組織の有機成分の主

要なアミノ酸としてglycineの占める割合が高

いが，glycineについての報告は少ない。

glycineは，　collagenの主要アミノ酸であり，

幼若硬組織では少なく，成熟硬組織では数倍に

なるといわれている20）。またserineは，　dentin

phosphoproteinの主要構成要素であり，

glycine同様に幼若期と成熟期では比率が異な

り，ヒトの象牙質では少なく，詔歯類象牙質で

は多いといわれている21）。しかしながら，これ

らのodontoblastsにおける分泌動態について

は十分に解明されていないのが現状である。

　本研究では上記の点を考慮して，
odontoblastsの分化度にともなう3H－glycine

と3H－serineの取り込みと分泌の様相を解明す

る目的で，colchicine投与後のマウス切歯

odontoblastsについて検討を試みた。

実験材料および方法

　生後14日目の授乳期ddY系雌雄マウスを使

用した。実験群は，colchicine（Merck，

Darmstadt，　FRG）5μg／10　g　body　weightを

生後14日と48時間後の16日目に2回腹腔内に投

与した。対照群は，生理食塩水0．1皿1／10g

body　weightを実験群と同様に腹腔内に投与

した。2回目のcolchicine投与後3群（1群3

匹）に分け，1，24，48，時間目に［2－3H］

－glycine（specific　activity：47．5　Ci／mmoL

New　England　Nuclear）とL－［3H（G）］－serine

（specific　activity：22．5　Ci／mmol．　New
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England　Nuclear）　を100μCi／10　g　body

weight腹腔内に投与した。各radioisotope投

与後，10分，40分と120分後にエーテル麻酔下

でKarnovskyの固定液で灌流固定を行った。

　その後，直ちに下顎骨を摘出し，0．05M

cacodylate　buffer（pH　7．4）で緩衝した2．5％

glutaraldehyde（4℃）で一晩浸漬固定を行い，

下顎骨より切歯成長端を摘出し，さらに一晩同

じ固定液で浸漬固定を行った。固定後0．05M

cacodylate　buffer（pH　7．4）で洗浄し，2％OsO4

で4℃2時間後固定を行った。後固定後0．05M

cacodylate　buffer（pH　7．4）で洗浄，エタノール

系列で脱水後，Epon　812に包埋した。成長端を

矢状断方向で2μmの非脱灰連続切片を作製

し，dipping法にてKonica　NR－M　2　autoradio－

graphic　emulsion　（Konika　Corporation，

Japan）でラジオオートグラフィを作製し，4℃

で23日間露出した。D－19で現像し，　Fujifix

（Fuji　Photo　Film　Co．LTD，，　Tokyo）で定着後，

0．1％toluidine　blue（含0．1％棚砂）で染色を

行い，光学顕微鏡で銀粒子数を計測した22）。

　1．銀粒子の計測と処理

　計測部位は，odontoblastsの分化，分泌段階

にしたがって以下の4部位に分け（Fig．1），

predentin，　odontoblasts上の銀粒子数にっい

て計測した。各部位で基底膜に沿って幅50μm

の領域の銀粒子数を連続切片5枚について計測

した。backgroundの銀粒子数は，平均0～2

であり，その結果，実測値を用いることにした。

平均値の差の検定にはt検定を用いた。

　region　1（undifferential　area）：成長端か

ら約140μmの位置で，未分化歯乳頭細胞から

なり，基質の形成も未だ認められない領域。

　region　2（predentin　area）：象牙質の石灰

化開始部位より基底膜に沿った歯根方向，約

100μmの位置。立方形ないし，短円柱形の細胞

が配列し，基底膜面に沿ってpredentinの基質

形成が観察される領域。

　region　3（dentin十early　enamel　area）：エ

ナメル質の分泌開始部位より基底膜に沿って切

端方向，約100μmの位置。odontoblastsは十
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Fig．1　Aschematic　diagram　of　the　odontoblast

　　　layer　in　the　longitudinal　section　of　the

　　　lower　incisor　The　odontoblast　layer
　　　was　divided　into　four　regions．

　　　Region　l：undifferentiated　area

　　　Region　2：predentin　area

　　　Region　3：dentin十early　enamel　area

　　　Region　4：dentin十enamel　area

分に分化し，象牙質の形成と石灰化が起こり，

それにともなってエナメル質形成が開始してい

る領域。

　region　4（dentin＋enamel　area）：エナメ

ル質の分泌開始部位より基底膜に沿って切端方

向，約500μmの位置。odontoblasts，　amelo－

blastsともに十分に分化し，象牙質，エナメル

質の形成が明瞭に認められる領域。

　2．電顕的観察

　ラジォォートグラフィと同様に，colchicine

2回目投与後1，24，48時間にKarnovskyの

固定液で灌流固定を行った。その後，直ちに下

顎骨を摘出し，0．05Mcacodylate　buffer（pH

7．4）で緩衝した2．5％glutaraldehyde（4℃）で

一 晩浸漬固定を行った。固定後0．05M
cacodylate　buffer（pH　7．4）で洗浄し，5％

EDTA－2Na（4℃）で約1ヶ月間脱灰し，0．25

Mショ糖緩衝液（4℃）で一晩洗浄，その後0．05

Mcacodylate　buffer（pH　7．4）で洗浄，2％

OsO4で4℃2時間後固定を行った。後固定後

0．05Mcacodylate　buffer（pH　7．4）で洗浄，エ

タノール系列で脱水後，Epon　812に包埋した。

超薄切片を作製し，ウランと酢酸鉛で二重染色

を行い透過電顕で観察した。

結 果
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1．3H・glycineの取り込み

1）　colchicine投与後1時間群

　a）　odontoblasts上の取り込み（Table　1，

Fig．2A）：odontoblastsの銀粒子の取り込み

は，全般的には各群のregion間と時間経過の

間には有意差は認められなかったが，実験群で

減少の傾向がみられた。しかし実験群120分の

region間には有意差がみられ，特にregion　4

での取り込みは対照群より多くなった。一般的

に未分化領域では取り込みが少なく，細胞分化

にともなって取り込みの増加する傾向がみられ

た。

　b）　predentin上の取り込み（Table　1，

Fig．2B）：region　1では基質形成がみられな

いため取り込みはみられなかったが，実験群，

対照群ともに経時的に基質への銀粒子の移行増

加がみられた。対照群では3H－glycine注射後

40分に基質上への銀粒子移行の増加が認あら

れたが，実験群ではこれより遅れて120分に銀

粒子の移行がみられ，この移行は特にregion

4の高分化度細胞領域での増加が著明であっ

た。120分の実験群と対照群の間には有意差は

認められなかった。

　c）総銀粒子数（Table　1，　Fig．2C）：odon－

toblastsと基質上の総銀粒子数を対照群と実験

群で比較すると，region　1では両群間に有意

差は認められなかったが，実験群では全般的に

取り込みの抑制が認められた。その傾向は，10

分，40分で著明であったが，120分になると実

験群と対照群の間には有意差はみられないが，

特に実験群のregion　4では著しい取り込み増

加が認あられた。

2）colchicine投与後24時間群

　a）　odontoblasts上の取り込み（Table　1，

Fig．3A）：odontoblasts上での銀粒子数を対

照群と実験群で比較すると，両群とも経時的な

取り込みには大きな差は認あられなかった。全

般的に，細胞の分化が高くなるにしたがって取

り込み増加の傾向がみられた。両群ともに経時



68 岩医大歯誌　16　65－83，1991

Table　l　Effect　of　colchicine　on　silver　grain　count　over　cells　and　matrices　after正abeling　with　3H－glycine，

　　　　as　assessed　by　radioautography．（Grain　counts／50μm　intercept，　mean±SD）＊：P〈0．05＊＊：

　　　　P＜0．Ol　for　expermental　versus　control

Colchicine Portion Cont． Chase Region
in’ection ex　． time 1　　　　　　　2　　　　　　　　3　　　　　　　　4

after　lh Odontoblasts Cont． 10min． 8，2±　3．1　　　　　　27．7±　10．0　　　　　28．8±　　6．5　　　　　15．、2±　　　2．0

40 9．4±　1．了　　　　　31．2±　　9．1　　　　42．3±　15．1　　　　54．2±　37．1

Exp．

120
10

11．7±　6．6　　　　　　19．0±　　8．8　　　　　21．1　‡　11．．．2．．．　　19．5±　　　1．3

8．1　±　4．7　　　　　　17．6±　17．5　　　　　18．1　±　15．7　　　　　i3L　9－≡ヒー14：3

40 9．8±　0．6　　　　　15．5±　　8．3　　　　12．8±　　5．4　　　　　11．1±　　4．1

120 10．0±　2．0　　　　　17．6±　　　1．4　　　　22．4±　　2．3　　　　30．7＋　　4．4

Predenヒin Cont． 10
一

　　　　　　　　　　　4．7±　　　1．0　　　　　4．3±　　3．0　　　　　　3．8±　　　2．3

40
一　　　　　　　　　　14．9±　11．2　　　　17．6±　15．8　　　　22．1±　21．4

120
一

　　　　　　　　　　34．2‡22．1　　　　29．8±　　6．3　　　　36．5±　　　8．3

Exp． 10
一

　　　　　　　　　　　　3．6±　　　2．0　　　　　　2．7±　　　1．0　　　　　　1∋6±　　　0．3

40
一

　　　　　　　　　　　　2．7±　　　0．7　　　　　　3．2±　　　2．8　　　　　　1．9±　　　0．1

120
一

　　　　　　　　　　　12．8±　　　2．8　　　　　18．8±　13．0　　　　　32．9±　16．3

Toヒa1 Cont． 10 8．2±　3．1　　　　　　32．4±　　　9．1　　　　33．1±　　　3．5　　　　　19・0±　　　4．2

40 9．4±　1．7　　　　　46．1±　20．2　　　　59．9±　31．0　　　　76．3±　58．4

120 1し．7±　6．6　　　　　　53．2±　30．8　　　　　50．9±　17．4　．．．．．5β，　0±　　7＞ユ、

Exp． 10 8，1±　4．7　　　　　21．2±　19．5　　　　20．8±　14．7　　　　15．5±　14．0

40 9．8±　0．6　　　　　18．2±　　7．6　　　　16．0±　　8．2　　　　13．0±　　4．2

120 10．0±　2．0　　　　　30．4±　　1．4　　　　41．2＋　10．7　　　　63．6：ヒ　ll与9

after　24h Odontoblasts Cont． 10min． 15．6±　7．7　　　　　44．8±　10．7　　　　47．7±　18．1　　　　54．7±　11．5

40 15．7±　5．4　　　　　31．7±　　8．4　　　　30．9±　　7．2　　　　44，8±　　　7．0

120 16．6±　5．6　　　　　19．7±　　5．8　　　　27．1±　　6．．1　．　　41．5±　　6．5

Exp． 10 14．2±　6．5　　　　　40．8±　20．9　　　　47．1±　　2．7　　　　52．6±　　　3．4

40 19．3±　1．8　　　　　　41．4±　　0．3　　　　　50．3±　　　5．2＊　　　69．7±　　　1．8＊

120 13．3±　3．0　　　　　28．6±　18．7　　　　33．3±　　3．3　　　　44．0：ヒ　10．5

Predentin Cont． 10
一

　　　　　　　　　　　　5．3±　　2．5　　　　　　5．7±　　　0．8　　　　　　5●7±　　　1σ5

40
一

　　　　　　　　　　　11．5±　　　1．1　　　　　23．7±　18．0　　　　　28．8±　　6．3

120
一

　　　　　　　　　　17．3±　　6．4　　　　32．ヱ±　　5∴5．．．　　61．9．‡．25，　2

Exp． 10
一

　　　　　　　　　　　　3．4±　　0．1　　　　　　5．1　±　　1．3　　　　　　8．8±　　3．7

40
一

　　　　　　　　　　12．9±　　2．4　　　　36．1±　　4．4　　　　50．8±　10．5

120
一

　　　　　　　　　　23．1＋　16．8　　　　27．5±　26．2　　　　47．1±　33．0

Tota1 Cont． lo 15．6±　7．7　　　　　50．1±　13．2　　　　53．5±　18．6　　　　60楡4±　12．6

40 15．7±　5．4　　　　　43．2±　　9．4　　　　54．7±　24．5　　　　73．6±　　1．8

120 16．6±5．6　　．　　36．g．‡．ユ0∴5．．．『．．59∴8，±，，．4∴9．．，．103∴4．±30〔P，

Exp． 10 14．2±　6．5　　　　　44．2±　20．8　　　　52．2±　　　1．4　　　　61．4±　　0．3

40 19．3±　1．8　　　　　54．3±　　2．7　　　　86．4±　　9．6　　　120令5±　12．3

120 13．3＋　3．0　　　　　51．7±　35．5　　　　60．8±　29．4　　　　91．1＋　43心4

after　48h Odontoblasts Cont． 10min． 6．3±　2．1　　　　　14．8±　　4．3　　　　14．9±　　3．5　　　　11．2±　　4．8

40 ll．6±　1．1　　　　　　29．3±　13．7　　　　　33．3±　　　8．6　　　　　36．2±　12．5

120 8．2±　3．5　　　　　12．1±　　　2．6　　　　14．7±　　3．O　　　　l5．7±　　2．3
■■●■●P，，P，「－，，層，，層，「．●■7P層．，，．．層，，．「■■．・■7■〉，．．．．，，，，．，・，9．■，，，．．．．．．・，－．．．9

Exp． 10 7・2±　0．8　　　　　　19◆2±　　　6．2　　　　23．0±　　8．1　　　　　29．1：］ヒ　　8◆6＊

40 12．7±　2．3　　　　　33．3±　10．7　　　　40．1±　12．6　　　　43．5±　　4．4

120 13．6＋　7．1　　　　　　27・9＋　12◆5　　　　　21・2±　　9．2　　　　　25．8±　12．9

Predentin Cont． 10 、　　　　－　　　　　　　　　　　　3・4±　　　1．2　　　　　　2．3±　　　0．6　　　　　　2◆3±　　　0．8

40
一

　　　　　　　　　　17．2±　　9．6　　　　24．7±　　8．0　　　　27．8±　　2．7

120
一

　　　　　　　　　　16．6±　　3．5　　　　22．3±　　6．5　　　　29．9±　　1．9　　　　　　．，7■■’■■工■．●．．・．7・7．■・・．r．吟・■・7■■．．・．．．．．・㊨．，77．，．，77．7・・7．．．7．．

Exp， 10
一

　　　　　　　　　　　3．1±　　0．9　　　　　　3．7±　　　1．7　　　　　5．2dヒ　　3．0

40
一

　　　　　　　　　　18．8±　　3．8　　　　30．3±　　9．7　　　　39．5±　ll．6

120
一

　　　　　　　　　　35．5＋　19．2　　　　42．1±　20．8　　　　40．8±　15会1

Tota1 Cont． 10 6．3±　2．l　　　　　l8．2±　　5．4　　　　17．1±　　4．O　　　　l3．｛i±　　5．5

40 11．6±　1．1　　　　　46．5±　23．3　　　　57．9±　15．3　　　　64．0ヨヒ　13．6

120 8．2±　3．5　　．．．．．28．7±，．6∴P．．．．＿36∴9，‡．．．9，．4．　．．．．4｛…∴7．±．．．3∴5．

Exp． 10 7．2±　0．8　　　　　22．3±　　5．4　　　　26．7±　　9楡8　　　　34．3士　11．5＊

40 12．7±　2．3　　　　　52．1±　14．2　　　　70．5±　19書5　　　　83．0±　15．8

120 13．6±　7，1　　　　　63◆5±　31．6　　　　63◆3±　29．8　　　　66．6±　27．2
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的には10分，40分で銀粒子の取り込みが増加

し，120分ではむしろ減少の傾向がみられた。

　b）　predentin上の取り込み（Table　1，

Fig．3B）：基質上の銀粒子数の全体的様相につ

いては，対照群と実験群で著しい差異は認めら

れなかった。両群ともに10分の取り込みは少

なく，40分に取り込みの増加がみられ，40分の

region　3，4で対照群に比べ実験群が多く，

120分にはそれに反し対照群で多くなってい

た。

　細胞の分化度で比較すると，odontoblasts

と同様に対照群，実験群ともに分化の進んでい

る部位，すなわちregion　2，　region　3，

region　4の順に取り込みの多くなる傾向を示

しており，この傾向には有意差も見られた。

　c）総銀粒子数（Table　1，　Fig．3C）：odon－

toblastsと基質上での総銀粒子数を対照群と実

験群で比較すると，両群間にはあまり大きな差

異はみられなかった。10分で対照群と実験群で

差は見られなかったが，40分，120分では対照

群に対して実験群で多くなる傾向がみられた。

　細胞の分化度で比較すると，対照群，実験群

ともに分化度の高くなる群で取り込みの増加傾

向がみられた。特にregion　4での取り込み増

加が著しかったが，この増加はodontoblasts

から，基質への移行増加を示唆している。

3）colchicine投与後48時間群

　a）odontoblasts上の取り込み（Table　1，

Fig．4A）：odontoblasts上の銀粒子数を対照

群と実験群で比較すると，全体として実験群で

取り込みの増加がみられた。両群ともregion

間には大きな差異は認められなかったが，経時

的には40分で最大の取り込みがみられ，120分

で減少する傾向にあった。

　b）　predentin上の取り込み（Table　1，

Fig．4B）：基質上の銀粒子数を対照群と実験群

で比較すると，有意差はみられなかったが，実

験群で増加の傾向がみられた。

　細胞の分化度で比較すると有意差はみられな

かったが，対照群の10分を除いて，細胞の分化

度にしたがって増加の傾向がみられた。

岩医大歯誌　16：65－83，1991

　経時的には，対照群，実験群ともに時間の経

過にともなって増加する傾向にあった。

　c）総銀粒子数（Table　1，　Fig．4C）：odon－

toblastsと基質上での総銀粒子数を対照群と実

験群で比較すると，有意差はみられなかった

が，実験群で多くなる傾向がみられた。実験群

で相対的に総銀粒子数の多いことは，対照群に

比較して実験群で基質への銀粒子の移行が多い

ことを反映している。

　細胞の分化度で比較すると，対照群，実験群

ともに分化度にともなって取り込みの増加がみ

られ，経時的に取り込みが増加する傾向を示し

ていた。

2．3H－serineの取り込み

1）colchicine投与後1時間群

　a）　odontoblasts上の取り込み（Table　2，

Fig．5A）：odontoblasts上の銀粒子数を対照

群と実験群で比較すると，有意差はみられな

かったが，総体的には対照群に比べ実験群で取

り込みが少ない傾向がみられた。

　細胞の分化度で比較すると，3H－glycineと

は異なり，未分化領域で取り込みが多く，細胞

の分化にともない減少する傾向がみられた。

　経時的には，対照群，実験群ともに10分，40

分で増加を示し，120分には減少した。

　b）predentin上の取り込み（Table　2，　Fig．

5B）：基質上の銀粒子数を対照群と実験群で比

較すると，総体的には実験群で取り込みの減少

傾向はみられるが，3H’glycineに比較して，

基質への移行は40分にみられ，120分まで横ば

いの傾向を示していた。

　細胞の分化度で比較すると，region　2の

predentin領域で移行増加がみられ，分化度に

ともなってむしろ移行の減少傾向がみられた。

　経時的にみると，対照群，実験群ともに40分

で基質への取り込みがみられ，120分でも同程

度であり，120分に増加する3H－glycineとは異

なる様相がみられた。

　c）総銀粒子数（Table　2，　Fig．5C）：odon－

toblastsと基質上での総銀粒子数を対照群と実

験群で比較すると，対照群に比べ実験群で取り
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Table　2　Effect　of　colchicine　on　silver　grain　count　over　cells　and　matrices　after　labeling　with　3H－serine，

　　　　as　assessed　by　radioautography．（Grain　counts／50μm　intercept，　mean±SD）＊：P〈0．05＊＊：

　　　　　P〈0．01for　expermental　versus　control

Colchicine Portion Cont． Chase Region
i　’ct’0 ex　． time 1　　　　　　　2　　　　　　　　3　　　　　　　　4

after　lh Odontoblasts Cont． 10加in． 37．0±　　2．8　　　　74．0±　20◆9　　　　48．7±　　4．1　　　　49．4±　　6．2

40 74．1：ヒ　22．5　　　　87．9±20．8　　　　76．8±　19．2　　　　60．7±　　9．2

120 ．45，5±、　4．9　　　　49．9±　17．7　　　．3g∴7‡．2ユ∫6．．．．．．38．2±　16．1

Exp． 10 18．5±　10．0　　　　40．5±　25．0　　　　40．2±　21．5　　　　39．2±　15．3

40 45．〇三ヒ　22．6　　　　62．3±　15右7　　　　61．1　±　33．2　　　　59．1±　30．4

120 52．5：ヒ　22．5　　　　47．0±　　9．9　　　　41．5±　　4．4　　　　36．4±　　6◆2

Predentin Cont． 10
一

　　　　　　　　　　　　8．0±　　　1．4　　　　　　6．7±　　　0◆1　　　　　　7．3±　　　1．0

40
一

　　　　　　　　　　31．9±　16．3　　　　　22．6±　10．2　　　　18．5±　　　6．6

120
一

　　　　　　　　　　24．1±　12．9　　　　19．3±　　8．9　　　　20．9±　　3．β．

Exp． 10
一

　　　　　　　　　　　　　4．　3　±　　　1．6　　　　　　3．　2　±　　　0．3　＊＊　　　3．6　±　　　1．4

40
一

　　　　　　　　　　14．6±　　7．1　　　　13．8±　　7．l　　　　l2．3±　　　0．4

120
一

　　　　　　　　　　17◆5±　　　0．7　　　　　17．2±　　　2．5　　　　12．6±　　　3．7

Tota1 Cont． 10 37．0±　　　2◆8　　　　82．0±　22．3　　　　55．4±　　　4．2　　　　56◆7±　　｛ぶ　2

40 74．1±　22．5　　　119．8±　37s1　　　　99．4±　29．4　　　　79．2±　15．8

120 ．45〔　5±．．』4∴9　．．　　74．0±　30，｜…　　　．59∴0±　30．5．．．．．．59さユ．±19，．9

Exp． 10 18．5±　10．0　　　　44．8±　26．6　　　　43．4±　21．8　　　　42．8±　16．7

40 45．0±　22．6　　　　76．9±　22．8　　　　　74．9±　40．3　　　　71．4±　30．8

120 52．5＋　22．5　　　　64．5＋　10，6　　　　58．7±　　1．8　　　　49．0→－　　9◆9

after　24h Odontoblasts Cont、 10min， 32．0±　15．9　　　　64．4±　23．7　　　　48．4±　20．8　　　　49．4±　24．0

40 53．3±　28．2　　　　69．8±　28．2　　　　59．4±　22．6　　　　58．9±　　9．7

120 50∴ユ±．16．1，．　　53．4±　16，　7　　　　38．1．≡≒．．．4．4　　　．3〔i∴ユ．≡≒：．．，g∴β．

Exp． 10 19．7±　　3．4　　　　38．1±　　3．1　　　　43．4±　ll．9　　　　46．5±　19．8

40 33．1±　15●8　　　　56．1±　23．6　　　　　51．2±　16．3　　　　62．1±　27．8

120 43．0±　18．8　　　　41．4±　18．3　　　　34．5±　13．3　　　　49．8±　10．4

Predentin Cont． 10
一

　　　　　　　　　　10．5±　　6．5　　　　　8．2±　　3亀1　　　　】2．2±　　6．9

40
一

　　　　　　　　　　26．2±　14．9　　　　27．3±　　7．6　　　　32．7±　　9．8

120
一

　　　　　　　　　　24．1±　11∴2．、．．．．2ヱ∴膓．‡．．．6∴6『『．，．．22．4圭．．4，．8．

Exp． 10
一

　　　　　　　　　　　4．1±　　2．4　　　　　5．1±　　1．1　　　　　4．9±　　2．8

40
一

　　　　　　　　　　　　8・2±　　6．1　　　　　　9．6±　　6．1＊　　　15．3±　　9．9

120
一

　　　　　　　　　　13．1十　10．8　　　　13．7＋　　4．0＊　　　28．1＋　　2今8

一Tota1 Cont． 10 32．0±　15．9　　　　74．9±　29．9　　　　56．6±　23．7　　　　61．6±　30．8

40 53．3±　28．2　　　　96．0±　43．0　　　　86．7±　29．6　　　　91．6±　18．4

120 50．　1±　16．　1　　　　．77．5±　27＞．昼，．　　　｛…5．8±　10◆8，．　．　蚤7．……三ヒ．】」4．5

Exp． 10 19．7±　　3．4　　　　42．2±　　3．9　　　　　48．5±　12．3　　　　51．3±　22．6

40 33．1±　15．8　　　　64．3±　29．6　　　　60．8±　20．0　　　　77．3±　33．1

120 43．0＋　18．8　　　　　54．5＋　28．9　　　　　48．2＋　16．8　　　　77◆9＋　　7．7

after　48h Odontoblasts Cont， 10min． 43．3±　　7．2　　　　73．0±　12．6　　　　　54．7±　10，7　　　　49．2±　　　3．3

40 51．5±　　3．4　　　　59．0±　　3．1　　　　59．8±　12．2　　　　67．2±　14，7

．．120 ．57．3±．25p　2　．．．．β2∴2±　38∴0．，．．．．4ユさ　5±　17．5　．．．．．39c5．±　14，．7

Exp． 10 17．7±　　5ふ2＊＊　　30．7±　　7．5　＊＊　24．1　±　　9．3　＊　　　21．4±　11．8＊

40 29．4±　　9．8＊　　　35．1±　21．6　　　　34．1±　14．8　　　　35．1±　16．1

120 45．8＋　17．6　　　　46．7＋　14．4　　　　34．0±　12．5　　　　40．1±　22．3

Predentin Cont． 10
一

　　　　　　　　　　　11．3±　　0．7　　　　　　8．0±　　　1・4　　　　　　6．5±　　3．1

40
一

　　　　　　　　　　　20．　1±　　　1．　6　　　　　20．　1　±　　　2．8　　　　　22．0±　　　7．3

120
一

　　　　　　　　　．2…i，7±　14．ji　　　．25さ．0±　11．2．　．．．2（iご7‡．ユ2，4

Exp． 10
一

　　　　　　　　　　　3．9±　　1．4＊＊　　　5．6±　　3．0　　　　　3．5±　　0．8

40
一

　　　　　　　　　　　12．5±　　8．O　　　　　l　2右6±　10．5　　　　　11．7±　　5．7

120
一　　　　　　　　　　20．7±　　9．O　　　　l9．8±　　9．4　　　　17．4±　　8．8

Tota1 Cont． 10 43．3±　　7．2　　　　84．3±　12．6　　　　62．7±　▲0．3　　　　55．7±　　6．4

40 51．5±　　3．4　　　　79．1±　　4．5　　　　79．9±　13．3　　　　89．2±　21．9

120 57．．3±．25∴2　、　　　87．9±　52．5　　　　．β6∴5．‡　28．6，．　　65．2±　26．9

Exp． 10 17．7±　　5．2＊＊　　34．7±　　7．3＊＊　29．7±　11．7＊　　　24．9±　11．3＊

40 29．4±　　9．8う←　　47．7±　29．6　　　　46．7±　24．9　　　　46．8±　21．5

120 45．8±　17．6　　　　67．5±　23．4　　　　　53．8±　21．5　　　　57．5±　24◆2
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込みの減少がみられた。

　細胞の分化度で比較すると，3H・glycineの

取り込み様相とは異なり，未分化領域（region

1）でも，かなりの取り込みがみられた。

region　2で最大の取り込みがみられ，むしろ

分化度の高いregion　3，4で減少の傾向がみら

れた。

　経時的には，10分で取り込みがみられ，40分

で最大となり，120分ではむしろ減少の傾向が

みられた。またFig．5A，5Bからみると，総

銀粒子数の大部分はodontoblasts上の銀粒子

数であり，基質への移行の少ないことを示唆し

ている。　この点は3H・glycineの場合とは異

なっていた。

2）colchicine投与後24時間群

　a）　odontoblasts上の取り込み（Table　2，

Fig．6A）：odontoblasts上の銀粒子の取り込

みは，1時間群（Fig．5A）とほぼ同様の様相

を示していた。対照群に比較して実験群で取り

込みの減少する傾向が認められ，3H－glycine

の取り込みとは異なり，未分化領域（region

1）での取り込みが高く，region　2～4にかけ

ては横ばいの取り込みの傾向がみられた。

　b）predentin上の取り込み（Table　2，　Fig．

6B）：基質上での銀粒子数を対照群と実験群で

比較すると，実験群では取り込みの抑制がみら

れ，1時間群に比較して基質の取り込みは増加

しているものの，実験群のregion　2とregion

3の取り込みの抑制は持続しているものと考え

られた。細胞の分化ならびに経時的な銀粒子の

取り込みの間には，実験群，対照群とも大きな

差異は認あられなかった。

　c）総銀粒子数（Table　2，　Fig．6C）：odon・

toblastsと基質上での総銀粒子数は，実験群で

少ない傾向を示すものの，両者間には有意差は

みられなかった。

　細胞の分化度で比較すると，3H－glycineと

は異なりregion　1の未分化領域からregion　4

の分化度の高い領域まで，対照群に比較して実

験群では少ないものの，ほぼ均等に銀粒子の取

り込みが認められた。この傾向は，Fig．6Aの細
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胞上の取り込みと同様の傾向を示すものであ

り，両者間の相同性は，結果として3H－glycine

とは異なって，実験群では基質への銀粒子の移

行が少ない結果を反映しているものと思われ

た。

3）colchicine投与後48時間群

　a）　odontoblasts上の取り込み（Table　2，

Fig．7A）：総体的にodontoblastsの銀粒子の

取り込みは，対照群に比較して実験群では少な

く，経時的には10分と40分で有意に減少して

いたが120分ではほとんど差異が認められなく

なっていた。

　細胞の分化度でみると，対照群では24時間

群に比べて，region　1～4までほぼ均等に取

り込みの増加がみられたが，実験群では減少の

傾向にあった。

　b）predentin上の取り込み（Table　2，　Fig．

7B）：基質上での銀粒子数を対照群と実験群で

比較すると，両者間には有意差はみられなかっ

たが，実験群で減少の傾向がみられた。

　120分で増加はみられたが，経時的および細

胞の分化度による銀粒子の取り込みの様相は

24時間群と同様の傾向を示していた。

　c）総銀粒子数（Table　2，　Fig．7C）：odon・

toblastsと基質上での総銀粒子数は，多少のば

らつきはあるが，傾向としては24時間群と同

様の取り込みの様相がみられた。

　細胞の分化度で比較すると，有意差はみられ

ないものの，region　1から取り込みがみられ，

region　2で増加が頂点に達し，　region　3，4で

減少の傾向がみられた。この点は，3H－glycine

の取り込みとは大きく異なっていた。

3．電子顕微鏡による観察

　Fig．8は，　region　1（undifferential　area）の

電顕写真であるが，立方形のエナメル上皮直下

には明瞭な基底膜が存在していた。さらにその

下には明瞭な核小体を有する球形ないし楕円形

の大型の核を持ち，細胞質の少ない紡錘形の未

分化なodontoblastsが存在していた。この領

域のodontoblastsに対するcolchicineの形態

的変化はほとんど認められなかった。
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　Fig．9は，　colchicine処理群のregion　2

（predentin　area）の電顕写真であるが，直線的

な基底膜直下に，球形ないし楕円形の大型な核

が近心側に位置し，やや極性化した短円柱形の

odontoblastsが配列していた。　colchicine処

理により，多少粗面小胞体の膨大がみられる以

外は大きな形態的変化は，認められなかった。

　colchicine処理により，対照群と比較して形

態的な変化が認められてくるのはregion　3か

らregion　4の部位であった。特にcolchicine

処理による著しい変化は，核上部のGolgi領域

に出現してきた。region　3になると，このよう

なGolgi装置の拡大と空胞化が生じ，それに加

えて隣接細胞との間隙が著しく拡大し（Fig．

10），この傾向は，region　4に継続されていた

（Fig．11）。

考 察

　3H－glycineと3H・serineをマウスに投与し，

切歯odontoblastsにおけるglycineとserine

の取り込みと基質への移行について検討を加え

た。glycineは，　collagenの全アミノ酸の乃を

占あ，優先的にcollagenに吸収されることが

知られており23～25），CarneiroとLeblond26）は，

3H－glycineと数種の核種を投与した実験で

glycineが象牙質のcollagenに優先的に取り

込まれることを報告している。一方，serine

は，一部がcollagenと結合しているが，

phosphoproteinの全アミノ酸の40％を占め，

phosphoproteinのラジオオートグラフィ標識
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として最適であると考えられている2a27～3°）。

glycineとserineを比較することによって，他

方ではphosphoproteinとcollagenの分泌に

関する様相を比較することが可能である。

　本研究では，上記の異なる核種を用いて，

odontoblastsの分化度による取り込みの差異

とcolchicine投与後の分泌の様相について検

討を試みた。colchicineの作用機序は，大きく

2っに分けられ，微小管結合による阻害1）と，細

胞膜結合による阻害31～33）が考えられている。ま

た分泌過程において，分泌穎粒は微小管の

MAP（microtuble－associated　protein）と結合

すると考えられている。それゆえに微小管の阻

害は，細胞分泌を抑制するものと考えることが

できる。colchicineと細胞膜との結合は，膜の

融合抑制と透過性の低下を生じ，exocytosisの

過程で，細胞膜と分泌頼粒の融合を妨げると考

えられており，またGolgiの膜にも作用すると

報告されている1＆34・35）。

　colchicine投与によるodontoblastsの3H－

prolineの取り込みに対する変化については，

Kudo6）が，細胞の3H－prolineの取り込みは影

響されないが，銀粒子の増加に対しglycineの

基質上への分泌が抑制されることを報告してい

る。Bronckersら36）は，3H・prolineの基質への

取り込みがcolchicineの濃度依存的に抑制さ

れることを報告している。同じ抗微小管薬であ

るvincristine37），　vinblastine3＆39）などでも同様

の傾向が報告されている。

　odontoblastsの3H・glycineの取り込みにつ

Fig．9　An　electron　micrograph　of　region　2　at　24　hrs　after　colchicine　administration．　Short　columnar

　　　odontoblasts　with　their　nuclei　located　at　the　pulpal　side　were　arranged　beneath　the　clear

　　　basement　membrane．　Regions　l　and　20f　experimental　groups　with　colchicine　administration

　　　showed　the　same　appearance　as　the　controls．

Fig．10　An　electron　micrograph　of　region　3　at　24　hrs　after　colchicine　administration，　showing　the

　　　arrangement　of　tall　columnar　odontoblasts　with　their　nuclei　located　at　the　proximal　end．　The

　　　supranuclear　Go正gi　areas　（arrowhead　）were　widely　spreaded　and　vacuolated，　and　the

　　　intercellular　spaces（arrow）were　extremely　expanded　by　colchicine　administration　compared

　　　with　the　controls．

Fig．11　An　electron　micrograph　of　region　4　at　48　hrs　after　colchicine　administration．　The　ultrastructure

　　　was　similar　to　that　shown　Fig．10．　It　indicated　that　the　effect　of　colchicine　at　regions　30r　4

　　　1asted　for　48　hrs．
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いてCarneiroとLeblond26），　YoungとGreu・

1ich4°）は，　glycineが象牙質基質のcollagen

に取り込まれることを報告し，最初
odontoblastsにglycineが取り込まれ，経時

的にpredentin，さらに象牙質基質へと順次に

移行していくことを明らかにし，この移行の様

相は，エナメル質とは異なることを報告してい

る。これらの報告から推察すると，colchicine

のような象牙質の基質形成を障害する薬物を用

いることにより，odontoblastsの障害と，それ

にともなうglycineの移動の動態が判明するも

のと考えられる。

　上記の観点から，本研究では，colchicineを

48時間間隔で2回動物に注射し，colchicineの

動物に対する効果を高めた後に3H・glycineを

腹腔内に注射して，取り込みの様相について検

討を行った。

　その結果，対照群，実験群ともに3H－glycine

の取り込みはregion　1では少なく，細胞の分化

の進むregion　2からregion　4にかけて増加す

る傾向がみられた。この傾向は3H・prolineを用

いたKudo6），　Bronckersら36），　Nogueiraら41）の

報告，またvincristineを用いたSteneと

Koppang37）の報告と同様の傾向を示していた。

しかしながら，本研究の3H－glycineの結果は，

彼らの3H・prolineの報告と大きく異なるとこ

ろがあった。すなわち，本研究の1時間群では多

少傾向は異なるが，24時間群と48時間群では，

むしろcolchicine処理群で細胞への取り込

みが増加し，また基質への移行が増加する傾

向が認められた。colchicine処理による3H－

prolineの取り込みについては，細胞への取り

込みを抑制しないが，細胞に取り込まれた

prolineのpredentin基質への移行が大きく阻

害されることが報告されている。また，

colchicineの感受性は細胞の分化程度によって

異なり，odontoblastsの未分化領域では対照

群と差は認あられないが，基質への移行阻害は

分化機能の高度な領域で高いとされてい
る6・36・3τ41）。

　本研究では，形態学的にみるとcolchicineの
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影響は，odontoblastsの未分化領域では感受

性が少なく，分化度の高い領域で，特にGolgi

装置にcolchicine投与の影響が強く出現して

くる傾向がみられた。この傾向は上記の3H－

prolineの報告と同様であるが，　odontoblasts

の取り込みと基質への移行については3H－

prolineと異なる傾向が示された。

　一方，phosphoproteinは，象牙質基質の

non－collagenous　proteinの主要な構成要素で

あり，ラット切歯のphosphoproteinの総アミノ

酸の半分がserineであるといわれている21・42）。

また，serineの一部はcollagenにも含まれる

が，WeinstockとLeblond29）は3H－prolineと対

比して，3H－serineがdentin　phosphoprotein

の有効なトレーサーとなることを報告してい

る。その結果，odontoblastsにおける3H－

prolineと3H－serineとの取り込みの相違がみ

られ，特に基質への取り込みに特異性がみら

れ，3H’serineは急速に石灰化前線に集積し，

象牙質の石灰化部位への移行はほとんどみられ

ず，経時的には消失することから，serineの石

灰化への重要な役割が示唆されている踊43）。

3H－serineのodontoblasts内の取り込み経過

については，時間的な差異は認められるが，

3H・prolineと同様の経路を通過すると言われ

ている30）。3H・serineの取り込みの抑制にっい

ては，Goldbergら44）によるvinblastine投与後

のameloblastsの変化に対する報告がみられ

る。その報告によると形態的には本研究の

colchicineと同様の変化がみられ，3H－proline

と同じく3H・serineもvinblastine投与により，

基質への移行が阻害されるが，odontoblasts

への3H－serineの詳細な取り込みにっいての報

告はみられない。

　本研究の3H－serineの取り込みの様相は3H－

glycineと比較すると，実験群，対照群ともに

3H・serineは分化度の低いregion　1，とりわけ

region　2の領域で高く，分化度の進むregion

3，4の領域で低くなる傾向のあることが，大き

く相違する点である。またcolchicine処理群で

は，相対的に3H－serineの取り込みが対照群に
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比較して低く，1，24，48時間ともに基質への

移行が阻害されている。colchicineによる3H－

serineの細胞への取り込み，基質への移行の阻

害の程度は，分化度の高いregion　3，4で高く，

細胞の分化度により感受性の相違が認められ

た。

　3H－colchicineを用いた報告では，注射後48

時間で胆汁中に約68％が排泄されると言われ

ているが45），単回注射で形態的変化は少なくと

も2週間継続するといわれている。Yamada

ら46）のラット切歯に及ぼすcolchicine高濃度単

回注射実験（本法の約2倍の投与量）では，投

与6日後まではnecrotic　odontoblastsの出現

がみられ，odontoblastsの再生は8～10日の

間に生じることを報告している。同様にラット

切歯を用いたNogueriaら41）の高濃度単回注射

実験（本法の約％の投与量）では投与7日後に

おいても3H－prolineの取り込み異常のみられ

ることが報告されている。本法ではcolchicine

の効果を高めるために初回注射48時間後に再

度同量のcolchicineを注射し．その後の48時

間にも十分に形態的変化が継続されていること

を確認して3H－glycine，3H・serine実験が行わ

れた。

　その結果，　3H－glycineの取り込みは，

odontoblasts未分化領域（region　1，2）では取

り込みが少なく，細胞の分化にともなって，取

り込みの増加がみられた。colchicine処理1時

間群での短時間標識群では，対照群に比較して

取り込みの減少傾向がみられるが，120分標識

群ではほぼ対照群と同等の取り込みに回復する

こと，またcolchicine処理24時間，48時間群

ではいずれも対照群と同等か，それ以上の取り

込み増加が認められることから，3H－glycine

は3H－prolineとは異なり，すべての分泌経路が

微小管依存性ではないことを示唆している。

　一方，dentin　phosphoproteinに関与する

3H－serineの取り込みは3H・glycineと異なり

odontoblasts未分化領域（region　1，2）での取

り込みの増加がみられ，分化にともなって減少

する傾向が認あられた。このことからserine
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は象牙質の石灰化に何んらかの役割を果たして

いることが推測される。また，colchicine処理

群では3H’serineの取り込みが対照群に比較し

て減少し，基質への移行も減少することから，

3H’serineの分泌は微小管依存性であることが

示唆される。

結 論

　1）生後14日目の授乳期ddYマウスに
colchicine連続投与の結果，　odontoblastsの

細胞間隙の拡大，Golgi領域の拡大と空胞化が

認められた。

　2）3H’glycineの取り込みは，　odontoblasts

の分化にともなって増加する傾向がみられた。

colchicine処理によりodontoblastsへの3H－

glycineの取り込み，また基質への移行の増加傾

向が認められた。

　3）3H－serineの取り込みは，3H・glycineと

は異なり，むしろodontoblastsの未分化領域

で取り込みが多く，細胞の分化にともなって減

少する傾向が認められた。colchicine処理によ

りodontoblastsの取り込みと基質への移行阻

害が認められた。

　4）上記の結果から，odontoblastsの基質

へのglycineの分泌は，大部分が微小管非依存

性であり，serineは，微小管依存性の分泌であ

ることが示唆された。
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