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研究成果の概要（和文）：本研究はエナメル質の脱灰・再石灰化のミネラル濃度による評価と結

晶学的構造分析を対比することを目的とした。エナメル質の粉末試料をメンブレンで封入し

CMR によるミネラル濃度解析と FTIR ならびに TEM による結晶相の分析を行った。その結果、再

石灰化後のエナメル質の結晶は CMR による分析では有意差が認められない場合でも、健全エナ

メル質の結晶構造は異なっていた。また、ミネラル濃度解析と結晶構造解析を比較するための

本研究方法は４週間以上再石灰化時間を確保した場合の評価が妥当であると言えた。したがっ

て、脱灰・再石灰化の評価はミネラル濃度解析だけでなく結晶構造分析も行うことが重要であ

ると言える。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to compare mineral level evaluation with 
crystal structure analysis of demineralized and remineralized enamel.  The specimens 
were prepared with powdered enamel enclosed by membrane filter.  The specimens evaluated 
mineral loss by CMR and analyzed crystal structure by FTIR and TEM.  The results of this 
study, when there was no significant difference by CMR evaluation, the crystal structure 
of remineralized enamel and sound enamel was different.  The method of this study which 
was compared mineral level evaluation with crystal structure analysis was appropriate 
for keeping 4 weeks remineralization time.  It was concluded that it is important for 
evaluate of demineralization and remieralization of enamel, not only use mineral level 
evaluation but also crystal structure analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
う蝕は、口腔内で常に繰り返されている歯の
脱灰・再石灰化のバランスがくずれることで

進行する。脱灰・再石灰化を繰り返すとき、
歯のエナメル質のリン酸カルシウム塩はそ
のほとんどがハイドロキシアパタイトであ
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ったものが、脱灰によってその構造をくずし、
再石灰化によりくずれた構造を再構築して
いくものと考えられる。 
このエナメル質の再石灰化はその挙動が明
らかになった後、その量的評価は B Angmar1)

によってコンタクトマイクログラフィー、微
小 X 線回折、偏光顕微鏡を用いて行われた。
その中で B Angmar は再石灰化組織は微細で
部位特異性があり石灰化が低いと報告し、表
層下脱灰部分や再石灰化部分のグレイ値を
ミネラル濃度として相対的に評価するコン
タクトマイクログラフィーを使用した方法
が再石灰化の評価として可能であると報告
した。この方法は 1986 年 J Arends2)によって
さらに確立され、現在でもエナメル質の再石
灰化の量的評価法として国内外の研究者に
よってさかんに用いられている 3,4,5)。さらに
このミネラル濃度として測定される相対的
グレイ値は再石灰化のサロゲートエンドポ
イントとして用いられ、特定保健用食品の許
可申請のための資料とされている。実際、わ
が国のいくつかの特定保健用食品はすでに
この方法により特定保健用食品の許可を得
ているが、脱灰・再石灰化されたエナメル質
が、脱灰もしくは再石灰化する前の結晶と同
一であるかは明らかにされていない。 
口腔内で脱灰・再石灰化のバランスが取れて
いる場合は、脱灰したエナメル質はそのほと
んどが唾液の作用を受け再石灰化にシフト
していくものと考えられるが、短期間でエナ
メル質を効率的に再石灰化させるために、in 
vitro の研究でも in vivo の研究でもなんら
かのカルシウム塩の供給を行い脱灰、再石灰
させているのが現状である。こうした、カル
シウム塩を添加した脱灰、再石灰化と唾液の
作用を中心とした脱灰、再石灰化はどちらも
相対的グレイ値を用いたミネラル濃度は同
一であっても、その結晶学的構造は果たして
同一であるのかは現在明らかにされていな
いのが当該研究の学術的背景である。 
 
２．研究の目的 
本研究では脱灰、再石灰化の過程でのカルシ
ウム塩の供給の有無や供給するカルシウム
塩の種類による、エナメル質の結晶構造の変
化を明らかにすることを目的とする。当該分
野での再石灰化の評価は、現在エナメル質の
表層という微細な部位の評価であるため、質
的な解析は後回しされ量的評価が先行して
きたが、わが国の特定保健用食品の認可のた
めの評価として取り扱われるようになり、さ
らに評価をトゥルーポイントに近づけるた
めには質的評価の必要性が重要視されてい
る。本研究は再石灰化を質的・量的方法を同
時に評価しその関連性を比較検討するもの
で、従来の量的評価の精度をさらに高めるこ
とになる点が特色・独創的であり、この研究

結果が得られると質的にヒトエナメル質に
望ましい再石灰化の状態を把握・誘導させる
ことが可能となり、特定保健用食品の許可認
定に貢献でき、さらには国民の健康の保持・
増進に大きく貢献することが目的となる。 
 
３．研究の方法 
(１)研究１ 
ヒトエナメル質に類似したβタイプのハイ
ドロキシアパタイト(以下 HA)を A.B. Sønju 
Clasen らの方法 6)により作成し、600℃で焼
成後 50～100μの大きさになるよう分粒し HA
顆粒とした。さらに、内径 4mm 厚さ 300μm
のナイロンリングにこの HA 顆粒 1.0mg を孔
径 5μmのセルロースエステルメンブレンで
封入し試料を作成した。 
試料は 0.1M 乳酸、3mM CaCl2、1.8mM KH2PO4、
KOH で pH4.5 に調整した脱灰液で 2日間脱灰
した。また、20ml Hepes, 1.5ml CaCl2, 0.9mM 
KH2PO4, pH7.0 に調整した再石灰化液および、
この再石灰液に 2ppmFを添加したフッ化物が
配合再石灰化液を作成した。試料は脱灰
（n=10）および 1週間再石灰化液に浸漬（グ
ループ 1：n=11）、1週間フッ化物配合再石灰
化液に浸漬（グループ 2：n=11）、２週間再石
灰化液に浸漬（グループ 3：n=11）、２週間フ
ッ化物配合再石灰化液に浸漬（グループ 4：
n=11）の 4グループに分けた。それぞれの実
験条件下で実験後、乾燥試料を Al ステップ
ウェッジと伴に CMR（softex CMR-2）を撮影
後、光学顕微鏡(Eclipse E1000M, Nikon, 
Japan)下で CCD カメラ (DXM1200, Nikon, 
Japan)を用いて画像を取り込み、画像解析ソ
フト(Win ROOF ver. 5.0, Mitani, Japan)を
もちいて平均ミネラル濃度を計測した。結果
は spss17.0 を用い再石灰化液への浸漬時間
とフッ化物添加の有無を要因とした二元配
置分散分析を行った。その後、試料から HA
顆粒を取り出し、その結晶相を FTIR（JEOL 
Diamond20）で測定した。カルシウム：リン
比は EPMA(フィールドエミッションプローべ
マイクロアナライザー)を使用し、結晶相は
FTIR を用いて分析した。測定値は 2元配置分
散分析および sheffé の多重比較を行った。 
 
(２)研究２ 
ヒト抜去歯からエナメル質を削りだし、50～
100μm に粉砕し分粒した。厚さ 300μm のナ
イロンリングにエナメル質顆粒 1.0mgをセル
ロースエステルメンブレンで封入し試料を
作成した。試料は脱灰液(0.1M 乳酸、3mM CaCl2、
1.8mM KH2PO4、KO により pH4.5 に調整)で７日
間脱灰した。その後、50ml の再石灰化液
（1.5mM CaCl2, 0.9mM KH2PO4, KOH で pH 7 に
調整）にそれぞれ１（n=10）、２（n=10）、３
（n=10）、４（n=10）週間浸漬した。試料を
CMR で撮影後、画像解析ソフトをもちいて平



 

 

均ミネラル濃度を計測した。さらに FTIR に
より結晶相を定性分析し、相対的グレイ値と
比較検討した。 
 
(３)研究３ 
厚さ300μmのDiffusion Chamberを作成し、
50~100μm に分粒したヒトエナメル質 2mg を
封入した。1週間通法により脱灰(0.1M乳酸、
3mM CaCl2、1.8mM KH2PO4、KO により pH4.5 に
調整)したのち、再石灰化液 A（1.5mM CaCl2, 
0.9mM KH2PO4, 2ppmF, KOH で pH 7 に調整）(グ
ループ１), 再石灰化液B（3.0mM CaCl2, 0.9mM 
KH2PO4, 2ppmF, KOH で pH 7 に調整）(グルー
プ2)、再石灰化液C（1.5mM CaCl2, 0.9mM KH2PO4, 
0ppmF, KOH で pH 7 に調整）(グループ 3), 再
石灰化液 D（3.0mM CaCl2, 0.9mM KH2PO4, 0ppmF, 
KOH で pH 7 に調整）(グループ 4)、の 4種の
再石灰化溶液に 1試料あたり 100ml で４週間
再石灰化させた。それぞれの条件について
CMR,FTIR およびＸ線回折により相対的グレ
イ値、結晶相について比較検討した。再石灰
化は再石灰化率で検討した。 
 
(４)研究４ 
ヒト抜去歯のエナメル質を in vitro で脱灰
液（0.1M 乳酸、3mM CaCl2、1.8mM KH2PO4、KOH 
により pH4.5 に調整）により 1週間脱灰した
後、採唾したヒト唾液で 1週間再石灰化させ、
脱灰前、脱灰後、再石灰化後の結晶構造を透
過型電子顕微鏡(TEM)で観察した。電子顕微
鏡像から、a軸の結晶格子の大きさを測定し、
一元配置分散分析および Tukeyの多重比較に
より分析した。 
 
４．研究成果 
(１)研究１ 
再石灰化率はグループ 1:40.6％、グループ
2:53.8％、グループ 3:47.8％、グループ
4:46.6％であった。 
グループ１の脱灰後から増加したミネラル
量は再石灰化液への浸漬時間が 1週間と比較
して 2 週間のほうが高い傾向（p<0.1）が認
められた。またフッ化物の添加の有無につい
てミネラル量の有意差は認められなかった。 
フッ化物の添加の有無による再石灰化率に
有意差は認められなかった。カルシウム：リ
ン比はグループ１ 1.76±0.04SE、グループ
２ 1.69±0.02SE、グループ３ 1.70±0.02SE、
グループ４ 1.70±0.02SE であった。カルシ
ウム：リン比についても有意差は認められな
かった。しかし、FTIR スペクトルでは再石灰
化の時間が長いほど、またフッ化物を添加す
るとアパタイトから OCP が増加していた。し
たがって、アパタイトにまず OCP が沈着する
ものと示唆された。また結晶相は再石灰化時
間が増加するにつれ、PO4

2-基のスペクトルが
ブロードになりピークが分割されており、結

晶相が変化していることが認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig１ 再石灰化時間とフッ化物添加
を要因としたときの再石灰化率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2再石灰化時間とフッ化物添加
を要因としたときのカルシウムリン比 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 FTIR スペクトル 



 

 

 
(２)研究２ 
再石灰化率は一元配置分散分析の結果、浸
漬時間は p<0.01 で有意に再石灰化率に関
連していた。再石灰率は試料の浸漬時間と
共に増加したが、浸漬後 3 週間までは有意
差は認められなかったが、浸漬時間が４週
間と１週間との間に p<0.05 で有意差が認
められ、4 週間浸漬すると約 50％再石灰化
した。また、FTIR の結果、浸漬後時間の経
過とともに、カーボネートアパタイトの結
晶構造に、徐々に OCP が検出されていた。
したがって、ミネラル濃度解析には４週間
以上再石灰化時間を確保する必要があると
思われた。また、試料は画像解析後取り出
し結晶学的解析が可能であると思われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4 浸漬時間と再石灰化率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5 浸漬時間と FTIR スペクトル 
 
(３)研究３ 
再石灰化はミネラル濃度とフッ化物濃度の
両者とも関与しているが、結晶構造は再石灰

化率が高いほど結晶性が高まっているがフ
ッ化物の存在による有意差認められないと
解析された。 
 
(４)研究４ 
脱灰後と比較して再石灰化後の a軸の結晶格
子は有意に大きかった（p<0.05）。また、結
晶性は脱灰により高まるが、再石灰化により
低下した。以上の結果より、再石灰化後のエ
ナメル質の結晶は CMRによる分析では再石灰
化として回復していても健全エナメル質の
結晶構造とは異なっていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.6 健全エナメル質の TEM 像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7 脱灰エナメル質の TEM 像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8 再石灰化エナメル質の TEM 像 
 
以上の研究結果より、脱灰・再石灰化の評価
としてミネラル濃度による評価は有効であ
るが、結晶構造はミネラル濃度で検出される
より初期に結晶相に変化が認められる。また、
再石灰化した結晶構造は脱灰前の健全エナ
メル質と全く同一の構造にはならない。した
がって、脱灰・再石灰化を評価するときはす
でに確立しているミネラル濃度による評価
に結晶構造解析を加えることが望ましいと
結論できた。 
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