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研究成果の概要（和文）：本研究はメラトニンと象牙質における成長線の周期性との関連を解明し、その作用機序を探
ることを目的とした。メラトニン投与の低濃度群では濃染層の幅が広がり、淡染層の幅が狭くなっていた。高濃度群で
は成長線の間の淡染層は認められなかった。低濃度群や高濃度群では象牙前質に石灰化球が数多く観察された。メラト
ニン投与群では象牙前質中の石灰化球の数と大きさは増加していた。切歯と臼歯の歯冠象牙質の中央部に新しい成長線
が観察された。SEM-EDS分析では、CaとP含有量がメラトニン投与群で増加していた。メラトニンが象牙芽細胞の石灰化
周期とコラーゲン分泌周期を促進し、成長線の形成機構に影響を及ぼしたと考察される。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to examine the relationship between the period
icity of incremental lines in dentin of teeth and the role of melatonin that the signaling molecules of bi
ological clock. In this experiment, 5- and 6-day, 7- and 8-days after birth SD rats were used. In the low 
melatonin concentration group, the light staining layer became narrow. In the high melatonin concentration
 group, this layer disappeared. The number and size of calcospherites in predentin increased in proportion
 to the concentration of melatonin administered. The new incremental line was confirmed in both the inciso
r and molar dentin of the melatonin treated groups. In SEM-EDS analysis, Ca and P content were increasing 
by the melatonin treated group compared with the control group. It is considered that melatonin participat
es in the formation of incremental lines and the calcification mechanism of the odontoblast.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１。研究開始当初の背景 
（１）象牙質の成長線の周期について 
 ヒトや類人猿の歯の象牙質ではサーカン
ディアンリズムの 1日周期の成長線はエブネ
ル（von Ebner）線である。それより周期の
長い成長線では、平均 9 日間隔（6 日-10 日）
の成長線であり、アンドレーゼン線である
（Dean、 2000）。しかし、本邦の口腔組織
学の教科書では、異なる見解もある。他の哺
乳類の歯の象牙質の成長線において、年周期、
月齢周期、日周期の３周期が同定されている。
我々は、ワニの象牙質では、4 種（１日周期、
2－3 日周期、14 日周期、月齢（28 日）周期）
の周期性を報告している。象牙質の成長線の
周期性、定義、あるいは名称では混乱がある。
ラットの歯の象牙質において、 Schour
（1953）は、サーカディアンリズムの１日周
期の成長線を報告している。我々の研究にお
いて、夜間時の石灰化前線にヘマトキシレン
に濃染する層が観察された。昼間には、石灰
化前線は濃染されない。夜間に石灰化が亢進
し、ヘマトキシレンに濃染する層が形成され、
昼間にヘマトキシレンに淡染する層が形成
され、濃染層と淡染層が対になった成長線に
なると考察した。さらに周期の長い成長線が
観察され、周期性に違いが見られた（平成
20-22 年度基盤研究 C の実績）。 
（２）成長線の周期性とメラトニン 中枢時
計のリズムを末梢の器官に伝える情報伝達
分子としてメラトニンが重要な役割をもつ。
サーカディアンリズムの同調因子は主とし
てメラトニンであり、松果体が主要な産生器
官である。しかし、近年、このメラトニンが
松果体以外の多くの器官でも産生され、局所
ホルモンとして作用していることを服部ら
は報告している。里村らは口腔の唾液腺でメ
ラトニンが産生していることを報告してい
る。メラトニンは唾液中にも含まれている。
サーカディアンリズムの同調因子としての
メラトニンに注目し、ラットの歯におけるメ
ラトニンレセプターの mRNA 発現を解析し
た。切歯と臼歯の歯胚組織において、メラト
ニンのレセプターMT１と MT２は発現して
いることが判明した。夜間（暗期）が昼間（明
期）より発現量が高いという結果になった
（平成 20-22 年度基盤研究 C の実績）。象牙
質において、サーカディアンにあたる成長線
が観察されたことから、成長線の周期性にメ
ラトニンが関与する可能性が示唆される。 
 Ohtsuka et al は象牙芽細胞のコラーゲン
の合成や分泌に関してサーカディアンリズ
ムがあることを示した。また、Dean et al は
サーカディアンリズムに呼応して、エナメル
芽細胞が有機質を分泌することを報告して
いる。しかし、象牙芽細胞などの歯の形成細
胞に末梢の生物時計が存在するのではない
かという着想は公認されていない。 
 以上のような背景から、象牙質の成長線の
周期性の形成とメラトニンの分泌リズム（生
物時計）との関係を明らかにする本研究計画

を立案した。 
２。研究の目的 
 生物時計には、中枢時計と末梢時計が存在
する。生物時計によって 20 時間周期より短
いウルトラディアンリズム、概日リズムと呼
ばれる約 25 時間周期のサーカディアンリズ
ム、約 30 日周期のサーカトリジンリズム、1
年周期のサーカアニュアルリズムが形成さ
れる。そして約 25 時間周期のサーカディア
ンリズムの同調因子が、メラトニンであると
報告されている。 
 体内リズムには日内変動の体温、血圧、睡
眠リズムなどがあり、この他に心拍動や呼吸
リズムのように 1 日より短いリズム、また、
月経周期のように 1日より長いリズムも存在
する。歯や骨には体内リズムが刻印され、成
長線として認められる。成長線とは、成長に
伴い基質線維の配列の規則性と密度差及び
石灰化度の強弱によって観察される構造を
指す。ヒトではエナメル質の横紋に対応する
象牙質の 1日周期の成長線をエブネル線とい
い、6～11 日周期のエナメル質のレチウス条
に対応する象牙質の成長線をアンドレーゼ
ン線という。他の哺乳類の歯の象牙質の成長
線において、年周期、月齢周期、日周期の 3
周期が同定されている。ラットの切歯の日周
期の成長線が観察されている。現在までに歯
の組織や歯胚におけるメラトニンの産生あ
るいはメラトニン受容体の有無、メラトニン
と成長線の関連はほとんど解明されていな
い。メラトニンと象牙質における成長線の周
期性との関連を組織学的だけでなく分析学
的に検討することを目的として研究した。 
齧歯類であるラットの切歯は無根歯であ

り、臼歯は有根歯である。切歯の象牙質には、
エナメル質が覆う唇側象牙質と、セメント質
が覆う舌側象牙質が存在する。舌側象牙質側
に成長線が明瞭に観察されるため、本研究で
は主に舌側象牙質を観察した。 
３。研究の方法 
（1）材料 
本実験には出生後 5 日、6 日令及び 7 日令の
SD ラットを用いた。これらのラットを以下の
メラトニン投与実験群に区分した。 
①対照群：0。5%アルコール含有飲料水 
②低濃度群 20μg/ml：0。5％アルコール
+20µg/mlメラトニン含有飲料水 
③高濃度群 100μg/ml：0。5％アルコール＋
100µg/mlメラトニン含有飲料水 
上記の 3群の妊娠 SDラットは胎令 16日令で
搬入され、胎令 19 日から飲用水にメラトニ
ンを溶解したものを常時経口投与した。メラ
トニン投与は出生後 6日令あるいは 8日令ま
で行った。出産は胎令 21 日であった。屠殺
は夜間(mid-night)と昼間(mid-day)に行っ
た。試料は歯胚周囲の顎骨ごと摘出した。こ
れらの試料は組織学的検索に用いた。以後、
夜間に摘出した試料を夜間標本とし、昼間に
摘出した試料を昼間標本とする。 
 これらの動物実験において、実験を行った



明海大学歯学部動物実験倫理委員会にて承
認を受けて行った（承認番号 A1019、A1105、
A1221）。動物実験は明海大学歯学部動物実験
実施規定を遵守し、実施された。 
（2）方法 
摘出した試料は、10％中性緩衝ホルマリン液
にて固定された。その後 0。5mol EDTA 脱灰
液にて、1 週間脱灰を行った。次に、光学顕
微鏡で観察を行う試料は、既知の方法に従っ
てパラフィン包埋をし、薄切をして、約 4µm
の厚さとし、染色を行った 1)、11-12)。染色
は HE 染色またはアザン染色を施した。染色
された標本は光学顕微鏡(Nikon ECLIPSE 
80i)にて対物レンズ×10～×20 を用いて象
牙質の組織学的観察および撮影を行った。さ
らに、画像解析用ソフト Win Roof ( MITANI、
CORPORATION )を用いて舌側象牙質の成長線
の形状解析を行った。200×250µm の範囲で、
象牙前質中の石灰化球の数と大きさの測定
を行った。測定した成長線の間隔と石灰化球
の数の測定データは、有意差を調べるため
Excel (Microsoft)の t-検定を用いて検討し
た。 
分析を行う試料は、エポキシ系常温硬化樹

脂(Buehler 社製)にて包埋後、硬組織切断装
置(Isomet、 Buehler 社製)にて歯胚組織を
縦断方向に切断した。切断した試料はダイヤ
モンドペーパー（30-3µm）で研磨し、さらに
ダイヤモンドペースト 0。5µm にて鏡面研磨
を行った。その後、無蒸着あるいはカーボン
蒸着を施し、走査型電子顕微鏡(SEM：
scanning Electron Microscopy、低真空型 
SEM S-2380N 日立製及び電界放出型 SEM 
JSM-6500F 日本電子製)にて、主に反射電子
像を用いて、象牙質の成長線や石灰化球を観
察した。また、SEM エネルギー分散型 X 線検
出 器 (SEM-EDS ： SEM-Energy Dispersive 
Spectrometer、EX-2300BU 日本電子製)を用
いて組成の分析を行った。分析時間は 100 秒
で、点分析にて 1試料 3箇所を定性・定量分
析 し た。さ ら に顕微 ラ マン分 光 装 置
（NRS-3100 Laser Raman Spectrophotometer、 
JASCO 製 ）を用いて象牙質内のアパタイト結
晶の結晶性や配向性を分析した。 
４。研究成果 
（１）結果及び考察 
アザン染色標本の観察の結果では、メラト

ニン投与群切歯の対照群で観察された2本の
成長線以外に中央に新たに１本の成長線が
みられた。また、臼歯の部分にも対照群では
見られなかった成長線が観察された。メラト
ニン低濃度群及び高濃度群にて、切歯の成長
線中央や臼歯に見られた成長線は昼間標本
よりも夜間標本によく観察された。これはメ
ラトニンが夜間に分泌されることと関連が
あると推定される(服部、2006)。Satomura ら
(2007)によって、メラトニンは濃度に依存し
てタイプⅠコラーゲンの表現遺伝子が促進
されることや、メラトニンが骨再生と修復に
関 与 してい る ことが 報 告され て い る

(Satomura、2007)。また骨芽細胞がメラトニ
ンにより活性化し、骨形成が促進することが
報告されている。アザン染色は膠原線維を染
める特殊染色である。このことから、メラト
ニン投与によって石灰化の亢進だけでなく
象牙芽細胞の分泌促進に影響し、コラーゲン
成分も増加したのではないかと考察される。 
HE 染色標本の昼間試料では対照群におい

てヘマトキシリンに濃染された成長線が観
察され、濃染層と濃染層の間にはヘマトキシ
リン淡染層が観察された。メラトニン低濃度
群において観察された淡染層は対照群と比
べて狭まり、メラトニン高濃度群ではメラト
ニン低濃度群よりさらに淡染層の幅が狭ま
り、濃染層が鮮明化していた。夜間試料につ
いても昼間試料と同様の結果であった。さら
にメラトニン高濃度群においては淡染層の
消失が観察された。昼間試料、夜間試料共に、
対照群と比べてメラトニン投与群で淡染層
が徐々に狭くなり、メラトニン投与濃度が上
昇するにしたがって濃染層の広がりと淡染
層の狭まりが明瞭に観察できた。これはメラ
トニンを恒常的に与えたことで血中メラト
ニン濃度が上昇し、その結果、象牙芽細胞が
活性化し、石灰化が亢進して成長線がより強
調されることでその間隔が変化したものと
考えられた。メラトニン投与群で象牙前質に
石灰化球が数多く観察され、メラトニン投与
濃度が上昇するにつれて石灰化球の数は増
加し、大きさも次第に大きくなっていた。メ
ラトニンが骨代謝周期を変化させることか
ら、それと同様に歯における石灰化の代謝周
期にも変化が起きた結果、象牙質の石灰化が
亢進し、石灰化球形成に影響を及ぼしたもの
と考えた。また、対照群、メラトニン投与群
共に昼間試料に比べて夜間試料において石
灰化球数が多くみられたのは、夜間にメラト
ニンが多量に分泌しており、メラトニン投与
によって石灰化球形成が増強されたものと
考察される。 
ALP 染色では昼間試料については対照群、

メラトニン投与群共に明確な変化は認めら
れなかった。夜間試料においては、対照群、
メラトニン投与群共にALP活性の発現が見ら
れたが、対照群と比べてメラトニン高濃度群
は切歯根尖部の未石灰化領域の象牙芽細胞
及び内エナメル上皮により強い発現が見ら
れた。ALP 染色は硬組織形成部位では象牙芽
細胞や骨芽細胞が強く発現することから、メ
ラトニン投与により象牙質の組織形成がよ
り促進したと考察した。また、メラトニン投
与濃度が上昇するにしたがって象牙芽細胞
の ALP 活性が強い発現を示したことからも、
メラトニンによる象牙質の組織形成促進が
推察される。 
SEM-EDS 分析では、メラトニン投与群の昼

間試料では Ca 及び P の含有量で僅かな増加
が認められ、夜間試料においてはメラトニン
投与量が増加するに従って Ca と P の含有量
に増加が認められた。また、EPMA 分析の線分



析においては、対照群とメラトニン投与群の
Ca と Pを比較すると、メラトニン投与群でよ
り Ca や P の波形の変動が少なかった。対照
群と比べてメラトニン高濃度群①ではCaやP
のカウント数が多く、全層に渡って Ca や P
の含有量が高いということが判明した。どち
らの分析結果でも昼間試料、夜間試料共に Ca
と Pが増加する傾向が見られた。象牙質は無
機質 70%、有機質 18%、水分 12%から構成され
ているが、無機質の大部分を構成している物
質はリン酸カルシウムであり、ヒドロキシア
パタイﾄ(Ca(PO4)6(OH)2))の微結晶を形成して
いる。メラトニン投与濃度が上昇するにつれ
て Ca 及び P の含有量が増加していることか
ら、メラトニン投与によって象牙質の石灰化
が亢進し、Ca及び Pの含有量が増えたという
ことが考えられた。 
顕微レーザーラマン分光分析では、夜間試

料において対照群と比べてメラトニン投与
濃度が上昇するに従って半価幅が狭くなり、
鋭いピークが認められたが、これはメラトニ
ン投与量の増加に伴ってリン酸基の分子配
向性が良好となり、象牙質内のアパタイト結
晶性が向上しているということを示す。これ
によってメラトニンが成長線の形成機序以
外に象牙芽細胞の石灰化にも影響している
という事が顕微ラマン分光分析でも示され
た。 
（2）まとめ 
 中枢時計である視交叉上核からの情報が
サーカディアンリズムの同調効果であるメ
ラトニン分泌リズムに影響を及ぼし、それに
より末梢時計の象牙芽細胞の石灰化沈着リ
ズムとコラーゲン線維分泌リズムとに影響
を与え、成長線の周期性を形成するのではな
いかと推測している。メラトニンによって同
調された末梢の生物時計が象牙芽細胞に存
在している可能性が示唆された。 
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