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研究成果の概要（和文）：本研究は、ビタミンＤがエナメル形成時の石灰化にどのような役割を演じているのか
を明らかにし、Molar Incisor Hypomineralization　（MIH）の発症との関連を見出すことを目的としている。
本研究成果より、活性型ビタミンD3は歯原性上皮細胞においてエナメル芽細胞への分化誘導因子であることが明
らかとなった。また、ビタミンＤ欠乏餌を１２週間与えることにより、血中のビタミンD（25OHD2,　 25OHD3）
濃度が低下したビタミンD欠乏モデルラットが作成でき、ビタミンD欠乏モデルラットから出生したラットの切歯
と臼歯は摩耗し、エナメルの石灰化不全が疑われた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to elucidate the mechanism of vitamin D during 
enamel formation as well as enamel mineralization. 1,25(OH)2D3 promoted the expression of a series 
of enamel matrix proteins such as  Ameloblastin, enamelin, and amelogenin in dental epithelial 
cells. Thus, 1,25(OH)2D3 promotes dental epithelial cell differentiation into ameloblast. In 
addition, long term culture of dental epithelial cells in the presence of 10-7M 1,25(OH)2D3 with 
mineralization media induced the mineralization of culture cells as well as secreted matrices. 
Attrition of the tip of incisors and molars are observed in rats which feed vitamin D-deficient diet
 for 12 weeks. Furthermore, incisors of vitamin D-deficient rats showed  chalky white enamel 
suggesting enamel hypomineralization. These results suggest that 1,25(OH)2D3 is an essential vitamin
 for normal enamel formation.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
美白ブームと日焼け止めクリームの多用
により、若い女性の紫外線曝露時間が極端
に減少しており、その結果ビタミン D 不足
者が増加している。最近国内でも小児くる
病の発症も増加傾向にある。一般にくる病
ではエナメル低石灰化症が引き起こされる
ことが知られているが、小児歯科領域にお
い て 最 近
Molar-Incisor-Hypomineralization（MIH）
という疾患の報告が増えてきている。 
Molar Incisor Hypomineralization （MIH）
は、第一大臼歯および切歯に限局して発症す
るエナメル低石灰化症であり、最近になって
外来患者でも散見するようになり、2000 年
以降論文の報告数も増加傾向にある。第一大
臼歯および切歯は出生前後から歯冠の石灰
化が始まる事から、MIH の発症原因について
は、分娩時の低酸素・低栄養、妊娠期間中の
薬剤の摂取などが考えられているが、未だに
明らかにはなっていないのが現状である。
MIH 報告件数の近年の増加傾向と周産期医
療の日々の進歩を考えると分娩時の低酸
素・低栄養が原因であることは否定的である。 
 そこで我々は、近年日光浴時間の現象によ
るビタミンＤ不足者に注目した。健康な妊婦
の血中ビタミンＤ（25OHD）を計測すると、
成人の正常値が 30 ng/mL であるのに対し、
ほぼすべての妊婦がビタミンＤ欠乏症のレ
ベルまで、血中ビタミンＤが低下していた。 
このような背景から、血中ビタミンＤの低下
がエナメルの形成や石灰化にどのような影
響があるのかを明らかにしていく必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ビタミンＤがエナメル形成時の石
灰化にどのような役割を演じているのかを
明らかにし、低ビタミンＤの妊婦・授乳婦の
子どもの切歯と第一大臼歯のエナメル低石
灰化症の発症リスクについて検討し、MIH の
病態発症機構を解明することを目的とする。
さらに、本研究結果を国内外の学会で発表す
ることにより、過度の紫外線防止が、子ども
のエナメル質低石灰化を引き起こす可能性
について情報発信していき、MIH 発症リスク
の改善につなげたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
（１）歯原性上皮細胞からエナメル芽細胞に
分化する過程における活性型ビタミン D3 の
役割 
 歯原性上皮細胞を高密度で１型コラーゲ
ンコート４８穴プレートに播種し、細胞接着
後、石灰化培地（2.5mM ベータグリセロリ
ン酸、アスコルビン酸、2mM 塩化カルシウ
ム）に交換し、0, 10-9，10-8，10-7, 10-6, 
10-5M の活性型ビタミン D3 存在下で４８時
間培養し、遺伝子発現変化をリアルタイム

RT-PCR で検討した。また、同様に１週間培
養し、アリザリンレッドを用いて石灰化を検
討した。さらに、培養１週間後の細胞を固定
後、透過型電子顕微鏡で結晶構造と元素分析
を行った。 
 
（２）歯原性上皮細胞におけるビタミンＤ代
謝酵素発現評価 
 マウス胎生 15.5 日齢第一臼歯歯胚を器官
培養し、培養系に 10-7M 活性型ビタミン D3
を添加した群と未添加群の mRNA をそれぞ
れ調整し、リアルタイム RT-PCR 法を用いて
Cyp24a1, Cyp27a1、Cyp27b1,Cyp2R1 の
遺伝子発現解析を行った。 
 
（３）ビタミンＤ欠乏餌飼育ラットのエナメ
ル形成評 
 １２週間ビタミンＤ欠乏餌を与えたラッ
ト作成し、血中の 25OHD の濃度を測定した。 
 
（４）マウス歯胚器官培養系を用いたエナメ
ル基質石灰化モデルの確立と石灰化評価 
 マウス胎生 15.5 日齢第一臼歯歯胚を器官
培養し、石灰化培地に活性型ビタミン D3 の
添加した群と未添加群の培養歯胚から凍結
切片を作成し、アリザリンレッド染色を行っ
た。 
 
（５）実験（３）で得られたビタミンＤ欠乏
ラットを交配させ、ビタミン D 欠乏妊娠およ
び仔ラットを作製し、胎仔ラットのエナメル
形成評価と石灰化評価 
 １２週間ビタミンＤ欠乏餌を与えた親ラ
ットを交配させ、出生したビタミン D 欠乏仔
ラットを作成。出生後もビタミンＤ欠乏餌を
与え、１２週間飼育した。歯の発生、石灰化
を検討するため、マイクロ CT 解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）歯原性上皮細胞に活性型ビタミン D3
を添加し培養後、エナメル芽細胞への分化マ
ーカーであるアメロブラスチン、エナメリン、
アメロゲニン遺伝子の発現を検討した。その
結果、10-9，10-8M の活性型ビタミン D3 でも、
コントロールと比較すると弱いながらもア
メロブラスチン、エナメリン、アメロゲニン
遺伝子の発現誘導が観察された。一方、10-7, 
10-6, 10-5M の活性型ビタミン D3 添加群では
コントロールと比較し強いアメロブラスチ
ン、エナメリン、アメロゲニン遺伝子の発現
が認められた。この結果から、活性型ビタミ
ン D3 は歯原性上皮細胞においてエナメル芽
細胞への分化誘導因子であることが明らか
となった。 
 
（２）マウス胎生 15.5 日齢第一臼歯歯胚を器
官培養し、培養系に活性型ビタミン D3 を添
加し７２時間後に培養歯胚のビタミンＤ代
謝酵素遺伝子発現を検討した。その結果、培
養歯胚には Cyp27a1、Cyp27b1,Cyp2R1 の



遺伝子が発現していることが明らかとなっ
た。また、Cyp24a1 遺伝子は、培養系に
10-7M のビタミンＤを添加した群に強く発現
していた。 
 
（３）ビタミンＤ欠乏餌を用いてビタミンＤ
欠乏モデルラットを作成した。ラットの血中
ビタミン D（25OHD2,  25OHD3）濃度は、
平均 103.21 nmol/L であった。１２週間ビタ
ミンＤ欠乏餌を与えたラットでは 44.57 
nmol/L となり、コントロール群と比較し有
意にビタミン D の低下が認められ、ビタミン
Ｄ欠乏モデルラットの作成に成功した。 
 
（４）マウス胎生 15.5 日齢第一臼歯歯胚を石
灰化培地（2.5mM ベータグリセロリン酸、
アスコルビン酸、2mM 塩化カルシウム）で 5
日間培養し、10-7M 活性型ビタミン D3 を添
加した群と未添加群の培養歯胚から凍結切
片を作成し、アリザリン染色を行った。培養
歯胚の内エナメル芽細胞の領域が強くアリ
ザリンに染色された。しかしながら、10-7M
活性型ビタミン D3 添加群と未添加群の間で、
アリザリンレッドの染色性の差は認められ
なかった。 
 
（５）ビタミンＤ欠乏ラットから出生したビ
タミン D 欠乏仔ラットにビタミンＤ欠乏餌
を与え、１２週間飼育した歯の写真を下図に
示す。 
ビタミン D 欠乏仔ラットの切歯は、コントロ
ールと比較し白色化しており、エナメル形成
不全の表現型を呈するアメロブラスチンノ
ックアウトの切歯と類似していた。マイクロ
CT 解析を行うと、ビタミンＤ欠乏ラットの
骨密度の低下が認められた。ビタミンＤ欠乏
ラットの臼歯ではエナメルの石灰化度には
有意な差は認められないものの、切歯の切端
や臼歯の咬頭の摩耗がコントロール群と比
較し亢進していた。 

 
これらの結果から、ビタミンＤ欠乏餌を１
２週間与えることにより、血中のビタミン D
（25OHD2,  25OHD3）濃度が低下したビ

タミン D 欠乏モデルラットが作成できるこ
とが明らかとなった。また、ビタミン D 欠乏
モデルラットから出生したラットの切歯臼
歯の切端や咬頭が摩耗していることから、エ
ナメルの石灰化に異常があることが推測さ
れた。 
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