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原　著

成長期における液状飼料摂取が
ラット歯根膜およびセメント質に与える影響

中道　祥之1，2）　 髙橋　　茂2）　 山本　恒之2）　 大廣　洋一1）

抄　録：現代の食生活では，成長期に軟らかい食物を摂取する機会が増えてきている。歯根膜とセメント質は咬合
力に耐えて歯の支持に関わる重要な組織であるが，軟食摂取が両組織の発育に及ぼす影響を検討した先行研究は少
なく不明な点が多く残されている。そこで本研究では成長期ラットにおいて，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質
の発育に与える影響を組織学的，免疫組織化学的に明らかにすることを目的とした。
　生後14日齢のWistar系雄性ラットを母親と一緒に搬入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた。対照群に
は固形飼料を，実験群には液状飼料を与え，0～ 8週間飼育した。飼育が終了した動物の上顎を正中断し左側をパラ
フィン包埋し第一臼歯近心根の矢状断切片を作製した。切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染色およびアザ
ン染色を施し, 光学顕微鏡にて組織学的に観察し，歯根膜と有細胞セメント質について各種組織計量学的検索を行
った．また5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）免疫染色を行い，単位面積あたりの陽性歯根膜細胞数を計数した．
　歯根膜については，全期間を通して対照群と実験群ともに規則的に配列する豊富な線維がみられ，両群間で明ら
かな組織学的な差異はみられなかった。組織計量解析でも歯根膜にはいずれの部位，期間においても両群間の解析
項目に有意差は認められなかった。有細胞セメント質については両群ともに近心側で2週以降，遠心側で1週以降
認められ経時的に増加した。組織計量解析では，実験群の有細胞セメント質は対照群よりも有意に小さい値を示す
項目が認められた．BrdU陽性歯根膜細胞は0週で最も多くみられ，以後両群ともにその数は経時的に減少した。単
位面積あたりの陽性細胞は，1，2週において対照群より実験群が有意に少ない部位があった．
　結論として，成長期ラットにおいて液状飼料摂取は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細胞セ
メント質の形成も抑制することが示唆された．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した
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おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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成長期における液状飼料摂取が
ラット歯根膜およびセメント質に与える影響

緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した

図１　標本作製法
　正中断面から外側方向へ向かって平行に薄切し，切片を作製
した．

図２　組織計量

１．歯根膜に関する組織計量
　上顎左側第一臼歯の中央咬頭頂と根尖孔を結ぶ線（L1）に向
かって，近心歯槽骨頂から垂線（L2）を引いた．また，その垂
線と平行で，歯冠側と根尖側とを2等分する線（L3）を引き，歯
根膜腔を近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），
遠心根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分けた．そ
してそれぞれの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．

２．有細胞セメント質に関する組織計量
　有細胞セメント質外表面からセメント質－象牙境へ引いた垂
線の最大値を厚さ（Ｗ）とした．また有細胞セメント質の上端か
ら下端までの距離をセメント質－象牙境に沿って距離を測定し，
これを長さ（Ｌ）とした．
Ｂ：歯槽骨，Ｄ：象牙質，Ｐ：歯髄，PL：歯根膜，Ｃ：有細胞
セメント質

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した

図３　実験動物の体重の推移
　両群ともに経時的に体重は増加した．対照群と実験群の間に
有意差は認められなかった．

図４　歯根膜（近心歯冠側）の組織像
　a - c : HE染色，d - f : アザン染色，a , d : 0週，b , e : 1週対照群，c , f : 1週実験群．各標本とも歯根膜には豊富
な線維がみられ，規則的に配列していた．対照群と実験群の間に組織学的な差異はみられなかった．
Ｐ：歯髄，Ｄ：象牙質，PL：歯根膜，Ｂ：歯槽骨，スケールバー＝50 µm

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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成長期における液状飼料摂取が
ラット歯根膜およびセメント質に与える影響

緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した

図５　歯根膜の幅
いずれの部位に関しても各飼育期間において両群間に有意差は認められなかった．（p＜0.05）

図６　歯根膜の面積
いずれの部位に関しても各飼育期間において両群間に有意差は認められなかった．（p＜0.05）

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した
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図７ 　0週の組織像
　有細胞セメント質はみられなかった．
Ｂ：歯槽骨，PL：歯根膜，Ｄ：象牙質，
Ｐ：歯髄，スケールバー＝100 µm

図８　有細胞セメント質の組織像（図中左側が遠心側，右側が近心側）
ａ：2週対照群，ｂ：2週実験群，ｃ：8週対照群，ｄ：8週実験群．両群とも有細
胞セメント質は経時的に増加した．対照群と比較して実験群では有細胞セメント質
の増生が乏しかった．
Ｂ：歯槽骨，PL：歯根膜，Ｃ：有細胞セメント質，Ｄ：象牙質，Ｐ：歯髄，スケー
ルバー＝100 µm

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した

成長期における液状飼料摂取が
ラット歯根膜およびセメント質に与える影響

－45－

図９　有細胞セメント質の厚さ，上端
から下端までの長さおよび面積
　厚さは両群間の間に有意差は認めら
れなかった．上端から下端までの長さ
は近心側において4週で，遠心側にお
いて2週と8週で実験群は対照群より
有意に短かった．また，面積は近心側
において4週で，遠心側において8週
で実験群は対照群よりも有意に少なか
った．（＊ p＜0.05）

図10　歯根膜（遠心根尖側）のBrdU免疫染色像
ａ：0週，ｂ：2週対照群，ｃ：2週実験群，ｄ：8週対照群，ｅ：8週実験群．0週では陽性細胞（→）が多数みられた．2週
では，対照群と比較して実験群の陽性歯根膜細胞は少なかったが，8週では対照群，実験群ともに陽性細胞は少なかった．
Ｂ：歯槽骨，PL：歯根膜（点線で囲まれた領域），Ｄ：象牙質，Ｃ：有細胞セメント質，P：歯髄，スケールバー＝50 µm

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した
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図11　単位面積当たりのBrdU陽性歯根膜細胞数
　単位面積あたりのBrdU陽性細胞数は，1週の近心歯冠側・近心根尖側・遠心歯冠側および2週の近心歯冠側・
根尖部・遠心根尖側・遠心歯冠側において実験群は対照群より有意に少なかった．（＊p＜0.05）

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した

成長期における液状飼料摂取が
ラット歯根膜およびセメント質に与える影響

－47－

おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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緒　　　　　言

　現代の食生活では軟らかい食物を摂取する機会が増えて
きており，特に成長期ではその傾向が顕著である．このよ
うな食生活は口腔周囲組織の成長に何らかの影響を及ぼす
のではないかと懸念され，成長期の動物に液状飼料などの
軟食を与える研究が行われてきた1－13）．その結果，軟食で
飼育された動物では固形飼料で飼育された動物と比較し顎
骨の縮小1－5），咬筋の質量および筋線維数の減少6－8），下顎
頭の発育障害9，10）などが引き起こされることが明らかにな
っている．
　歯根膜とセメント質は歯周組織を構成する要素であり，
全体として咬合力や回転の力などに耐え，歯の固定を営ん
でいる組織である14）．それゆえ，歯根膜やセメント質の健

ラットより薄いという．いずれにせよ，軟食摂取が歯根膜
やセメント質の成長に与える影響に関しては先行研究が少
なく不明な点が多く残されている．
　そこで本研究では成長期ラットを液状飼料で飼育し，組
織学的，組織計量学的および免疫組織化学的に検索するこ
とで，液状飼料摂取が歯根膜とセメント質の発育にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすることを目的とした．

方　　　　　法

１．動物実験
　生後14日齢のWistar系雄性ラット36匹を母親と一緒に搬
入し，7日後に離乳させ対照群と実験群に分けた．対照群
には固形飼料（CLEA Rodent Diet CA-1，日本クレア，
Japan）を1匹につき15～ 25 g与えた．実験群には同量の
同飼料を粉末化したものを水道水と1：2の質量比で練和し
た液状飼料を与えた．これらを0，1，2，4，8週間飼育し，
各群各期間の動物は4匹ずつとした．実験中は毎日動物の
体重を測定し，目視で健康状態を観察した．各飼育期間終
了後，増殖細胞マーカーである5-bromo-2’-deoxyuridine 
（BrdU）（2.5 mg/体重100 g）を腹腔内投与し，1時間後に
ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻
酔下に，4％パラホルムアルデヒド/0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4）にて灌流固定を行った．摘出した頭部から下顎骨
を除去した上顎複合体を同固定液にて24時間浸漬固定し，
10%EDTA溶液を用いて4～ 8週間脱灰を行った．先行研
究では下顎臼歯を対象とした研究11－13）があるのみで，液
状飼料摂取が上顎臼歯に与える影響については明らかでは
ない．そのため本研究では対象を上顎臼歯とした．
　本実験は北海道大学動物実験委員会による承認（動物実
験計画承認番号第21－00　25号）を受け，「国立大学法人北
海道大学動物実験に関する規約（平成19年4月1日 海大達
第61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索
　脱灰終了後，上顎複合体を正中断し，左側を通法に従っ
てパラフィン包埋した．パラフィンブロックを正中断面か
ら外側方向へ向かって薄切し，上顎左側第一臼歯近心根の
4 µmの矢状断切片を作製した（図1）．その際には，第一
臼歯のその他の歯根や第二，第三臼歯の位置関係を基準に，
切片にずれや傾きがないかを常に確認しながら薄切を行っ
た．作製した切片にはヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色あるいはアザン染色を施し，組織学的観察を行った．

３．組織計量学的検索
　液状飼料摂取が歯根膜とセメント質に与える影響を定量
的に解析するためにHE染色標本を用いて組織計量を行っ
た．
1）歯根膜
　上顎左側第一臼歯近心根周囲の歯根膜を図2－1に示すよ
うに近心歯冠側（①），近心根尖側（②），根尖部（③），遠心
根尖側（④），遠心歯冠側（⑤）の5つの部位に分け，それぞ
れの部位において歯根膜の幅と面積を測定した．
2）有細胞セメント質
　同歯根の有細胞セメント質の厚さ（W），上端から下端まで
の長さ（L），面積を近遠心側のそれぞれで測定した（図2-2）．

４．免疫組織化学的検索
　脱パラフィンした切片に対して，0.3 ％過酸化水素/メタ
ノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ処置を10分間行っ
た．その後，37 ℃で0.1 ％トリプシン溶液により抗原賦活
化処理を行ったのち，3N HCl処理を10分間行った．次に，
1 次抗体として，50倍希釈抗BrdUマウスモノクローナル抗
体（M0744，DaoCytomation，Denmark）を120分間，2次抗
体として，200倍希釈ビオチン標識抗マウス・ウサギポリ
クロナール抗体（M0413，DakoCytomation）を60分間，ペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオ
サイレンス，Japan）を30分間順に反応させた．3，3 '-ジア
ミノベンチジン四塩酸塩にて陽性部位の発色操作を行い，
ヘマトキシリンで核染色を行った．BrdU陽性歯根膜細胞
数を歯根膜の組織計量学的検索で設定した5つの部位に分
けてカウントし，単位面積（/mm2）あたりの陽性細胞数の

平均値を算出した．
　また，陰性コントロールとして1次抗体をリン酸緩衝生
理食塩水に置き換えて同様に染色した.

５．統計学的分析
　体重，各組織計量項目，単位面積あたりのBrdU陽性細
胞数について対照群と実験群の間においてMann-Whitney 
U検定を用いて有意差検定を行い，p＜0.05を有意差ありと
判定した．

結　　　　　果

１．体重と健康状態
　対照群，実験群ともに体重は経時的に増加し，両群間に
有意差は認められなかった（図3）．各飼育期間においてす
べてのラットに下痢や嘔吐などの症状はみられず健康状態
に問題はなかった．

２．組織学的・組織計量学的検索
1）歯根膜
　0週のHE染色標本においては歯根膜に豊富な線維がみら
れ，規則的に配列していた（図4a）．これらの線維は，アザ
ン染色標本では鮮青色を呈していた（図4d）．歯根膜中に
は，紡錘形の線維芽細胞が密に分布しており，歯槽骨に近
い部位には脈管組織，骨芽細胞および破骨細胞が散見され
た．対照群1～8週においても概ね同様の所見がみられ，歯
根膜の幅に経時的な変化はなくほぼ一定であった（図4b，e）．
一方実験群においても1～8週で同様の所見が認められ，
対照群と比較して明らかな組織学的な差異はみられなかっ

た（図4c，f）．歯根膜の幅と面積の計測を行ったところ，
いずれの部位，期間においても両群間に有意差は認められ
なかった（図5，6）
2）有細胞セメント質
　0週において有細胞セメント質はみられなかった（図7）．
対照群では近心側で2週，遠心側で1週以降，ともに根尖側
約1/3の歯根表面に有細胞セメント質が認められた（図8a）．
有細胞セメント質は近心側，遠心側ともに経時的に増加し
ていき，8週では根尖側約1/2の歯根表面まで増加した
（図8c）．実験群においても，対照群と同時期に有細胞セ
メント質の添加が確認できた（図8b）．実験群の有細胞セ
メント質も経時的に増加していったが，対照群と比較して
少なかった（図8d）．組織計量学的解析では，厚さに関し
ては両群間に有意差は認められなかった（図9）．一方，上
端から下端までの長さでは2週から8週（図9），面積では
4週と8週（図9）において実験群の方が対照群と比較して
有意に小さい値を示している部位がみられた．

３．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す歯根膜細胞は0週で多くみられた（図10a）．
以後，対照群，実験群ともに経時的に減少していった．1～
2週では対照群の陽性細胞は実験群の陽性細胞と比較して
多く認められた（図10b，c）が，4～ 8週においては染色像
にほとんど違いはなかった（図10d，e）．単位面積あたりの
BrdU陽性細胞数は，1週（近心歯冠側・近心根尖側・遠心
歯冠側）および2週（近心歯冠側・根尖部・遠心根尖側・遠
心歯冠側）において対照群と比較して実験群は有意に少な
かった（図11）．
　陰性コントロール標本には陽性反応は認められなかった．

考　　　　　察

　軟食摂取が口腔周囲組織に与える影響を調べるために，
動物を使用した数多くの研究が行われてきた1－13）．これら
の研究では軟食（粉末飼料と水を練和した液状飼料，ゲル
状飼料，あるいは粉末飼料）で飼育された動物と固形飼料

で飼育された動物の間に体重差は認められず，実験中の健
康状態も問題ないとされており1，3，4，10－13），軟食摂取は全身
状態に影響を及ぼさないと考えられている．本研究でも同
様に，体重は両群間で有意差はなく健康状態も問題はなか
った．したがって本研究の実験群にみられる変化は全身状
態による間接的な影響ではなく，液状飼料摂取による直接
的な影響であると考えることができる．
　これまでの軟食摂取が下顎臼歯の歯根膜に与える影響を
検索した研究では，組織計量学的に検索したStahlら11）や
Kuroiwaら12）が固形飼料を摂取させたラットに比べて歯
根膜腔が狭窄したと述べている．また，X線的に解析した
Bresinら13）によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられる
という．一方，上顎臼歯を観察した本研究では実験群の歯
根膜腔の機能的な線維配列が維持され，歯根膜の幅や面積
は対照群と違いは認められなかった．このように上顎と下
顎において反応の違いがみられたが，類似の現象は顎骨に
おいても認められている．Shimizuら3）はゲル状飼料をラ
ットに与えた際の顎骨量を検索し，上顎骨よりも下顎骨の
方が有意に減少したと報告している．以上のことを考え合
わせると軟食飼料摂取によって引き起こされる影響は上顎
よりも下顎で強く生じやすいのかもしれないが，その詳細
な理由は明らかではないので今後検討していくことが必要
であろう．
　本研究では液状飼料摂取が歯根膜に及ぼす組織学的影響

はみられなかったが，液状飼料開始初期において歯根膜細
胞の増殖活性低下が認められた．この結果は液状飼料摂取
による咬合力の減少が発育期間における歯根膜細胞の増殖
やターンオーバーに悪影響を及ぼすことを示唆している．
類似の結果はin vitroの実験においても報告されている．
木津喜15）は咬合喪失させたラット上顎第一臼歯から分離
した歯根膜細胞を培養し，BrdU免疫染色を行ったところ陽
性細胞率は減少すると述べている．これらを考えあわせる
と，咬合力が健全な歯根膜の成長や維持に重要な役割を行
っていると思われる．
　粉末飼料で飼育した成長期ラットの無細胞セメント質の
変化に関する報告はないが，有細胞セメント質の厚さは経
時的に増加するという12）．しかしながらその増加度は固形
飼料で飼育されたラットよりも弱いと報告されている．ま
た，咬合喪失させた歯では有細胞セメント質の菲薄化が起
こるとされており16－19），これらのことは本研究において，
実験群の有細胞セメント質は対照群に比べてその形成が抑
制される傾向が認められたことと一致している．すなわち，
有細胞セメント質形成には咬合力が少なからず影響してい
るということである．そのメカニズムの詳細は本研究の結
果だけでは明らかにすることはできないが，可能性として
2つの要因が考えられる．1つは，セメント芽細胞のセメン
ト質形成能の低下である．Naritaら20）は機械的負荷の減少
がセメント芽細胞のセメント質形成を抑制すると報告して

全な発育は歯科臨床において大切であり，軟食摂取が歯根
膜やセメント質の発育に及ぼす影響を解明することは重要
である．Stahlら11）は液状飼料を摂取した若年ラットの臼
歯歯根膜を組織計量学的に解析し，歯根膜腔が狭窄すると
初めて報告した．粉末飼料で成長期ラットを飼育し，組織
計量学的解析を行ったKuroiwaら12）も同様の結果を報告し
ている．また，X線を用いて形態計測を行ったBresinら13）

によると頬側の歯根膜腔で狭小化がみられるという．これ
らの先行研究から考えると，成長期において軟食摂取は歯
根膜の健全な発育に影響を及ぼすことで一致しているが，
歯根膜内の細胞に及ぼす影響については明らかでない．一
方，セメント質に関する先行研究は極めて少なく，Kuroiwa
ら12）の報告があるのみである．それによると，粉末飼料を
摂取したラットの有細胞セメント質は固形飼料を摂取した
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おり，Hirashimaら21）はセメント質－歯根膜－歯槽骨のネ
ットワーク間で機械的負荷に応じて石灰化の調節を行われ
ていると述べている．したがって，本研究でも液状飼料の
継続的摂取による機械的負荷の減少がセメント芽細胞の活
性に影響を与えたのかもしれない．もう1つはセメント芽
細胞の増殖抑制である．本研究では実験群において歯根膜
細胞の増殖活性低下が認められた．歯根膜細胞にはセメン
ト芽細胞の前駆細胞である未分化間葉細胞が含まれている
22－24）ことから，成長期における有細胞セメント質形成に
必要なセメント芽細胞の供給が数的に不足したのかもしれ
ない．
　本研究では，成長期における液状飼料摂取が及ぼす影響
を歯根膜とセメント質を対象として解析した．これらの組
織と密接に関連すると考えられるのが歯槽骨である．これ
までの先行研究では，成長期における軟食摂取によって歯
槽骨の成長は阻害されることが明らかとなっている1－5）．
これには，歯根膜中のALP活性の上昇やオステオポンチン
等の骨基質タンパクが歯槽骨の石灰化を調節することが関
連していると考えられているが25），先行研究が少なく詳細
については不明な点が多く残されている．そこで，我々は
液状飼料摂取が歯槽骨に及ぼす成長阻害のメカニズムにつ
いて，今後組織計量や電子顕微鏡などの手法を用いて，特
にその微細構造学的変化を解明していきたいと考える．

結　　　　　論

本研究の結論として，成長期ラットにおける液状飼料摂取
は歯根膜細胞の増殖活性を低下させることに加えて，有細
胞セメント質の形成を抑制することが明らかとなった．
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ORIGINAL

Effects of liquid-diet feeding on growth of
rat periodontal ligament and cementum

Yoshiyuki Nakamichi1，2）, Shigeru Takahashi2）, Tsuneyuki Yamamoto2） and Yoichi Ohiro1）

ABSTRACT : Because modern people, especially children, tend to prefer soft food, the effects of soft food on the growth 
of oral tissues have been attracting clinical interest. This study was performed to clarify, both histologically and 
immunohistochemically, the effects of liquid-diet feeding on growth of the rat periodontal ligament and cementum, which 
are important for supporting the teeth against occlusal forces. Male Wistar rats were weaned at 21 days after birth 
(week 0). They were then divided into two groups: a control group fed a pellet diet and an experimental group fed a 
liquid diet for up to 8 weeks. The rats were then perfused with a fixative solution under general anesthesia following an 
injection of 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), and their maxillae were removed. Sagittal sections of the mesial root of the 
first molar were stained with hematoxylin and eosin (HE) and Azan. The width and area of the periodontal ligament as 
well as the thickness, length and area of the cellular cementum, were measured. The sections were immunostained with 
BrdU, and the number of BrdU-positive cells in the periodontal ligament were counted under a light microscope.  In both 
the HE- and Azan-sections, abundant fibers were regularly arranged in the periodontal ligament at each period in both 
groups. Histometrically, there were no significant differences in the width and area of the periodontal ligament between 
two groups at any time point. The cellular cementum increased over time in both groups. However, the thickness and 
area of the cellular cementum in the experimental group were significantly less than those in the control group at some 
time points. Immunohistochemical examination showed that the number of BrdU-positive cells in the periodontal 
ligament decreased over time in both groups. In some areas of the periodontal ligament, the number of BrdU-positive 
cells per unit area was significantly lower in the experimental group than in the control up to 2 weeks. These 
observations indicate that liquid-diet intake during the growing period has the unfavorable effects on the growth of the 
periodontal ligament and cellular cementum in rats.

Key Words : liquid diet, periodontal ligament, cellular cementum, growing period
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