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本論文は，主となる参考論文「Association between Candida albicans and childhood dental 
caries in Japanese children.」 （Pediatric Dental Journal，掲載予定）と副となる参考論文 「エ
ナメル質形成不全症を示すエナメリン遺伝子変異マウスのエナメル質形成の解析」（日大口
腔科学，第 48 巻，第 3 号，130～137 項，2022 年）をまとめたものである。 
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要旨 
 

う蝕は，最も頻繁に遭遇するバイオフィルム疾患のひとつである。特に重度早期小児う蝕
（S-ECC）は痛みや不快感から，小児の健康や生活の質に影響を及ぼし問題となっている。
本研究では S-ECC 発症に関して，パラサイト側として Candida albicans （C. albicans）保菌
との関連を，ホスト側として S-ECC 動物モデル確立のため，エナメル質形成不全症
（amelogenesis imperfecta，AI）モデルを確立し，硬組織の形態変化を野生型と比較検討し
た。 
研究１ 

近年，C. albicans 保菌と小児う蝕発症の関連性を示す報告が国外で相次いでいる。しか
し，小児の Candida 保菌とう蝕の関連性が本邦の疫学研究で取り上げられた形跡はなく，
その実態は未知である。そこで，研究 1 では，日本人小児集団における C. albicans の検出
率，母子間の遺伝的類縁性および遺伝子型分類を調査した。 

Caries 群 55 組と Caries Free(CF)群 25 組の母子から歯垢試料を採取し，Streptococcus 
mutans (S. mutans)と C. albicans の微生物データ(検出率と生菌数)を解析した。さらに，歯
垢から分離した 118 株の Candida 属を arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-
PCR 法)を用いて評価した。 

C. albicans 検出率は，Caries 群 （子 ：25.5％，母 ：47.3％）が CF 群 （子 ：0％，母 ：24.0％）
よりも高く，S. mutans の生菌数は，Caries 群で有意に高かった （p＜0.05）。また，Candida
陽性児の 92.9％が重度早期小児う蝕(S-ECC)と診断され，Caries 群母子から分離された
Candida 菌の 79.7％が菌株レベルで類似性を示した。Caries 群小児の歯垢中の C. albicans
は遺伝子型 A が最も優勢(70.6％)であり，遺伝子型 D がそれに続いた(17.6％)。 

C. albicans の存在が S-ECC 発症のリスク因子となることが示唆され，さらにう蝕の病因
に基づく母子口腔保健指導に新たな知見を提供した。 
 
研究２ 

エナメル質形成不全は，う蝕を発症するリスクが健全歯よりも 15 倍高く，S-ECC 発症の
リスク因子として報告されている。研究 2 では，AI を呈するマウス系統 EnamRgsc514 を用い，
変異のホモ接合体およびヘテロ接合体の，歯胚形成および萌出後のエナメル質の性状につ
いて形態変化の観察を行い，S-ECC 動物モデルの確立を試みた。 

マウス EnamRgsc514/+を交配し EnamRgsc514/Rgsc514，EnamRgsc514/+および Enam+/+を得た。３お
よび６日齢の第一臼歯の歯胚の観察，実体顕微鏡およびマイクロ CT による 10 週齢の臼歯
部の観察と走査電子顕微鏡(SEM)による臼歯水平断の観察を行った。 

３日齢の EnamRgsc514/+では規則的に配列したエナメル芽細胞と象牙質の形成を認め
EnamRgsc514/Rgsc514 においても密なエナメル芽細胞層を認めるが，わずかに細胞配列の乱れを
認めた。６日齢の EnamRgsc514/Rgsc514 のエナメル芽細胞は細胞極性および円柱状構造を失い規
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則的な配列は見られずまた，象牙質に接した嚢胞様の構造体とその内部に泡沫状の空隙を
認めた。実体顕微鏡による第一臼歯表面の観察では 10 週齢の EnamRgsc514/+で僅かに粗造な
面を認め EnamRgsc514/Rgsc514 では明らかな粗造を認めた。マイクロ CT から EnamRgsc514/Rgsc514

にはエナメル質は認められず，SEM 像から EnamRgsc514/+のエナメル質の表層部に小柱配列
の乱れと消失を認めた。EnamRgsc514/Rgsc514 では，小柱構造をもつエナメル質は存在しなかっ
た。３日齢の EnamRgsc514/Rgsc514 でエナメル芽細胞の分化と基質の分泌が認められ，６日齢で
正常なエナメル質が認められないことから，３～６日齢の間にエナメル芽細胞が崩壊した
ことが明らかとなった。 
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研究１ 
 
緒言 
う蝕は，最も頻繁に遭遇するバイオフィルム疾患のひとつであり，世界で約 5 億 3,000 万

人の小児が罹患している 1)。その中でも特に，重度早期小児う蝕(S-ECC)は，痛みや不快感
を引き起こし，小児の健康，ウェルビーイング，生活の質に悪影響を及ぼす 2)。本邦では S-
ECC を含む小児う蝕の有病率が着実に減少している一方，3 歳児の早期小児う蝕(ECC)の
有病率は 7.18％～20.65％と，地域によって格差が大きい 3)。このような健康格差は階段状
の 「社会的勾配」を示し，「一部の人だけが罹患する」という二極化ではなく，すべての人々
に影響を与えているという点で，本邦でも大きな問題となっている 4)。小児う蝕は軽症であ
っても罹患率が極めて高いため，発展途上国のみならず先進国においても公衆衛生上重要
な問題のひとつである 5, 6)。 

S-ECC の微生物学的病因は，Streptococcus mutans (S. mutans)の感染と関連している。
近年，多くの疫学的研究によって，Candida albicans （C. albicans）が主要なう蝕病原菌であ
る S. mutans とともに，S-ECC 罹患児の歯垢から高頻度で検出されることが示されている
7-9)。また，う蝕の無い小児と比較して ECC 罹患児は C. albicans の検出率が有意に高く，口
腔内に C. albicans を保有する小児が ECC を経験する確率は，保有していない小児よりも 5
倍高いと報告されている 7)。さらに，S-ECC 罹患児の母親も C. albicans の検出率が高く，
母子の C. albicans 分離株の遺伝的類縁性も高い 8)ことから，小児の早い時期に C. albicans
が検出される一因として，母子感染が有力視されている。 

また，C. albicans は実験室レベルにおいて，物理的，生化学的，代謝的な仕組みを介し，
S. mutans と協働しながら高齲蝕原性の複合バイオフィルムを形成することが報告されてい
る 10, 11)。S. mutans 由来のグルコシルトランスフェラーゼ B は C. albicans の細胞表面に強
く結合し，スクロースから多量の菌体外多糖(EPS)を真菌表面で合成する 12, 13)。C. albicans
の表層で合成された EPS は酸の拡散を制限することで局所的な低 pH 環境を歯表面に形成
し，その結果エナメル質と象牙質の脱灰を促進する 10, 14, 15)。この S. mutans と C. albicans
のユニークな相互作用はう蝕病原性を相乗的に増強し，ECC 動物モデルの平滑面う蝕数お
よび重症度を著しく増加させることも明らかにされている 16)。 
C. albicans が強力なう蝕原性病原体であることは多くの先行研究から支持されているが，

小児における Candida 保菌と小児う蝕の関連性を検討した研究は，本邦では行われていな
い。そこで研究 1 では，口腔内の C. albicans の存在が日本人集団におけるう蝕の微生物的
危険因子の指標となり得る可能性を検証するため，日本人母子の C. albicans の検出率，遺
伝的類縁性，および遺伝子型分類を調査した。  
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材料および方法 
１．サンプルサイズの決定方法 

サンプルサイズの算出は，予備研究において小児と母親が C. albicans の類似株を共有し
ていると推定された割合(78％)と，母子の C. albicans 類似性を示した先行研究において報
告された割合(14～61％)に基づいて行った 8, 17, 18)。報告された比率の平均値(38％)を帰無仮
説として設定し，α＝0.05 の片側 z 検定を行った。z 検定は，統計ソフト R version 4.0.2 を
用いて実施した。その結果，90％の検出力を得るために必要な母子のサンプルサイズは 13
組であった。 
 
２．対象 

研究対象者は，2021 年 6 月から 2023 年 4 月までに日本大学松戸歯学部付属病院小児歯
科を受診した，乳歯列完成期から混合歯列期の 3 歳以上 10 歳未満の全身状態の良好な小児
とその母親 80 組である。過去 3 ヵ月以内に抗菌薬または抗真菌薬を服用した小児およびそ
の母親は除外した。参加者は，う蝕に罹患した小児とその母親(Caries 群 55 組)，う蝕の無
い小児とその母親(Caries Free (CF) 群 25 組)の 2 群に分類した。また，本研究に参加する
前に，研究内容を十分に説明し，保護者から書面による同意を得た。なお，本研究は日本大
学松戸歯学部倫理委員会の承認を受けた(EC20-28)。 
 
３．アンケート調査と DMFT の記録 

対象とした小児の背景情報(年齢，性別，1 日の歯磨き回数，3 ヵ月以内の抗菌薬の服用，
低出生体重児)，間食内容，間食頻度，1 日のジュース摂取量に関して，記述式アンケートに
て調査を行った。また，母子の口腔内診査を行い，dmft(s)/DMFT(S)を記録した。 
 
４．歯垢採取方法 

歯垢試料は，滅菌後の探針とスプーンエキスカベーターを用いて全歯面から採取し，1 ml
の 0.89％生理的食塩水中に懸濁した。う窩が存在する場合はう窩中の歯垢も同時に採取し
た。Xiao ら 8)の方法に基づき，採取した歯垢試料を撹拌，超音波処理(20 W で 10 秒間超音
波処理後，氷上に 30 秒間静止，以上を 3 回繰り返す)後，生理食塩水で調製し，2 時間以内
に培地へ植菌した。 
 
５．C. albicans と S. mutans の培養 

101 -10-1 に調製した歯垢試料を CHROMagarTM Candida 培地(関東化学，日本)に 50 μL
ずつ植菌し，37℃で 48 時間培養後 C. albicans を分離した。CHROMagarTM Candida 培地
上の緑色のコロニーを，Odds ら 19)の報告に基づき，C. albicans 候補として用いた。一方，
S. mutans の分離には，10-2 から 10-5 に段階的に希釈した歯垢試料を Mitis Salivarius 
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Bacitracin 寒天平板培地(MSB 培地)に 50 μL ずつ植菌し，37℃で 48 時間培養後，MSB 培
地上で生育したラフ型コロニーを S. mutans とした。 
 
６．C. albicans の同定と遺伝子型判定 

CHROMagarTM Candida 培地上のコロニー色での識別が困難な 3 種類の Candida 属，C. 
albicans (薄緑色)，Candida dubliniensis (濃緑色)20)，Candida tropicalis (濃青色)を同定可能
なプライマーを Fukatsu ら 21)の報告に基づき作成した(表 1)。ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)
において，C. albicans SC5314 株をポジティブコントロール，Candida dubliniensis (C. 
dubliniensis) IFM54605 株と Candida tropicalis (C. tropicalis) JCM1541 株をネガティブコ
ントロールとして使用した。Fukatsu ら 22)の報告に基づき，コロニーを 1 mL の蒸留水に懸
濁し，その懸濁液 5.6 μL を PCR の鋳型とした。PCR 増幅条件は，98℃で 2 分間の熱変性
と，98℃で 10 秒間，68℃で 1 分間の伸長反応を 30 サイクル行った。PCR 産物は 2.0％ア
ガロースゲルを用い，100V で 40 分間の電気泳動を行い，増幅された断片長から C. albicans
を同定した(図 1)。分子量マーカーとして 100 bp DNA Ladder Dye Plus (タカラバイオ, 日
本) を用いた。遺伝子型判定は McCullough ら 23)が記載した CA-INT-L および CA-INT-R
プライマー（表 2）を用い，同条件下で PCR および電気泳動を行い，増幅された断片長か
ら５つの遺伝子型 （A ：450 bp，B ：840 bp，C ：450,840 bp，D ：1080 bp，E ：1400 bp)に
分類した(図 2)。 
 
７．ＤＮＡ抽出 

母子から分離した 118 株の C. albicans から DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN，オラ
ンダ)のグラム陽性菌プロトコルを用いて，DNA を抽出した。 

 
８．系統樹の作成と C. albicans の遺伝的類縁性の評価 

PCR は 5'-CCGGCGCG-3'プライマーを用いて行った。3 µL Premix Taq (TaKaRa Taq 
µVersion 2.0)，5 ng DNA，および 5 µM プライマーからなる PCR 溶液を調製し，PCR グ
レードの水で 10 µL に希釈した。PCR は Kimijima ら 24)の報告に基づき行った。PCR 産物
はキャピラリー電気泳動装置 MCE-202 MultiNA (島津, 京都, 日本)を用いて確認した。遺
伝子型はバンドの有無によりそれぞれ 0 または 1 とした。統計ソフト R version 3.4.3 を用
いて，非荷重結合法(UPGMA 法)に基づいて系統樹を作成した(図 3)。系統樹は，0.2(C. 
albicans と C. dubliniensis の分岐点)を目安に 5 つのクラスターに分類し，同じクラスター
に分類される Candida 菌株は，遺伝的に類似と判断した。 
 
９．統計学的解析 

Welch の t 検定と dmft 値を目的変数とした重回帰分析にて p 値を算出した。また，う蝕
の重症度に影響する食事因子を絞り込むために，dmft 値を目的変数とし，砂糖を含む食品
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(チョコレート，グミ，アメ・キャンディー，クッキー)，間食頻度，毎日のジュース摂取を
説明変数として重回帰分析を行った。さらに，ロジスティック回帰分析を行い，小児の口腔
内 C. albicans 保菌に対する砂糖を多く含む食品の影響を評価した。すべての統計学的処理
は統計ソフト R version 4.0.2 を使用し，統計的有意性は p＜0.05 とした。  
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結果 
ま ず ， 対 象 者 の 背 景 情 報 を ア ン ケ ー ト 調 査 に て 評 価 し ， 口 腔 内 診 査 よ り 母 子 の

dmft(s)/DMFT(S)を記録した。重回帰分析の結果，dmft(s)値と 1 日の歯磨き回数との間に
関連性は認められなかった(表 3)。また，砂糖を含む食品の中でチョコレートとグミが dmft
値に有意に関与した(チョコレート ： p＜0.01，グミ ：p＝0.014)(表 4)。さらに Caries 群小
児の半数以上が間食を 1 日 2 回以上摂り(52.7%)，ジュースを日常的に摂取していた
(58.2%)(表 4)。CF 群の母親は，DT/S，MT/S，FT/S，DMFT/S 値が，Caries 群の母親よ
りも有意に低かった(p＜0.05)(表 5)。 

次に，う蝕に罹患した小児が口腔内に C. albicans を保菌する割合を確認するために，培
養と PCR 法を組み合わせ C. albicans の同定を行った。表 5 に示すように，C. albicans は，
Caries 群の母子より高頻度で検出された(母 ：47.3％，子 ：25.5％)。また，解析の結果，砂
糖を含む食品の中でも特にチョコレートの摂取は，小児の口腔内 C. albicans 保菌に大きな
影響を及ぼすことが示唆された(OR ：8.96，CI ：1.08-74.13，p＝0.042)(表 6)。さらに，Candida
陽性児(CA+児)の 92.9％が S-ECC と診断され，Candida 陰性児(CA-児)に比べ，S. mutans
の生菌数が約 3 倍多く，未処置歯数(dt 値)も有意に多かった(表 7)。一方，背景情報(説明
変数)はどの項目も，CA+児と CA-児の dmft 値(目的変数)とは関連性を認めなかった(重回
帰分析；p＞0.05)。 

S. mutans の生菌数もまた，Caries 群の母子で有意に多かった(p < 0.05 ；表 5)。これらの
結果は，う蝕に罹患する小児の歯垢中に S. mutans とともに C. albicans が高頻度に存在す
るというこれまでの知見を支持するものであった 7-9) 。 

C. albicans は Caries 群と CF 群の母親から検出されたが，Caries 群の母親は CF 群の母
親に比べて C. albicans の検出率が 2 倍，生菌数が 45 倍高かった。口腔内の C. albicans 検
出率は高い方から順に，Caries 群母親(47.3%)＞Caries 群小児(25.5%)＞CF 群母親(24.0%)
＞CF 群小児(0%)であった(表 5)。このことから，母親の C. albicans 検出率が高いほど，子
の Candida 検出率も高いことが示された。先行研究 9)と同様，本研究でも CF 群小児から C. 
albicans は検出されなかった。 

さらに，C. albicans の母子感染を確認するために，15 組の母子から採取した 118 の
Candida 分離株を用いて arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR 法)を行っ
た。AP-PCR 法の結果，79.7％もの C. albicans 分離株が母子間で遺伝的に類似しており(表
8)，母親がう蝕における C. albicans の感染源である可能性が示された。さらにこれらの知
見を，26SrRNA 遺伝子を標的とした遺伝子型判定によって検証した。現在までに，C. 
albicans は 5 つの遺伝子型が確認されている(A，B，C，D，E)25)。遺伝子型判定の結果，
Caries 群小児の 69.5％が母親と同じ遺伝子型を共有していた(表 8)。また，C. albicans 遺伝
子型 A が最も優勢(70.6％)であり，遺伝子型 D(17.6％)がそれに続いた(表 9)。 
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考察 
本邦の疫学研究において小児の C. albicans 保菌と小児う蝕との関連性が取り上げられた

形跡はなくその実態は未知である。本研究では，培養法と分子系統解析を併用し，CA+児の
ほぼ全員が S-ECC に罹患していること，母子の約 80％が菌株レベルで類似した C. albicans
を共有していることを示した。 

近年，C. albicans がう蝕の発症と密接な関連性を示す研究が増加している 26, 27)。C. 
albicans は，う蝕のない小児とその母親よりも ECC に罹患する小児とその母親の歯垢中か
ら多く検出される 8) 。また，C. albicans は ECC 患児の歯垢中において，gtfB mRNA の発
現を誘導し 28)，Gtf 酵素活性を増強することによって，S. mutans の菌量を増加させること
が示されている 29)。さらに，CA+児の 92.9％が S-ECC と診断され，CA+児は CA-児に比
べて S. mutans の生菌数が約 3 倍多く，未処置歯数(dt 値)が有意に多かった。しかし，CA+
児と CA-児の dmft 値と医学的 ・社会的 ・人口統計学的背景の関連性は認められなかった(表
7)。この結果は，少なくとも本研究において，微生物的要因が背景情報よりもう蝕の進行に
関与し，真菌の存在が S-ECC の重症度を増加させることを示唆している。さらに，間食時
のチョコレート摂取は，小児の口腔内 C. albicans 保菌の最も重大な危険因子であった(OR ：
8.96，CI ：1.08-74.13，p＝0.042)(表 6)。チョコレートは固形物で歯質への粘着性をもち口
腔内で停滞しやすい。また,これは「生態学的プラーク仮説」30)により説明がつく。つまり, 
糖への曝露が引き金となり，プラークの生態学的バランスは酸性環境へと移行する。その結
果，酸産生能と耐酸性能をもつ微生物種(S. mutans や C. albicans など)の割合を急増させ，
プラークのう蝕原性を高めるのである。しかし，本研究において，間食習慣(間食頻度，1 日
のジュース摂取量)と dmft 値に有意な関連性は認められなかった(表 4)。本研究は，間食の
摂り方(いつ，どのように，どのくらいの時間をかけて)に焦点を当てた訳ではなく，日本人
集団の微生物プロファイルに重点を置いた研究デザインのためである。 

また，母子が口腔微生物の組成と多様性を共有することから，小児の口腔微生物叢は母親
の強い影響下にある 8, 29, 31)。AP-PCR 法を用いて作成した系統樹より 118 株の Candida 菌
を 5 つのクラスターに分類したところ，Caries 群小児の 79.7％が母親と類似した C. albicans
株を保有していることが明らかになった(表 8，図 3)。さらに，CF 群母子と比較して，Caries
群母子は歯垢中の C. albicans 検出率が高かった(子：25.5％対 0％，母：47.3％対 24.0％，
表 5)。Candida 菌母子感染に関する既存の報告と合わせると，本研究結果は，母親の口腔
内の C. albicans 保菌が，日本人小児の C. albicans への感染と ECC 発症のリスク指標とな
る可能性を示した。したがって，母親への口腔保健指導の重要性が示唆された。 

C. albicans は，26SrRNA 遺伝子を標的とした PCR 解析により 5 つの遺伝子型(A，B，
C，D，E)に分類される 24)。これらの中で遺伝子型 A が最も頻繁に検出される 9, 32)。本研究
結果では Caries 群小児の歯垢から C. albicans 遺伝子型 A が 70.6％と最も多く検出され，
次いで遺伝子型 D が 17.6％検出された(表 8，表 9)。C. albicans 遺伝子型 D は C. dubliniensis 
22)と同一であり，1995 年に HIV 感染者の口腔から初めて分離された Candida 属のひとつ
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である 33)。興味深いことに，C. dubliniensis は全身疾患のない齲蝕罹患児において優勢な真
菌とされ 34)，小児の齲蝕重症度とともに存在量が増加することが報告されている 35)。しか
し，う蝕の発症と重症化における C. dubliniensis の役割に関して詳細なメカニズムを解明
するためにはさらなる調査が必要である。 

本研究は日本人の母子集団における口腔内 Candida 保菌と小児う蝕の関連を調査した横
断的研究であり，C. albicans の存在がう蝕の発症に及ぼす影響を分析するための母子コホ
ート研究の枠組みとなる。しかし，本研究にはいくつかの限界点が存在する。第一に，C. 
albicans の保菌と S-ECC 発症との因果関係を示す証拠は得られていない。したがって，こ
の限界は縦断的な追跡研究で解決する必要がある。また，ナノテクノロジーに基づく治療ア
プローチが，う蝕原性 S. mutans-C. albicans 複合バイオフィルムの阻害に有望な効果を示
していることも意義深い 36, 37)。第二の限界点は，得られた臨床分離株をバイオフィルム状
態で評価していないことである。今後の展開として，臨床分離株でバイオフィルムモデルを
構築し，その表現型を解析する。同時に，う蝕原性の細菌 ・真菌複合バイオフィルムの形成
阻害と S-ECC の制御に向けて，これらの治療法が臨床分離バイオフィルムに対しても有効
かどうかを検証していく必要がある。 
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表 1　Candida 属同定用PCRプライマー

領域 名称 配列 (5'-3') ポジション サイズ
CAO1 CGTTTTTGCAGTGTGAAACTGCG 1569-1591
CAO2 TCTTCCCGCGCCCAAGCCTC 2174-2193
CDO1 CTGACAATTCTAAATCCACCAGTG 727-750
CDO2 CCTGGTCACGTGACCGGAGTTGG 1110-1132
CTO1 GGCTGATTTATAGTCGATCTCCT 675-697
CTO2 CACACCATAAAAATACCCTTCGG 792-814

aIGS：intergenic spacer

C. tropicalis IGS 139 bp

C. albicans aIGS 624 bp

C. dubliniensis IGS 405 bp
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名称 配列 (5'-3')
CA-INT-L ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA
CA-INT-R CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT

表 2　遺伝子型判定用PCRプライマー
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表 3　背景情報の比較

Caries (n = 55) CF (n = 25) p 値 Caries (n = 55) CF (n = 25) p 値
年齢: mean ± SD 4.6 ± 1.2 5.6 ± 1.7 0.062 35.9 ± 5.2 37.4 ± 6.3 0.592
性別: % (n) 男 61.8 (34) 64.0 (16) 0.637

女 38.2 (21) 36.0 (9) 0.637
幼稚園 54.5 (30) 20.0 (5) 0.739
保育園 34.5 (19) 28.0 (7) 0.782
小学校 7.3 (4) 48.0 (12) 0.068
自宅 3.6 (2) 4.0 (1)

歯磨き回数 (回/日): % (n) ≥2 78.2 (43) 76.0 (19) 0.670
1 21.8 (12) 24.0 (6) 0.670

3か月以内の抗菌薬服用: % (n) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
7.3 (4) 0 (0) 0.260

*有意差あり (重回帰分析, p  < 0.05)
低出生体重児: % (n)

養育環境: % (n)

子供 母親
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表 4　砂糖を含む食品とdmft値の関連性

Caries (n = 55) CF (n = 25) p 値
チョコレート: % (n) 72.7 (40) 48.0 (12) <0.01*
グミ: % (n) 52.7 (29) 12.0 (3) 0.014*
アメ・キャンディー: % (n) 25.5 (14) 12.0 (3) 0.944
クッキー: % (n) 18.2 (10) 24.0 (6) 0.306
間食回数 (回/日): % (n) ≥2 52.7 (29) 36.0 (9) 0.381

1 47.3 (26) 64.0 (16) 0.381
ジュースa常飲率: % (n) 58.2 (32) 32.0 (8) 0.118
aジュース：果実ジュース, 野菜ジュース, 炭酸飲料, 乳酸菌飲料
*有意差あり (重回帰分析, p  < 0.05)

子供
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Caries (n = 55) CF (n = 25) p 値 Caries (n = 55) CF (n = 25) p 値
25.5 (14) 0 47.3 (26) 24.0 (6) 0.06
67.3 (37) 24.0 (6) 0.0002* 76.4 (42) 76.0 (19) 0.9

2.8 ± 18.5×104 0 5.7 ± 32.1×104 1.3 ± 3.2×103 0.2

3.7 ± 9.5×106 1.8 ± 7.8×105 0.008* 4.0 ± 10.2×106 9.5 ± 21.7×105 0.03*
う蝕状況 dt/DT 7.1 ± 4.1 0 1.4 ± 2.1 0.2 ± 0.5 0.0001*

mt/MT 0.0 ± 0.1 0 0.7 ± 2.0 0.0 ± 0.2 0.02*
ft/FT 2.4 ± 3.4 0 11.6 ± 5.0 9.3 ± 5.8 0.09
dmft/DMFT 9.5 ± 4.7 0 13.7 ± 5.6 9.5 ± 6.0 0.005*
ds/DS 11.1 ± 8.2 0 3.4 ± 7.5 0.2 ± 0.5 0.002*
ms/MS 0.1 ± 0.7 0 3.5 ± 9.7 0.2 ± 1.0 0.02*
fs/FS 6.7 ± 9.9 0 27.1 ± 16.6 21.3 ± 18.5 0.2
dmfs/DMFS 17.8 ± 12.3 0 33.0 ± 21.1 22.7 ± 18.7 0.03*

*有意差あり (Welch's t -test, p  < 0.05)

S. mutans (CFU/ml)

表 5　C. albicans ・S. mutans の検出率，生菌数とう蝕状況の比較

C. al bicans 検出率 % (n)
S. mutan s  検出率 % (n)
C. albicans (CFU/ml)

子供 母親
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オッズ比 95%信頼区間  p 値
チョコレート 8.96 1.08–74.13 0.042*
グミ 3.35 0.95–11.70 0.058
*有意差あり (p < 0.05)

表 6　砂糖を含む食品のC. albicans 保菌への影響
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CA＋(n = 14) CA－(n = 41) p 値
7.2 ± 15.6×106 2.6 ± 6.2×106 0.294a

う蝕状況 dt 8.6 ± 2.7 6.6 ± 4.4 0.047a*
mt 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.2 0.323a

ft 2.3 ± 2.8 2.4 ± 3.7 0.912a

dmft 10.9 ± 3.4 9.5 ± 5.0 0.114a

ds 14.4 ± 8.2 10.0 ± 8.0 0.096a

ms 0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.8 0.323a

fs 6.8 ± 7.7 6.6 ± 10.6 0.947a

dmfs 21.1 ± 9.0 16.7 ± 13.2 0.167a

S-ECC:% (n) 92.9 (13) 61.0 (25)
年齢: 平均 ± SD 4.8±1.3 4.5±1.1 0.272b

性別 ％ (n) 男 64.3 (9) 61.0 (25) 0.282b

女 35.7 (5) 39.0 (16) 0.282b

幼稚園 57.1 (8) 53.7 (22) 0.926b

保育園 42.9 (6) 31.7 (13) 0.654b

小学校 0 (0) 9.8 (4) 0.536b

自宅 0 (0) 0 (0)
歯磨き回数 (回/日): ％ (n) ≥2　　　　 78.6 (11) 78.0 (32) 0.461b

1 21.4 (3) 22.0 (9) 0.461b

3か月以内の抗菌薬服用: ％ (n) 0 (0) 0 (0)
低出生体重児: ％ (n) 7.1 (1) 7.3 (3) 0.358b

*有意差あり (p  < 0.05)
a Welch's t -test, b重回帰分析

表 7　Candida 陽性児と陰性児の比較

S. mutans  (CFU/ml)

養育環境: ％ (n)

Caries群小児
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遺伝子型 クラスター dmft dmfs 遺伝子型 クラスターDMFTDMFS
1 D Ⅱ 1 D Ⅳ
2 D Ⅱ 2 D Ⅱ
3 D Ⅱ 3 D Ⅱ
4 D Ⅳ 4 D Ⅱ
1 D Ⅱ 1 A Ⅴ
2 D Ⅱ 2 A Ⅲ
3 D Ⅱ 3 A Ⅴ
4 D Ⅱ 4 D Ⅱ
1 B Ⅴ 1 B Ⅴ
2 B Ⅴ 2 B Ⅴ
3 B Ⅴ 3 C Ⅴ
4 C Ⅴ 4 C Ⅴ
1 A Ⅴ 1 D Ⅳ
2 A Ⅴ 2 D Ⅳ
3 A Ⅴ 3 D Ⅳ
4 A Ⅴ 4 D Ⅳ
1 A Ⅴ 1 D Ⅳ
2 A Ⅴ 2 D Ⅳ
3 A Ⅴ 3 D Ⅳ
4 A Ⅴ 4 D Ⅳ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ
4 A Ⅴ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ 3 A Ⅴ
4 A Ⅴ 4 A Ⅴ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ 3 A Ⅴ
4 A Ⅴ 4 C Ⅴ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ 3 A Ⅴ
4 A Ⅴ 4 A Ⅴ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ 3 A Ⅴ
4 A Ⅴ 4 A Ⅴ
1 A Ⅴ 1 A Ⅴ
2 A Ⅴ 2 A Ⅴ
3 A Ⅴ 3 A Ⅴ
4 A Ⅴ 4 A Ⅴ
1 A Ⅰ 1 A Ⅰ
2 A Ⅰ 2 A Ⅰ
3 A Ⅰ 3 A Ⅰ
4 A Ⅰ 4 A Ⅰ
1 B Ⅰ 1 A Ⅰ
2 B Ⅰ 2 A Ⅰ
3 B Ⅰ 3 A Ⅰ
4 B Ⅰ 4 A Ⅰ
1 D Ⅰ 1 D Ⅰ
2 D Ⅰ 2 D Ⅰ
3 D Ⅰ 3 D Ⅰ
4 D Ⅰ 4 D Ⅰ
1 A Ⅰ 1 A Ⅰ
2 A Ⅰ 2 A Ⅰ
3 A Ⅰ 3 A Ⅰ
4 A Ⅰ 4 A Ⅰ

遺伝子型母子一致率: 69.5% (82/118)
クラスター分類母子一致率: 79.7% (94/118)

15 8 11 M15 13 18

13

13 11 18 M13 17 31

14 4 6 M14 10

43

11 9 25 M11 8 15

12 8 9 M12 13

60

9 12 14 M9 17 28

10 13 30 M10 23

31

7 18 34 M7 19 57

8 11 27 M8 14

10

5 14 36 M5 10 22

6 9 24 M6 10

108

3 6 18 M3 21 82

4 7 8 M4 28

2 20 65 M2 18 47

表 8 　Caries群母子の歯垢から分離された118株のC. albicans のクラスター分類と遺伝子型分布，う蝕状況

子供 No. 母親 No. 

1 7 8 M1 18 46
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A B C D E
子供 Caries (%) 70.6 (12) 11.8 (2) 5.9 (1) 17.6 (3) 0 (0)
母親 Caries (%) 44.4 (16) 13.9 (5) 22.2 (8) 30.6 (11) 0 (0)

CF (%) 42.9 (3) 28.6 (2) 14.3 (1) 14.3 (1) 0 (0)

表 9　C. albicans 26SrRNA遺伝子型での分類
遺伝子型分類
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図 1 Multiplex PCR による C. albicans 同定の一例 
PCR 産物のサイズは約 624bp で，バンド 1～8 は C. albicans である。分子サイズマーカー
は M と表示したレーンに示し，対応するサイズを右側に示した。 
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図 2 C. albicans 遺伝子型分類のための PCR 一例 
バンド 1～8 は C. albicans 遺伝子型 A である。分子サイズマーカーは M と表示したレーン
に示し，対応するサイズは右側に示した。 
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図 3 C. albicans 分離株の系統樹 
Caries 群母子の歯垢から分離された 118 株の C. albicans の系統樹。C. albicans SC5314 株
はクラスターV に，C. dubliniensis IFM54605 株はクラスターIV に分類されている。 

 

Ⅰ 

 

Ⅲ 

Ⅱ 

Ⅳ 

Ⅴ 
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研究 2  
 
緒言 

エナメル質形成不全症(amelogenesis imperfecta, AI)は遺伝性の疾患であり，歯の表面を
覆う高度に石灰化 ・結晶化したエナメル質に全顎にわたる白濁や着色，実質欠損や形態異常
を伴う疾患である 38, 39)。近年，エナメル質形成不全はう蝕を発症するリスクが健全歯より
も 15 倍高く，S-ECC 発症のリスク因子として報告されている 40, 41)。AI の症状はエナメル
質の様々な性状から，①形成不全型(薄いエナメル質)，②低成熟型(正常な厚み，易破折性)，
③低石灰化型(急速な咬耗)，④タウロドンティズムを伴う低成熟 ・形成不全型の４つの型に
分類されている 42)。AI の発症率は報告により様々であるが，おおよそ１万人に１人程度と
報告 43, 44)されており，小児歯科臨床においては遭遇することが多い疾患である 45, 46)。 

AI はエナメル質の発生過程で異常が発生すると生じると考えられている。外胚葉由来の
細胞から分化したエナメル芽細胞が，エナメル基質を分泌しエナメル質を形成する。エナメ
ル芽細胞で特異的に発現する分子には，エナメル基質のアメロジェニン 47)，エナメリン 48)，
アメロブラスチン 49)，アメロチン 50)に加え，蛋白分解酵素であるエナメリシン(matrix 
metalloproteinase-20; MMP-20)51)や転写因子であるエピプロフィン 52)などがある。これら
は AI の原因遺伝子となっていることが多く 53)，これら分子の解析が AI 発症メカニズムの
解明や，将来的な治療法開発への応用に寄与すると考えられる。 
遺伝子機能や高次の生命現象を解明する手法の 1 つに，モデル生物の突然変異体の解析が

ある。1990 年後半から点突然変異を高頻度に誘発するアルキル化剤のエチルニトロソウレ
ア(ENU)をマウスに用いた突然変異体の作製(ミュータジェネシス)プロジェクトが国際的
に行われた 54)。本邦でも大規模 ENU ミュータジェネシスプロジェクトが行われ，ヒト遺伝
性疾患のモデルとなる変異マウスが数多く作製された 55)。このプロジェクトにおいて，歯
科領域では遺伝性を有する AI モデルマウスが複数作製され，そのうち３系統の原因遺伝子
が連鎖解析により，マウス第５番染色体に存在することが判明し，その表現型はヒト AI の
形成不全型と低成熟型に相当する２種類に大別された。塩基配列解析から，これらの変異マ
ウスはエナメリン遺伝子に DNA の塩基置換があることが確認されている 56)。 

研究 2 では，形態変化の観察と S-ECC 動物モデル確立のため，AI を呈する変異マウスの
うち形成不全型を示すマウス系統 EnamRgsc514(M100514)を用い，これまでに報告のあった
AI の表現型に加えて 56, 57)，変異のホモ接合体およびヘテロ接合体において，エナメル芽細
胞が基質分泌を開始する時期の歯胚状態および萌出後の臼歯エナメル質の性状について検
討した。 
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材料および方法 
１．実験動物 

理化学研究所バイオリソース研究センターから９週齢のエナメル質形成不全マウス
EnamRgsc514/+(変異ヘテロ接合体)を購入し，交配によって EnamRgsc514/Rgsc514(変異ホモ接合体)，
EnamRgsc514/+および Enam+/+(野生型)それぞれ６頭，合計 18 頭を得た。新生児マウスを用い
た組織学的検討では，生後３日および６日齢のマウスを用い，実体顕微鏡，マイクロ CT お
よび走査電子顕微鏡(SEM)での観察には 10 週齢のマウスを用いた。固形飼料と滅菌蒸留水
(DW)を自由摂取とした。なお本研究は日本大学松戸歯学部動物倫理委員会の承認を得，日
本大学松戸歯学部実験動物指針に基づいて行った(AP15MD014-1)。 
 
２．遺伝子型の判定 

実体顕微鏡，マイクロ CT および SEM での観察では，４～５週齢でマウス尾組織を採取
し遺伝子型の判定を行った。DNeasy Tissue Kit (QIAGEN 社)を用いて DNA を抽出後，エ
ナメリン遺伝子内に設定したプライマー(表  10)および QIAGEN Multiplex PCR Kit 
(QIAGEN 社)を用いて PCR で増幅し，電気泳動後の基準（表 11）に従って遺伝子型の判
定を行った （図 ４）。PCR 増幅条件は 1 サイクル 94℃，64℃，72℃をそれぞれ 20 秒，90
秒，60 秒で 30 サイクル行った。 
 
３．組織学的検討 

３日齢および６日齢の Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 から頭部を摘出し
た。得られた組織は４％パラホルムアルデヒドに４℃で 24 時間浸漬後，10%EDTA で３日
間脱灰した。エタノール脱水後，パラフィン包埋し，４μm の切片を作製した。ヘマトキシ
リン・エオジン染色を施し，上顎左側第一臼歯の歯胚を観察した。 
 
４．実体顕微鏡による観察 

10 週齢の Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 から頭部を摘出し，軟組織を除
去後に上下顎臼歯部を実体顕微鏡下で観察した。 
 
５．マイクロ CT による観察 

実体顕微鏡の観察で用いた顎骨をマイクロ CT(R_mCT2®；Rigaku)にて撮影した。撮影
条件は管電圧 90kV，管電流 160mA，FOV10mm，測定時間３分で行った。得られた画像は
3D 骨形態測定ソフトウェア(TRI/3D-BON ；ラトックシステムエンジニアリング)にて観察
した。 
 
６．SEM による観察 

実体顕微鏡の観察で用いた顎骨から下顎左側第一臼歯を摘出した。得られた臼歯をレジ
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ンに包埋し，歯冠の咬頭頂側 1/3 の横断面を耐水ペーパー(#2000)およびダイヤモンドペー
ストを用いて鏡面研磨した。研磨表面に 40%リン酸ゲル(K エッチャント GEL ；クラレノリ
タケデンタル)を 10 秒間作用させ脱灰後，水洗乾燥した。通法に従い，白金蒸着後に SEM(S-
3400N；日立ハイテクノロジーズ)を用いて加速電圧 15kV で観察した。 
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結果 
１．組織学的検討 

３日齢および６日齢の Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 の上顎第一臼歯歯
胚の組織像を図５に示す。３日齢の Enam+/+および EnamRgsc514/+では規則的に配列したエナ
メル芽細胞に接してエオジンに濃染するエナメル基質と象牙質の形成が認められた(図５ 
ABEF)。EnamRgsc514/Rgsc514 においても密なエナメル芽細胞層とエナメル基質を認めるが，わ
ずかに細胞配列の乱れを認めた(図５ I)。また，Enam+/+および EnamRgsc514/+と比較しエナ
メル芽細胞がエナメル基質から剥離する像が見られた(図５ J)。 

６日齢では Enam+/+および EnamRgsc514/+ともにエナメル芽細胞の規則性に変化はなく，エ
ナメル質および象牙質の形成が認められた(図５ CDGH)。EnamRgsc514/+では Enam+/+と比
較しわずかにエナメル質の形成量が少なく(図５ CG)，エナメル芽細胞がエナメル質表面か
ら剥離する像が見られた(図５ H)。EnamRgsc514/Rgsc514 では形成された象牙質に接した嚢胞様
の構造体とその内部に泡沫状の空隙を認めた(図５ KL)。嚢胞様構造体は歯冠近心部に広範
囲に認められた(図５ K)。エナメル芽細胞は嚢胞様構造体の外部に存在するが，細胞極性お
よび円柱状構造を失い規則的な配列は認められなかった(図５ L)。 

なお３日齢および６日齢ともに象牙芽細胞および象牙質に異常は見られなかった。 
 
２．実体顕微鏡による観察 

10 週齢の上下顎左側第一臼歯の頬側面観を図６に示す。Enam+/+の歯冠部は上下顎とも
滑沢なエナメル質で覆われていた(図６ AB)。EnamRgsc514/+では，下顎第一臼歯の表面が
Enam+/+と比較し僅かに粗造であった(図６ D)。EnamRgsc514/Rgsc514 では，上顎第一臼歯に僅
かに光沢面を認めるものの全体に粗造であり，また咬頭は細い形態を示した(図６ E)。下顎
第一臼歯の表面に光沢はなく粗造であり，Enam+/+および EnamRgsc514/+と比較して近遠心的
に小さく，また咬頭頂は咬耗により平坦な形状を示した(図 6 F)。 
 
３．マイクロ CT による観察 

Enam+/+および EnamRgsc514/+では上下顎とも歯冠表層にエナメル質による不透過領域を認
めた(図７ ABCD)。EnamRgsc514/+ではエナメル質の厚さに明瞭な違いは認めなかったが，部
分的にエナメル質の欠損を認めた(図７ CD)。EnamRgsc514/Rgsc514 では，上下顎ともエナメル
質は認められなかった(図７ EF)。いずれも象牙質，歯髄腔，歯根および歯根周囲の歯槽骨
に特記すべき異常は認められなかった。 

 
４．SEM による観察 
10 週齢の下顎左側第一臼歯歯冠中央部付近の水平断面の SEM 像を図８に示す。Enam+/+

では象牙質周囲に厚さが均一なエナメル質を認める(図８ A)。強拡大像において，エナメル
－象牙境付近から外側に向かい，密に配列した小柱構造がエナメル質表面まで規則正しく



28 
 

認められた(図８ B)。EnamRgsc514/+のエナメル質は Enam+/+と同様の厚みを示すが，一部厚
さが薄く(図８ C)，同部のエナメル小柱はエナメル－象牙境付近では規則的かつ密に配列
しているが，表層部では小柱配列の乱れと消失を認め，エナメル質表層は粗造であった(図
８ D)。EnamRgsc514/Rgsc514 では，小柱構造をもつエナメル質は存在せず，象牙質表層に結晶
構造のない一層の被膜様構造を認めるのみであった(図８ EF)。象牙質には Enam+/+，
EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 すべてにおいて均質な象牙細管を認めた。 
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考察 
エナメル質はアパタイト結晶から成る生体内で高度に石灰化した組織であり，萌出後の

エナメル質に存在するタンパク量は 0.1~0.3%とごく微量とされている。一方で形成期の幼
若なエナメル質には約 25~30%のタンパク質が存在し，これらはエナメル質の成熟が進行
するにつれ，次第に減少していく。これらのエナメルタンパクの約 85%がアメロジェニン，
約 10%がアメロブラスチンであり，エナメリンは約５％と少ない含有量である 58)。しかし
ながら，ヒト AI と関連する遺伝子変異ではアメロジェニンに次いでエナメリンの報告が多
い 53)。今回ヒト AI のモデル動物となるエナメリン遺伝子変異を有するマウス系統
EnamRgsc514 を用いたが，この変異マウスはエナメリン遺伝子(GenBank: AF303737.1)に
A6495G の点突然変異を有し，Glu57 から Gly57 のアミノ酸置換を生じる 56)。この置換は 1,274
アミノ酸からなるエナメリンの N 末端側に存在している。この変異がヘテロ接合体および
ホモ接合体でエナメル質にどのような表現型を示すか，歯胚形成期および萌出後のエナメ
ル質の状態を調査した。 

歯胚の分化は開始期，蕾状期，帽状期，鐘状期，歯根形成期と進行し，歯冠および歯根が
形成される。帽状期の歯胚はエナメル器，歯乳頭，歯小嚢から成り，次の蕾状期にかけて，
エナメル器の歯乳頭と接する細胞が内エナメル上皮へと分化し，内エナメル上皮がエナメ
ル芽細胞へと分化する。分化の過程で，エナメル芽細胞は次第に高さを増した円柱状となり，
核が基底膜と反対方向に移動し極性を持つようになる。象牙芽細胞が先行して分化し，象牙
質(象牙前質)の形成が開始されたのちエナメル質の形成が始まる 59)。 

マウスの第一臼歯では系統により若干前後するものの，胎生 13 日頃に歯堤が形成され，
胎生 15 日頃に帽状期，胎生 17 日頃に鐘状期初期，生後１，２日頃に象牙質の形成が始ま
り，生後３日で鐘状期後期に移行しエナメル質の形成が始まる 60)。今回，組織学的検討で
確認した３日齢は，エナメル質および象牙質の形成開始直後であり，６日齢はエナメル質の
形成が進行している時期である。EnamRgsc514 のエナメル芽細胞の状態とエナメル質の形成
状況を確認したところ，Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 ともにエナメル芽
細胞の分化が進み，円柱状の細胞層と基底膜と反対側に核の極性配列が認められ，エナメル
基質の分泌が行われていた(図５ BFJ)。このことは，エナメリンの変異によりエナメル芽細
胞の初期の分化に影響はなく，石灰化前のエナメル基質の分泌が行われていることを示し
ている。Yan ら 55)は６日齢の EnamRgsc514ホモおよびヘテロ接合体の下顎第一臼歯において，
イムノブロット法でアメロゲニンとアメロブラスチンが，正常と若干異なるパターンを示
すものの存在していることを報告している。本報告の３日齢の組織像と合わせ，エナメル質
形成のごく初期には，変異したエナメリンとアメロジェニンおよびアメロブラスチンの分
泌が行われていると考えられる。 

６日齢では Enam+/+および EnamRgsc514/+のエナメル芽細胞の形態は維持されエナメル質
の結晶化の進行が認められるが，EnamRgsc514/Rgsc514では正常なエナメル質は見られず，また，
エナメル芽細胞の円柱状形態および極性が失われていた(図５ L)。生後３から６日の間に
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エナメル芽細胞の崩壊が生じている。エナメリンはアメロゲニンやアメロブラスチンと同
様に分泌後，MMP-20 や Kallikrein4 によって C 末端から連続的に切断され低分子化し，エ
ナメル質結晶の成熟と共に分解・脱却される 61, 62)。これら低分子のエナメリン断片のうち
変異を生じた断片がエナメル質の結晶化を阻害したため，正常なエナメル質結晶が生成さ
れないこと，エナメル芽細胞内での分解 ・脱却が進行せずに変異エナメリン断片が蓄積する
ことで，細胞形態に異常を引き起こしたと考えられる。萌出後の実体顕微鏡，マイクロ CT
および SEM による下顎第一臼歯の観察から変異ホモ個体ではエナメル質が認められなかっ
たため，形成中に結晶化できなかったエナメル質は歯の萌出後に象牙質表面から脱落した
と考えられる。 

EnamRgsc514/Rgsc514 でエナメル質の欠如が認められた一方で，EnamRgsc514/+ではマイクロ CT
画像からエナメル質の厚さには変化がないが(図７ CD)，実体顕微鏡による観察からエナメ
ル質表面の粗造を認めた(図６ D)。SEM 画像から，エナメル－象牙境付近のエナメル小柱
の構造は比較的明瞭であるが，表層に向かうに従い小柱配列の乱れと消失を認めている(図
８ D)。この様なエナメル質表層の小柱構造の異常は，エナメリン遺伝子の N 末端側に変
異を有するマウス(Enamp.S55I)およびヒト(ENAMp.I31R)において同様の症状を示す報告があ
る 63)。この変異を持つマウスおよびヒトの解析から，エナメル質表層の異常には小胞体ス
トレスおよび小胞体ストレス応答が関与していると考えられている 63)。すなわちヘテロ変
異ではエナメル質形成の初期段階で正常アレルから翻訳されるタンパク質の機能が優位に
働くが，エナメル質形成後期に変異タンパクの蓄積により小胞体ストレスが生じ，このスト
レスが小胞体ストレス応答の回避能力を越えたため，エナメル芽細胞のアポトーシスを惹
起し，主に表層のエナメル質の形成不全が生じると考えられている 63)。EnamRgsc514/+におい
てもエナメリンの N 末端側に変異を有するため，同様の機構でエナメル質表面の異常が生
じたことが予測される。 

これらの結果から，エナメリンはエナメル質形成初期段階から末期にかけて，エナメル質
の結晶化に関与するため，変異ホモ個体ではエナメル芽細胞分化後の初期段階からエナメ
ル質形成に障害を生じ，ヘテロ個体では正常な遺伝子からの作用でエナメル質形成が進行
するが，変異を有するエナメリン断片の蓄積により，表層に異常が現れたと考えられる。ヒ
ト AI では両親ともに変異を有し変異がホモとなることは非常に稀であり，ほとんどの変異
がヘテロ由来の異常である。ヘテロの変異では正常なエナメリンアレルによるエナメル質
形成が進む過程で，エナメリン遺伝子の変異が影響し，変異部位が異なることによって形成
不全型，低成熟型または低石灰化型など異なる表現型を取る可能性がある。ENU ミュータ
ジェネシスにより作製された変異マウスには，他に２系統のエナメリン遺伝子変異マウス
が存在する 56)。今後，EnamRgsc514 マウスのみならず異なる複数の変異体の解析によりエナ
メリンの機能解析が進むと考えられる。 
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結論 
本研究より，日本人小児の口腔内における C. albicans の存在が S-ECC 発症のリスク因子

となることが示唆された。また，C. albicans と S. mutans が共存する場合，砂糖の豊富な食
生活が S-ECC 発症の一因となる可能性が示された。日本人小児の歯垢中の C. albicans は母
親に由来する可能性が高く，う蝕の病因に基づく母子口腔保健指導に新たな知見を提供し
た。さらに，本研究で確立し，形態変化を観察した AI マウスは，S-ECC 発症の機序を見出
す研究モデルとなることが示唆された。今後，S. mutans および C. albicans の AI 動物モデ
ルへの感染実験を行い，S-ECC と AI との関連性をさらに検証していく。 
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表 10 エナメリン遺伝子増幅用 PCR プライマー 
Primer No.   配 列 
1:  正常配列 5ʼ- CTCCGGTACAGAATATAATACATACCT -3ʼ 
2:  変異配列 5ʼ- CTCCGGTACAGAATATAATACATACCC -3ʼ 
3:  共通配列 5ʼ- CTCTTTAGAGTTCTGAACTCTGACAG -3ʼ 
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表 11 遺伝子型の判定 
EnamRgsc514/Rgsc514 EnamRgsc514/+ Enam+/+ 

A: Primer 1+3   －    ＋   ＋ 
B: Primer 2+3   ＋    ＋   － 

 
＋：増幅あり －：増幅なし 
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図 ４ 遺伝子型判定の一例 
Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 の遺伝子型判定の結果の一例を示す。369 
base pair のバンドの増幅が見られる。 
A: Primer 1+3，B: Primer 2+3，S: size marker (φX174-Hinc II digest) 
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図 ５ ３日齢および６日齢における上顎第一臼歯歯胚の組織像 
 ３日齢および６日齢の Enam+/+，EnamRgsc514/+および EnamRgsc514/Rgsc514 の上顎第一臼歯歯
胚部の弱拡大および強拡大像を示す。６頭観察したうちの典型像を示す。Enam+/+では３日
齢で規則的に配列したエナメル芽細胞(AM)，エナメル基質(EM)および象牙前質(PD)を認
め，６日齢でエナメル質(EN)と象牙質(DN)の形成を認める(A~D)。EnamRgsc514/+は Enam+/+

と比較し明瞭な違いはないが，６日齢でエナメル芽細胞がエナメル質表面から剥離する像
が見られた(H＊印)。EnamRgsc514/Rgsc514 では，３日齢においてエナメル基質を認めるが，エ
ナメル芽細胞の一部がエナメル基質から剥離する像を認める(J＊印)。６日齢で嚢胞様の構
造体とその内部に泡沫状の空隙を認めた。エナメル芽細胞は嚢胞様構造体の外部に存在す
るが，細胞極性および円柱状構造を失い規則的な配列は認められない。 
スケールバー：100μm 
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図 ６ 実体顕微鏡による上下顎左側第一臼歯の頬側面観 
６頭観察した典型像を 1 頭示す。 
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図 ７ マイクロ CT による上下顎左側第一臼歯の矢状断画像 
６頭観察した典型像を 1 頭示す。EnamRgsc514/+では部分的にエナメル質の欠損を認める(矢
頭)。EnamRgsc514/Rgsc514 では，上下ともエナメル質は認められない。 
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図 ８ 下顎左側第一臼歯の SEM 像 
Enam+/+ (AB) ，EnamRgsc514/+ (CD)および EnamRgsc514/Rgsc514 (EF)の下顎第一臼歯の弱拡大
および強拡大像を示す。６頭観察した典型像を 1 頭示す。Enam+/+では象牙質(DN)周囲に
厚さが均一なエナメル質(EN)を認めるが，EnamRgsc514/+では一部厚さが薄く，エナメル質
表層部では小柱配列の乱れと消失を認める。EnamRgsc514/Rgsc514 では，小柱構造をもつエナ
メル質は認められない。 
スケールバー(ACE：200μm, BDF：20μm) 
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