
１．はじめに
フッ素やカドミウムによる有害イオン暴露は，斑状

歯やイタイイタイ病を引き起こすことで知られてい

る．以前からフッ素暴露による斑状歯の結晶には中央

部に穴を有する所見が報告されていたが（Kerebel

and Daculsi，１９７６；Yanagisawa et al .，１９８９），初 期

齲蝕の結晶に類似していたことから，齲蝕によるもの

であると解釈されていた．フッ素は歯学分野では，あ

たかも虫歯予防の魔法薬のように扱われているが，実

際には全く逆で，有害以外のなにものでもないことが

明らかとなってきた．また，カドミウム暴露は骨軟化

症を引き起こし，過度な摂取により骨粗鬆症に至る骨

の病気で，イタイイタイ病として広く知られている．

カドミウム暴露は，腎臓機能の低下によるカルシウム

イオンの排出にともない，血中濃度の恒常性を維持す

るために破骨細胞による骨結晶の過剰な吸収の結果に

よるとされている（Kido et al .，１９８９，１９９０）．しか

しながら，骨軟化症や更年期の女性に多く発症するこ

とに対する説明が十分になされていない．一方，更年

期女性に多く発症する骨粗鬆症では，エストロゲン欠

乏が骨芽細胞の活性を低下させ，破骨細胞の増殖に働

き，吸収と形成のバランスが崩れて起こると報告され

ている（Harris et al .，１９９６）．そのために，破骨細胞

による骨吸収の抑制に関する研究が主体となってお

り，骨形成への影響に関しては単に骨芽細胞の活性低

下が述べられているだけで，詳しい研究がなされてい

ないのが現状である．そこで，エストロゲン欠乏が骨

形成に与える影響について明らかにする必要がある．

今回，いままで提唱してきたアパタイト結晶の形成

機構をもとにして，有害イオン暴露およびエストロゲ
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要旨
今回，我々が提唱してきた結晶形成機構をもとに，有害イオン曝露およびエストロゲン欠乏によるエ

ナメル質の結晶構造欠陥の形成過程について報告する．また，軟組織に形成される異所性石灰化機構を

理解するために，歯石や石灰化を伴った動脈硬化試料から得られた観察結果をもとに，結晶の微細構造

の比較観察することの重要性について述べる．
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In this study, the mechanism by which crystal defects were formed by either exposure to

unwanted chemical substances or estrogen deficiency was discussed based on the recent calcification
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mineralization into consideration, it should be emphasized that studying the crystal structures could

provide a better understanding of the mechanism of bony tissue formation in the soft tissues.
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ン欠乏によるエナメル質結晶の構造欠陥のメカニズ

ム，さらに，骨組織における骨軟化症や骨粗鬆症など

骨疾患の発症過程について結晶形成過程の観点から考

察する．

一方，軟組織における異所性石灰化である動脈硬化

症や筋組織の難病である進行性骨化性線維異形成症で

は，細胞の形質転換説が広く提唱され，確立されつつ

あ る（Urist，１９６５；Shioi et al .，２０００；Collett and

Canfied，２００５；Hruska et al .，２００５；Derfoul et al .，

２００６；Kirton et al .，２００６；Danilevicious et al .，

２００７；El-Abbadi and Giachelli，２００７；Guerraty and

Mohler Iii，２００７；Kaplan et al .，２００７）．この分野で

は，組織あるいは細胞の培養系におけるアルカリホス

ファターゼ活性，基質小胞や骨形成マーカーなどを指

標とした生化学的手法を主体とした研究が行なわれて

いるが，結晶構造を示し石灰化を確認した論文はいま

だに見当たらないのが現状である．今回，動脈硬化症

の結晶を観察する機会を得たので，正常な硬組織で形

成される結晶の微細構造と比較した結果をもとに，軟

組織の病的石灰化で提唱されている“細胞の形質転換

説”の矛盾について検討する．

２．結晶の形成機構
生体アパタイト結晶は有機質に囲まれた無機質層で

形成される（有機質の被膜構造）（Nakahara and

Kakei，１９８４，１９８９；Kakei et al .，２０００）．さ ら に，

アパタイト結晶の形成機構には，二つの経路があるこ

とが最近明らかとなってきた．二つの経路とは，アパ

タイトの前駆体であるオクタカルシウムホスフェイト

（OCP）を介する経路と，中心線を介する経路であ

る．化石試料の観察からは，カンブリア紀から三畳紀

に現れたコノドント歯状化石のエナメル，象牙質様の

両組織には中心線を有する結晶が認められず，シルル

紀後期になると軟骨魚類からは，歯の象牙質，デボン

紀には，硬骨魚類の骨，さらに，両生類以降ではエナ

メル質に中心線を有する結晶が出現する．脊椎動物の

進化と共にこうした結晶の微細構造に違いがみられ，

同時に硬組織における結晶の進化を反映したものと考

え ら れ る（Kakei et al .，２００３，２００７；筧＆三 島，

２０１０）．今まで，OCP は病的石灰化を含む全ての硬組

織におけるアパタイト結晶形成の前駆体と考えられて

き た（Brown et al .，１９６２；Brown，１９６６；Brown et

al .，１９８７；Nelson et al .，１９８６，１９８９）．さらに，OCP

は長らく中心線と同一視されてきた．最近，この両者

には，物理的な性質の違いなどから本質的に異なるこ

とが明らかとなってきた（Kakei et al .，２００５，２００９c；

筧＆三島，２０１０）．また，正常な各種硬組織では厳密

な細胞支配により，どちらか一方の経路で形成される

結晶により構成されている．例えば，シャミセン貝，

コノドントの捕食器，魚のエナメル質（エナメロイ

ド）などは OCP 経路の機構により結晶が形成される

（Barry and Kemp，２００７；Mishima et al .，２００８）．

この経路では，フッ素イオンが存在すると，結晶化が

促進され，結果としてフロールアパタイトを形成する

ことが報告されている（Newesely，１９６０）．一方，多

くの脊椎動物の硬組織では中心線を有した結晶から

成っている（Marshall and Lawless，１９８１；Nakahara，

１９８２；Nakahara and Kakei，１９８３；１９８４，１９８９）．こ

の中心線経路では OCP 経路と異なりフッ素イオンの

介入することなしに結晶形成が行われると考えられ

る．エナメル質で結晶形成過程を観察すると，核形成

から成熟まで有機質の被膜構造内で起こることが認め

られる（図１）．また，模式図に示すように，初期の

無機質の層（M）における成分組成に特徴があり，結

晶化を抑制するマグネシウム（Mg）イオンの存在が

挙げられる（図２）．しかしながら，この Mg イオン

の存在により無秩序な核形成が抑制されていると推測

される．Mg の抑制効果は炭酸脱素酵素によって供給

される炭酸イオンによりある種の CO３－Mg 塩を無機

層内で析出することで打ち消され，同時に活性化され

た Ca，PO４イオンにより，最初のアパタイト格子形

成が誘導されると推測される．その結果，結晶の核と

なる中心線は最初のアパタイト格子と CO３－Mg 塩に

より構成されていると考えられる．この CO３－Mg 塩

の物理的特性に関しては，中心線がかなりの熱処理に

も耐えることから（Kakei et al .，２００５），単に炭酸マ

グ ネ シ ウ ム 塩 で は な く，ハ ン タ イ ト，Mg３Ca

（CO３）４，と呼ばれるものが候補としてあげられる

（Casciani et al .，１９７９）．核形成後は，被膜を構成す

る有機質により必要な Ca，PO４イオンが供給され結

晶の成長が起こり，有機質の被膜内で成熟が完了する

ものと考えられる．

３．有害イオン暴露による結晶構造欠陥
有害イオン暴露によって生じる結晶の構造欠陥を観

察するには，ラットなどげっ歯類のエナメル質の結晶

は最適である．エナメル質の発生起源は象牙質や骨と

異なるが，基本的石灰化機構は同じであることから

（Nakahara and Kakei，１９８３，１９８４，１９８９），骨疾病

のメカニズム解明に応用することが十分に可能であ

る．エナメル質の結晶は，骨などの結晶に比べて長

く，大きいため，構造欠陥を観察することが比較的容

易であることに加え，骨組織と異なり破骨細胞による

吸収がなく，膠原線維など石灰化に関与しない有機質

成分の混入を考慮する必要がないなどの利点がある．

以前より，フッ素暴露により生じたエナメル質に
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図１．ラット切歯エナメル質におけるアパタイト結晶形成過程．
a，エナメル芽細胞のトームス突起（Tp）下に形成されたリボン状構造物の横断面（C）および縦断面（L）
b，リボン状構造物の横断面の微細構造．
c，リボン状構造物の縦断面の微細構造．
d，図 bの無染色像．
e，有機質被膜内に形成された最初の格子（矢頭）．
f と g，未成熟結晶縦断像（f）と横断像（g）に見られる中心線（矢印）．
a-c と e：ウランー鉛の二重染色．d，f，g：無染色．Bar＝１．０μm（a），３００nm（b-d），１０nm（e-g）．

図２．アパタイト結晶の核形成と成熟過程の模式図．
１，有機質被膜（organic envelope）に囲まれたCa, PO４，Mgイオンを含む無機層（M）．
２，炭酸脱水酵素（CA）による炭酸イオン供給で形成されたCO３－Mg塩（黒点）と最初の結晶格子．
３と４，中心線（central dark line）と結晶成熟過程．
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は，初期の虫歯にみられるような中心部に孔を有する

結 晶 が 観 察 さ れ て い た（Kerebel and Daculsi，

１９７６；Yanagisawa et al .，１９８９）．そのため，歯質強

化の効果とは矛盾した，虫歯によるものと解釈されて

いた．しかしながら，周囲に溶解した形跡がみられ

ず，あきらかに虫歯の結晶と異なっている（図３）．

フッ素症の結晶では，中心線を欠いているのにかかわ

らず，なぜ周囲に結晶の格子が形成されているのかに

関して，ラットの実験により明らかとなり（Kakei et

al .，２００７），次のように説明される．図４は結晶の縦

断面であり，矢印は中心線を示す．中心線が形成され

ずに中央部を欠損した結晶にもかかわらず，周辺部で

は結晶形成が継続しているのが分かる．これは，中心

部では炭酸イオンの供給が不十分となり Mg がイオン

状態で残り結晶化を阻止するが，影響を受けない周辺

部ではすでに形成された下部の結晶格子を土台として

成長すると考えられる．すなわち，この部位の横断像

では，中央部を欠いた結晶構造を呈することになる

（図５）．一方，生化学的分析から，炭酸イオンの供

給の供給に関わる炭酸脱水酵素の合成の減少がみられ

図３．人エナメル質のアパタイト結晶．
a，正常．b，初期齲蝕．c，フッ素症．無染色．Bar＝２００nm.

図４．フッ素暴露で形成されたラット切歯エ
ナメル質のアパタイト結晶の縦断像．
矢印は中心線．無染色．Bar＝４００nm.

図５．フッ素暴露で形成されたラット切歯エナメル質
のアパタイト結晶の横断像．無染色．Bar＝２００
nm.
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ている（図６）．

カドミウムイオン暴露に関しては，実験的にラット

の切歯エナメル質の漂白化現象がみられ，フッ素暴露

と類似した現象が報告されて い た（Wilson and

Deeds，１９３９）．この報告でも予期されるように，

フッ素暴露で観察されたと同様に中央部を欠いた結晶

構造が観察されている（Kakei et al .，２００９b）．生化

学的分析では，フッ素の場合と異なり，炭酸脱水酵素

の合成に影響はみられないが（図６b），著しい活性

の減少がみられている（図７）．これは，酵素の補酵

素である亜鉛がカドミウムイオンによって置換される

ことにより著しい活性の低下を招いたと推測される

（Bonner et al .，１９８０；Bertini et al .，１９８６）．これら

有害イオン暴露によるエナメル結晶の構造欠陥に関す

る模式図を図８に示す．いずれの場合にも，エナメル

結晶の構造欠陥から，骨組織ではアモルファスな鉱物

の増加あるいは結晶形成不全が起こり，骨軟化症発症

と関係することが示唆される．なお，更年期の女性に

多くみられたイタイイタイ病の理由のひとつとして，後

述するエストロゲン欠乏との相乗効果が推測される．

図６．ラット未成熟エナメル基質の電気泳導パターン（a）とイ
ムノブロット法による炭酸脱水酵素の分析（b）．各試料
の電気泳導パターンに大差は認められないが（a），炭酸
脱水酵素抗体に対する反応の強弱からフッ素暴露群では
炭酸脱水酵素の合成阻害と判断される．コントロール群
（C），カドミウム暴露群（Cd‐１００ppm）とフッ素暴露群
（F‐２ppm）．

図７．差動式圧力センサー法によるラット未成熟エナメル基質
の炭酸脱水酵素活性の比較．コントロール群（C），カ
ドミウム暴露群（Cd‐１００ppm）とフッ素暴露群（F‐２
ppm）．

図８．フッ素（F）暴露（a, a’），カドミウム
（Cd）暴露（b, b’）のエナメル結晶像と
結晶構造欠陥過程の模式図．フッ素暴露
（＋F）では炭酸脱水酵素（CA）の合成
阻害，カドミウム暴露（＋Cd）では亜鉛
（Zn）とカドミウムイオンの置換による
活性阻害により結晶核（CDL）が形成さ
れない．－，＋はフッ素又はカドミウム
暴露の有無．Tp，エナメル芽細胞の突起
（トームス突起）．Tpの各下線は形成中
の未成熟結晶．矢印は拡大した一本の未
成熟結晶．CDL，中心線．破線は有機質
の被膜構造．
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４．エストロゲン欠乏による結晶構造欠陥
卵巣摘出によるエストロゲン欠乏ラットでは，エナ

メル質における結晶に，有害イオン曝露と同様に中央

部を欠いた結晶構造が観察された（図９a）．エストロ

ゲンの働きは多岐にわたっており，いまだに十分に解

明されていないが，予備実験では，炭酸脱水酵素活性

が減少を示すことから，急激な欠乏は硬組織における

酵素合成に影響を与えていることが推測される．こう

した構造欠陥は一時的に多く観察されるが，その後こ

うした結晶は減少し，やがて認められない．すなわ

ち，急激なエストロゲン欠乏による効果と考えられ

る．しかしながら，エナメル小柱を構成する結晶を観

察すると，中心線を有する結晶の減少が顕著になり，

電子密度の低い結晶の割合が増加しているのが認めら

れる（図９b）．電子密度の低い結晶には，弱い結晶

格子から全く呈さないアモルファスな状態が多く観察

される．これらの結果から，更年期ではエストロゲン

が徐々に減少するに伴い，骨組織における結晶形成に

影響がでることが推測される．

最近，骨粗鬆症に対する様々な治療薬が開発されて

いるが，破骨細胞の抑制に重点が置かれ，骨形成にお

ける影響についてほとんど考慮されていない．こうし

た骨形成における影響の有無について，結晶の微細構

造観察や炭酸脱水酵素活性の測定を通して検討する必

要があると考えられる．

５．異所性石灰化と結晶の微細構造
異所性石灰化は硬組織以外に動脈や筋組織などの軟

組織にも石灰化を生じることである（Halverson and

McCarty，１９９７）．特に，石灰化を伴う動脈硬化症は

典型的な例といえる．一般に，血管壁に生じる石灰化

は，動脈の炎症過程から開始するといわれている．こ

の石灰化機構について最近広く受け入れられている説

では，平滑筋細胞や筋線維芽細胞が骨をつくる骨芽細

胞に形質転換することにより起こるとされている．す

なわち，軟組織の石灰化は骨組織と同じ過程を経て形

成されると広く信じられている（Urist，１９６５；Shioi

et al .，２０００；Collett and Canfied，２００５；Hruska et

al .，２００５；Derfoul et al .，２００６；Kirton et al .，

２００６；Danilevicious et al .，２００７；El -Abbadi and

Giachelli，２００７；Guerraty and Mohler Iii，２００７；

Kaplan et al .，２００７）．こ の 説 は，Urist（１９６５）に

よって移植した脱灰骨の周りに骨形成が生じ，骨形成

を誘導するタンパク質の存在が示唆されたとする報告

以来多くの研究者により骨形成誘導タンパク質の存在

が支持されている．しかしながら，異所性石灰化物に

は，腎結石に見られるようにアパタイト結晶以外の結

晶の存在が報告されているなどこの説に対する矛盾が

みられる（Giachelli，１９９９）．特に，最終産物である

結晶の微細構造についての報告はほとんど見当たらな

い．形質転換説を支持する研究では，主に培養系にお

図９．卵巣摘出ラットの切歯エナメル質のアパタイト結晶．
（a），中心部を欠いた結晶の出現．（b），中心線を持った正常な結晶（矢頭）と電子密度が低く，
格子形成の見られないアモルファス鉱物．無染色．Bar＝１００nm（a），２０nm（b）．
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図１０．ラット骨のアパタイト結晶．矢印は中心線．無染色．Bar＝１０nm．

図１１．人の動脈硬化症に形成された中心線を
持つアパタイト結晶（a）と大きさの異
なった中心線を欠くアパタイト結晶（b，
c）．無染色．Bar＝１０nm（a～c）．

図１２．人の動脈硬化症に形成された石灰化物に埋没
した細胞由来の顆粒（矢印）．無染色．Bar＝
１．０μm.
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ける様々な骨形成マーカーやアルカリフォスファター

ゼ活性などの生化 学 的 分 析，ま た，簡 便 な von

Kossa, alizarin red 染色法や基質小胞の出現などによ

る石灰化の有無が論じられているのみである．以前よ

り培養系の石灰化の研究で指摘されているが，こうし

た方法では実際に石灰化が生じたか否かを判定するこ

とは不十分である（Bonewald et al .，２００３）．（なお，

Bonewald et al .，（２００３）は，針状構造の確認が必要

としているが，これでもまだ石灰化を証明するには不

十分であることも付け加えておく．）異所性石灰化に

おける結晶の微細構造についての研究は，おそらく

Faure et al .，（１９８２）が初めて報告し，その後は，ほ

とんどなされていないと思われる．彼らが撮った結晶

の微細構造からは，骨の結晶との違いが認められる

が，骨形成様式との違いについては述べられていな

い．今回，我々は動脈硬化症に形成された結晶の微細

構造の観察では，中心線を有するものと無い二つのタ

イプの結晶が混在し，大きさも様々であり，格子欠陥

を示す結晶など骨の結晶との違いが観察された（図

１０，１１）（Kakei et al .，２００９a）．特に，細胞死後の内

容物の細胞外基質への散在や，細胞小器官が石灰化物

内に埋没しているなど，骨組織とは著しく異なってい

た（図１２）．このような二つのタイプの結晶が混在す

る所見は，バクテリアの死を伴う歯石の石灰化物にも

同じように観察されている（図１３，１４）（Kakei et

al .，２０００，２００９c）．さらに，中心線を有するか否か

は，結晶の形成機構の違いに由来すると考えられる．

一般に，正常な硬組織では，いずれか一方の結晶によ

り構成されている（Kakei et al .，２００９a，２００９c）．こ

のことからも，動脈硬化の石灰化が軟組織の細胞が骨

芽細胞に形質転換して形成されるとは考え難い．な

お，二つのタイプの結晶が混在する理由に関して以下

のように推測される．

細胞小器官には，多くの炭酸脱水酵素のアイソザイ

ムが存在していることが一般に知られている．細胞死

により組織中に分解し，散在した成分をもとに結晶形

成の場である有機質の被膜構造が再構築される（図

１４）．このときに，被膜構造に酵素を取り込んだか否

かにより，二つのタイプの結晶が出来ると考えられ

る．

筋組織が徐々に骨組織になる進行性骨化性線維異形

成症（FOP）について，今回の動脈硬化の所見をも

とに私見を述べてみたい．これは，外科的に石灰化物

を除いてもさらに悪化するなど，病的石灰化の中で最

も手に負えない難病とされている．この発症のメカニ

ズムに関して，筋芽細胞が骨様細胞に形質転換するこ

とにより起こるとする説が大勢を占めている．少数の

意見として，石灰化物は二次的に形成されたもので，

一次的原因ではないとする論文も見られる（El-

Labban et al .，１９９３；Anger et al .，２００８）．こうした

筋組織が石灰化する症例は健康人にも見られており，

度重なる筋肉の傷害を受けやすいフットボール，ラグ

ビー選手などに発症することが多く報告されている

（King，１９９８）．FOP 患者の場合，首，背中の筋組織

の石灰化から始まることが多く，異常な筋線維や打撲

後に炎症を伴い石灰化が起こるなど，筋組織自体が容

易に崩壊することに関係があると推測される．炎症後

図１４．歯石に形成された中心線（矢印）を伴うアパタイト結晶
（a，b）と中心線を欠いたアパタイト結晶（c）．無染
色．Bar＝１０nm（a～c）．

図１３．歯石における死んだバクテリア内に形成された針状構造
物（a）と結晶（b）．無染色．Bar＝０．５μm（a and b）．
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に石灰化が起こることは，石灰化には免疫系の細胞が

関与している可能性を示唆している．特に，免疫抑制

剤による石灰化の抑制効果を考慮すると（Kaplan et

al .，２００７），FOP 患者における石灰化は筋芽細胞の形

質転換よりも，おそらくマクロファージなど免疫系の

細胞のオーバーワークによる細胞死を伴った石灰化の

可能性が考えられる．原因を解明するためにも，最終

産物であるアパタイト結晶の微細構造を比較研究する

ことは十分に意義があると考える．
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