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Summary

　　The　composition　of　lipids　in　a　bovine　molar　pulp　was　examined　by　comparison　with

serum　Iipids．

　　Total　lipids　were　found　to　be　3．6　percent　of　the　lyophilized　molar　pulp　and　4．O　percent

of　the　lyophilized　serum．

　　The　lipids　in　the　pulp　were　composed　of　5工3％compound　lipids，21．6％glycerides，

10．5％cholesterol，　and　16．5％cholesterol　esters．

　　The　composition　of　phospholipids　which　may　constitute　membranes　in　the　bovine　pulp

was　48．7％phosphatidylcholine（including　lysophosphatidylcholine），22．1％sphingomyelin，

12．5％phosphatidylethanolamine，11．9％phosphatidylserine　and　4．8％cardiolipin．

緒 言

　歯髄組織は，硬組織である象牙質の形成維持に

重要な役割を果している．Hodge6｝（1936）は，

ヒト歯髄中のリン脂質と，コレステロールを分画

定量し，歯髄の脂質研究の端緒をひらいた．近年

になってShapiroとWuthierlo〕（1966），　Manzoli

とGelli8〕（1968）はそれぞれウシを材料とし，

EllingsonとSmith　3｝（1975）は数種の動物を材料

とし，歯髄中の脂質を分析し，象牙質の石灰化と

の関係，動物種によるリン脂質画分の比較などに

つき検討した．

　本稿では，ウシの萌出した臼歯部歯髄を材料と

し，脂質の分画定量を行ない血清成分と比較し，

さらに結合組織線維を除く目的で，コラゲナーゼ

消化を行ない歯髄中の膜成分に由来する複合脂質

の分析を試みた．

（1977年10月31日受理）

材 料

　ウシ（生後2～3年）臼歯部歯髄は，屠殺場よ

り得た新鮮な下顎から臼歯を抜去後，破折して採

取した．ウシ血清は同じく屠殺場より得た新鮮血
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を，3，000　rp］叫10分間遠心分離し実験に供した．

　コラーゲナーゼ（Clostridium　histolyticuni）は

Worthington社製品（250U／mg）を用いた．各種

脂質標準試薬，Cholesterol，　Cholesterol　Palmi，

tate，1－Monopalmitate，1，3－Dipalmitate，　Tripa’

lmitate，　Palmitic　acid，　Cardiolipin（bovine），

Phosphatidylcholine（bovine），　Phosphatidylse’

rine（bovine），Sphingomyelin　（bovine）は，ガス

クロ工業のガスクロ用特製試薬を用いた．

　有機溶媒類は，半井化学薬品の特級品を蒸留し

て使用した．薄層クロマト用シリカゲルは，Wako

gel　B5（和光純薬），カラムクロマト用シリカゲル

はSilica　Gel　No　m　200　mesh（半井化学薬品，ク

ロマト用特製試薬）を用いた．薄層プレートは

Silicagel　60F245，20×20　cm，250μm，（Merck）を

用いた．

実験方法

1．試料の調製　歯髄1009を凍結乾燥（ATO・

MOVAC　Freeze　dryer）し，細片とした物に，0．45

MNaCl溶液5，000　mlを加え5分間ホモゲナイ

ズした．これを5℃で12時間撹拝した後，50，

000×9，1時間遠心分離し沈殿を集めた．この沈

殿に対し，0．45MNaCl抽出を同様に2度繰り返

して行なった．次に塩不溶性画分に3％酢酸を加

え，5℃で24時間撹拝した後，50，000×9，1時

間遠心分離し，沈殿を集めた．この沈殿に対して，

酢酸抽出を同様に2度繰り返し得られた沈殿を十

分水洗した後，凍結乾燥して不溶性画分とした．

　コラゲナーゼ消化は歯髄不溶性画分3．59を

0．2M炭酸水素アンモニウム緩衝液300　ml（pH

7．8，1×10”3M　CaCl2を含む）に懸濁させ，コラゲ

ナーゼを50mg加え，37℃，24時間振握し消化し

た．この消化液を，20，000×9，30分間遠心分離

し，沈殿を十分水洗した後，凍結乾燥しコラゲナー

ゼ未消化画分とした．

　ウシ血清中の脂質の分析は，100mlを凍結乾燥

して用いた。

　2．脂質の抽出　全歯髄，コラゲナーゼ未消化

画分，血清からの抽出は，Folkの方法5）に従い，

各凍結乾燥粉末に，クロロホルム：メタノール

（2：1）混液を100倍容加え，30分間還流抽出

した．抽出液に1／5容の水を加えよく振汲水洗し，

クロロホルム層を脂質画分とした．

　3．脂質のカラムクロマトグラフィーによる分

離　脂質の分画は，Renkonen等の方法9）に従い，

シリカゲルカラム（1．8×12cm）に抽出した脂

質を吸着させ，クロロホルム500m1溶出画分（中

性脂質），アセトン500ml溶出画分（糖脂質），ク

ロロホルム：メタノール（1：1）500mlならび

にメタノール500ml溶出画分（リン脂質）をそれ

ぞれ分取した．

　4．薄層クロマトグラフィーによる脂質の分離

　A．全脂質の分離は，Wakogel　B5で250μmの

厚さにガラスプレート（20×20cm）を作成し，

110℃，30分間加熱し，活性化したもので行なっ

た．展開溶媒は〔1〕クロロホルム（0．1％エタノー

ル含有）：n一ヘキサン（75：25），〔II〕クロロホ

ルム（0．1％エタノール含有）：メタノール（95：

5）を用いた．〔1〕の溶媒で12cm展開し，風乾

した後，〔II〕の溶媒で同方向に5cm展開した．

発色は，1％ヨードメタノール溶液で行なった．

各分画の定量は，Amentaの方法1）に従い，スポッ

ト部分をかき取り，そのまま重クロム酸酸化法2｝

で定量した．

　B．リン脂質の分離は，シリカゲルカラムクロ

マトグラフィーにより分画したリン脂質画分を薄

層クロマトグラフィーで分離定量した．Silicagel

60F2s4ガラスプレート（20×20　cm，250μm）を用

いた．展開溶媒は，〔1〕クロロホルム：メタノー

ル：7N一アンモニア（60：35：5），〔II〕クロロ

ホルム：メタノール：酢酸：水（65：25：8：4）

を用いた、各種リン脂質の発色は，1％ヨードメ

タノール溶液（不飽和結合），0．25％ニンヒドリン

ーアセトン溶液（アミノ基），ドラゲンドルフ試薬

　（第三級アミン）を用いた．

　展開と各スポットの同定は次のように行なっ

た．溶媒〔1〕にて展開後，ヨード発色試薬で発

色させ，スポット部分をそれぞれかき取った．こ

のシリカゲルにクロロホルム：メタノール（4：

1）を加え45℃にて抽出を3回繰り返し抽出液

を集めた．この抽出液の一部を用いて，溶媒〔II〕

にて再クロマトを行ない，ヨード発色ニンヒド

リン発色，ドラゲンドルフ試薬発色を行なった．

また，標準試薬との混合展開を行ないそれぞれを

同定した．

　5．リンの定量　薄層クロマトグラム抽出液の

一定量をミクロキエルダールフラスコに取り有機
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溶媒を減圧下で除去した後，過塩素酸を加え湿式

灰化後，無機リン酸をFiske－Subbarow法4）で定

量した．

　6．脂質の定量　有機溶媒を乾固し，重クロム

酸酸化法2）で定量した．標準物質としてパルミチ

ン酸を用いた．

結 果

119

　ウシ歯髄組織中の総脂質量は，乾燥重量当り

3．6％であった．歯髄コラゲナーゼ未消化画分中の

Table　1．　The　content　of　lipids　in　bOvine　molar　pulp　and　serum

Dry　weight　of　tissues Total　lipids

（9） （mg） （％）

Pu1P

Collagenase　resistanta　fraction

Serumb

10．0

0．8

7．2

358

270

290

3，6

32．4

4．0

a．10．Og（dry　weight）of　pulp　was　treated．

b．100ml　of　bovine　serum　was　lyoph　i　lized．

front　1
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chotesterot　esters　O

triglycerjdes　　　O

ft◎nt　II

9〈s
○ ○

「nonoglyeerides　O
start

．庄～．
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0
0

Fig．　1．　Thin　Iayer　chromatogram　of　the

　　　lipids　in　the　bovine　molar　pulp　and

　　　serum．
　　Materia1：1．　Lipids　fraction　extracted

　　　　　　　from　bovine　molar　pulp．

　　　　　　II．　Dpids　fraction　extracted

　　　　　　　from　bovine　serum．
　　　Plate：Wakogel　B－5，250μm．

　　Solvent：1．　n・hexane－chloroform（co－

　　　　　　　nt．α1％ethano1｝（25：27，

　　　　　　　v／v）

　　　　　　II．　chloroform（cont．0．1％

　　　　　　　ethanol）・methano1（95：5，

　　　　　　　v／v）
Identification：1％iodine．

総脂質量は乾燥重量当り32．4％であった（表1）．

またこの総脂質量を歯髄乾燥重量当りに換算する

と2．7％となり，前処理によって歯髄組織中の脂

質の約25％が可溶性画分に移行していた．全歯

髄，コラゲナーゼ未消化画分および血清中の脂質

を薄層クロマトグラフィーにより分離すると6

～7個のスポットに別れ，原点より順に複合脂質，

モノグリセリドならびに脂肪酸，コレステロール，

ジグリセリド，トリグリセリド，コレステロール

エステルと同定した（図1）．歯髄組織中の脂質と

血清脂質を比較すると歯髄組織中には複合脂質の

含有量が非常に高く，コレステロールエステルの

含有量が低い．特にコラゲナーゼ未消化画分に対

してこの特徴は顕著であった（表2）．

　歯髄コラゲナーゼ未消化画分の高い含有率を占

める複合脂質を分離するためにシリカゲルカラム

クロマトグラフィーを行なった．その結果，中性

脂質41．3％，糖脂質4．8％，リン脂質53．9％で

あった．このカラムクロマトグラフィーの結果は，

薄層クロマトグラフィーの結果とよく一致した．

また，リン脂質が複合脂質の大部分を占めていた．

カラムクロマトグラフィーで分離したリン脂質を

薄層クロマトグラフィーで分離定量した結果，ボ

スファチジルコリンが最も高く，リゾ体を含め

48．7％，スフィンゴミエリン22．1％，ホスファチ

ジルエタノールアミン12．5％，ホスファチジルセ

リン11．9％，カルジオリピン4．8％であった．ホ
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Table　2．　Composition　of　the　lipids　in　bovine　molar　pulp　and　serum　（percent　of　total　lipids）

Pulp　　　Collagenase　resistant　fraction Serum

Compound　lipids
Monoglycerides　and　fatty　acids
Diglycerides

Triglycerides

Cholesterol

Cholesterol　esters

51．3

12．9

3、0

5．7

10．5

16．5

57．6

8．0

3．5

3．3

17．2

10．4

18．9

6．5

6．2

8．7

6．2

53．5

Values　are　mean　of　three　different　deteminations　on　the　same　materiaL

Table　3．　Composition　of　the　phospholipids　in　collagenase　resistant　fraction　of　bovine　rnolar　pulp

Phospholipids Percent　of　total　lipids　phosphorus

Sphingomyelin
Phosphatidylcholine

Lysophosphatidylcholine

Phosphatidylethanolamine
Phosphatidylserine

Phospatidylinositol

Phosphatidic　acid
Cardiolipin

22，1

44ユ

4．5

12．5

11．9　　　．

4．8

The　recovery　of　total　phosphorus　applied　to　chromatograms　being　94．4％．

Values　are　mean　of　three　different　detemlinations　on　the　same　materia1．

一：indicates　not　detected．

スファチジン酸とホスファチジルイノシトールは

同定されなかった（表3）．

考 察

ウシ臼歯部歯髄ならびに血清の総脂質含量は，そ

れぞれ3．6％，4．0％であった．この分析値は凍結

乾燥材料についての値であるが，歯髄，血清とも

ほぼ同様に脂質を含有するといえる．一方，コラ

ゲナーゼ未消化画分には歯髄中で可溶性の状態，

あるいはコラゲナーゼ消化処理により遊離する

脂質は存在せず，歯髄中の細胞膜あるいは構造成

分として存在する脂質が回収されていると考えら

れる．この画分では脂質含量は増加し，32．4％を

占め，歯髄全脂質の約75％がこの画分に回収され

た．

　ManzoliとGelli　81は，ウシ胎児の切歯と臼歯

の総脂質含量を3，6，9ケ月と経時的に測定し

ているが，この値と比較し，本報告の値は低かっ

た．この相違は材料，方法の相違に起因するもの

と考える．

　各種脂質成分の分画測定値を総脂質の百分率で

比較すると，歯髄と血清で著明な差が見られた．

すなわち血清では血清リポタンパク質に由来する

組成を示し，歯髄では複合脂質が50％以上を占

め，膜，構造成分の組成を示した．また，Manzoli

とGelli8｝のウシ胎児のコレステロールエステル

とコレステロールの存在比率がO．157であるのに

対し，本報告では1．57で，エステル型の存在比が

高かった．一方，コラゲナーゼ未消化画分の脂

質組成は複合脂質の割合の増大に対し，コレステ

ロールエステルの割合が低下し，血清成分が除か

れたことを示唆する．

　次にコラゲナーゼ未消化画分の複合脂質の構成

について，ManzoliとGelli　8）のウシ胎児の結果

と比較すると，ボスファチジルコリンの割合が最

も高い点は一致しているが，ホスファチジン酸，

ホスファチジルイノシトールが，本結果では検出

されなかった．これは，試料の処理の違いに原因

すると考えられる．Windrumら11）は，硬組織中で

etl　IO～20％の脂質がコラーゲンと強固に会合し
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ているため，溶媒抽出での分離が困難であること

を指摘し，脂質はコラーゲン構造に必須であると

述べている．本報告のリン脂質の値は，歯髄組織

中の細胞外成分であるコラーゲンを除いた細胞膜

や構造成分のリン脂質をより直接に定量できたも

のと考える．

要 約

　ウシ臼歯の歯髄を材料とし，脂質の分画定量を

行ない，血清の脂質と比較した．さらに歯髄の不

溶性画分をコラゲナーゼで消化し，結合組織線維

を除いた膜成分に由来すると考える複合脂質の分

析を行なった．

　歯髄の総脂質含量は乾燥重量当り3．6％で，血

清の4．0％と近い値であった．しかし，歯髄組織の

脂質組成は，複合脂質51．3％，グリセリッド類21．

6％，コレステロール10．5％，コレステロールエス

テル16．5％で血清脂質の組成比率とは異なる値

を示した．

　膜成分に由来すると考えるリン脂質の割合はホ

スファチジルコリン（リゾ体を含む）48．7％，ス

フィンゴミエリン22．1％，ホスファチヂルエタ

ノールアミン12．5％，ボスファチジルセリン11．

9％，ヵルジオリピン4．8％であった．
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