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ヒ ト ・ビ リル ビ ン着色 歯 の ビ リル ビ ン分 析

―歯牙硬組織 中の ビリル ビンの証 明―
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Abstract: This study was conducted to demonstrate the presence of bilirubin in deciduous

teeth obtained from three patients with severe liver dysfunction. The diagnosis was bilirubin

pigmentation of the teeth. A part of each tooth was used for histological analysis and the
remaining part of the tooth was used for qualitative analysis after bilirubin extraction with a

mixed solution of chloroform, methanol, and acetic acid, 30: 10: 0.5, v / v. Histological

analysis of the pigmented teeth showed the presence of a green stripe in the dentine running

parallel to the incremental line in two cases that had hyperbilirubinemia for a short time. On

the other hand, in a case of hyperbilirubinemia for a long time, this characteristic stripe was

not observed. The bilirubin extracted solution was evaporated, and the residue was

redissolved in chloroform. Then its absorption spectrum was measured before and after diazo

reaction. This resulted in a shift of the absorption maximum from 450 to 540 nm and indicated

the enhancement of the spectrum as compared with that of normal deciduous teeth. These

results indicated the presence of bilirubin in the teeth that were clinically diagnosed as

bilirubin pigmented teeth.
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緒 言

新生児の高度黄疸 に伴 って ビリルビンが歯 に沈着 し,

着色歯が萌出す ることは従来 よ り良 く知 られてい る現象

であるH1)℃ しか し,こ の ビリル ビ ン着色 歯 の診 断は,

臨床的所見,す なわ ち黄疸の既往,お よび着色歯の色調

のみ によって行われ,着 色歯中 にビリル ビンが存在する

証明す らな されてい ないのが現状であ る。

われわれ は,こ れ まで,実 験的黄疸 によって生 じさせ

た ラッ トの ビリル ビン着色歯 を用い,こ の着色歯中の ビ

リル ビンを検出す ることを試み,そ の分析 法 を確 立 し,

報 告 して きた12,13)。今 回,ヒ ト・ビ リル ビ ン着色 歯 中の

ビリル ビンの証明 と診断法の確立 を目的 に先天性胆道閉

鎖症児な どの重度肝機能障害 を持つ患児で,臨 床的 にビ

リル ビン着色歯 と診断 され る,3症 例の ヒ ト乳歯 の ビ リ

ル ビン分析 を行 ったので報告す る。

材料お よび方法

1.検 索材料

以下の重度肝機能障害 に罹患 した3症 例の小児 よ り得

られた乳歯 を検索材料 とした。

検 体1:先 天 性 胆 道 閉 鎖 症 に て 総 ビ リ ル ビ ン値

1.2～1.8mg/dlの 状態が持続 してい る11歳 男児 よ り得

られた上顎乳犬歯1本 。

検体2:出 生時の高度 出血 に引続 き生 じた高 ビリル ビ

ン血症 にて総 ビリル ビン値20mg/dl以 上(最 高 で59

mg/dl)の 状態 を生後1か 月半 まで持 続 して いた7歳

男児 よ り得 られた上顎乳 中切歯2本 と,上 顎乳側 切歯1

本。

検体3:先 天性胆道 閉鎖症 にて生後 よ り総 ビ リル ビン

値7～16mg/dlの 状態が 持続 し,8歳 時 に生 体肝移 植

を受 け,そ の後,総 ビリルビン値が1mg/d1前 後となっ

た10歳 女児 よ り得 られた下顎第二乳 臼歯1本 。

なお,対 照 と して自然脱落正常乳歯(上 顎乳犬歯,上

顎乳 中切歯,下 顎第二乳 臼歯)各 々1本 を用い た。

2.検 索方法

各 々の症例 よ り得 られた検体 お よび正常乳歯 の一部 を

形態観察用 の標本 とし,残 りをビ リルビ ン分析用 とした。

す なわち,検 体1,検 体3で は歯根 の一部 が横 断面 とな

るように,ま た,検 体2で は上顎乳 中切歯が唇舌 的縦 断

面 となるように歯 を分割 し,形 態観察用 に用 いた。なお,

残 った検体 は可及 的に歯根膜線維 な どの軟組織 を削 除 し,

ビ リル ビン分析用 に用 いた。

3.着 色歯 の病理組織学 的観察

未包埋 の着色歯 か らマ イ クロ カ ッテ ィングマ シー ン

BS一3000(EXAKT社 製)を 用 い,先 に述べ た 断面 に

て薄切切片 を1枚 採取 し,マ イクログライ ンデ ィングマ

シー ンMG-4000(EXAKT社 製)を 用 い て厚 さ約100

μmの 研 磨標 本 を作 製 し,未 脱灰,未 染 色 の まま光学

顕微鏡にて観察 した。 また,同 一標本 を落射型蛍 光顕微

鏡(CARLZEISS社 製)に て検鏡 した。

4.着 色歯の ビリル ビン分析

1)分 析 試料の作 製

検 体 を乾燥後,乳 鉢 にて粉砕 した。この結果,検 体1

では0.2743g,検 体2で は0.2163g,検 体3で は0.3683

gの 分析 試料 を得 た℃ これ ら試料 を抽 出溶媒(ク ロ ロホ

ルム:メ タノール:酢 酸=30:10:0.5,v/v)20mlに

入れ,10分 間超音波 下に混和 し,ビ リル ビ ンを抽 出 し

た℃次に,こ れを遠心 分離(2,800rpm,1800G,5分

間)し,上 澄 を採取 したのち,沈 殿物 に再 び抽 出溶媒 を

加 え,同 様 の操作 を行 い上澄 みを採取 した。これ を計3

回行い,得 られた抽 出液計60mlを ビリル ビン抽 出液 と

し,エ バボ レー ターで濃縮乾 固 した ものを ビリル ビン分

析 試料 とした。なお,対 照 として,各 々の検体 と同 じ歯

種 の健常児の 自然脱 落乳歯 より得 られた検体1の 対照 と

して0.2923g,検 体2の 対照 として0.2163g,検 体3の

対照 として0.3921gの 試料 を用 いた。

2)ジ アゾ試薬

スル ファニル酸(100mg/0.18NHCI100m1)溶 液

と亜硝酸ナ トリウム(500mg/H20100ml)溶 液 を使

用直前に100:3(v/v)で 混和 し用 いた。

3)ビ リル ビン標 準液

ビリル ビン試薬(MERCK社 製)を100%ク ロ ロホ

ルムで10μg/mlの 濃度に溶解 した ものを用いた。

4)吸 光度の測定

各検体お よび正常乳歯 よ り得 られた ビリル ビン分析用

試料 に,ビ リル ビン標準液1m1を 加 え,こ れ を濃 縮乾

固後,100%ク ロロホ ルム2.5m1に 溶解 し,400～600

nmの 範囲で吸光度 を測定 した。 測 定後,ジ アゾ化 に

よるビリル ビンの確認 を行 うため,検 体 を回収 し,再 度

濃縮 したの ち,メ タノール2.2m1に 溶解 し,ジ ア ゾ試

薬0.3mlを 加 えて30分 間室温放置後,吸 光度 を測定 し

た。 また,各 検体 中の ビリル ビン含有量 を測定するため

に,ビ リル ビン試薬 を1～50μgの 範囲で各検 体 を溶解

したのと同 じ100%ク ロロホルム2-5mlに 溶 解 し,そ

の吸光度 を測定 し,検 量線 を作成 した(図4)。 この検

量線 をもとに,各 検体中の ビリル ビン量 を算出 した。な

お,本 予備実験の結果,本 実験系 における検出限界は約

1μgで あ った。

結 果

1.着 色歯の 肉眼的所見
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写真1検 体1の 肉眼像

写真2検 体2の 肉眼像

写真3検 体3の 肉眼像

写真4検 体1の 歯根部横断面 の光顕像(×50)

矢印:着 色帯

写真5検 体1の 歯根部横断面の強拡像(×300)

矢 印:着 色帯

検体1で は,歯 冠 の歯頸側約1/2か ら歯根の歯頸側約

2/3に かけて淡褐色の着色が認め られた(写 真1)。 検体

2で は,萌 出時 は歯冠部切端側約1/2の 範囲 に淡緑色 の

着色が認 め られたが,交 換期 には淡黄色 となった(写 真

2)。 検体3で は,歯 冠(一 部)と2本 の歯根 に分れてお

り,歯 冠,歯 根 とも全体的に緑色 を呈 していた(写 真3)。

2.着 色歯 の光顕所見

検体1で は,象 牙質内の成長線 に沿 って太 さの異 なる

数本 の帯状の着色 を認めた(写 真4,5)。 検体2で は,

エナメル質内の新産線 と思 われ る太い成長線 とエナ メル

象牙境 で交 わる象牙質内の成長線 よりやや内側の成長線

に沿 った帯状の着色 を認め た(写 真6,7)。 一方,検 体

3で は,象 牙質全層が ほぼ均-な 黄緑色 を呈 し,検 体1,

2で 認め られ た よ うな帯 状 の着色 は認 め られ なか った

(写真8)。 なお,全 ての検体 とも観察 した限 りで はエ ナ

メル質内の着色や象牙細 管の走行異常 は認め られなかっ

た。

3.着 色歯の蛍光顕微鏡所見

光顕観察に使用 した標 本 を蛍 光顕微鏡 にて観 察 した結

果,検 体1で は,光 顕像 で認め られた帯状 の着色部 に一
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写真6検 体2の 歯冠部縦断面の光顕像(×50)

矢頭:着 色帯

写真7検 体2の 歯 冠部縦 断面の強拡像(×200)

D:象 牙 質E:エ ナメル質

矢印:着 色帯 矢頭:成 長線

致 して強 い蛍光帯が認 め られた。 また,光 顕像で着色帯

と判断で きなか った部位で も数本 の蛍光帯が認め られた

(写真9)。 同様 に,検 体2で は,象 牙質内の光顕 像 で帯

状の着色の認め る部位 に一 致 して強 い蛍 光帯 を認 めた

(写真10)。 一方,検 体3で は,特 徴 的 な所 見 は認 め ら

れ なか った。 この結果 よ り,少 な くとも光顕的 に認め ら

れ る帯状の着色 は,蛍 光 を発す る着色であ ることが示 さ

れた。

4.着 色歯の ビリル ビン分析

ビリル ビン分析の結果,検 体1,2,3と も極大 吸収波

写真8検 体3の 歯根 部横 断面の光顕像(×50)

写 真9検 体1の 歯根部横断面の蛍光顕微鏡像

(×300)

矢 印:蛍 光帯

写真10検 体2の 歯冠 部縦 断面 の蛍光顕微鏡像

(x200)

D:象 牙質E:エ ナメル質

矢印:蛍 光帯 矢頭:成 長線
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図1検 体1の ビリル ビン分析

図2検 体2の ビリルビン分析

図3検 体3の ビリル ビン分析
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図4検 量線

表1ビ リルビン定量分析結果

*:実 測 値 -10

長 は450nm付 近 に認 め られ,そ の吸光度 は,各 々,正

常乳歯 より得 られた ものに比べ増大 しているのが観察 さ

れた。また,ジ アゾ化 に より,そ の極大吸収 波長 は540

nm付 近に移動 するのが観 察 された(図1,2,3)。 こ

の結 果 より,着 色 歯中には正常乳歯 に含 まれる以上 の量

の ビリル ビンが存在 してい る こ とが示 された 。検 量線

(図4)か ら得 られた歯の重量 あ た りの ビリル ビ ン含有

量(ppm)は,検 体1で は10.9,検 体2で は23.1,検

体3で は9.2で あった(表1)。 なお,正 常乳 歯 では ビ

リル ビン標準液単独 と同 じ吸光度 を示 し,測 定限界 以下

であ った。

考 察

今回,従 来の基準,す なわ ち臨床的 にビリル ビン着色

歯 と診断 され るヒ ト乳歯の ビリル ビン分析 を行 った。そ

の結果,着 色歯抽 出液 は450nm付 近 に極 大吸収波長 を

認め,対 照 と した正常乳歯抽 出液 よ りも高い値 を示 して

い た。 また,こ れをジアゾ化す ると極大吸収波 長 は540

nm付 近 に遷移 し,着 色歯抽 出液 中にビリル ビンが存在

してい ることが示 され た。

重度新生児黄疸 に伴 って歯の着色が生 じる現 象 は,以

前 よ り良 く知 られてい る1-11)。現在,こ の歯 の着色 は,

臨床 的に得 られた着色歯の病理組織学的検 討7-11)や,ラッ

トに胆管結紮や ビリル ビン投与 を行い,着 色歯 を発生 さ

せ た基礎 的研究 など14-16)により,黄 疸時 の高 濃度 の血 中

ビリルビンが形成 中の歯質 に沈着す ることによって生 じ

る もの と考 え られてい る。 しか し,こ の ビリル ビン着色

歯 の診 断は,既 往歴お よび着色歯の色調のみ によって行

われてお り,実 際 に着色物質が ビリル ビンであ るとい う

証 明,さ らにはビリルビン着色歯中 に本当 にビリル ビン

が高濃度 に存在す る証明 はなされてお らず,そ の機序は

いまだ不 明な部分が多い。先 にわれわれは,い わゆ るビ

リル ビン着色歯 中のビリルビンを証明 す るため に,LE

(LongEvans)ラ ッ トのクローズ ドコロニ ー よ り得 ら

れ た肝 炎 を 全 く発 症 し な いLEA(Long Evans

Agouti)ラ ッ トを用 い,Millerら14)の 方法 に従 って胆

管結 紮,お よび ビリルビン投与 を行い,実 験的 に黄疸 を

発症 させ,緑 色 のビ リルビ ン着色歯 を形成 し,こ れ を検

索 した17)。その結果,高 度の黄疸 を示 した時期 に形 成 さ

れた象牙 質内に帯状 の着色が認 め られ る着色切歯 を得 た。

次いで,こ の着色切歯 中の ビリル ビンを検 出す るために,

着色歯 を乾燥 ・粉砕 し,ク ロロホルム溶液 にて抽 出 し,

これに ビリル ビン標準 液 を加 え吸光 光度 計 にて測 定 し

た12,13)。LEAラ ッ トの正常 歯 よ り得 られた検 体 に ビリ

ル ビン標 準液 を加 えたスペク トルは,ビ リルビ ン標準液

単独 と全 く同一のスペク トルを呈 し,ピ ー クは450nm

付近 に認め られ,ジ アゾ化 に より両者 のスペ ク トルは,

同一の ままピー クが540nm付 近に遷移 し,正 常歯 中に

はビリル ビンは検出限界以下 しか含 まれていないこ とが

示 された。一方,先 に得 られた着色歯 の検体 では,ビ リ

ルビン標準液単独 を上回る ピークが450nm付 近に認 め

られ,ジ アゾ化 によ りこの ピークがその まま540nm付

近 に遷移す るのが観察 された。以上の結果 より,ビ リル

ビンの化学的性質,す なわち,極 大吸 収波 長が450nm

を示す ことと,ジ アゾ化 によ り特異的に極大 吸収波長が

540nmに 遷移す ることを利用 して,歯 牙硬 組織 中 の ビ

リルビンを証明す ることが可能であることが明らか となっ

た。また,正 常歯で はビリル ビンは検出限界以下 しか含

まれていないことも示 された。

今 回得 られたヒ ト着色歯 を病理組織学的 に検索 した結

果,検 体1や2の ように歯の形成 中に一過性の黄疸 を呈

した症例 では,着 色 はラッ トの場合 にみ られたの とほぼ

同様 に象牙 質内に成長線 に沿 って帯状 に認め られ,そ の

臨床経過 を考 え合せ る と,着 色 はビリル ビンによ り生 じ

た もの と推察 された。また,検 体3で は,帯 状の着色 は

認め られなかったが,象 牙質全体が着色 してい るのが観

察 された。このこ とは,臨 床経過 において,歯 の形成期

を通 して持続 的に高 いビリルビン血症 を呈 していた こと
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よ り,歯 全体が着色 してい ることを示唆 した と推察 され

た。これ らの結果 よ り,今 回検討 した検体 は,臨 床的,

組織学 的にビリルビン着色歯であ ると診断 して良い もの

と考 え られた。さらに,こ れ ら着色歯を,わ れわれがラッ

トを用い た基礎研究で確立 した ビリル ビン分析 法 を用 い

て検討 した結果,着 色歯 中に正常歯 よ り多 くの ビリル ビ

ンが含 まれてい ることが示 された。以上の結 果は,今 回

得 られた ヒ ト乳歯の着色が ビリル ビンの沈着 による可 能

性が高い ことを示す とともに,先 にわれわれが報告 した

ビリル ビン分析 法が ヒ ト・ビリル ビン着色歯 中のビリル

ビンの証明お よび診断に応用可 能であるこ とを示唆 した

と考え られた。

ビリル ビン着色歯 の成 因を明 らかにす る上で,ビ リル

ビンが歯質のハ イ ドロキシアパ タイ トなどの無機成分 中

に存在 するのか,ま たは,コ ラーゲ ン繊維 などの有機成

分 中に存在す るのか,さ らには,ど の ような形で存在す

るのかを検討す ることは,き わめて重要 なことと考え ら

れる。この点 に関 し,こ れ までわれわれが ラッ トを用い

て行 ってきた基礎的検討の結果では,象 牙質の着色 部に

一致 して石灰化不全が生 じている こと
,ビ リル ビン着色

歯 を脱灰標本 にす ると,そ の着色が認め られな くなるこ

と,さ らには,ビ リル ビン着色 歯 を放 置 した場合,自 然

に退色 してい くことな どより,テ トラサイク リンによる

着色な どの ように コラーゲ ン繊維 に強固に結合す るので

はな く,ハ イ ドロキシアパ タイ トな どの無機成分 中に沈

着 している可能性 が高い と推察 している。 しか しなが ら,

これまで,わ れわれが行 って きた方法 は,歯 の硬組織全

体 を粉末 とし,こ れを検討の対象 と してい るため,歯 の

硬組織 中に存在す るビリルビンの証明 は可能である もの

の,着 色部 にお けるビリル ビンの局在,さ らには,歯 質

構成成分 とビリル ビンの結合様式 について解明する こと

は不可能であ った。 したが って,今 後の課題 として,ビ

リル ビンの よ り簡便 な検出法,お よび局在 を示 すこ とが

可能 な方法 を考案 し,着 色 が ビリル ビンであるこ とを直

接 的 に証明する とともに,そ の結合様式 について もさら

に検 討 を加える必要がある と考 え られた。

結 語

1.着 色歯 の光顕所見 では,一 過性の高度黄疸 を呈 し

た症例 での着色 は象牙 質内に成長線 に沿 って帯状 に認め

られ,持 続性 の高度黄疸 を呈 した症例では象牙質全体が

着色 していた。

2.蛍 光顕微鏡所見で は,光 顕像でみ られた着色 部 に

一致 して蛍光が観察 された
。

3.ビ リル ビン分析 では,着 色 歯抽 出液 は約450nm

にピー クを認め,対 照 とした正常乳歯抽 出液 よ りも高 い

値 を示 した。さ らに,こ れをジアゾ化す る とピークは約

540nmに 移動 した。以上 の結果 よ り,ヒ ト ・ビリル ビ

ン着色歯 中にビ リルビ ンが存在す ることが証明 され た。

稿 を終 えるにあた り,本 研究の御指導 をいただいた,

北海道医療大学薬学部薬品分析化学教室黒澤隆夫助教 授

に厚 く御礼 申し上げ ます。

本論文の要 旨の一部は,第34回 日本 小児 歯科 学会 総

会(平 成8年6月,札 幌),第15回 東 日本歯 学会 学術 大

会(平 成9年2月,札 幌)に おいて発表 した。
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