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Ⅰ. 緒    言 

インプラント治療は、高い治療効果[1]と予知性[2,3]から、欠損補綴治療の一選択肢として広く臨床応用されている。

しかしながら、抜歯後の歯槽骨は垂直方向で約 11~22%、および水平方向で約 29~63%減少するという報告があり[4]、

インプラント体埋入に十分に骨量が確保できないことは、インプラント臨床の大きな問題の一つとなっている。インプラ

ント埋入に際して骨量が不十分な場合には、骨造成処置[5,6]が行われることが多く、自家骨や異種骨、人工骨などの

様々な骨補填材が使用されている[7]。理想的な骨補填材としては優れた生体適合性や骨伝導能を有することが望ま

れ、これらの条件を満たすものとして自家骨が挙げられるが、自家骨の採取には採取量に制限があり健常組織に対す

る侵襲が大きいという欠点がある。異種骨や人工骨の場合には炎症反応を惹起すること[8]や、インプラント周囲炎に

罹患した際には、その吸収量が大きいこと[9]などの問題点が報告されている。これらの問題を解決すべく、近年、炭酸

アパタイト顆粒[10]やリン酸オクタカルシウム・コラーゲン複合体[11]が開発され、歯周組織再生療法[12]や骨造成処

置[13,14]において良好な成績が報告されている。 

象牙質は自家骨に近似する性質を有しており、骨補填材としての臨床応用もなされている[15]。象牙質は、多孔質

構造である象牙細管を有することから細胞増殖の足場として有効であること、Ⅰ型コラーゲン量が骨と同等であること、

さらに骨形成タンパク質（Bone Morphogenetic Protein : BMP）を含有していること[16,17]が報告されている。また、象牙

質や皮質骨などの高度に石灰化した組織は、ハイドロキシアパタイトの結晶構造が BMP などの成長因子の放出を抑

制するため、脱灰象牙質の方が骨形成に優れていることも報告されている[18,19]。Kabir らはヒト脱灰象牙質を羊の腸

骨稜に臨界骨欠損を形成後に埋入し、マイクロ CT および組織形態学的に解析し、脱灰象牙質表面における新生骨
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の形成と脱灰象牙質との癒合することを報告した[20]。また、ヒト脱灰象牙質による骨造成処置に関する臨床報告もな

されている[21–24]。しかし、自家由来象牙質は埋伏智歯や矯正治療における便宜抜歯からのみ採取が可能であり、

自家骨以上に採取量が制限される。この問題に対して、異種の脱灰象牙質が着目され、均質かつ大量の象牙質が採

取可能なウシからの脱灰象牙質由来コラーゲン移植材（Bovine Demineralized Dentin Matrix 以下 BDDM）の開発が

進められている[25]。BDDM を骨補填材としての使用を目的とした骨形成能を評価した報告は少ない[26]。本研究で

はラット頭蓋骨に自然治癒が生じない大きさの骨欠損部を形成して BDDM を埋入し、組織反応と骨形成を観察するこ

とにより、BDDMの骨補填材としての可能性を検討することを目的とした。 

 

Ⅱ. 材料と方法 

1.実験材料 

ウシ下顎歯を抜歯し、エナメル質の削除により歯に付着した夾雑物を除去後、粉砕機にて粉砕し、300μmと 1040μm

の篩の間の砕片を分取した。付着している歯肉等のタンパク質と脂質を分解除去するために砕片を１％炭酸ナトリウム

にて一定の温度条件下で２時間アルカリ処理を行った後に、１M リン酸・60％エタノール水溶液にて６時間脱灰処理を

行った。その後、凍結乾燥処理を行い、ガンマ線滅菌を施し埋入用試料（BDDM）とした。これまでに臨床にて使用さ

れている自家脱灰象牙質の製造、処理方法[27]とは異なるが、特許申請の関係から試料の製作方法と組成等の詳細

については記載を避ける。試料は有機質（ほぼコラーゲン）20％、無機質 80％から構成されている。試料については

走査型電子顕微鏡(SEM)による観察を行なった。 

2.動物埋入試験 
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実験動物として、雄性 12 週齢 Wistar 系ラットを 1 週間の予備飼育後に健康状態に異常のないものを 39 匹使用し

た。イソフルランによる全身麻酔下においてラット頭頂部を剃毛後、皮膚骨膜弁を形成し、外径９mm のトレフィンバー

を使用して、骨欠損部を形成した[28–30]。操作しやすいよう生理食塩水を含ませた BDDM を骨欠損部が十分に満た

されるように埋入（約 100mg）後、縫合した（図１）。骨欠損形成後に何も入れず骨欠損の状態のままとしたものと炭酸ア

パタイト（ジーシー サイトランスグラニュールM, 株式会社ジーシー）を埋入したものを対照群とし、それぞれコントロー

ル群、炭酸アパタイト群とした。埋入４週および 12 週後に４％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固定を行い、試料と

ともに頭蓋骨を一塊として摘出し、直ちに４％パラホルムアルデヒド溶液にて浸漬固定した。 

なお本研究は「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に基づき行った。（北海道大学動物実験承認番号

21-0114） 

3.検索方法 

1)組織学的検索 

EDTA にて通法に従い脱灰し、パラフィン包埋を行い、ミクロトームにて４μm で薄切した。ヘマトキシリン-エオジン

（HE）染色ならびに酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染色を施し、光学顕微鏡にて材料周囲の組織反応、骨

形成について組織学的に観察した。 

2）超微細構造学的検索 

一部の BDDMの試料については、透過型電子顕微鏡(TEM)による観察を行った。 

3）組織計量学的検索 

埋入 12 週後の HE 染色を施した標本を使用し、各群４匹から１検体を無作為に抽出し、骨欠損部における新生骨
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の面積をニコン DS カメラコントロールユニット DS-L3 にて計測した。計測した新生骨の総量を骨欠損部の直径で除

し、骨欠損部一定長さ当たりの骨面積を算出し（図２）、クラスカルウォリス検定を行い、p<0.05を有意差ありとした。 

 

Ⅲ. 結    果 

1. BDDMの構造について（図３） 

SEM 像を図に示す。BDDM は 300〜1000μm の削片状の形態を呈しており、表面には、横断、縦断された象牙細

管が認められた。象牙細管周囲ならびに細管内部にはコラーゲン線維の線維状構造が観察された。 

 

2. 組織学的的所見 

１） コントロール群 

（１） 埋入４週後（図４） 

骨欠損部の多くの部分は線維性結合組織で満たされていたが、既存骨から連続して新生骨が観察さ

れた。新生骨は、細胞成分を多く含む幼弱な骨組織であり、表面に骨芽細胞が認められた。 

（２） 埋入 12週後（図５） 

骨欠損部の多くの部位で線維性結合組織が観察されたが、既存骨とは離れた部位にも新生骨が認め

られた。新生骨は４週後に比較し、成熟し、骨髄腔は狭小化し、細胞成分も減少していた。骨欠損部には

TRAP陽性を示す細胞は新生骨表面には認められず、一部の骨髄腔辺縁にのみ観察された。 

２） 炭酸アパタイト群 
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（１） 埋入４週後（図６） 

骨欠損部には、炭酸アパタイト顆粒と顆粒を囲む線維性結合組織が観察された。欠損部辺縁の脳硬

膜側の炭酸アパタイト顆粒は、既存骨に連続して形成された新生骨で被覆されていた。欠損部中央と皮

膚側の顆粒は線維芽細胞、間葉系細胞、毛細血管を含む線維性結合組織に被包され、一部の顆粒表

面には多核巨細胞が観察された。 

（２） 埋入 12週後（図７） 

脳硬膜側においては炭酸アパタイト顆粒周囲に新生骨の形成が観察され、４週に比較して顆粒周囲

の新生骨は成熟し、一部には層板構造も認められた。脳硬膜側では既存骨から離れた部位にも新生骨

が形成されていた。皮膚側の炭酸アパタイト顆粒は４週に比較して太い線維からなる線維性結合組織で

被包され、炎症所見はほとんど認められなかった。線維性結合組織で被包されている炭酸アパタイト表

面には多くの異物巨細胞が観察された。 

３） BDDM群 

（１） 埋入４週後（図８） 

骨欠損部の BDDM 間には炎症性細胞や毛細血管を伴う線維性結合組織が観察された。BDDM に

は、象牙細管様の構造が認められた。脳硬膜側には既存骨に連続して新生骨が形成され、BDDM に接

している部分が観察された。脳硬膜側の一部の BDDM表面には一層の幼弱な新生骨が観察され、新生

骨表面には骨芽細胞が認められた。欠損部皮膚側の BDDM 表面には多核巨細胞やマクロファージが

多数観察された。 
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（２） 埋入 12週後（図９） 

BDDM 周囲の結合組織の炎症性変化は４週に比較して軽快していた。脳硬膜側では、既存骨からの

新生骨は４週に比較して増加し、一部は BDDMに直接接していた。既存骨から離れた BDDMにも表面

に一層の新生骨が認められた。また、一部に BDDM と新生骨の境界線が不明瞭になっている部分も観

察された。脳硬膜側の新生骨に接する BDDM表面には、TRAP陽性細胞が認められ、BDDMの吸収と

骨組織への置換を示唆する像も観察された。一方、新生骨を認めない部位では TRAP 陰性の多核巨細

胞が BDDM表面に観察された。 

 

3. 透過型電子顕微鏡所見（図 10） 

埋入４週後では新生骨が認められない BDDM 表面には多核の巨細胞が観察された。BDDM のコラーゲン線

維間に細胞突起が入り込み、象牙質との境界は不明瞭となっていた。さらに、マクロファージ様細胞に接している

BDDM からのコラーゲン線維の逸脱が観察され、貪食が示唆された。埋入 12 週後では、BDDM に接して新生さ

れた骨組織のコラーゲン線維と BDDMのコラーゲン線維が接し、境界が不明瞭となっている像が観察された。 

 

4. 組織形態計測（表１、図 11） 

新生骨の面積／長さの平均値は、対照群では 0.082±0.020、炭酸アパタイト群では 0.202±0.045、BDDM 群

では 0.264±0.065であった。対照群に比較して炭酸アパタイト群およびBDDM群では大きい傾向を示し、BDDM

群は炭酸アパタイト群に比較しやや大きい傾向を示したが、クラスカルウォリス検定では、いずれの群間において
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も有意差は認められなかった。 

 

Ⅳ. 考    察 

 

ヒト脱灰象牙質の骨形成に関する報告は臨床応用を含めてなされている[31,32]が、異種であるウシ由来脱灰象牙

質に関する骨形成を評価した報告はほとんどない[26]。本研究では、ウシ歯から BDDM を開発することを目的として、

従来のヒト脱灰象牙質の処理方法[27]とは異なった処理方法にて作製した BDDM をラット頭蓋骨に形成した骨欠損

部に埋入し、骨形成過程と BDDMの吸収について組織学的に検討した。 

 

１． BDDM群に認められた炎症所見について 

４週（図８）では対照群に比較して多くの炎症性細胞を伴う線維性結合組織が多く観察された。脱灰象牙質移

植に関する免疫反応の報告は少なく[33]、Copelli らは EDTA 溶液で脱灰後に凍結乾燥処理とガンマ線滅菌を

施したヒト凍結乾燥脱灰象牙質をラット皮下組織に埋入し、歯内療法で用いられる Mineral Trioxide 

Aggregate(MTA)セメントを埋入した群と何も入れない対照群とで組織反応を評価したところ、ヒト凍結乾燥脱灰

象牙質埋入群と MTA 埋入群では１週後に中等度の炎症を認め、４週後には全群で炎症が軽度となったとし、ヒ

ト凍結乾燥脱灰象牙質は他の生体材料と比較して同程度の生体適合性を有すると報告した[34]。一方、

Schwartz らは同種他家由来脱灰象牙質の細胞質膜、象牙芽細胞突起、セメント質細胞膜が抗原となり炎症を起

こす可能性を報告しており[35]、コラーゲン線維のテロペプチド部分は異種間で構造が異なり抗原性があると報
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告されている[36]。そのため臨床で使用されているウシの真皮由来の生体材料（テルダーミス®）はプロテアーゼ

処理を行い、テロペプチド部分を分解・除去（アテロ化）し、抗原性を減じている[37]。本研究に用いた BDDM は

アルカリ処理を行っているがコラーゲン線維のアテロ化はしていないため、リンパ球の浸潤を伴う炎症が生じたも

のと推察される[38]。 

 

２． 骨形成過程について 

（１） コントロール群 

図５に示すように、12 週において欠損部には、既存骨に連続した少量の新生骨が観察され、ほとんどは線維

性結合組織で満たされていた。Niwaらは雄性８週齢Wistar系ラットの頭蓋骨に直径 4.3mmの骨欠損を形成し、

β-TCP と炭酸カルシウムを埋入し、骨補填材を入れないものを対照群として骨形成過程を組織学的に評価し、

対照群において骨形成は埋入４週後に鈍化し、８週には終了したと報告している[39]。また Xu らは、外径８mm

のトレフィンバーにて形成した骨欠損部の修復は８週で終了していることを報告している[40]。本研究においても

12 週では新生骨表面に層板構造を認め、TRAP 染色所見においても新生骨周囲に陽性を示す細胞は存在し

なかったことから、12週時点で骨による修復はほぼ終了していると考えられる。 

（２） 炭酸アパタイト群 

４週（図６）では脳硬膜側の骨欠損部辺縁の既存骨に連続して新生骨が形成され、12 週（図７）では脳硬膜側

における新生骨形成が進み、骨欠損部中央部付近にも骨組織が観察されたが、皮膚側での骨形成は認められ

なかった。炭酸アパタイトは骨の主な無機質成分であり、質量比６-９%の炭酸塩を含み、酸性環境下で溶解しや
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すい特性から破骨細胞による吸収が起こりやすく、さらには骨芽細胞の分化を促進し[41]、優れた骨伝導能を有

することが報告されている[42]。本研究においても、既存骨断端および脳硬膜側由来と推測される間葉系細胞や

骨芽細胞により脳硬膜側の炭酸アパタイト顆粒周囲での骨形成が生じたが、皮膚側では、骨形成はほとんど認

められなかった。これは、線維芽細胞による炭酸アパタイト顆粒の被包が術後早期に生じたためと考えられる。

Chimedtseren ら[43]は、ラット頭蓋骨に直径５mm の骨欠損部を形成して炭酸アパタイトを埋入し、皮膚側に比較

して脳硬膜側の新生骨量が多いことを報告している。本研究では、外径９mm のトレフィンバーを使用して大きな

骨欠損部を形成したため、炭酸アパタイト顆粒の固定が十分ではなかったことも皮膚側での骨形成が生じなかっ

たことに関係しているとも考えられる。 

（３） BDDM群 

４週（図８）では、脳硬膜側の一部の BDDM表面には幼弱な新生骨が観察され、新生骨表面には骨芽細胞が

認められた。図９（B）に示す BDDM表面の一層の骨形成には、SEM像（図３）に示す BDDM表面のコラーゲン

線維に血小板が接着することで血小板に含まれる多様な成長因子（FGF, VEGF, EGF,IGF など）やマトリックスメ

タロプロテアーゼが放出され、骨形成に関する細胞の遊走が促進されたことも関係していると推測される[44]。さ

らに、象牙質に含まれる BMP やオステオカルシンなどの非コラーゲン性タンパク質（NCP）の影響も考えられる

[45]が、本研究で用いた BDDM はアルカリ加熱処理をしており、BMP については熱耐性の報告[46]があるもの

の、NCPが BDDMの骨形成に関与しているかはさらなる検討が必要である。 

３． 材料の吸収について 

（１） 炭酸アパタイト群 
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骨補填材の生体での吸収は、主に破骨細胞などの多核巨細胞による細胞貪食を介して行われると報告

されている[47]が、本研究においても図７（D、F）に示すように新生骨形成が認められる炭酸アパタイト表面

に TRAP 陽性を示す巨細胞が観察された。炭酸アパタイトはハイドロキシアパタイト結晶に比較して破骨細

胞の発現が高く、吸収が早いことが報告されており[48]、破骨細胞による吸収が生じたものと考えられる。し

かし、骨形成の認められない線維性結合組織で被包された顆粒表面には TRAP 陰性の多核巨細胞が観

察されたことから異物巨細胞の関与も考えられる。Dersot らはハイドロキシアパタイト結晶は吸収されず多

核巨細胞の非特異的エステラーゼで吸収されると報告している[49]。 

（２） BDDM群 

図９-C に示すように新生骨形成を認める BDDM 表面には TRAP 陽性を示す巨細胞が観察され、破骨

細胞による吸収が示唆された。一方、TEM 所見（図 10）において、４週において多核巨細胞の細胞突起が

BDDM 内に入り込んでおり、マクロファージの貪食像も観察されたことから、骨形成が認められない部位で

は、異物巨細胞、マクロファージによる貪食が生じていることが明らかとなった。生体材料の吸収機構には

細胞による貪食[47–49]と酵素による消化[50]が存在するが、Murataらは脱灰象牙質とハイドロキシアパタイ

ト結晶における多核巨細胞を計量した結果、脱灰象牙質表面に出現する多核巨細胞の数が有意に少なか

ったことを報告しておりハイドロキシアパタイト結晶の吸収機構は主に細胞貪食であるのに対して脱灰象牙

質の吸収機構は酵素による消化も主体となっている可能性を示唆している[51]。一方、図９（D）に示すよう

に新生骨に囲まれた BDDM では新生骨との境界が不明瞭になっており、BDDM の吸収と骨組織への置

換を示唆する像も観察された。TEM 観察においても BDDM のコラーゲン線維と骨組織のコラーゲン線維
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が直接接している部分もあることから、今後 BDDM の吸収と骨組織への置換のメカニズムについて検討を

行う必要がある。 

 

Ⅴ. 結    論  

 

本研究では、ラット頭蓋骨欠損部に BDDM を埋入し、骨形成過程と BDDM の吸収を組織形態学的に検討し、以

下の結論を得た。 

埋入早期である４週では BDDM 周囲には炎症性細胞を伴う線維性結合組織が観察されたが、12 週において炎症

は軽快していた。また、BDDM に直接接して新生骨の形成が認められ、埋入後 12 週の骨欠損部における新生骨量

は、炭酸アパタイト顆粒埋入時と同程度であり、破骨細胞による吸収、新生骨との置換が示唆された。以上から、ウシ

脱灰象牙質（BDDM）の骨補填材としての可能性が示された。 
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付  図  説  明 

 

表１ 各群の骨欠損部の長さと新生骨形成面積 

図１ 動物埋入実験 

A：皮膚骨膜弁の翻転, B：骨欠損部の形成, C：BDDMの埋入 

図２ 単位長さあたりの新生骨量 

新生骨総面積を骨欠損部の直径で除し算出した。 

図３ BDDMの SEM像 

A：粒径 300~1040μmの削片状を呈している。 

B：横断（◯）,縦断（□）された象牙細管が露出している。 

C：象牙細管口（→）が BDDM表面に露出している。 

D：象牙細管内部にコラーゲンの線維状構造（→）が観察される。 

図４ コントロール群（埋入４週後） 

A：既存骨（a）から連続して新生骨（＊）が形成されているが,多くは線維性結合組織（→）で満たされている（組写真）。 

B：幼若な新生骨（＊）表面に骨芽細胞（→）が観察される。 

図５ コントロール群（埋入１２週後） 

A：骨欠損部の多くは線維性結合組織で満たされており,既存骨から離れた部位に新生骨（＊）が観察される。 

B：既存骨（a）に連続した形成された新生骨（＊）の骨髄腔は狭小している。 
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C：骨髄腔辺縁に TRAP陽性細胞（▲）を認める。 

D：新生骨（＊）表面に TRAP陽性細胞は認められない。 

図６ 炭酸アパタイト群（埋入４週後） 

A：炭酸アパタイト（c）を囲む線維性結合組織と新生骨（＊）が観察される。（組写真） 

B：欠損部辺縁の炭酸アパタイト（c）は幼若な新生骨（＊）に覆われている。 

C：欠損部中央の炭酸アパタイト（c）は線維性結合組織（☆）で覆われている。 

図７ 炭酸アパタイト群（埋入１２週後） 

A：既存骨に連続して形成された新生骨（＊）とは別に既存骨から離れて形成された新生骨（☆）も観察される（組写

真）。 

B：脳硬膜側の炭酸アパタイト（c）表面には、層板構造を呈する新生骨（＊）が観察される。 

C：皮膚側の骨形成が認められない炭酸アパタイト（c）表面に多核巨細胞（→）が観察される。 

D：新生骨（＊）が形成された炭酸アパタイト（c）表面には TRAP陽性細胞（→）が観察される。 

E：骨形成が認められない炭酸アパタイト（c）には TRAP陽性を示さない異物巨細胞（→）が観察される。 

F：炭酸アパタイト（c）周囲に形成された新生骨（＊）と TRAP 陽性を示す多核細胞（→）。 

図８ BDDM群（埋入４週後） 

A：BDDM（b）周囲には、線維性結合組織と新生骨（＊）が観察される（組写真）。 

B：脳硬膜側の BDDM（b）に接して新生骨（＊）が認められる。 

C：欠損部中央の BDDM（b）は炎症性細胞を含む線維性結合組織に囲まれ、BDDM 表面には多核巨細胞（→）が観
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察されるが、一部の BDDM表面には新生骨（＊）観察される。 

図９ BDDM群（埋入１２週後） 

A：４週後に比較して新生骨（＊）が増加しているが、皮膚側の BDDM（☆）は線維性結合組織に被包されている（組

写真）。 

B：BDDM（b）を囲むように形成された新生骨（＊）と BDDM との境界は不明瞭な部分も認められる。既存骨から離れ

た BDDM表面にも一層の新生骨（▲）が形成されている。 

C：新生骨（＊）に接する BDDM（b）表面に TRAP陽性細胞（→）が観察される。 

D：新生骨（＊）に囲まれた BDDM（b）に接して TRAP陽性の細胞（→）が観察される。 

E：新生骨を認めない BDDM（b）表面に TRAP陽性を示さない多核巨細胞（→）が観察される。 

図 10 BDDM群の TEM像 

A：BDDM（b）に接して多核巨細胞（＊）が観察される。埋入４週後 

B：Aの拡大像。多核巨細胞は BDDM(b)中の象牙細管に接している。 

C：Bの拡大像。巨細胞の細胞突起が BDDM(b)内に入り込み BDDM との境界（→）が不明瞭になっている。 

D：BDDM（b）表面のマクロファージ様細胞（☆）埋入４週後。 

E：Dの拡大像。BDDM（b）からコラーゲンが逸脱（→）している。マクロファージ（☆）内には多数の食胞が観察される。 

F：BDDM（b）と新生骨組織（a）が直接接している。埋入 12週後。 

G：Fの拡大像。BDDMのコラーゲン線維（黒→）と新生骨組織のコラーゲン線維（白→）が直接接しているが境界は不

明瞭。BDDMのコラーゲン線維同士の間隔は開いている。 
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図 11 各群の新生骨量の比較 
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付  図  

 

 

表１ 各群の骨欠損部の長さと新生骨形成面積 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

図１ 動物埋入実験 
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図２ 単位長さあたりの新生骨量 
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図３ BDDMの SEM像 
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図４ コントロール群（埋入４週後） 
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図５ コントロール群（埋入 12週後） 
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図６ 炭酸アパタイト群（埋入４週後） 
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図７ 炭酸アパタイト群（埋入 12週後） 
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図８ BDDM群（埋入４週後） 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

図９ BDDM群（埋入 12週後） 
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図 10 BDDM群の TEM像 
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図 11 各群の新生骨量の比較 

 

 


