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Abstract

The effectiveness of oral implant treatment based on os-

seointegration theory is well established. However, occlusal

inconsistency may be a problem in the osteosynthetic im-

plant body due to differences in the amount of pressure dis-

placement between the implant body and the natural tooth

mediated by the periodontal ligaments. A periodontal liga-

ment regeneration−type implant can be considered as a so-

lution to this problem. Enamel proteins are known to be in-

volved in cementum formation during root formation as

well as during enamel formation. The aim of this study was

to examine the regeneration of cementum and periodontal

ligament around hydroxyapatite (HA) granules with or with-

out EMD application in the extraction socket. Tissue regen-

eration was observed histologically, immunohistochemi-

cally, and microstructurally. In the soft tissue remaining on

the HA surface, an unstructured substrate was observed on

the HA surface from an early stage, and this layer showed

the immune reaction of osteopontin. The immune response

of periostin was observed around the HA with EMD, but

was weak in the collagen fibers around HA without EMD.

In the HA without EMD, flat cells were arranged in parallel

on the surface of the HA, and collagen fibers were also ar-

ranged in this manner. In the HA with EMD, polygonal

cells were also seen and arranged scattered on the HA sur-

face. Furthermore, some collagen fibrils were arranged per-

pendicularly to the unstructured substrate surface, and the

periodontal ligament−like tissue in which one end of the fi-

brils was embedded in a cell−free cementum−like structure

was regenerated. The results suggest that enamel protein

may play a role in the reconstruction of the periodontal tis-

sue including the cementum and periodontal ligament

around the HA−coated implant body.
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緒 言

口腔インプラント治療は，これまでの基礎的研究なら
びに臨床報告より安全性と有効性が示され，今日では歯
の欠損による咀嚼機能の回復や審美性の改善を目的とす
る補綴治療のひとつとして確立されている．現在歯科臨
床で広く用いられている骨結合型インプラントは，オッ
セオインテグレーション理論に基づくもので機能的にも
審美的にも優れたものであり，かつ長期にわたる維持が
可能となっている（Guglielmotti et al., 2019 ; Manea et

al., 2019）．しかし，咬合を含めた神経・筋機構の調和
を考えるとき，インプラント体と顎骨との接触が主に骨
結合であるため，歯根膜が介在する天然歯との間の被圧
変位量の差はインプラントの咬合関係を困難とし失敗の
要因となることがある（Albrektsson & Wennerberg,

2019 ; Sadowsky, 2019）．このような要因を取り除くもの
として歯根膜再生型のインプラントが考えられる．
インプラント体周囲に歯根膜を形成する試みとして

は，インプラント体を隣在歯の歯根膜に接触させること
により部分的に歯根膜が形成されたことや，抜歯窩へ埋
入したインプラント体の周囲に歯根膜様組織が形成され
たことが報告されている（Iwasaki et al., 2019）．
エナメルタンパクは，エナメル芽細胞により合成・分

泌され，エナメル質の石灰化に関与するが，一方で無細
胞性セメント質の形成に関与していることが知られ，
Hammarströmは歯根形成期にヘルトビッヒ上皮鞘から分
泌されたエナメルタンパクが象牙質表面に沈着し，セメ
ント質最内層の形成に関与するとともに歯小嚢の外胚葉
由来未分化間葉系細胞をセメント芽細胞に分化誘導する
ことを示し，エナメルタンパクが無細胞セメント質と歯
根膜再生を誘導する可能性を報告した（Hammarström,

1997）．その後も，エナメルタンパクが歯周組織欠損部
の無細胞性セメント質再生にも有効であることが報告さ
れている（Shirakata et al., 2017 ; Miron et al., 2016a）．
我々もエナメルタンパクを応用したハイドロキシアパタ
イト（HA）周囲でコラーゲン線維の改変が進むことや
コラーゲン線維束の形成を報告している（Shibui et al.,

2020）．
そこで本研究は，エナメルタンパクを用いてインプラ

ント体周囲にセメント質・歯根膜の再生の可能性を検討
する目的でエナメルタンパクを塗布したHAをラット抜
歯窩に埋入し，HA周囲の組織再生を細胞組織学的，免
疫組織化学的に検討した．

材料および方法

実験材料として平均気孔率40％，平均気孔径200μmの
非吸収性HA顆粒（Osteograft®S−D，京セラ）を用いた．
HA顆粒は篩にて直径約425－500μmに調整し，乾熱滅菌
後，これにエナメルマトリックスデリバティブ
（EMD：Emdogain®Gel, Biora）を塗布し凍結乾燥したエ
ナメルタンパク塗布HA顆粒（EMD−HA）を用いた．実
験動物には，4週齢のWistar系雄性ラット（体重約100
g）40匹を用いた．北海道医療大学動物実験委員会の実
験規定に基づき，承認を得て実施した（承認番号：2018
年3月7日 第068号）．イソフルランによる鎮静後，ペ
ントバルビタールナトリウム30mg/kg（Nembutal®，大
日本製薬）を腹腔内投与し全身麻酔を施した．ラット上
顎第一臼歯を抜去し，止血後，抜歯窩に実験群には
EMD−HAを，対照群にはエナメルタンパク非塗布HAを
埋入した．術後3，5日，2，6週にイソフルランにて
鎮静後，ペントバルビタールナトリウム100mg/kgによ
る深麻酔下にて安楽死させた後，上顎を取り出し，2％
パラホルムアルデヒド–2％グルタールアルデヒド混合
固定液（0．1Mリン酸緩衝液，pH7．4）で4℃にて24時
間浸漬固定した．その後Morse液で4℃にて1週間脱灰
した．電子顕微鏡観察のため上顎第一臼歯部を近遠心方
向にマイクロスライサーで細切し1％四酸化オスミウム
で後固定後，上昇エタノール系列で脱水し，通法に従っ
てエポキシ樹脂に包埋した．薄切後トルイジンブルー染
色し，光学顕微鏡で観察した．また抜歯窩に完全に埋入
されたHA周囲の形態観察を光学顕微鏡で行い，image J

にて骨接触率を計測し，F検定とStudent’s t−testにて解析
した．危険率5％未満（P＜0．05）を持って統計学的優
位差とした．超薄切片はタンニン酸，酢酸ウランとクエ
ン酸鉛による三重染色を施し，透過電子顕微鏡（100
CX, JEOL）で観察した．組織の一部は，4％パラホル
ムアルデヒド固定液（0．1Mリン酸緩衝液，pH7．4）で
4℃にて24時間浸漬固定後，Morse液で4℃にて1週間
脱灰した．パラフィン包埋後，ヘマトキシリン・エオジ
ン染色，および免疫組織化学染色し光学顕微鏡で観察し
た．脱パラフィンした後，水洗，内因性ペルオキシダー
ゼ活性の阻害を行い，正常血清によって非特異的反応を
阻止した．1次抗体としてウサギ抗ラットオステオポン
チン抗体（Dr. Hosoya, Health Sciences University of Hok-

kaido）（1：1000），ウサギ坑ラットペリオスチン抗体
（Dr. Inoue, Shiga University of Medical Science）（1：
50）を滴下し，4℃にて一晩反応後リン酸緩衝液
（PBS）で洗浄した．二次抗体としてヤギ・ウサギ用ヒ

30 渋井 徹 等／抜歯窩に埋入したハイドロキシアパタイト顆粒周囲の歯周組織再生におけるエナメルタンパクの影響

（30）

第４０巻１号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０２９～０３６　原著　渋井　　　　　４Ｃ  2021.07.06 16.35.16  Page 30 



ストファインMAX−PO（G）キット（ニチレイ）を滴下
し60分間反応させ洗浄後，3．3’－diamino− benzidine・H2

O2発色液で呈色した．水洗後，メチルグリーンで核染色
を行い，脱水・透徹後封入した．また一次抗体を反応さ
せない陰性コントロール染色も同時に行った．

結 果

術後3日の抜歯窩およびHA周囲は両群ともに疎な細
胞間質からなる組織で満たされており（図1a, c），その
中に毛細血管と散在する炎症性細胞が観察された（図1
b, d）．術後5日では両群ともにHA全周の半分で骨組織
が観察された（図1e, g）．HA周囲の組織中の炎症性細
胞は減少し毛細血管が見られた（図1f, h）．対照群では
HA表面に平行な扁平な細胞が観察された（図1f）．実
験群のHA表面付近では多角形の細胞が見られた（図1
h）．術後2週では両群ともにHAの大部分が骨組織で囲
まれており，HA表面では部分的に軟組織が見られた
（図1i, k）．HA表面近傍の組織を比較すると，対照群で
はHA表面に平行に伸びる細長い細胞が観察されたのに

対し（図1j），実験群では多角形の細胞が観察された
（図1 l）．HA表面の骨接触率は5日では対照群で
52．0％，実験群で51．6％，2週では対照群で82．5％，実
験群で88．8％と同時期の両群間で有意差はなかった（図
2）．

図2 HA周囲の骨接触率
抜歯窩のHA表面の骨接触率は術後5日では対照群で
52．0％，実験群で51．6％，術後2週では対照群で82．5％，実
験群で88．8％と同時期の両群間に有意差はなかった．

図1 抜歯窩に埋入したHA周囲の組織像
対照群（a, b, e, f, i, j）および実験群（c, d, g, h, k, l）のHA周囲の組織像．術後3日．対照群・実験群ともにHA
周囲は軟組織で満たされており（a, c），軟組織は疎な細胞間質と毛細血管（星印）からなり，炎症性細胞（白
矢印）が散在する（b, d）．術後5日．術後3日に比べて両群ともにHA周囲の軟組織は減少した（e, g）．対照群
ではHA表面に平行な扁平な細胞（白矢頭）が観察される（f）のに対し，実験群のHA表面付近では多角形の細
胞（矢頭）が観察される（h）．術後2週．両群ともにHAの大部分が骨組織で囲まれ，HA表面では部分的に軟組
織が見られる（i, k）．HA表面近くの軟組織を比較すると，対照群ではHA表面に平行に伸びる細長い細胞（白矢
頭）が観察される（j）が，実験群では多角形の細胞（矢頭）が観察される（l）．トルイジンブルー染色．Aster-
isk：ハイドロキシアパタイト（HA）．毛細血管（星印）a− l：bar100µm
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オステオポンチンの免疫組織化学でHA表面の層でオ
ステオポンチンの反応（図3e, f）が見られた．対照群
ではその層に平行に扁平な細胞が配列していた（図3
b）．実験群では一部で多角形の細胞が配列し，HA表面
に垂直な方向に紡錘形の細胞が配列しており（図3c），
隣接歯根の表面（図3a,d）と類似していた．
強いペリオスチンの免疫反応が歯根膜組織で観察され

るが（図3g），対照群のHA周囲の組織ではペリオスチ
ンに対する免疫反応が弱かった（図3h）．実験群では骨
組織近傍からHA表層にかけて対照群よりも強い反応が
観察された（図3i）．

HA表面を透過電子顕微鏡で観察すると，術後3日の
対照群ではHA表面の無構造な基質の中にわずかに線維

構造が見られた（図4a）．実験群ではHA表面の無構造
な基質に明瞭な多数の線維が観察された（図4b）．術後
5日，2週では，対照群のHA表面近傍のコラーゲン細
線維はどちらも明瞭だがHA表面に平行に走行するコ
ラーゲン線維の横断像が観察された（図4c, e）．実験群
ではコラーゲン細線維がHA表面に垂直に走行する像が
多く観察された（図4d, f）．術後6週の対照群ではHA

周囲に平行に配列するコラーゲン線維束の横断像が観察
された（図4g）．実験群ではHA表面近くに配列する多
角形の細胞とHA表面の基質層に垂直に埋入するコラー
ゲン線維束が観察された（図4h）．

図3 術後2週の歯根膜およびHA周囲におけるオステオポンチン・ペリオスチンの免疫組織像
（a, d, g）ラット歯根中央部歯周組織像．（b, e, h）対照群．（c, f ,i）実験群．（a-c）H−E染色．（d-f）オステオポンチ
ン免疫組織化学．（g-i）ペリオスチン免疫組織化学．
（a）矢印で示す歯根のセメント質近傍には多角形の細胞（矢頭）が見られ，歯根に垂直に伸びる紡錘形の細胞
（白矢頭）が観察される．（b）対照群HA表面では薄い層に平行に配列する細長い紡錘形の細胞（白矢印）が見
られる．（c）実験群HA表面の一部では矢印で示す表面の薄い層に配列する多角形の細胞（矢頭）と薄い層に垂
直に配列する紡錘形の細胞（白矢頭）が観察される．（d）矢印で示す歯根表層のセメント質および歯槽骨の骨
改造線でオステオポンチンの反応が強く観察される．（e）対照群HA表面近くに反応が見られた．（f）実験群HA
表面近くでも反応が見られ（矢印），線維との境界部でより強い反応が観察された．（g）歯根膜組織で強いペリ
オスチン反応が観察される．（h）対照群HA表面周囲の歯根膜様組織ではペリオスチンに対する免疫反応が弱
かった．（i）実験群では骨組織近傍からHA表層にかけて対照群よりも強い反応が観察された．Asterisk：HA．M
2：上顎第2臼歯．AB：歯槽骨．CF：コラーゲン線維．a, d, g：bar100µm. b, c, e, f, h, i：bar50µm
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考 察

今回の実験でHA表面に無構造な基質が観察された．
この層は術後5日から観察され，セメント質の主要な非
コラーゲン性糖タンパク質であるオステオポンチンを含
むことから，無細胞セメント質（Arzate et al., 2015）や
セメント質（Foster et al., 2018）の最内層に見られるも
のと相同の層と考えられた．セメント質最内層は，歯根

象牙質とセメント質の結合に関わることが示唆されてお
り（Yamamoto et al., 2016），また同様の構造がインプラ
ントと骨組織の結合に関わることも論じられている
（Makishi et al., 2017）．
対照群ではHA表面に平行に扁平な細胞が配列すると

ともにコラーゲン線維も同様に配列していたのに対し，
実験群ではセメント芽細胞の形態に類似した多角形の細
胞もHA表面に配列していた．さらに実験群ではコラー

図4 HA表面の透過電子顕微鏡像
術後3日．（a）対照群ではHA表面の無構造な基質の中にわずかに線維構造が見られる
（矢印）．（b）実験群ではHA表面の無構造な基質に多数の明瞭な線維（矢印）が観察さ
れた．（c, d）術後5日．（e, f）術後2週．（c, e）対照群ではHA表面近傍のコラーゲン
細線維はどちらも明瞭だがHA表面に平行に走行するため横断像が観察された（黒星
印）．（d, f）実験群ではコラーゲン細線維がHA表面に垂直に走行する像が多く観察され
た（矢印）．術後6週．（g）対照群ではHA周囲に平行に配置するコラーゲン細線維束の
横断像（白星印）が観察された．（h）実験群ではHA表面に一定に配列する多角形の細
胞とHA表面に垂直に走行し無構造な基質層に埋入するコラーゲン線維束（白矢印）が
観察された．Asterisk：HA. a-f：bar1µm. g, h：bar5µm
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ゲン細線維の一端が無構造な基質表面に垂直に配列し埋
入されていた．EMDはヒトの歯根面に4週間付着して
おり，歯根面にセメント質様構造を形成すること，歯根
膜細胞の増殖・分化を促進することが報告されている
（Miron et al., 2016a, b）．EMDの主成分であるアメロゲ
ニンは歯の発生過程で最も早期に発現するエナメルタン
パクで（Pham et al., 2017），エナメル質の石灰化だけで
なく，シグナル伝達分子として上皮間葉相互作用に関わ
る（Miron et al., 2016b）．アメロゲニンをコーティング
したチタン表面では歯根膜細胞の初期接着性とセメント
質への分化が誘導される（Terada et al., 2018）ことが報
告されている．またリコンビナントアメロゲニンはセメ
ント芽細胞の生物活性を促進することや（Hakki et al.,

2018），セメント芽細胞の増殖を促進する（Yoshimi et

al., 2016）ことも報告されている．さらにエナメルタン
パクに含まれるシースプロテインが単独あるいはアメロ
ゲニンと会合することでセメント質の再生を促進する
（Kanazashi et al., 2006）ことや，我々も歯根膜線維束の
形成とコラーゲン線維の改変を確認している（Shibui et

al., 2020）ことから，エナメルタンパクが抜歯窩治癒過
程において幹細胞に作用し，シャーピー線維様構造を含
むセメント質様構造が形成されたと考えられる．
今回一部でのみ歯根膜様構造が観察された．また歯根

膜で発現するペリオスチンの局在（Walker, 2016）も限
定的であった．ペリオスチンの発現に咬合圧などのメカ
ニカルストレスが影響することや（Denes et al., 2020），
傷害を受け歯根膜線維が疎になるとペリオスチンの局在
が減少する（Hasan et al., 2017）ことが報告されている
ことから，抜歯窩に埋入されたHA周囲ではメカニカル
ストレスが欠如することや残存する軟組織の傷害により
コラーゲン線維束の発達とペリオスチンの発現が弱かっ
たことが考えられる．またEMDを応用したヒトの歯の
移植でも歯根吸収が半数でみられた（Mohamed et al.,

2019）ことから，EMDを応用した際も咬合力のコント
ロールが重要であることが示唆される．
セメント質様構造も一部でのみ観察された．これまで

に歯周組織再生幹細胞療法の解析から歯周組織再生に効
果的な幹細胞も報告されており（Li et al., 2020），マウ
ス顎骨に歯小嚢細胞を応用したインプラントの埋入
（Oshima et al., 2014）や，イヌ下顎骨に歯根膜由来幹細
胞シートを応用したインプラントの埋入（Washio et al.,

2018）研究でインプラント体周囲に歯周組織が形成され
たことが報告されている．発育期や組織修復期の歯根膜
では幹細胞が増殖する（Hosoya et al., 2020）が，抜歯に
より歯根セメント質近傍の歯根膜を欠いた今回の研究で

はセメント芽細胞に分化できる細胞が少なかったことが
考えられる．
最近ではrhFGFを用いた研究で多くの骨形成や厚い細

胞性セメント質の形成が報告され（Kitamura et al. ,

2016）臨床でも応用されている．歯周組織はセメント
質，歯根膜，歯槽骨からなる複合組織であり，再生歯周
組織にはこれらの組織がすべて形成される必要がある．
今回，エナメルタンパクを応用したHA周囲にセメント
質・歯根膜様組織の再生が一部で認められた．インプラ
ント治療は，顎骨にドリリングし歯根膜のないところに
インプラント体を植立するため，セメント芽細胞や歯根
膜線維芽細胞に分化できる細胞も少ないと考えられるこ
とから，組織由来幹細胞の応用やrhFGFなど成長因子と
の併用が有効になると思われる．さらにメカニカルスト
レスの付与によってインプラント体周囲にセメント質と
歯根膜類似の歯周組織を形成する可能性が示唆される．

結 論

抜歯窩に埋入したエナメルタンパク塗布アパタイト表
面にセメント質最内層様構造と無細胞セメント質様組織
が再生された．無細胞セメント質様組織にコラーゲン細
線維がアパタイト表面にほぼ垂直な配列で埋入され，歯
根膜様組織が再生された．以上のことより，エナメルタ
ンパクを用いることによりインプラント体周囲にセメン
ト質と歯根膜を含む歯周組織の再生・再建の可能性が示
唆された．
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