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論文内容要旨 

抜歯後の歯槽骨の回復において，臨床では様々な方法が試みられている． 

1 つ目は成長因子やタンパク質などを使って化学物質を使った骨を造成する方法である．

自己血由来の成長因子を用いることで創傷治癒および組織再生を促進させ，骨再生を

誘導する． 

2 つ目は骨を移植する骨移植である．骨移植は大きく分けて，自家骨移植，他家骨移

植，異種骨移植，人工骨移植などがある． 

今回，本研究ではウシ由来異種多孔性骨移植材(DBBM)を抜歯窩に応用し，その組織

再生過程について光学顕微鏡および微小血管構築を走査型電子顕微鏡を用いて形態

学的分析を行った． 

この材料は，比較的ヒト自家骨に近い素材で吸収速度が遅いことから，骨の高さや幅を

回復する足場の目的で広く用いられている．実験では，ビーグル犬 6 頭の両側上下前臼

歯を抜歯して，右側を実験群とし，抜歯窩中にウシ由来異種多孔性骨移植材顆粒

DBBM(直径 250〜1000μm)を密に充填し，歯肉弁を緊密に縫合した．反対側は抜歯

のみの対照群とした．術後 14，30，90 日に総頚動脈より，２％グルタルアルデヒドにて

灌流固定を行い，上顎は水平断 HE 染色組織標本を作製した．下顎は下歯槽動脈よ

り合成樹脂 Mercox2 を注入し，周囲軟組織を３％次亜塩素酸ナトリウム溶液で溶解

後，凍結乾燥して，血管鋳型標本を作製し実体顕微鏡ならびに走査型電子顕微鏡

SEM にて観察した．また，対照群と移植群の歯槽頂縁の高さを立体顕微鏡にて測定し，

分析した． 



術後 14 日では，対照群では，抜歯窩周囲の幼若骨から右方の血餅に向って血管が新

生していた．この血管の基部から新生骨は添加していた． 

移植群では，新しい血管が DBBM 顆粒を取り囲んでいたため，これらの顆粒が新しい血

管を形成するための足場を提供し，骨伝導により速やかな組織再生が行われていたと考え

られる．歯槽縁の高さは，対照群よりも DBBM 群の方が高く，DBBM 顆粒によって維持

されていた． 

術後 30 日では，対照群では，多孔性骨が緻密化し骨梁の再生が始まっていた．再生

途中の骨髄には血管が観察された．また，血栓の面積は減少したが，歯槽堤の高さは

回復しなかった． 

移植群では，残存した顆粒周囲に密な骨添加が生じ，厚みのある骨が新生骨梁となって

いた． 

術後 90 日では，対照群では，骨構造は再生されたが，歯槽堤の高さは回復しなかった．

移植群では，顆粒を取り囲んだ密な骨組織となっていた． 

以上の事から血管新生が骨添加をリードして働くことで，DBBM は緻密な骨添加を得る事

が示唆されたが示唆された． 
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緒 言 

抜歯後の歯槽骨の回復は，歯科インプラント手術や歯周外科手術において不可欠な

治療となってきた 1,2)．歯科臨床において消失した歯槽骨を回復させ，歯槽骨の高さと幅

を維持するために，さまざまな移植材料が使用されている 3,4)．例えば，自家骨のみならず，

動物由来の異種骨，ハイドロキシアパタイトやβ-リン酸三カルシウムなどの人工材料も用い

られている 5)． 

自家骨移植は骨移植のゴールドスタンダードであると言われているが，患者から必要量の

骨組織を採取するための手術が必須かつ，多くの骨組織が必要となる 6,7)．その代替とし

て，異種骨が用いられることが多い 8)．異種骨移植片には，脱灰されていない凍結乾燥

骨と，脱灰された凍結乾燥骨がある 9)．特に，ウシ由来脱灰乾燥骨（DBBM）は，歯

科臨床における歯槽骨再生に広く用いられている 6)．DBBM は有機成分を欠いているため，

感染リスクが低いと言われている 10)．また化学的に合成されたβ-リン酸三カルシウムなどの

人工骨も感染リスクが低いので，骨移植の代替材料として利用されている 11)． 

多血小板血漿や多血小板フィブリン（PRF）などの自己由来材料も歯槽骨造成療法

に用いられている．これらの材料は，血管内皮増殖因子（VEGF），血小板由来上皮

成長因子，血小板由来血管新生因子など多くの成長因子を含むと報告されている 12-14)．

これらの成長因子は，その放出部位に自己幹細胞を誘導し，細胞増殖を刺激することが

報告されている 14)．我々は以前に，PRF が骨芽細胞の活性と血管新生を促進することに
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よって，新生骨の急速な形成を促進することを報告した 2)． 

血管新生は骨再生時において重要な役割を果たしている 15)．新生骨形成には，血液，

骨前駆細胞，および成長因子を供給するために豊富な血管網が必要である 16)．PRF か

ら放出される VEGF などの成長因子は，血管新生を促進することによって新生骨を形成す

る 2,17)．しかしながら，DBBM 応用時における歯槽骨再生時において血管新生および

VEGF の影響を検討した報告は未だない． 

そこで本研究では，抜歯後の血管新生と骨再生時における DBBM の影響に焦点を当

て，抜歯窩に DBBM 顆粒を充填した時の歯槽骨の形成過程を経時的に形態学的解析

を行うことで，DBBM 応用の歯槽骨組織再生への意義を明らかにすることを目的とした．  
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材料および方法 

１．実験動物と手術方法 

すべての動物実験は，神奈川歯科大学動物倫理委員会で審査・承認（承認番号

16046）された後，指針を遵守して実施した．さらに本研究は，米国国立衛生研究所

NIH（United States National Institutes of Health Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals）のガイドラインに準拠して実施した．12頭の雌ビーグル犬（12ヵ月，

オリエンタル酵母）を，飼料と水を自由に摂ることができる環境で，12時間ごとに明暗を

繰り返し，温度22±3℃条件の下において飼育した2)． 

全ての手術は全身麻酔下で行われた．麻酔前投薬としてアトロピン（0.04 mg/kg，皮

下注射）を投与した．プロポフォール（6mg/kg，静脈内注射）の投与により誘導された

麻酔は，イソフルランを用いて維持された．歯科手術として上下顎左右側第1-4前臼歯を

抜歯した．右側の抜歯窩には，DBBM（Bio-Oss®，粒径0.25～1.0mm，Geistlich 

AG，Wolhusen，Switzerland）を密に充填した．左側は対照側として，充填は行わず

歯肉弁を縫合した．術後，手術創の感染を防ぐためにアンピシリンナトリウム（20mg/kg，

皮下注射）を投与し，軟性飼料で飼育した． 

 

２．血管鋳型標本の作製と観察 

血管鋳型標本の作製は過去の方法18)に従って実施した．抜歯後14日，30日，90日
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目に実験動物を全身麻酔下（チオペンタール；5～10mg/kg）で，ヘパリン含有生理食

塩水を用いて脱血灌流し，２％グルタルアルデヒド-リン酸緩衝液で固定を行った．固定

後，低粘度のメタクリル酸樹脂である血管注入用合成樹脂（Mercox; Ladd Research, 

Williston, VT, USA）を下歯槽動脈から注入した．標本を細切後，軟組織のみを５％

次亜塩素酸ナトリウムで溶解し，硬組織と注入樹脂，充填材料が残存する血管鋳型標

本を作製した．次に，標本を流水中で十分に洗浄後，凍結乾燥した．最後に，標本を

実体顕微鏡下で観察した後，走査型電子顕微鏡（SEM；JSM6000+；JEOL，東京，

日本）を用いて観察した．また，実体顕微鏡写真に基づいて各群の歯槽縁の高さの違

いを，画像解析ソフトImageJ（NIH, Bethesda, MD, USA; http://rsb.info.nih.gov/nih）

を用いて比較した2,20,21)． 

 

３．組織学的解析 

組織切片作製は標準的なプロトコールに従って，10％ホルマリンに24時間浸漬固定後，

5％塩酸で脱灰し，パラフィン包埋を行った．4μm厚の切片を作製し，ヘマトキシリン＆エ

オジン（H＆E）染色を行った19)．染色切片を用いて歯槽骨の骨添加領域を画像解析ソ

フトImageJで解析した． 

免疫染色は過去の方法に従って行った18,19)．VEGFに対する一次抗体（1:50，sc-

7269，Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA）を4℃下にて24時間インキュベートし
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た． 

 

４．統計解析 

統計解析には，GraphPad Prism（v.6.05.；GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, USA）を用いた 22)．実験データは平均±標準偏差で表し，二元分散分析（DBBM

×実験期間）を用いて，次いで Tukey の検定を行った．有意水準は P＜0.05 とした．  
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結 果 

１．抜歯窩における実体顕微鏡像と走査電子顕微鏡像 

各群の術後14日，30日，90日後の抜歯窩における組織再生の状態について実体顕

微鏡像と走査電子顕微鏡（SEM）像を図1に示す．14日目に，対照群の抜歯窩では

既存の歯槽骨に沿って新たな骨形成が認められたが，歯槽縁の位置は低下していた(図

1a，b)．抜歯窩の周囲には新生骨が形成されていたが，中央部には血餅が認められた．

DBBM群の抜歯窩は顆粒で密に満たされていた(図1c，d)． 

30日後には，対照群では多孔性の新生骨で抜歯窩は充たされていた(図1e，f)．血栓

の面積は減少したが，歯槽縁の高さは回復していなかった．DBBM群では，抜歯窩内部

は同様の多孔性新生骨で充たされ，DBBM顆粒の周囲に骨添加が生じていた(図1g,h)． 

90日後の対照群では骨構造が再生されていた(図1i，j)が，歯槽縁の高さは回復してい

なかった．一方，DBBM群では，抜歯窩内は骨で満たされていた(図1k，l)． 

 

２．各群における歯槽縁の高さの変化 

各群での歯槽縁の高さの変化を確認するために，近心-遠心の槽間中隔に対する歯槽

縁の高さの違いを測定した（図2a）．術後14日および30日において，DBBM群の歯槽

縁は対照群よりも高い傾向が認められた(図2b)．また、術後90日においては，DBBM群

は対照群よりも有意に高かった（図2b）． 
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３．抜歯窩におけるHE染色所見 

各群の術後14日，30日，90日後の抜歯窩水平断面のH&E像について図3に示す．

対照群では，術後14日目に抜歯窩中央部に血餅が認められた．既存骨に沿って薄い新

生骨添加が観察された(図3a)．DBBM群では抜歯窩中央部に血餅は観察されず，顆粒

周囲に新生骨組織が添加していた(図3b)． 

術後30日目には，対照群の抜歯窩では血餅の面積は減少し，新生骨が形成されて

いた(図3c)．さらに，血餅の面積が減少し，新生骨の形成はまばらであった．DBBM群で

は，残存するDBBM顆粒の周囲に明確な骨形成が起こり，海綿骨内に骨梁が再生され

ていた(図3d)． 

術後90日目後，対照群では，皮質骨と海綿骨を有する正常な骨構造の再生が見ら

れた．骨髄内には骨梁の再生も観察された(図3e)．DBBM群では，新たに形成された骨

は顆粒と一体化し，抜歯窩に厚い骨組織を形成していた(図3f)． 

 

４．骨添加率の比較 

各群の術後14日，30日，90日後の骨添加率を図4に示す．術後14日の骨添加率

は，DBBM群(63.72±13.61)が対照群(27.15±4.90，P＜0.05)に比べて有意に高かった．

同様に，術後30日の骨添加率は，DBBM群(74.99±17.22)が対照群(37.36±1.02，P
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＜0.05)に比べて有意に高かった．また，術後90日には，両群の骨添加率に有意差は認

められなかった(対照群：83.54±7.20，DBBM：71.79±15.11，P＞0.05)． 

 

５．抜歯窩における血管鋳型標本所見 

各群の術後14日，30日，90日後の抜歯窩内の血管の状態の血管鋳型標本を図5に

示す．術後14日，対照群では既存骨表面の骨添加部に血管新生が見られた(図5a)．

DBBM群では顆粒周囲に血管が伸展し，その間隙に新生骨が形成されていた(図5b)． 

術後30日における対照群では，多孔性の幼弱骨が骨梁に変化し海綿骨の再生が開

始していた．新たに形成された骨髄中には血管網が観察された(図5c)．DBBM群では顆

粒の周囲に骨添加が進み新たな厚い骨梁が形成され，また骨髄中には血管網が観察さ

れた(図5d)． 

術後 90 日，対照群では薄い骨梁と明確な骨髄腔が観察された．対照的に，DBBM

群では，顆粒を中心に一体化した高密度の骨形成が見られた．さらに，骨髄腔中には

血管網が観察され血流が維持されている． 

 

６．各群における VEGF 発現 

各群の術後 14 日，30 日，90 日後における VEGF の免疫組織像を図 6 に示す．術

後 14 日の DBBM 群において，VEGF は DBBM 顆粒と血管周囲に広く陽性反応を示し
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た．さらに術後 30 日の DBBM 群においても新生骨と顆粒周囲に VEGF が検出された．

また、術後 90 日においては VEGF の発現が骨髄で観察された．各実験期間での対照群

における VEGF の陽性反応はかなり弱いものであった．  
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考 察 

本研究では，DBBM応用時の歯槽骨組織変化を形態学的に分析し，歯槽骨の治

癒・再生へのDBBMの影響を検討した．我々の所見は，DBBMが創傷治癒過程における

実験初期において新生骨の形成促進を示した．血管新生が骨再生時に重要な役割を果

たすことは十分知られている16)．我々の結果は，DBBMにより歯槽骨における新生骨形成

の初期段階で血管新生が促進されることで，新生骨形成も促進されることを示唆した． 

失われた歯槽骨を回復するため様々な歯槽骨造成療法が適用されてきた中で1)，

DBBMはその優れた操作性により，インプラント手術における自家骨の不足を補うための足

場として広く使用されてきた10)．DBBMはヒトの骨の構造に非常に似ており23,24)，人間への

適用性はいくつかの研究で示されている10,25)． また，DBBMは異種骨であるが，臨床使

用における感染などへの安全性が確立されている26)．本研究結果は，DBBMがビーグル犬

の骨治癒の初期段階で歯槽骨の再生をサポートすることを示唆した．さらに，我々の結果

は，DBBMが足場として歯槽骨の高さと幅を維持していることを示した．これは，インプラン

ト手術を成功させるための重要な指標である27)．過去の研究では，ラット28)およびウサギ23)

を用いたモデルでのDBBM応用が実証されていたが，頭蓋冠における実験であった23,28)．こ

れら齧歯類での実験と比較して，ビーグル犬での実験結果はヒトでの反応と非常に近いこ

とから29)，本研究の結果は，ヒトでのDBBM応用時の新生骨形成時においてそれをサポー

トする血管新生を評価するための重要な知見となり得る． 
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本研究において，DBBM 群における歯槽縁はいずれの時期においても高く、骨添加率も

術後 14 日目と 30 日目において対照群よりも有意に高かった．これらの結果は，DBBM

が抜歯窩において新生骨形成を促進することを示した過去の報告とも一致している 6)．さら

に，それよりも早期の実験期間（術後 14，30，および 90 日）での我々の結果は，より

迅速な新生骨の形成を示した．しかしながら，本研究結果では，DBBM 群が術後 90 日

目において対照群とほぼ同等の骨添加率を示した．以前の研究では，DBBM が宿主組

織に再吸収されることが示され 30)，我々の結果は，90 日目に確認できた新生骨に

DBBM 顆粒が組み込まれたことを示した． 

骨形成時に重要な役割を果たす血管新生は 15,16)，VEGF などの成長因子によって促進

される 2)．また VEGF は，血管新生と細胞増殖を促進することにより，骨形成を促進する

17)．本研究では，新生骨形成過程において，DBBM 顆粒の周囲に新生血管および新

生骨の形成を確認した．さらに，VEGF は実験の初期段階でこれらの血管周囲で検出さ

れた．しかし，対照群では VEGF 陽性像はあまり検出できなかった．我々の結果と同様に，

過去の報告において手術後 4 週間で得られたサンプルでは VEGF 陽性反応はほとんど見ら

れなかった 31)．これらの結果から，DBBM が血管新生の足場を提供し，血管新生を促進

して歯槽骨における骨再生をサポートすることを示唆している． 

この研究にはいくつかの限界が存在した．第一に，免疫染色において対照群における

VEGF の特異的反応を明確に示すことが困難であった．今後の研究において，血管新生
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を解析するために，CD31 を含む免疫組織化学的分析を行う必要があると考える．第二

に，DBBM の血管新生促進効果の根底にあるメカニズムは不明なままである．以前の報

告は，DBBM を用いた場合と，DBBM を用いない場合では，成長因子の放出量が異な

ることが示されている 32)．DBBM は，VEGF 発現を誘導することによって血管新生を増強し

ていると考えられる 33)．さらに，VEGF は骨形成タンパク質と相互作用することによって骨形

成を促進する 17)．したがって，将来，DBBM を使用して，VEGF などの血管新生関連タ

ンパク質のシグナル関連因子を調査する必要があると考える．  
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結 論 

本研究は，DBBM が歯槽骨の骨再生時において足場として機能するだけではなく，新

生骨形成時に重要な血管新生も促進していることが示唆された．抜歯窩における新生血

管は，時間経過とともに DBBM 顆粒を取り囲み，それを核として骨形成を促進することが

示唆された．本研究における知見は，DBBM が血管新生と新生骨形成に重要な役割を

果たすという証拠を提供し，今後ヒトにおいて DBBM を応用した時の血管新生と骨再生の

状態を検証する必要があると考える．  
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図 1 実体顕微鏡および走査型電子顕微鏡による各群の抜歯窩の所見 

実体顕微鏡（a，c，e，g，i，k）および走査型電子顕微鏡（SEM; b，d，f，h，j，

l）の抜歯窩（矢状断）の画像を示す．14 日後（a-d），30 日後（e-h），および

90 日後（i-l）をそれぞれ示す．DBBM 群の抜歯窩は顆粒でしっかりと満たされ，歯槽

縁の高さは顆粒によって維持されていた． AB（歯槽骨），AM（歯槽縁），BC（血

餅），NFB（新生骨）．赤線：血餅，黄線：抜歯窩． 
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図 2 各群の抜歯窩の歯槽縁の高さの比較 

対照群（N = 4）および DBBM 群（N = 4）の近心-遠心槽間中隔での歯槽縁の高さ

を実体顕微鏡写真で測定し，Image-J で算出した．データは，平均±標準誤差として表

されている．二元配置分散分析（DBBM×実験期間）および Tukey の検定．*P＜0.05 
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図 3 抜歯窩におけるヘマトキシリン＆エオシン染色所見 

抜歯窩領域（水平断）の H＆E 画像の 14 日後（a，b），30 日後（c，d），およ

び 90 日後（e，f）を示す．対照群（a, c, e），DBBM 群（b，d，f）．DBBM 顆

粒（*），AB（歯槽骨），BC（血餅），BM（骨髄），BT（骨梁），NFB（新生

骨）．スケールバー：200μm． 
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図４ 各群の骨添加率

対照群（N = 4）と，DBBM 群(N = 4）の各実験期間での骨添加率をグラフに示す． 

DBBM 群の骨添加率は対照群よりも高かった．データは，平均±標準誤差として表されて

いる．二元配置分散分析（DBBM×実験期間）および Tukey の検定．

＊P＜0.05
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図５ 各群の抜歯窩における血管鋳型標本所見 

抜歯窩領域の SEM 画像の 14 日後（a，b），30 日後（c，d），および 90 日後

（e，f）を示す．DBBM 顆粒（*）は新生血管に囲まれ，その周囲に新生骨が形成さ

れた． それぞれ AB（歯槽骨），BM（骨髄），BT（骨梁），BV（血管：赤色），

NFB（新生骨：緑色）を示す． 
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図６ 各群の抜歯窩における VEGF 発現 

抜歯窩領域の VEGF 免疫染色画像の 14 日後（a，b），30 日後（c，d），および

90 日後（e，f）を示す．VEGF 免疫染色は，DBBM 顆粒の周囲で広く陽性反応（矢

印）を示した．スケールバー：50μm． 

 




