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Abstract：We studied the effects of bisphosphonate administration on cementum-like tissue formation and
dentin resorption induced by BMP-2 in rats.
Incadronate (1μg/kg/day) was administered intraperitoneally to rats three times per week, from two weeks
before implanting dentin blocks to the end of the observation period. Saline was administered under the same
protocol without incadronate to the control group. We prepared 180 dentin blocks from rat teeth roots and treated
them with 24%EDTA. Each block had 0,100 or 400μg/ml rhBMP-2 applied. Blocks were then implanted into
palatal connective tissue of rats, and specimens were prepared 2, 4, and 8 weeks after implantation for
histological and histomorphometric examination.
Results showed that dentin resorption in the control group was significantly greater than that in the

experimental group (p ＜ 0.01). New cementum-like tissue formed in the experimental group was also significantly
less than that in the control group (p ＜ 0.01). 80% of new cementum-like tissue were formed on resorption site of
dentin and 20% on the nonresorption site. TRAP positive cell numbers did not show any significant difference
between groups.
These findings suggested that osteoclast-like cells mediated new cementum-like tissue formation, and dentin

resorption was suppressed by bisphosphonate administration and osteoclasts this play an important role in has
been new cementum-like tissue formation on dentin surfaces to which BMP-2 applied. Nihon Shishubyo Gakkai
Kaishi (J Jpn Soc Periodontol) 48 : 285-296, 2006.
Keywords：rhBMP-2, dentin resorption, cementum-like tissue, bisphosphonate

要旨：本研究の目的は，ビスフォスフォネートを投与して破骨細胞様細胞の機能を抑制することで BMP-2 処
理した象牙質表面における硬組織の形成や象牙質吸収がどのような影響を受けるかを検索することである。
象牙質片を 24％ EDTA(pH7.0)に 3 分間浸漬後，0，100，400μg/ml のリコンビナントヒトBMP-2 に 10 分間
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浸漬処理した。ラットを 2群に分け実験群はインカドロネートを 1μg/kg /day，3 回 / 週を腹腔より投与し，観
察期間終了まで継続した。対照群は生理食塩水を同様に投与した。各群のラット口蓋結合組織に象牙質片を埋植
して，2，4，8週後に組織標本を作製し，象牙質吸収率と硬組織形成率を計測した。
象牙質吸収率は実験群が対照群に比較して有意に低かった(p ＜ 0.01)。硬組織形成率も同様に実験群が対照群

に比較して有意に低かった(p ＜ 0.01)。硬組織形成のうち 80％程度が吸収面に形成され，20％程度が非吸収面に
形成されていた。また，TRAP陽性細胞率はBMP-2 濃度 0，100，400μg/ml の全実験期間で両群間に有意差はな
かった
以上の結果から，ビスフォスフォネートを投与すると，BMP-2 処理した象牙質片において，破骨細胞様細胞の

機能を抑制し，象牙質の吸収が減少するとともに，硬組織形成も抑制することが明らかになり，BMP-2 による象
牙質表面への硬組織形成には破骨細胞様細胞が重要な役割を有することが示唆された。
キーワード：rhBMP-2，象牙質吸収，セメント質様硬組織，ビスフォスフォネート

緒 言

近年，様々な成長因子を歯周組織再生療法に応用す
る研究が行われている。特に Bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2) は骨芽細胞に対する強力な分化
誘導作用や骨誘導能を有することが明らかになってお
り1-5)，歯槽骨の再生への有効性が報告6-11)されてい
る。BMP-2 を用いた再生療法では BMP-2 を担体に
含浸させて生体内に移植するのが一般的である8-11)。
しかし Zaman ら12)，宮治ら13)は象牙質を EDTA で
脱灰して BMP-2 処理することで，象牙質に BMP-2
が保持されることを明らかにした。さらに伊部ら14)

はビ－グル犬に実験的歯周組織欠損を作製し，露出し
た歯根象牙質をＥＤＴＡで処理して BMP-2 を塗布す
ることで，歯周組織の再生が有意に高められたと報告
しており，象牙質を BMP-2 の担体とした新たな歯周
組織再生療法に発展する可能性を示している。
一方で，Miyaji ら15,16)，天雲ら17)は BMP-2 で処理

した象牙質片をラット結合組織に移植し，象牙質上に
セメント質様硬組織が形成され，この硬組織の形成に
は象牙質面の吸収を伴わずにセメント質様硬組織が形
成される場合と，象牙質の吸収窩にセメント質様硬組
織が形成される場合があることを報告している。
一般に，生体内で骨組織は破骨細胞と骨芽細胞の

カップリング現象によってリモデリングが行われてい
ることが知られている18.19)。カップリング因子とそ
の発現制御機構の詳細はまだ不明な点が多いが，破骨
細胞によって骨が吸収すると，細胞外マトリックスか
ら transforming growth factor-βが遊離され骨芽細胞
の分化を促進する可能性が報告されている20)。また
破骨細胞が放出する因子が未分化間葉細胞を骨芽細胞
への分化誘導することも報告21)されている。
BMP-2 は骨芽細胞の分化誘導だけでなく，破骨細

胞の発現を活性化し，破骨細胞前駆細胞に直接作用し

て破骨細胞の吸収能を活性化させることが報告22)さ
れている。また，BMP-2 による破骨細胞の発現と吸
収能は，濃度依存的，経時的に活性化することも報
告23)されている。したがって BMP-2 による硬組織形
成は，骨芽細胞の分化誘導を直接的に引き起こすだけ
でなく，破骨細胞と骨芽細胞が関与したカップリング
によるリモデリングも重要な因子となっている可能性
が考えられ，これを解明することは BMP-2 を用いた
再生療法を発展させるために重要と考えられる。
ビスフォスフォネートはピロリン酸類似の化合物
で，ハイドロキシアパタイトに強い親和性があり，一
般に分化した破骨細胞に取り込まれて不活性化するこ
とで破骨細胞の機能を抑制し，骨吸収抑制作用を発揮
することが明らかになっている24-28)。したがって，ビ
スフォスフォネートで破骨細胞を抑制することによ
り，BMP-2 による硬組織形成における破骨細胞の関
与を明らかにできると思われる。
本研究の目的は，ラットにビスフォスフォネートを
投与して破骨細胞の機能を抑制し，BMP-2 処理した
象牙質表面におけるセメント質様硬組織形成や象牙質
吸収がどのような影響を受けるかを組織学的に評価す
ることである。

材料と方法

本実験は北海道大学大学院歯学研究科動物実験委員
会の承認を得て同ガイドラインに従って行った。
1) 試験片の作製
12 ～ 14 週齢のWistar 系雄性ラットより採取した
切歯を，タービンを用いてエナメル質，セメント質を
除去し，歯根中央部付近の象牙質から砥石を用いて 1
× 1 × 0.3mmの大きさで 180 個を作製した。作製し
た象牙質片は 24％ EDTA(pH7.0)で 3 分間脱灰処理
した後，phosphate buffered saline(PBS)で数回洗浄し
て，1000U/ml penicillin, 1000μg/ml streptomycin
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(GIBCOTM, Grand Island, New York U. S.
A.) 含有 PBS に 24 時間浸漬した。その後，象牙質
片を洗浄し，0，100 および 400μg/ml の濃度に調製し
たリコンビナントヒト BMP-2（アステラス製薬株式
会社，東京）溶液に 10 分間浸漬処理した。処理後に余
剰のBMP-2 溶液はガーゼにて除去した。
2) ビスフォスフォネートの調整と投与方法
10 週齢の Wistar 系雄性ラットを実験群 90 匹と対

照群 90 匹に分け，実験群には手術 2 週間前よりビス
フォスフォネート（インカドロネート，1μg/kg/day，
アステラス製薬株式会社, 東京）を 1週間に 3回の頻
度で観察期間終了まで腹腔内投与を継続して行い，対
照群は生理食塩水を同様に腹腔内投与した。
3) 象牙質片の埋植手術方法
ラットにペントバルビタールナトリウム（ネンブ

タール®injection, 大日本製薬, 大阪）の腹腔内投与
（7.0 × 10-4ml/g）による全身麻酔を行った後，口蓋粘
膜を部分層弁で剥離し，口蓋部結合組織内に BMP-2
処理した各象牙質片を移植して縫合した。
4) 病理組織学的観察と組織学的計測
2,4,8 週の観察期間終了後に，移植象牙質片と周辺

組織を 1 塊として摘出し，10％ホルマリン溶液
（pH7.4）にて固定，10％ EDTA（pH7.0）にて脱灰後，
通法に従いパラフィン包埋を行った。その後，前頭面
断で厚さ 5μmの連続切片を作製し，ヘマトキシリン・
エオジン重染色と酒石酸耐性フォスファターゼ
（TRAP）染色および，オステオカルシン免疫染色を行
い，光学顕微鏡下にて組織学的観察を行った。オステ
オカルシン免疫染色は，ヒストファイン SAB-PO(M)
キット（ニチレイ, 東京）を用いて行った。組織切片
を脱パラフィン後，0.01mol/l PBS（pH7.4）で洗浄し，
3％過酸化水素加メタノールで 15 分間処理後，PBS で
洗浄，抗オステオカルシンモノクローナル抗体
（OC4-30，宝酒造, 大津）を 200 倍希釈して一次抗体
とし，4℃で 24 時間作用させた。次にビオチン標識
IgG,IgA,IgMからなる二次抗体（ニチレイ, 東京）を
室温で 10 分間作用させ，0.6％過酸化水素加 3，3－ジ
アミノベンチジン 4塩酸塩トリス塩酸緩衝液で発色さ
せた。
組織学的計測には連続切片中央部の標本とその前後

200μm 離れた標本の 3 枚を選択した。組織画像を
パーソナルコンピューターに取り込み Scion Image
（Frederick, Maryland, U.S.A.）を用いて以下の項
目を計測した。
(1) 象牙質吸収率：象牙質片の表面における吸収面

の長さを計測し，象牙質片表面全周の長さに対
する百分率で算出した。

(2) 総硬組織形成率：象牙質片表面上に形成された
硬組織の長さを計測し，象牙質片表面全周の長
さに対する百分率で算出した。

(3) 吸収形成率：象牙質片表面が吸収された部位に
形成された硬組織の長さを計測し，象牙質片表
面全周の長さに対する百分率で算出した。

(4) 非吸収形成率：象牙質片表面の吸収されていな
い部位に直接形成された硬組織の長さを計測
し，象牙質片表面全周の長さに対する百分率で
算出した。

(5) 吸収面に対する吸収形成率：象牙質片表面が吸
収された部位に形成された硬組織の長さを計測
し，吸収面の長さに対する百分率で算出した。

(6) 非吸収面に対する非吸収形成率：象牙質片表面
の吸収されていない部位に直接形成された硬組
織の長さを計測し，非吸収面の長さに対する百
分率で算出した。

(7) TRAP 陽性細胞数：TRAP 陽性細胞数を計測
し，象牙質表面全周の長さで除して算出した。

各測定値の統計学的分析には，SPSS（Chicago,
Illinois,U. S.A.）を使用し Kruskal-Wallis 検定と
Mann-Whitney の U検定を用いた。

結 果

22 匹のラットは術後感染および移植象牙質片の露
出がみられたため計測から除外し，実験群：BMP-2
濃度 0μg/ml は 26 匹，100μg/ml は 25 匹，400μg/ml
は 27 匹，対照群：BMP-2 濃度 0μg/ml は 24 匹，100μ
g/ml は 29 匹，400μg/ml は 27 匹を計測した。

1. 組織学的観察結果

1) BMP-2 濃度 0μg/ml
両群とも象牙質片は線維性結合組織で被包され，象
牙質表面の吸収は実験群ではほとんどみられず，対照
群ではごくわずかにみられた（図 1A,B）。

2）BMP-2 濃度 100μg/ml
実験群：2週では，表在性の象牙質吸収と，セメント
質様硬組織形成が認められた。形成されたセメント質
様硬組織は，厚みは薄く骨髄腔はみられずセメント細
胞様細胞を含む有細胞性であった (図 2A)。4 週およ
び 8週ではセメント細胞様細胞を含むセメント質様硬
組織が象牙質表面の吸収面に 20μm程の厚みで形成さ
れていた(図 2B,C)。また，８週ではセメント質様硬
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組織が象牙質表面の非吸収面に直接形成された標本も
みられた(図 2D)。
対照群：2 週では，実験群と同様に表在性に象牙質

片が吸収され，吸収面の象牙質片表面には骨芽細胞様
細胞が観察され，セメント質様硬組織が形成されてい
た(図 3A)。4 および８週では，象牙質片は吸収が進
行し，吸収面の一部に硬組織が形成されていた(図 3B,
C)。象牙質の非吸収面に形成されたセメント質様硬
組織がみられた(図 3D)。また，セメント質様硬組織
周囲には多くの骨芽細胞様細胞が観察され，これらは
オステオカルシン陽性であった(図 3E)。
3) BMP-2 濃度 400μg/ml
実験群：2，4，8週の全観察期間において表在性の象
牙質吸収が観察され，吸収面の一部を覆うようにセメ
ント質様硬組織形成がみられた。セメント質様硬組織
は BMP-2 濃度 100μg/ml で見られたものと同様に，
有細胞性で象牙質片表面に薄く形成されていた(図
4A,B,C)。また，象牙質表面が吸収せずに直接セメン
ト質様硬組織が形成されているものもわずかにみられ
た。
対照群：2 週では，実験群と同様に表在性の象牙質

吸収とセメント質様硬組織形成が観察された(図
5A)。4 週では穿下性に吸収が進行し，吸収窩には
TRAP 陽性で多核の破骨細胞様細胞が観察された(図
5B,C)。８週では吸収窩の一部は硬組織で被覆され，
硬組織周囲には骨芽細胞様細胞が観察され，これらは
オステオカルシン陽性であった(図 5D)。また，象牙

質の非吸収部にもセメント質様硬組織がわずかに観察
された。

2. 組織学的計測結果

1) 象牙質吸収率
BMP-2 濃度 0μg/ml では，2 週の実験群が 4.2％，
対照群が 4.4％，4 週では 4.2％と 7.8％，8 週では
4.5％と 7.9％で，4，8週で実験群が対照群より有意に
低かった(p ＜ 0.01)。BMP-2 濃度 100μg/ml では，2
週の実験群が 6.0％，対照群 20.1％，4週では 9.0％と
30.2％，8週では 20.0％と 38.3％で，全ての観察期間
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図 1 BMP-2 濃度 0μg/ml(8 週) ：HE染色。(A) :
実験群。象牙質(d)表面に硬組織形成はみら
れなかった。(B) : 対照群。実験群と同様に
硬組織形成はみられず，一部の象牙質表面に
表在性の吸収(△)がみられた。Scale bar :
50μm

図 2 BMP-2 濃度 100μg/ml 実験群 ： HE 染色。
(A)2 週：象牙質(d)表面の吸収は表在性で，
一部にセメント質様硬組織(▲)の形成がみら
れた。(B)4 週 ： 吸収面の一部にセメント質
様硬組織(▲)が形成されていた。(C)8 週 ：
吸収面の多くの部分にセメント質様硬組織
(▲)が形成されていた。(D)8 週：象牙質表
面が吸収していない部位に直接セメント質様
硬組織(▲)が形成されていた。Scale bar :
50μm



において実験群が対照群より有意に低かった(p ＜
0.01)。BMP-2 濃度 400μg/ml では 4 週の実験群が
18.0％で対照群が 31.0％，8週では実験群が 18.5％で
対照群が 45.0％で実験群が有意に低かった(p ＜
0.01) （図 6）。
BMP-2 濃度で比較すると，両群の全ての観察期間
において，BMP-2 濃度 100μg/ml と 400μg/ml の間で
は有意差はみられなかった(p ＞ 0.05)。また BMP-2
濃度 0μg/ml と 100 および 400μg/ml で比較すると，
両群の全ての観察期間において BMP-2 濃度 0μg/ml
が有意に低かった(p ＜ 0.01)。
2) 総硬組織形成率
BMP-2 濃度 0μg/ml では両群とも全実験期間で硬
組織は形成されなかった。
BMP-2 濃度 100μg/ml では，2週において実験群と
対照群の間で有意差は見られなかった(p ＞ 0.05)。実
験群の 4 週が 4.1％，8 週が 17.5％で，対照群の 4 週
が 16.2％，8週が 38.7％であり，4，8週では実験群は
対照群に比べ有意に低かった(p ＜ 0.01)。BMP-2 濃
度 400μg/ml の 2，4 週では実験群と対照群の間で有
意差は見られず(p ＞ 0.05)，8 週では実験群が 5.0％，
対照群が 13.1％で実験群が有意に低かった(p ＜
0.01)（図 7）。
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図 3 BMP-2 濃度 100μg/ml 対照群 ： (A-D)
HE 染色。(E) オステオカルシン免疫染色。
(A)2 週：吸収した象牙質(d)表面には骨芽細
胞様細胞が観察され，セメント質様硬組織
(▲)が形成され，その周囲には骨芽細胞様細
胞が存在した。(B)4 週：象牙質片は吸収が
進行し，吸収面の一部にセメント質様硬組織
(▲)が形成されていた。(C)8 週：吸収面の
多くにセメント質様硬組織(▲)が形成され，
周囲には骨芽細胞様細胞が観察された。(D)
8 週：象牙質(d)表面の吸収がみられず，直接
硬組織が形成されているものも観察された。
(E)8 週：象牙質(d)表面に形成されたセメン
ト質様硬組織(＊)の周囲にはオステオカルシ
ン陽性細胞(↑)がみられた Scale bar : 50μm

図 4 BMP-2 濃度 400μg/ml 実験群 ： HE 染色。
(A)２週 (B)４週 （C）８週：象牙質(d)
表面が表在性に浅く吸収し，一部にセメント
質様硬組織(▲)が形成されていた。Scale bar
: 50μm



また，BMP-2 濃度で比較すると，2週では両群とも
BMP-2 濃度 100μg//ml と 400μg/ml 間で有意差はみ
られなかった(p ＞ 0.05)。4 週では対照群の BMP-2
濃度 100μg/ml が 400μg/ml に比較して有意に高く(p
＜ 0.05)，実験群の BMP-2 濃度 100μg/ml と 400μ
g/ml 間では有意差はみられなかった(p ＞ 0.05)。8
週では両群とも BMP-2 濃度 100μg/ml が 400μg/ml
より有意に高かった(p ＜ 0.01)。
3) 吸収形成率
BMP-2 濃度 100μg/ml は，4 週では実験群が 2.8％
であるのに比較して対照群が 14.5％で実験群が有意
に低く (p ＜ 0.01)，8 週では実験群 13.8％に対し対
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図 5 BMP-2 濃度 400μg/ml 対照群 ： (A,B,
D) HE 染 色。(C) TRAP 染 色。(A) ２
週：表在性に象牙質(d)表面が吸収し，一部
にセメント質様硬組織(▲)が形成されてい
た。(B)４週 ：象牙質が穿下性に吸収し，吸
収窩には多核巨細胞( ▲┊)がみられた。(C)４
週 ： TRAP 陽性細胞( ▲┊)が象牙質吸収窩に
みられた。(D)８週 ： 吸収窩の多くにセメ
ント質様硬組織(▲)が形成された。Scale bar
: 50μm

図 6 象牙質吸収率：(A)BMP-2 濃度 0μg/ml (B)
BMP-2 濃度 100g/ml (C)BMP-2 濃度 400μ
g/ml ●：実験群，▲：対照群。 ＊：p＜
0.01



照群は 33.4％で実験群が有意に低かった(p ＜ 0.01)。
BMP-2 濃度 400μg/ml は，4 週では実験群が 2.4％に
比較して対照群が 5.3％で実験群が有意に低く(p ＜
0.01)，8 週では実験群 2.0％に対し対照群は 9.8％で
実験群が有意に低かった(p ＜ 0.01)（図 8）。
BMP-2 濃度で比較すると，2 週は両群とも BMP-2

濃度 100μg/ml と 400μg/ml 間で有意差はみられな
かった(p ＞ 0.05)。4 週では実験群の BMP-2 濃度
100μg/ml と 400μg/ml 間では有意差はみられなかっ
た(p ＞ 0.05)が，対照群の BMP-2 濃度 100μg/ml は

400μg/ml より有意に高かった(p ＜ 0.01)。8 週では
両群とも BMP-2 濃度 100μg/ml が 400μg/ml より有
意に高かった(p ＜ 0.01)。
4) 非吸収形成率
BMP-2 濃度 100μg/ml，400μg/ml とも，すべての
実験期間において実験群，対照群の間に有意差はみら
れなかった(p ＞ 0.05)(図 9)。
BMP-2 濃度での比較では，すべての観察期間で両
群ともに有意差はみられなかった（p＞ 0.05）。
6) 吸収面に対する吸収形成率
BMP-2 濃度 100μg/ml では 4 週で実験群が 32.0%，
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図 7 総硬組織形成率：(A)BMP-2 濃度 100μg/ml
(B)BMP-2 濃度 400μg/ml ●：実験群，
▲：対照群。 ＊：p＜ 0.01

図 8 吸収形成率：(A)BMP-2 濃度 100μg/ml (B)
BMP-2 濃度 400μg/ml ●：実験群，▲：
対照群。 ＊：p＜ 0.01



対照群が 50.2％，8週では実験群が 70.2％，対照群が
89.4％で 4，8週とも実験群が対照群より有意に低かっ
た(p ＜ 0.05)。BMP-2 濃度 400μg/ml では 2，4 週で
両群間に有意差はみられなかったが，8週では実験群
が 9.2％，対照群が 20.8％で実験群が有意に低かった
(p ＜ 0.05)(図 10)。
BMP-2 濃度で比較すると，実験群は 2，4週で有意

差はみられなかったが，8 週では BMP-2 濃度 100μ
g/ml が 400μg/ml に比べ有意に高かった。同様に対
照群の 4，8週でも BMP-2 濃度 100μg/ml が有意に高
かった。
7) 非吸収面に対する非吸収形成率

BMP-2 濃度 100μg/ml，400μg/ml ともすべての観
察期間において実験群と対照群の間に有意差はみられ
なかった(p ＞ 0.05)（図 11）。
BMP-2 濃度で比較すると，2 および 8 週で両群と
も BMP-2 濃度 100μg/ml，400μg/ml の間に有意差は
みられなかった(p ＞ 0.05)。4 週は実験群では有意差
がみられなかったが，対照群では BMP-2 濃度 100μ
g/ml が 3.3％，400μg/ml が 0.9％で BMP-2 濃度
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図 9 非吸収形成率：(A)BMP-2 濃度 100μg/ml
(B)BMP-2 濃度 400μg/ml ●：実験群，
▲：対照群。 ＊：p＜ 0.01

図 10 吸収面に対する吸収形成率：(A)BMP-2 濃
度 100μg/ml (B) BMP-2 濃 度 400μg/ml
●：実験群，▲：対照群。 ＊：p ＜ 0.01
＊＊：p＜ 0.05



100μg/ml が 400μg/ml より有意に高かった（p ＜
0.01）。
8) TRAP陽性細胞数
BMP-2 濃度 0μg/ml，100μg/ml，400μg/ml ともに
すべての観察期間において実験群と対照群の間に有意
差はみられなかった(p ＞ 0.05)(図 12)。
BMP-2 濃度での比較では，2 および 8 週で両群と

も BMP-2 濃度 100μg/ml，400μg/ml の間で有意差は
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図 11 非吸収面に対する非吸収形成率：(A)
BMP-2 濃 度 100μg/ml (B) BMP-2 濃 度
400μg/ml ●：実験群，▲：対照群。 ＊：
p＜ 0.01

図 12 TRAP陽性細胞数：(A)BMP-2 濃度 0μg/ml
(B)BMP-2 濃度 100μg/ml (C)BMP-2 濃度
400μg/ml ●：実験群，▲：対照群。 ＊：
p＜ 0.01



みられなかった(p ＞ 0.05)。4 週では実験群が
BMP-2 濃度 100μg/ml で 4.0 個 /mm ，400μg/ml で
5.7 個 /mmであり，BMP-2 濃度 400μg/ml が有意に
高かった(p ＜ 0.05)。対照群は BMP-2 濃度間で有意
差はみられなかった(p ＞ 0.05)。また，BMP-2 濃度
0μg/ml と 100 および 400μg/ml で比較すると，対照
群はすべての観察期間で BMP-2 濃度 0μg/ml が 100
および 400μg/ml に比較して有意に低かった（p ＜
0.01）。実験群は 2 週では有意差がみられなかったが
(p ＞ 0.05)，4，8 週では BMP-2 濃度 0μg/ml が 100
および 400μg/ml に比較して有意に低かった（p ＜
0.01）。

考 察

Hughes ら28)は，マウスの骨髄細胞を活性型ビタミ
ンD 3存在下で培養した後，ビスフォスフォネートを
添加すると，ビスフォスフォネートの濃度依存的に
TRAP陽性細胞のアポトーシスを誘発し，破骨細胞の
機能を抑制することと，マウスにビスフォスフォネー
トを投与すると骨吸収が抑制され，破骨細胞がアポ
トーシスしているのが観察されたと報告している。し
たがって本研究でも破骨細胞の機能を抑制するための
方法としてビスフォスフォネート投与を行った。
Gong ら29)はラットを用いた実験においてビスフォ

スフォネートを 1μg/kg/day 濃度の腹腔内投与を行
い，破骨細胞の吸収活性が抑制されたことを報告して
おり，本研究においても同様の濃度に設定した。さら
にビスフォスフォネートの効果を確実に発揮させるた
めに，観察期間終了まで投与を継続した。本研究の結
果，BMP-2 濃度 0μg/ml でビスフォスフォネートを
投与すると，投与しなかった場合に比較して象牙質吸
収は有意に少なかった。したがってビスフォスフォ
ネートは破骨細胞様細胞の機能を十分に抑制していた
と考えられた。一方でビスフォスフォネートを投与し
てもわずかな吸収は認められたので，完全に破骨細胞
様細胞の機能が停止していなかったと考えられた。
ビスフォスフォネートを投与しない対照群で，

BMP-2 濃度 400μg/ml が 100μg/ml より穿下性の象
牙質吸収が多くみられた。これは高濃度の BMP-2 で
象牙質を処理した方が象牙質表面の吸収は穿下性で
あったとするMiyaji らの報告16)と一致していた。ま
た，ビスフォスフォネートを用いた実験群の象牙質吸
収率は，BMP-2 濃度が 100μg/ml，400μg/ml いずれ
の場合でも対照群に比較して有意に少なく 20％以下
まで抑制された。BMP-2 は破骨細胞の発現を活性化
し，破骨細胞前駆細胞に直接作用して破骨細胞の吸収

能を活性化させることが報告22)されている。した
がってビスフォスフォネートは BMP-2 によって活性
化された破骨細胞でも吸収機能を抑制することがで
き，さらに BMP-2 濃度に影響しないことが明らかに
なった。一方，ＴＲＡＰ細胞数は実験群および対照群
ともに同等の値であったことから，ビスフォスフォ
ネートは破骨細胞の発現や分化を抑制するのではな
く，吸収機能を抑制したと考えられ，Murakami らの
報告26)に一致していた。
本研究の結果，BMP-2 を塗布した象牙質表面にお
けるセメント質様硬組織形成は象牙質が一層吸収され
た後に硬組織が形成されているものと，吸収されてい
ない象牙質表面に硬組織が形成されているものが観察
され，Miyaji ら15,16)天雲ら17)の報告に一致していた。
総硬組織形成のうち BMP-2 濃度 100μg/ml の対照群
では非吸収面の硬組織形成は 20％程度，吸収面の硬組
織形成は 80％程度であり，BMP-2 濃度 400μg/ml の
対照群では非吸収面の硬組織形成は 30％程度，吸収面
の硬組織形成は 70％程度であったことから， BMP-2
処理した象牙質表面の硬組織形成には破骨細胞様細胞
による象牙質面の吸収が大きく関与していることが示
唆された。
BMP-2 は骨芽細胞を直接誘導することが報告1-5)

されている。したがって本研究において非吸収面に形
成されたセメント質様硬組織は，破骨細胞様細胞の関
与はなく，象牙質に保持された BMP-2 が硬組織を直
接誘導していると考えられた。また，非吸収面に対す
る非吸収形成率はすべての観察期間で両群ともに同程
度であったことから，ビスフォスフォネートは
BMP-2 によるセメント質様硬組織の直接的な誘導に
は影響を及ぼさないことが明らかになった。しかし
Suzuki ら30)は in vitro において，ビスフォスフォネー
トが骨芽細胞にも作用してアルカリフォスファターゼ
やチロシンフォスファターゼの活性に影響し，ビス
フォスフォネートによる骨量減少抑制作用は骨芽細胞
の活性化によるものもあることを示唆している。した
がって in vivo におけるビスフォスフォネートの局所
濃度などによっては，骨芽細胞や硬組織形成に影響を
及ぼす可能性も考えられる。
実験群 8週の吸収面に対する吸収形成率は，対照群
より有意に少ない値だった。したがってビスフォス
フォネート投与による破骨細胞様細胞の機能抑制に
よって，硬組織形成が抑制されたと考えられた。破骨
細胞様細胞によって象牙質吸収を受けた部位に硬組織
が形成される機序として次の 2つが考えられる。第一
に，骨のリモデリングと同様に破骨細胞が放出する因
子が骨芽細胞前駆細胞の骨芽細胞への分化を促進した
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と考えられる。第二に，象牙質基質には BMPなどの
成長因子が微量に含まれることが報告31,32)されてお
り，Dallas ら20)は，破骨細胞による骨吸収によって骨
基質中に埋め込まれた成長因子が放出され，これによ
り骨芽細胞が活性化されると報告していることから，
象牙質基質が吸収された場合も同様に成長因子が放出
されることで骨芽細胞が活性化して，硬組織が形成さ
れた可能性が考えられる。しかし BMP-2 濃度 0μ
g/ml では吸収面に硬組織の形成はみられなかったた
め，象牙質基質内の成長因子はこの実験系では硬組織
形成に関与せず，象牙質表面に塗布した BMP-2 がコ
ラーゲンやアパタイトに保持され，これが破骨細胞様
細胞による吸収によって放出された結果，硬組織が形
成されたと考えられる。
本研究の結果，BMP-2 による象牙質表面のセメン

ト質様硬組織形成は，吸収面に形成される硬組織が大
部分を占めていることが明らかになり，さらにビス
フォスフォネート投与によって破骨細胞様細胞の機能
を抑制することで象牙質吸収面の硬組織形成が抑制さ
れたことから，BMP-2 によるセメント質様硬組織形
成は破骨細胞様細胞が重要な役割を有することが示唆
された。
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