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研究成果の概要（和文）： enamel matrix derivative（EMD）は、歯根膜細胞の増殖とセメン
ト質形成を促進すると報告されている。本研究は、EMD が培養歯根膜細胞による、結合組織
性付着の獲得を促進することが示された。EMD と bone morphogenetic protein (BMP)の歯周
組織再生への影響は、移植法によって異なる。さらに EMD と BMP を分けて移植することによ
って、歯根膜と歯槽骨が再生する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：It was reported that EMD had promoted periodontal ligament cells 
to populate and make new cementum. This study suggested that application of enamel 
matrix derivative（EMD）had promoted the new connective tissue attachment in the 
periodontal cultured model. The periodontal regeneration was different from implantation 
methods of the combination of EMD and bone morphogenetic protein (BMP). This study 
suggested that implantation method of the separate EMD from BMP could enhance 
periodontal regeneration. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
歯周病によって失われた歯周組織再生に、

歯根膜細胞が重要な役割を果たすと考えら
れている。 
そこで我々は、まず罹患歯を摘出して in 

vitro において歯根膜由来細胞を歯根全面に
増殖させ、それと平行して骨欠損部に BMP
（骨形成因子）を応用して歯槽骨を再生させ

る。次に組織培養した歯の移植を行って、健
全歯に近い量の歯周組織の再生をはかる新
しい治療法の開発に向けて研究を行ってい
る。 
①歯根膜の組織培養と移植後の結合組織性
付着の獲得についての研究結果 
我々は最初に、摘出歯の歯根膜を in vitro 

で培養した後、口腔内に移植して結合組織性
付着を獲得する方法について、基礎的検討を
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行った。in vitro で培養すると残存歯根膜由
来の増殖細胞は、歯根膜の特徴を維持したま
まルートプレーニング面を被覆すること、さ
らに、残存歯根膜は、培養後に移植を行って
も歯根膜様組織を形成し、培養の影響を受け
にくいことを明らかにした。 
続いて臨床モデルを用いて検討を行った。

罹患歯モデルを組織培養して移植を行うこ
とで、ルートプレーニング根面では増殖細胞
が、上皮の根尖側移動を抑制し、骨性癒着も
抑制したが、新生セメント質の形成はわずか
であった。これについて、歯の発生期にセメ
ント質形成に重要であると考えられている
enamel matrix derivative（EMD）を培養時
に添加して移植を行うと、増殖細胞の ALP 
発現細胞が増加して、移植後には積極的にセ
メント質を含む結合組織性付着および歯根
膜様組織形成を獲得しうることを明らかに
した。 
しかし、歯槽骨の形成は移植窩洞内部には

認められるものの、歯冠側に再生する事はほ
とんど認められず、重度歯周炎罹患歯のよう
に歯槽骨吸収が大きい場合には移植歯周囲
の歯槽骨の再建が必要と考えられた。 

 
②骨欠損部に bone morphogenetic protein 
(BMP)を応用した歯槽骨の再生についての
研究結果 
歯槽骨の再建について、我々は、水平性骨

欠損部においても BMP が新生骨を歯冠側に
形成しうること、さらに BMP によって形成
される歯槽骨量が、移植床となる既存骨の幅
が大きいほど増加することを明らかにして
いる。 
一方、歯周組織に及ぼすＢＭＰの影響とし

て、歯根膜が形成される部位には骨性癒着を
生じないことを明らかにし、さらにＢＭＰと
根面との間にスペーサー膜を利用すること
によって、セメント質の形成を伴う歯根膜が
再生することを報告して、歯周組織再生にお
けるＢＭＰの有効性について明らかにして
きた。 
 
２． 研究の目的 

 
根面に EMD を塗布する場合の条件設定、

歯周組織への影響を明らかにしたのちに、
EMD と BMP の併用が歯周組織再生に与え
る影響について明らかにする目的で以下の
項目を行った。 
 
① EMD 塗布前の根面処理の評価をおこな

う 
 

② EMD を塗布後直ちに移植した歯の治癒
について検索を行う 
 

③ 根面に EMD を移植し、骨欠損部へ BMP
を移植した場合の、歯周組織欠損部の治
癒反応を検討する 

 
３． 研究の方法 

 
①ビーグル犬の前歯を摘出して、歯冠側の歯
根膜とセメント質を除去して根尖側の歯根
膜を残した試料を作製した。根面処理、ＥＭ
Ｄ塗布後に４週間培養を行い、残存歯根膜か
らルートプレーニング面への細胞増殖につ
いて組織学的に観察した。 
 
②ビーグル犬の前歯を摘出して、根管治療後、
歯冠側５mm の歯根膜、セメント質を除去して
ルートプレーニングを行い、根尖側の歯根膜
を残した試料を作製した。２４％EDTA(２分) 
処理後にＥＭＤ塗布後、直ちに移植した群と、
塗布後６週間組織培養した後に移植した群
を設定して、移植後８週における治癒につい
て病理組織学的に検索を行った。 
③ビーグル犬の前歯部に、歯軸方向に 4mm の
水平性欠損モデルを作製した後、以下の群を
設定して移植を行った。 
A) EMD 配合コラーゲンを移植(N=10) 
B) rhBMP2 配合コラーゲンを移植(N=10) 
C) 根面に EMD/コラーゲンを移植した後、

その外側に rhBMP2/コラーゲンを移植
(N=10) 

D) EMD と rhBMP2 混合をコラーゲンに配
合して移植(N=10) 

E) 対照（コラーゲンのみ移植）(N=10)  
観察期間を８週として病理組織学的評価を
行った。 
 
４． 研究成果 

 
①残存歯根膜からルートプレーニング面へ
の細胞増殖はＥＭＤを塗布すると増加して、
根面処理の影響はほとんど認められなかっ
た。しかし、アルカリフォスファターゼ活性
陽性細胞は、EMD 塗布前の２４％EDTA(２
分) 処理によって統計学的に有為に増加す
るが、３６％リン酸(１分)処理では EMD 効
果を打ち消すように減少することが示され
た。 

 



 

 

% 平均 SD 平均 SD 平均 SD

上皮最深部 55.44 27.90 28.36 8.96 19.37 5.21

セメント質 0.36 0.49 30.41 6.46 71.87 3.16
根吸収 14.28 12.69 23.60 7.20 0.84 2.05
骨性癒着 24.56 19.59 2.93 5.73 0.00 0.00

対照移植群 EMD移植群 EMD培養移植群

EMD培養移植群

上皮最深部
セメント質

**
***

*

EMD移植群
Kruskal-

Wallis検定

* P<0.05 ** P<0.01Scheffeの方法

**

**

*
**根吸収

骨性癒着

対照移植群 対照移植群 EMD移植群
EMD培養移植群

②組織培養によって歯根膜細胞がルートプ
レーニング面を覆った群では、結合組織性付
着が７１％認められたが、EMD 塗布後に組
織培養を行わずに直ちに移植した場合は、結
合組織性付着は根尖側約３０％にとどまり、
それより歯冠側の根面では根吸収や骨性癒
着が観察された。 

 
③rhBMP2/コラーゲン群および rhBMP2 と EMD
混和/コラーゲン群は、新生骨が有意に増加
したが、セメント質の形成は認められず、局
所的に根吸収や骨性癒着が認められた。それ
に対して EMD と rhBMP2 の２層に分けた移植
法は、新生骨の増加とセメント質の形成が認
められ、骨性癒着は認められなかった。 
 

以上の結果から、 
1) EMD 塗布の前に２４％EDTA(２分) 処理

が有効であることが示された。 
 

2) EMD 塗布と歯根膜の組織培養は、結合組
織性付着に有効であることが示された。 
 

3) EMD と rhBMP2 の歯周組織再生への影響
は、移植法によって異なる。 
 

4) EMD と rhBMP2 を分けて移植することに
よって、歯根膜と歯槽骨が再生する可能
性が示唆された。 
 

5) 現在、EMD による歯周組織再生療法は臨
床応用されているが、狭い骨欠損が適応
とされてきた。しかし、本研究で用いた
移植法で BMP を併用することによって、
広い骨欠損でも歯周組織再生の適応と
なる可能性が示唆された。 

 
6) 申請者が考案した歯周組織再生療法の

確立に、有効な移植法であることが示さ
れた。 
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