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抄録 

 

 目的：エストロゲンは骨組織のリモデリングに大きな影響を与えるホルモン

として，古くから知られている．その受容体は骨芽細胞や破骨細胞において確

認されているが，近年では象牙芽細胞においてもその存在が確認されている．

しかし，象牙芽細胞のエストロゲン受容体の機能については不明な点が多く，

明確にされているとは言い難い．そこで今回，ラットエストロゲン欠乏モデル

を作製し，エストロゲンが象牙芽細胞の機能に及ぼす影響を組織化学的に検討

した． 

 材料と方法：実験は 10 週齢の雌 SD ラット 96 匹を用いた．卵巣を摘出した

ものを OVX (Ovariectomized rats)群，開腹のみ行ったものを Sham 群，OVX

手術の翌日から，エストラジオール(E2)を投与したものを OVX+E2 群とした．

全群とも 4 週間飼育し日毎の体重変化の測定を行った．その後，修復象牙質形

成を誘導するため，下顎両側第一臼歯に直径 1.0 ｍｍの窩洞形成を行い，光重

合型コンポジットレジンを充填した．術後 3, 7, 14 日間飼育した後，歯牙を摘

出し試料とした．同時に血液および大腿骨を採取し，血中 E2 濃度測定と二重エ

ネルギー X 線吸収法 (DEXA) にて骨密度測定を行った．各試料は H-E 

(Hematoxylin-Eosin)染色を行い，14 日の群では，Alcian blue 染色および ER 

(Estrogen Receptor)α，βに対する免疫組織化学染色も行った．一方，第二象

牙質の形成量を比較するため，窩洞形成を行っていない各群に対し，3 日間隔で
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Calcein の投与を行い，蛍光顕微鏡にて観察した． 

 結果：OVX 群は，Sham 群，OVX+E2 群と比較して，体重の増加と血中 E2

濃度の低下を示した．また，DEXA および H-E 染色の結果から，骨密度および

骨梁の減少が認められ，骨粗鬆症の病態を呈していることが示された．免疫組

織化学染色の結果から，ERα，βが象牙芽細胞に局在することが示された．窩

洞形成後にみられる修復象牙質の形成量は，Sham 群と比較して OVX 群が最も

低くなり，E2 の投与により,その形成量の減少が抑制された．第二象牙質の形成

量においても同様の傾向が認められた．  

結論：OVX 群は骨粗鬆症の症状を呈し，修復象牙質および第二象牙質の形成

量が抑制されることが示された．OVX+E2 群では，そのような病態を示さず，

各象牙質形成量の減少が抑制された．以上の結果から，エストロゲンが象牙芽

細胞の機能に関与することが示唆された． 

 

キーワード：エストロゲン欠乏ラット，骨粗鬆症，象牙芽細胞，象牙質形成 
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緒言 

 

 我が国においては，人口の急速な高齢化に伴い，人口の 20％以上が 65 歳以

上の高齢者であるという．そこで，高齢になっても日常動作を維持して自立し

た生活を送ることが，個人にとっても社会にとっても極めて重要である．骨粗

鬆症は，自立した健康的生活を抑制する大きな原因とされているが，患者数は

年々増加しており，1990 年代では，その患者数が 400～500 万人と報告されて

いたのに対し，現在では 1,300 万人を超えると推定されている 1)．主症状は，

脊椎，上腕骨頚部，大腿骨近位部(頚部)など海綿骨の多い長管骨の骨折，骨痛で

あるが，口腔内でも下顎骨の骨梁減少や下顎皮質骨の吸収，骨粗鬆症性歯周炎

などが挙げられている 2)．骨粗鬆症は，閉経に伴うエストロゲンの低下に起因

する閉経後骨粗鬆症を含む原発性骨粗鬆症と骨代謝に影響を与える疾患や薬剤

の使用で併発する続発性骨粗鬆症が存在し，特に原発性骨粗鬆症に包含される

閉経後骨粗鬆症が広く知られている． 

 エストロゲンは主として卵巣の顆粒細胞でコレステロールから合成される

C-18 ステロイドである 3)．エストロゲンの中で最も強い活性を有するのは 17

β-エストラジオール(以下，E2)であり，閉経前女性における主たるエストロゲ

ンである 4)．エストロゲンは骨代謝に大きな影響を与えるホルモンとして，古

くからよく知られている 5)．閉経や卵巣摘出手術などに伴い，エストロゲンの

欠乏が開始すると，加速度的な骨吸収と骨形成とが同時に進行する高骨代謝回
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転が生じ，その結果として骨量減少が認められる 5-8)と報告されている．一方で，

閉経後骨粗鬆症患者にエストロゲンを投与すると，骨代謝回転が正常化し，骨

吸収が低下するとともに骨密度の減少を抑制し，骨粗鬆症に起因する骨折を防

止することが知られており，骨吸収亢進や骨密度低下に対し拮抗的に働くとさ

れている 3,9)． 

エストロゲン受容体は，骨芽細胞 10-13)や破骨細胞 14)に存在することが確認さ

れているが，近年では免疫組織化学染色により歯髄組織中の象牙芽細胞におい

ても，その存在が確認されている 15-17)．事実，Yokose ら 18)は，エストロゲン

の欠乏が，象牙芽細胞におけるプロテオグリカンの産生や，そのガラクトシル

化やグリコシル化に関与することを報告している．さらに，象牙芽細胞の機能

について，基質形成能や石灰化能は骨芽細胞と類似するものであり 19,20)，骨細

胞に発現するメカノセンサーとして知られている sclerostin の発現が象牙芽細

胞にも認められている 19)．他にも，エストロゲンやアンドロゲンなどの性ホル

モンが象牙芽細胞に与えるいくつかの反応は，骨芽細胞と同様のものとなる可

能性を有すると報告されている 15,21-23)．これらの背景からも，エストロゲンが

骨芽細胞や破骨細胞と同様に，象牙芽細胞に対しても何らかの生理的作用を及

ぼすことが十分に考えられる．しかしながら，エストロゲンの欠乏状態を呈す

る閉経後骨粗鬆症患者における象牙質の切削や咬耗・摩耗などの歯の損傷が，

その後の修復象牙質の形成や象牙芽細胞に与える影響に対し，健常者と比較検

討された報告は見当たらない．歯科治療に際して，可能な限り歯髄の生活性を
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維持し，歯髄の保存を図る Vital pulp therapy を推進していくためにもエスト

ロゲンが象牙芽細胞に与える影響について解析を行うことは歯科保存領域の治

療においても重要である． 

そこで，本研究では，骨粗鬆症モデル 6,24)として使用されている卵巣摘出ラ

ットを作製し，エストロゲンの欠乏に伴う身体や骨代謝の変化とともに，その

象牙質形成と象牙芽細胞の機能に及ぼす影響を組織レベルで明らかにすること

を目的として，その検討を試みた． 
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材料および方法 

 

1．実験動物および飼育方法 

 実験動物として 10 週齢の雌 SD ラット(Sprague Dawley rat)96 匹を(株)日本

クレアから購入して使用し，明海大学動物倫理委員会の承認(A1526)を得てガイ

ドラインに従って実験を行った．動物は恒温恒湿(室温 23±3℃，湿度 50±10％)

に保たれた飼育室にて飼育し，普通食の市販固形飼料(MF，オリエンタル酵母)

および飲料水(蒸留水)を自由に摂取させ，照明条件は 8：00 点灯，20：00 消灯

とした． 

2．実験動物群の作製 

 10 週齢の雌 SD ラット 64 匹に，卵巣摘出手術を行った．イソフルラン(エス

カイン，ファイザー，USA)を吸引させて前麻酔し，次に，ペントバルビタール

ナトリウム(ソムノペンチル，共立製薬)の腹腔内投与(5.0×10－2 mg/体重 g)によ

る全身麻酔を施した．麻酔発現後，後背部腰椎周辺部を剃毛し 70％エタノール

にて消毒を行った．皮膚を一ヶ所切開し，内部の両腎臓部周辺の筋肉を左右二

ヶ所小さく切開し，それぞれ卵巣を脂肪ごと引き出した後，子宮との接合部を

モスキート鉗子で留め結紮後，切断して取り出し，子宮は内部に戻した．筋層

および皮膚の切開部は縫合を行い，70％のエタノールで再度消毒を行った．卵

巣摘出手術を行った 64 匹のラットの内，32 匹を OVX 群とし，残りの 32 匹を

OVX+E2 群とした． 
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OVX+E2 群では，OVX 手術翌日から毎日 9 時を定時として 1 日 1 回エストラ

ジオール(β-エストラジオール，和光純薬) 20 µg/kg の皮下投与を行った． 

Sham (Sham-operated rats)群としては，ラット 32 匹を用い，上記同様皮膚

を切開後，卵巣を摘出することなく縫合を行った． 

全群ともに同様の環境下で 4 週間飼育し，毎日 9 時を定時として体重測定を

行い，経時的な体重変化の検討を行った． 

3．窩洞形成 

 手術から 4 週間飼育後，各群のラットそれぞれ 24 匹にイソフルランおよびペ

ントバルビタールにて上記同様麻酔を施した．修復象牙質の形成を誘導する目

的で，下顎両側第一臼歯にステンレススチール製ラウンドバー(φ1.0 ｍｍ)を 5

倍速マイクロモーターハンドピース(S7 200MI，ヨシダ)に接続し，16,000 rpm

の回転数で，バーの先端が埋まるまで注水下にて窩洞形成を行った．その後，

拡大鏡および探針にて，窩底部に一層の健全象牙質が存在することを確認した．

そして，1 ステップボンディング材(G-BOND PLUS，GC)を用いて，指示通り

に歯面処理を行い，光重合型コンポジットレジン(UNIFIL FLOW，GC)にて窩

洞を充填した． 

4．血中 E2 濃度測定，骨密度測定および H-E 染色 

 窩洞形成後 14 日目の OVX 群，Sham 群，OVX+E2 群のラット屠殺時に，腹

大静脈より 10 mL の採血を行い，遠心分離後，血清のみをピペットにて抽出し

セ ラ ム チ ュ ー ブ 内 で 冷 蔵 保 管 し た ． そ の 後 ， 化 学 発 光 免 疫 測 定
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(Chemiluminescent Immunoassay：CLIA) 法を用い，抗 E2 マウスモノクロー

ナル抗体固相化磁性粒子と検体中の E2 とを反応させ，アクリジニウム標識 E2

にて標識後，発光を行い，その発光強度を測定することで，血中 E2 濃度の測定

を行った．なお，本研究で用いた雌 SD ラットの性周期は 4～5 日と推察される

が 25)，本研究では Sham 群の採血を行うに際し，特別な条件付けは行わず，実

験当初の手術から屠殺までの時系列に準じて，採血および屠殺を行った．それ

とは別に，大腿骨の摘出も行い，デジタル X 線画像処理装置(コンピュレイ，ヨ

シダ)を用い，管電流が 2 mA，管電圧が 60 kV の条件で撮影を行った．それと

併行して，骨塩量測定装置(DCS-600EX-1 型，アロカ)を用い，DEXA 法にて，

管電流が 0.8 mA，管電圧が 35/65 kV の条件で骨密度の測定を行った．また，

一部の大腿骨は通法に従いパラフィン包埋後，長軸方向に厚さ 4 µm の連続切片

を作製し，通法に従い H-E 染色を行い 26)，光学顕微鏡にて組織学的に観察を行

った． 

5．組織学的観察 

1) H-E 染色および Alcian blue 染色 

 窩洞形成後，3，7，14 日目に試料として観察を行った．それぞれの観察期間

が終了したラットは，イソフルラン吸引によって安楽死させ，下顎骨を摘出し

た．摘出した標本は，10％中性緩衝ホルマリン液(pH7.4，和光純薬)による固定

を行い，EDTA (脱灰液 B，0.5 mol/L，和光純薬)を使用し 4℃の低温室中でロー

テーター(Intelli-Mixer RM-2M, ELMI)にて撹拌を行いながら，24 時間毎に脱
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灰液を交換し，4 週間脱灰した後，通法に従いパラフィン包埋を行った．その後，

近遠心方向に厚さ 4 µm の連続切片を作製し，通法に従い H-E 染色を行い，光

学顕微鏡にて組織学的に観察した．また，14 日目の群では，H-E 染色とは別に

Alcian blue 染色(アルシアンブルー液，pH2.5，和光純薬)を通法通り行い 26)，

同様に観察を行った．原生象牙質との象牙細管の走行，数，分布，染色性の差

異を指標として，画像処理ソフトウェア(ImageJ, National Institutes of Health 

(NIH), USA)を用いて，窩洞形成面直下の 10 か所における修復象牙質の厚みを

計測し，その平均値を求めた． 

2) 免疫組織化学染色 

 窩洞形成後 14 日目の OVX 群と Sham 群の連続切片試料に対し，ERα，βの

局在を調べるために免疫組織化学染色を行った．キシレンにて脱パラフィンを

行いエタノール系列で親水後，3％ H2O2 にて内因性ペルオキシダーゼ活性を阻

害した．次に PBS (Phosphate buffered saline)で洗浄後 10％正常ヤギ血清

(Histofine kit，ニチレイ)にて切片を 10 分間前処理した後，一次抗体を反応さ

せた．抗体として，抗 ERα抗体(ERRα(H-80), Santa Cruz, USA)および抗 ER

β抗体(ERβ(H-150), Santa Cruz)をそれぞれ使用し，PBS にて 20 µg/ml に調

整し，室温にて 2 時間反応をさせた．試料を PBS で 3 回洗浄した後，ビオチン

標識二次抗体(抗ウサギ IgG，Histofine kit)を室温で 10 分間反応させた．再度

PBS で洗浄後，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(Histofine kit)を室温

にて 10分間反応させ，DAB発色液(pH7.5の 0.1 mol/L Tris-HCl bufferに 0.01％ 
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hydrogen peroxidase および 0.005％ diaminobenzidine tetrahydrochloride を

溶解したもの，Histofine kit)にて発色させた．その後，光学顕微鏡にて観察を

行った．陰性対照として一次抗体を省略して染色を行い，非特異的な反応がな

いことを確認した． 

3) 第二象牙質形成量測定 

 象牙質の石灰化の程度を数値化するために，蛍光物質である Calcein の投与

を行い非脱灰切片上で計測を行った．4 週間飼育後，窩洞形成群とは別の各群の

ラットそれぞれ 8 匹に対し，イソフルランを吸引させ，吸入麻酔を施した．そ

の後，ラット背部の皮下に石灰化標識剤(Calcein，和光純薬) 10 mg/kg の投与

を 3 日間隔で 2 回行った．2 回目の投与から 3 日後に，イソフルラン吸引によ

って安楽死させ，顎骨ごと第一臼歯を摘出した．摘出した標本は，10％中性緩

衝ホルマリン液(pH7.4)による固定を行い，アセトンにて十分な脱水を行った後，

試料包埋樹脂(Technovit8100, Kulzer, Germany)を使用し，4℃の低温室中で浸

漬操作を 8 時間行った．その後，同様に 4℃の低温室中で重合を 3 時間行い，

標本を作製した．その後，近遠心方向に厚さ 6 µm の連続切片を作製し，蛍光顕

微鏡にて観察した．そして，画像処理ソフトウェア(ImageJ)を用いて，天蓋中

央部を含む 1.0 mm の幅におけるカルセインのラベリング間の距離(2 重標識幅)

を等間隔の 10 か所(W1～10)で計測し，平均値(W)を求めた．この平均値をカルセ

インを投与した日数(Td)で除し，第二象牙質形成量(M0＝W/T)とした． 

6．統計解析 
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 各群の体重，血中 E2 濃度，骨密度，修復象牙質形成量および第二象牙質形成

量の比較において，二群間の比較には Mann-Whitney U-test を，三群間の比較

には Kruskal-Wallis H-test 後，多重比較にボンフェローニ補正 Mann-Whitney 

U-test 用いた．結果は平均±標準偏差で表示し，有意水準は 5％に設定した． 
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結果 

 

1．経時的な体重変化 

Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群における，OVX および Sham 手術当日から 4

週間経過後までの経時的な体重変化の測定結果を Fig. 1 に示す． 

手術当日における各群の体重差に有意な差を認めないことを確認し(p＞0.05)，

処置を行った．手術当日，Sham 群は体重が 215.0±9.51 g であったが，4 週経

過後では 286.2±16.48 g となった．同様に，OVX 群では，227.0±10.37 g であ

ったものが 370.1±12.04 g となり，OVX+E2 群では，215.0±9.98 g であったも

のが 261.7±13.92 g となった．4 週経過後の Sham 群と OVX 群の体重差の平

均は 83.9 g となり有意な差を認めた(p＜0.05)．OVX+E2 群に関しては，全群の

中で最も緩やかな体重の増加を示したが，一貫して Sham 群とほぼ同様の緩や

かな右肩上がりの体重増加を示し，その体重差に有意差は認められなかった(p

＞0.05)． 

2．血中 E2 濃度測定，骨密度測定および H-E 染色 

1) 血中 E2 濃度測定 

 窩洞形成後 14 日目の Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群における屠殺時の血中

E2 濃度測定結果を Fig. 2 に示す． 

Sham 群における血中 E2 濃度は 16.2±2.03 pg/mL であり，OVX 群は 9.2±

1.60 pg/mL，OVX+E2 群は 36.7±1.11 pg/mL であった．Sham 群と OVX 群，



13 
 

OVX+E2 群と OVX 群，Sham 群と OVX+E2 群との間で有意差が認められ(p＜

0.05)，OVX 群では全群の中で顕著に低い値を示した． 

2) 骨密度測定および H-E 染色  

Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群の，大腿骨における DEXA 法を用いた骨密度

測定結果，デジタル X 線写真および H-E 染色を Fig. 3～5 に示す． 

 Sham 群の大腿骨における骨密度は 137.8±1.55 mg/cm2 であり，OVX 群は

115.4±5.12 mg/cm2，OVX+E2 群は 138.3±2.80 mg/cm2 であった．Sham 群と

OVX 群，OVX+E2 群と OVX 群の間で有意差が認められたが (p＜0.05)，Sham

群と OVX+E2 群との間では有意差を認めなかった．デジタル X 線写真の結果よ

り，OVX 群では，海綿骨を構成している骨梁構造の減少を認め，骨粗鬆症の病

態を呈していた．それに対し，Sham 群ではそのような状態を示さず，OVX+E2

群では，OVX 群で認められた骨梁構造の減少が抑制された．H-E 染色の結果で

は，デジタル X 線写真の結果と同様に，OVX 群では，海綿骨を構成している骨

梁構造の減少を認め，粗造であり，その骨梁自体の連続性も乏しかった．それ

に対し，Sham 群ではそのような病態を示さず，OVX+E2 群では，Sham 群と同

様の骨梁構造が認められた． 

3．組織学的観察 

1) 免疫組織化学染色 

窩洞形成後 14 日目の Sham 群と OVX 群の試料に対する ERα，βの免疫組

織化学染色を Fig. 6 に示す． 
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両群とも ERα，βが，歯髄腔の周囲，すなわち象牙芽細胞が配列をしている

部位に陽性の染色を認めた．高倍率で観察すると，象牙芽細胞の核および細胞

突起部にその局在が認められた． 

2) H-E 染色および Alcian blue 染色 

窩洞形成後 3，7，14 日目の第一臼歯の H-E 染色を Fig. 7(矢印は窩洞形成部)

に示す．また，窩洞形成後 14 日目の第一臼歯の Alcian blue 染色を Fig. 8 に示

す． 

3，7，14 日目のどの試料においても，窩洞形成面直下に，原生象牙質と象牙細

管の走行，数，分布，染色性の異なる修復象牙質の形成を認めた．Alcian blue

染色では，上記の指標を参考として，原生象牙質と修復象牙質の境界を確認し，

その部位を点線および黒矢印で示し，窩洞形成部は青矢印で示した．14 日目の

Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群に対し，窩洞形成面直下の修復象牙質の形成量

を測定した結果を Fig. 9 に示す．各群の形成量の測定結果は，窩洞形成後 14

日間における合計の形成量および 1 日あたりの形成量に換算した両者を示す． 

 Sham 群における修復象牙質形成量は 121.1±8.81 µm (8.7±0.63 µm/day)で

あり，OVX 群は 79.7±8.61 µm (5.7±0.62 µm/day)，OVX+E2 群は 101.1±7.43 

µm (7.2±0.53 µm/day)であった．Sham 群と OVX 群，OVX 群と OVX+E2 群と

の間で有意差が認められた(p＜0.05)．しかし，Sham 群と OVX+E2 群との間で

は有意差を認めなかった(p＞0.05)．  

3) 第二象牙質形成量測定 
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 OVX および Sham 手術から 4 週間経過後の Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群

に対し，窩洞形成を施さず Calcein の投与を行った試料の蛍光顕微鏡像を Fig. 

10 に示す． 

 全群とも，歯髄腔周囲の象牙質に Calcein による蛍光標識が観察され，その

二重標識幅の厚みに差異を認めた．また，象牙細管に対し垂直に走行する太い

ラベリング線と，蛍光色素が拡散したような平行に走行する細いラベリング線

とが認められた 27,28)．これは，象牙細管周囲の管間基質に相当するのではない

かと推察され，石灰化標識剤投与時に，既に石灰化が開始されていた部位への

蛍光色素の浸透によるものである．その二重標識幅に対して Calcein を投与し

た日数で除し，第二象牙質の形成量を測定した結果を Fig. 11 に示す． 

 Sham 群における第二象牙質形成量は 2.8±0.14 µm/day であり，OVX 群は

1.4±0.07 µm/day， OVX+E2 群は 4.1±0.21 µm/day であった．Sham 群と OVX

群，Sham 群と OVX+E2 群との間で有意差が認められ，OVX 群では全群の中で

有意に低い値を示した (p＜0.05)． 
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考察 

 

 近年，骨粗鬆症に対する社会的関心が高まりつつあり，骨粗鬆症は単なる老化

現象ではなく，骨の疾患として認識され，合併症に対する予防的治療が必要と

されている 1)．歯科の分野においても，インプラント治療や歯周病治療に際し

て，患者個人の骨粗鬆症リスクやエストロゲンの欠乏状態を精密に診査したう

えで治療計画を立案していく必要性がある 1)．保存治療における歯の切削や咬

耗・摩耗などによる歯の損傷は，象牙質歯髄複合体という概念のもと，常に歯

髄組織の損傷を考慮する必要がある．さらに，象牙芽細胞にエストロゲン受容

体が存在することから 15-17)，修復処置後に期待される修復象牙質の形成量や質

に関しても骨粗鬆症のリスクを認識しておくべきであると考える． 

 本研究では，象牙芽細胞の機能に対し，エストロゲンがどのような影響を与

えるのかを検索するために OVX および OVX+E2 ラットを用いて，窩洞形成後

にみられる象牙質形成能を形態学的に検討し，得られた結果に対して以下の考

察を行った． 

1．体重変化および血中 E2 濃度 

 OVX 群および OVX+E2 群のラットは生後 10 週齢で卵巣を摘出され，その 2

日後までは体重の増加は認められなかった．しかし，3 日目以後では Sham 群，

OVX 群，OVX+E2 群の全ての群で体重の増加傾向を示した．OVX 群は，特に

高い体重の増加傾向を示し，卵巣摘出後 2 週目から他の群との間に有意な差を



17 
 

認めるようになった．この結果は，卵巣摘出ラットが Sham 群よりも体重増加

を示すという過去の報告に一致している 29,30)．OVX 群では，卵巣摘出に伴うエ

ストロゲンの分泌低下が各種ホルモンの代謝に影響を及ぼし，特に脂肪合成の

抑制が十分に機能しなくなるということからも，脂肪が蓄積し体重の増加を示

したものと考えられる 31,32)．一方，OVX+E2 群の体重は，計測期間を通し Sham

群と比較して若干低い値で推移していたが，その傾向は同様であり，緩やかな

右肩上がりの体重増加を示し，Sham 群との間に有意な差は認められなかった．

CLIA 法 31)を用いた Sham 群，OVX 群，OVX+E2 群の血中 E2 濃度測定結果で

は，OVX 群の値が Sham 群および OVX+E2 群と比較して有意に低く，エストロ

ゲン欠乏状態を示していた．また，OVX+E2 群が最も高い値を示した．OVX ラ

ットに対する E2 の投与量に関しては，様々な投与量が報告されているが 8,34-36)，

今回の投与量(20 µg/kg)では，OVX 群の体重増加を有意に抑制し，Sham 群と

同様の体重変化を認めたことからも E2の作用が十分に認められていたと考えら

れる． 

2．大腿骨における骨密度と H-E 染色所見 

 ラット大腿骨における DEXA 法を用いた骨密度の計測結果は，同様に行われ

た過去の実験報告結果 8,18,20,37)と類似しており，本実験における OVX 群が骨粗

鬆症の病態にあったことを確認することができる．卵巣摘出手術を受けた OVX

ラットでは，早期に骨芽細胞の活性化による骨形成と破骨細胞の活性化による

骨吸収とが同時に起こる高骨代謝回転が生じるといわれている 38,39)．その後，
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骨吸収優位の負のバランス状態となり，海綿骨の減少を生じ，骨の脆弱化が認

められるようになるという 38,39)．今回の OVX 群も大腿骨におけるデジタル X

線写真と H-E 染色による組織観察から，海綿骨の骨梁構造の減少が認められ，

さらに骨梁自体の連続性の消失が観察された．エストロゲンの分泌低下により

海綿骨における骨梁構造の減少が誘引され，骨粗鬆症の状態を呈している．一

方，OVX+E2 群では，デジタル X 線写真，H-E 染色ともに海綿骨の骨梁構造の

減少などは認められず，Sham 群と同程度であった．このことは E2 の投与によ

り，正常な骨代謝が行われていたことを示している． 

3．免疫組織化学染色 

 象牙芽細胞における ERα，βの免疫組織化学染色を行った結果，ERα，β

ともに，象牙芽細胞の核および細胞突起部に陽性の染色が認められた．象牙芽

細胞の核および細胞突起部にエストロゲン受容体が存在することは，これまで

も報告されている 15-17)．これらの結果から，象牙芽細胞の機能にエストロゲン

が重要な役割を果たしていることが十分に考えられ，さらに，その作用はエス

トロゲンの直接的な作用によるものだと考えられる．事実，エストロゲンの欠

乏状態において，その象牙芽細胞の象牙質形成能に変化が認められることが報

告されているが 15)，そこにエストロゲンの投与を行い，その象牙芽細胞の機能

について検討を行っている研究は，筆者が知る限りでは本研究が初めてのもの

である． 

4．窩洞形成後の修復象牙質の形成量および第二象牙質形成量 
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 卵巣摘出後，活発な骨吸収のピークは 14 日から 21 日頃であるとの報告があ

る 40)．今回，卵巣摘出手術から 4 週経過後に窩洞形成を行った．この時期は，

骨粗鬆症の病態として安定した時期であるとともに，出生から 100 日齢程度経

過しており，成獣ラットとしても安定した時期と考えている 41)． 

 窩洞形成後 14 日目の H-E 染色および Alcian blue 染色の結果，修復象牙質の

形成量は Sham 群および OVX+E2 群と比較して，OVX 群が有意に低かった

(Fig.8)．原生象牙質と第二象牙質の組織学的な識別は，原生象牙質と第二象牙

質との間の分解線(demarcation line)やわずかな染色性の違い，象牙細管の走行

の不規則性によって識別される 42)．一方，窩洞形成により形成された修復象牙

質は，その刺激に反応した特定の部位に形成され，その象牙質の形成速度は第

二象牙質の形成速度と比較して速くなる．そのため，細管の走行は湾曲し，形

成中のコラーゲン形成は減少し，象牙前質には非コラーゲン性タンパク質の産

生促進が認められる 42)．本実験の結果でも，Sham 群，OVX 群および OVX+E2

群の H-E 染色における組織像の一部に，湾曲を示すラインを境界とする明らか

に染色性の異なる象牙質が認められた．そこで本研究では，酸性ムコ多糖類を

染色する Alcian blue 染色 43)を行った結果，Sham 群と OVX 群では，修復象牙

質と考えられる部位に染色性の差異が認められ，修復象牙質の境界を明瞭に観

察できた．修復象牙質では，その象牙質が急速に形成されることにより，各種

タンパク質成分の減少や，酸性ムコ多糖であるプロテオグリカンの含有率が低

くなっていると考えられ，Alcian blue による染色性に差異が生じたと考えられ
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る．Alcian blue 染色の結果から，Sham 群の修復象牙質形成量は 8.7±0.63 

µm/day であり，OVX 群では 5.7±0.62 µm/day と有意に減少していた．さらに

E2 を投与することによって，エストロゲン欠乏状態下にある象牙芽細胞の象牙

質形成能が 7.2±0.53 µm/day と回復し，Sham 群との有意差を認めなくなった．

これらの結果は，エストロゲンの受容体を有する象牙芽細胞において，エスト

ロゲンが dentinogenesis に対して重要な役割を果たしていることを示している．

実際，E2 をヒト歯髄細胞に作用させると，BMP2 や LEF1 の遺伝子発現を増強

させることが報告されている 17)が，これらの因子は象牙芽細胞において石灰化

や 象 牙 質 形 成 を 亢 進 す る 因 子 44) で あ る こ と か ら も エ ス ト ロ ゲ ン が

dentinogenesis における key factor の 1 つであることが明らかとなった． 

 一方，生理的な象牙質形成を示す第二象牙質形成能に対するエストロゲンの

作用をみると，修復象牙質と同様に Sham 群では 2.8±0.14 µm/day であるのに

対して，エストロゲン欠乏状態下では 1.4±0.07 µm/day と象牙質形成能が抑制

されていた．これは生理的な第二象牙質形成能と修復象牙質形成能の両者に対

してエストロゲンが同様の役割を果たしていることを示唆している．しかしな

がら，E2 を投与した OVX+E2 群においては 4.1±0.21 µm/day となり，Sham

群に対して有意に第二象牙質形成量が亢進していた．OVX+E2 群の血中 E2 濃度

が Sham 群の値に対して，ほぼ 2 倍の値を示していることから考えると，修復

象牙質の形成よりも第二象牙質の形成に対して，E2 の作用がより強く作用して

いる可能性が認められた．これは，修復象牙質と第二象牙質の形成に対してエ
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ストロゲンが重要な役割を果たしていることは同じであるが，その作用機序に

は異なるメカニズムが存在することが考えられ，今後さらなる研究が必要と考

える． 
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結論 

 

OVX 群は卵巣摘出 4 週間後の測定において，体重の増加や血中 E2 濃度の減

少を認めた．また，H-E 染色および DEXA の結果から，骨密度および骨梁の減

少が認められ，骨粗鬆症の症状を呈し，そのときの修復象牙質および第二象牙

質の形成は Sham 群と比較して抑制されることが示された．その一方で，

OVX+E2 群では，骨粗鬆症の病態を示さず，修復象牙質および第二象牙質の形

成が OVX 群と比較して，その形成量の減少が抑制された．以上の結果から，エ

ストロゲンが dentinogenesis に関与し，Vital pulp therapy 開発の基礎的な知

見となることが示唆された． 
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Abstract 

 

Purpose: Estrogen has long been known as a hormone that affects the 

remodeling of bone tissue. Recently, its receptors were identified in 

odontoblasts in addition to osteoblasts and osteoclasts. However, little is 

known about the receptor functions of odontoblasts. Therefore, in this study, 

the effect of estrogen on dentinogenesis was examined histochemically using 

estrogen-deficient rat models. 

Materials and methods: Ninety six 10-week-old female SD rats were used 

for this experiment. They were equally divided into three groups (32 each): 

the OVX (Ovariectomized rats) group, the Sham group with laparotomy 

alone, and the OVX+E2 group, which was administered with 20µg/kg/day 

estradiol (E2) daily from the next day of ovariectomization. All groups were 

bred for four weeks, and their body weights were measured daily. Thereafter, 

to induce reparative dentin formation, 1.0 mm-diameter cavity preparation 

filled with light-cured resin composites were given to the first molars in the 

lower jaws on each side. Tooth samples were taken on Days 3, 7, and 14, 

while blood and femur samples were collected at the same time to measure 

estradiol levels and bone density by DEXA. Each sample was subjected to 

H-E staining. On Day 14, Alcian blue staining and immunohistochemical 
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staining were performed for ER-α and ER-β. Meanwhile, in order to compare 

the formation of secondary dentin, calcein was administered at 3-day 

intervals to the groups that were not subjected to cavity formation, and the 

groups were monitored by fluorescence microscopy. 

Results: The OVX group showed weight gain and a decrease of estradiol 

levels compared to the Sham and OVX+E2 groups. The results of DEXA and 

H-E staining revealed decreased bone density, presenting osteoporosis. The 

results of immunohistochemical staining indicated that ER-α, ER-β localized 

at the nucleus of odontoblasts. The amounts of the reparative dentin 

formation were the most in the Sham group, then the OVX+E2 and OVX 

groups, respectively. The OVX+E2 group showed the highest formation of 

secondary dentin, then the Sham and OVX groups, respectively. 

Conclusion: The OVX group manifested osteoporosis, and the formation of 

reparative dentin and secondary dentin was suppressed. The OVX+E2 group 

showed no trace of osteoporosis, and the recovery was observed in the dentin 

formation amount. From the above results, estrogen has been suggested to 

be involved in dentinogenesis. 

 

Key words: estrogen-deficient rat, osteoporosis, odontoblast, dentinogenesis 

 



 

Figure Legends 

 

Fig.1 

Weight changes 

Temporal changes in weight of Sham, OVX, and OVX+E2 were monitored 

from the day of surgery and thereafter for 4 weeks. There was a significant 

difference between two groups after four week: the Sham and OVX groups 

(p<0.05); the OVX and OVX+E2 groups (p<0.05). However, there was no 

significant difference between the Sham and OVX+E2 groups (p>0.05). 

 

Fig.2 

E2 level 

The E2 level in the blood was measured at Day 14. The OVX group showed a 

decrease in blood E2 level. There was a significant difference between the 

Sham and the OVX groups, and between the OVX+E2 and the OVX groups, 

and between the Sham and the OVX+E2 groups (p<0.05). 

 

Fig.3 

Bone density of the femurs 

The bone density in the femur was measured with the DEXA method at Day 



 

14. There was a significant difference between the Sham and the OVX 

groups, and between the OVX+E2 and the OVX groups (p<0.05).  

 

Fig.4 

Digital X-ray images of the femurs 

In the OVX group, a decrease of density was observed in the trabecular 

tissues which construct cancellous, while no such image was found in the 

Sham and OVX+E2 groups. 

 

Fig.5 

Sections of H-E stained femurs 

In the OVX group at Day 14, a decrease in the trabecular structure where 

construct cancellous bones were observed, and the structure was coarse and 

had poor continuity. In the Sham and OVX+E2 groups, no such pathological 

change was found. 

 

Fig.6 

Sections of Immunohistochemical staining for ER-α and β.  

These are sections of immunohistochemical staining for ER-α and β of the 

first molars’ odontoblasts of the Sham and OVX groups at Day 14. Both 



 

groups were stained positively for ER-α and ER-β along the odontoblasts. 

Within high-power field, localizations of positive staining were observed in 

the nucleus as well as areas that correspond to cell processes of the 

odontoblasts. 

 

Fig.7 

Sections of H-E stained first molars 

These are the images of H-E stained first molars after cavity filling at Days 

3, 7, and 14. Underneath the cavity forming areas, reparative dentin 

different from primary dentin in form, number, distribution, and the 

chromatics of dentinal tubules from primary dentin were observed. 

 

Fig.8 

Sections of Alcian blue stained first molars 

These are the sections of first molars at Day 14 stained in Alcian blue. 

Chromatic differences were observed in areas underneath the cavity 

preparation, which correspond to reparative dentin formation in each group 

(a part of dotted line). Also shows the boundary between primary and 

reparative dentin by the black arrow. However, in the OVX+E2 group, no 

clear difference was observed in stain concentrations in the demarcation line 



 

of primary and reparative dentin as compared Sham and OVX groups. 

 

Fig.9 

The amount of reparative dentin formation 

We measured the amount of reparative dentin formation of the first molars 

of each group at Day 14. The results show that there was a significant 

difference between two groups: the Sham and OVX groups (p<0.05), and the 

OVX and OVX+E2 groups (p<0.05). However, there was no significant 

difference between the Sham and OVX+E2 groups (p>0.05). 

 

Fig.10 

Fluorescence microscope images after double labeling with calcein 

These are fluorescence microscopy images of first molars, which are not 

subjected to cavity formation after double labeling using calcein. 

Administration was twice every three days. In each group, the double 

labeling of calcein to dentin surrounding pulp cavity was observed, revealing 

a difference in the double-labeled widths. 

 

Fig.11 

The amount of secondary dentin formation 



 

For the first molars of each group, which were not subjected to cavity 

preparation, the amount of secondary dentin formation was measured. The 

results showed a significant difference between the Sham and OVX groups, 

as well as between the Sham and OVX+E2 groups (p<0.05). 
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