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研究成果の概要（和文）：2019年度には、骨髄間葉系幹細胞などの間葉系細胞を分離・培養し、血球成分を加え
た培養の影響を検討した。2020年度には、分化能の評価と筋損傷モデルマウスの検討。2021年度には筋再生の
gradingを行い、2022年度にはTNFαなどのサイトカインの計測方法を確立し、PRP使用群と未使用群の比較を進
めている。研究は、筋損傷治療に向けた有望な成果を示している。

研究成果の概要（英文）：In FY 2019, we isolated multiple types of mesenchymal cells including bone 
marrow mesenchymal stem cells, added blood cell components, cultured and evaluated differentiation 
potential, and examined a mouse model of muscle injury. in FY 2020, we proceeded to evaluate 
differentiation potential and establish a mouse model of muscle injury, and in FY 2021, we graded 
muscle regeneration. In FY2022, we will establish a method to measure cytokines such as TNFα and 
compare PRP-used and unused groups. These results indicate promising developments for the treatment 
of muscle damage

研究分野： 口唇口蓋裂

キーワード： 口唇口蓋裂　口蓋形成術　筋損傷
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、骨髄幹細胞の利用により口唇口蓋裂治療に新たな可能性を開拓しています。組織再生や炎症抑制な
どのメカニズムを探ることで、治療の効果を向上させる道を拓きつつあります。その成果は、患者の生活の質の
向上や医療技術の進歩に繋がり、口唇口蓋裂治療の分野における重要な貢献となるでしょう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
口蓋形成術では Push-back 法や Furlow 法をはじめこれまで多くの術式が報告されている
(Timbang MR et al, Plast Reconstr Surg. 2014)が、基本的には粘膜弁を用いて、鼻腔側と口蓋
側の粘膜を再建し、同時に可能な限り口蓋筋を再建する。口蓋筋のうち特に口蓋帆挙筋は軟口蓋
を構成する主要な筋で、本来左右の筋が軟口蓋正中で癒合しているが、口蓋裂患者では左右に分
離されている。そのため、口蓋形成時に左右の口蓋帆挙筋を縫合し軟口蓋を再建する。しかし、
口蓋裂幅が広くて縫合部の緊張が強くなり、鼻腔側と口蓋側の間に死腔を生じるような場合や、
下床の血流が悪い状況や感染創においては、筋線維は瘢痕組織となり、それらの条件が重なると、
口蓋裂部に瘻孔を生じるだけでなく上顎全体の成長障害の原因となると考えられている。した
がって、このような条件の悪い症例においても筋再生を促進する治療法の開発が求められてい
る。  
多血小板血漿 (Platelet-Rich Plasma; 以下 PRP) は血小板由来の PDGF,TGF-β,EGF,VEGF
な 
どの多くのサイトカインを含み、筋、腱、軟骨あるいは骨の再生、および創傷治癒促進が 
報告されており、すでに多くの臨床実績がある。しかし、PRP は、血小板の濃縮率、白血 
球の有無、活性化の有無（PAW 分類）により含有するサイトカインの種類も濃度も大きく 
異なることが知られている(DeLong JM et al, Arthroscopy. 2012)。サイトカインはそれ 
ぞれの濃度によって全く別の作用を有するものも多く、PRP の作用機序や治癒促進への寄 
与に関するメカニズムには不明な点が多い。これはそれぞれの疾患治療に最適な PRP を作 
製する上で大きな問題である。  
筋肉は一度損傷を受けると、筋衛星細胞が増殖し、活性化した筋衛星細胞は損傷部へ遊 
走し筋再生を行うことが知られている。PRP はこの筋衛星細胞を活性化し、筋再生を促す 
という報告がある(Huang S et al. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral RadiolEndod.2010)。
一方、特定条件での筋の再生時には筋の脂肪変性、骨変性、線維化を生じることがあるが、
それら異常な組織は血小板由来成長因子受容体 α(PDGFRα) 陽性間葉系 前駆細胞由来で
ある可能性が示唆されている(Uezumi A et al, Nat Cell Biol. 2010)。 しかし、一方では
PDGFRα 陽性間葉系前駆細胞は筋衛星細胞を活性化し筋再生を促すこと も知られている。
PRP 投与は筋衛星細胞のみならず、この PDGFRα 陽性間葉系前駆細胞にも 影響して筋再
生を促進している可能性があるが、この細胞の多面的な働きにどのように影響するかはほ
とんど明らかになっていない。そのためこれらの細胞に対する PRP の詳細な 機序を解明
することで筋再生の促進と瘢痕形成の 軽減についての知見が深まり、最適化した PRP を
用 いた効果的な治療法の確立につながる可能性がある(右図：Anuradha Natarajan et al, 
Cell Cycle. 2010 より引用)  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、PRP が筋衛星細胞に対する直接作 用のみならず、これまでほとんど注目
されてこなかったPDGFRα陽性間葉系幹細胞を介した作用によっても筋再生を促進するこ
とを明らかにすること にある。マウス筋損傷モデルを用いた検討や、筋 衛星細胞と
PDGFRα 陽性間葉系幹細胞の共培養を行 い、PRP の筋衛星細胞の増殖や筋細胞への分化
に対 する、直接、あるいは PDGFRα 陽性間葉系幹細胞を 介した作用を検討することで、
PRP の作用メカニズ ム（作用因子）を明らかにし、筋再生促進における至適な PRP 調整
方法の確立につながる知見が得られると考えている。まず In vitro において、マウス組織よ
りフローサイトメトリーを用いて分取した筋衛星細 胞や PDGFRα 陽性間葉系幹細胞に対
して、様々な条件で作製した PRP を添加することで、 PRP の作製法の最適化を行う。最
適化した PRP と効果の少ない PRP の効果を筋損傷モデルマ ウスを用いて確認するととも
に、プロテオムアレイを行いサイトカイン濃度の比較を行う ことで、効果を発揮している
候補因子の同定を行う。候補因子の阻害を in vitro 共存培養系 や筋損傷モデルマウスにお
いて行い、効果発現に関わる因子を同定する。 そのために、具体的には以下の研究を研究
期間内（平成 31-33 年、3 年間）に行う。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro における筋衛星細胞、PDGFRα陽性間葉系幹細胞共存培養における PRP の影響の
評価  
マウスの骨格筋から筋衛星細胞(SM/C-2.6+)および PDGFRα陽性間葉系幹細胞（CD13+，CD29+， 
CD34+，CD90+，Sca-1+ で CD31-，CD45-，CXCR4-，c-kit-，Integrin α7-）をセルソーターを 
用いて分取後それぞれを増殖培養する。別のマウスより血液を採取し、血小板の濃縮率、白 
血球の有無、活性化の有無などのパラメーターが異なる方法で PRP を作製する。それぞれの 
細胞の単独培養あるいは共存培養系に PRP を添加し、細胞増殖、筋、骨、軟骨、脂肪分化を 
遺伝子レベル、タンパクレベルで検討する。また、IL-1 あるいは TNF-α等の炎症性サイトカ 



インを添加した時の増殖、分化への影響と、さらに PRP を加えた時の効果を検討する。特に 
筋衛星細胞単独培養、共存培養時における PRP の効果の違いに着目する。  
（２）筋損傷モデルマウスの確立  
マウスの両側腓腹筋を外科的にあるいは、蛇毒を用いて損傷させ筋損傷モデルを作成する。  
2 日目、7日目、14 日目に組織を回収する。回収した組織を H.E 染色あるいは免疫染色し、筋 
再生、異所性脂肪沈着、線維化の程度を検討する。  
（３）筋再生に関する最適な PRP 作成条件の検討  
(1)の検討において、もっとも筋衛星細胞単独培養で高い効果を示した方法で調製した PRP、 
共存培養で高い効果を示した方法で調製した PRP と、最も効果がなかった方法で調製した PRP 
を、(2)で作製した筋創傷モデルに投与する。(2)と同様に組織学的検討を行い、筋再生効果を 
比較し、in vitro での結果との関連について検討する。   
（４）PRP に対するプロテオムアレイ  
(3)と同様にマウスから PRP を単独培養あるいは共存培養で効果の高い方法、低い方法で作製 
し、プロテオムアレイ（Mouse XL Cytokine Array Kit、R＆D 社）を用いてサイトカイン濃 
度を比較することで、筋衛星細胞の増殖、分化を直接あるいは PDGFRα陽性間葉系幹細胞を 
介して促進的している候補因子を同定する。  
（５）筋衛星細胞増殖分化促進因子の同定  
 (1)の共存培養系あるいは(3)の筋損傷モデルへの PRP 投与において、(4)で同定した候補因子 
に対する阻害剤を投与することで、筋衛星細胞の増殖、分化促進作用や、筋再生作用が阻害 
される分子を同定する。 
 
４．研究成果 
2019 年度は、骨髄間葉系幹細胞を含む複数種の間葉系細胞を分離、培養した。また、血球
成 分を加えた培養を行い、その影響について検討した。さらに、これらの細胞を添加因子
を含んだ培地で培養し、その分化能について評価した。加えて、筋損傷モデルマウスの確立
に向けた検討を行った。筋衛生細胞増殖分化評価として、in vitro ならびに in vivo での
TNFα などのサイトカインについて、計測をおこなった。特に、in vivo 評価方法について
は、周囲に漏出する体液をガーゼ用素材で経時的に吸収し、細切、溶解、遠心の後抽出し、
ELISA で計測する方法を確立した。その結果、一定の検出が可能であることが確認された。
今年度は、PRP 使用群と非使用群の比較検討を進めることを検討した。 
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東京大学医学部附属病院における救急外来口腔外科受診した小児患者の臨床的検討

ハンディ・フードプロセッサーの巨大な刃が貫通した舌外傷の1例

唇顎口蓋裂患者に用いる接着ブリッジ

多数歯う蝕に罹患した両側唇顎口蓋裂患児に対して口蓋瘻孔閉鎖術を行った1例
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口蓋裂を伴ったKniest 症候群に対する治療経験


