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研究成果の概要（和文）：唇顎口蓋裂患児の顎裂部に骨形成促進させる目的で、「再生医療等の安全性の確保等
に関する法律」に基づいて自己多血小板血漿/フィブリン（platelet rich plasma/fibrin:PRP/PRF）移植を行
い、不具合なく施行された。PRP/PRF中の液性因子の濃度は個人差が大きいものの、末梢血中よりも概ね高値で
あった。一方、基礎研究では、PRP/PRFはヒト乳児骨膜細胞において増殖を促進しないものの、組織学的には骨
分化を促進させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Platelet rich plasma/fibrin(PRP/PRF) was grafted to accelerate bone 
formation in alveolus of cleft lip and palate patient under `the act on the safety of regenerative 
medicine` issued by the Ministry of Health, Labour and Welfare. As the result, there were no 
problems in all patients. The concentration of cytokine in PRP/PRF tended to be higher than in 
peripheral blood, though there were great differences between individuals. Meanwhile, in vitro, 
PRP/PRF did not facilitate the proliferation of human infant osteoblast cells, but histologically 
facilitated the bone differentiation.

研究分野： 形成外科
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１．研究開始当初の背景 
唇顎口蓋裂患児に対する乳幼児期の歯肉粘
骨膜形成術(gingivoperiosteoplasty:GPP)
は、顎裂部に骨を形成させる手技である。し
かし、狭い顎裂部では良好な骨形成を得られ
るが、広い顎裂部では十分に骨形成ができな
いために、顎裂部への骨形成を促進する移植
材料の必要性が高まってきた。移植材料の中
でも多血小板血漿 /フィブリン（platelet 
rich plasma/fibrin:PRP/PRF）は、血小板の
α顆粒に含まれている PDGF,TGF-β,EGF,VEGF
などのサイトカインを脱顆粒させることで
皮膚や骨組織に関して治癒促進効果を期待
するものであり、骨欠損部に移植すると骨形
成が促進されることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、臨床において「再生医療等
の安全性の確保等に関する法律」（再生医療
等安全性確保法）に基づいて自己 PRP/PRF を
移植することで骨形成を促進させるととも
に、基礎研究において PRP/PRF 中の液性因子
および in vitro・in vivo での骨膜細胞の挙
動を解析し、その機序を解明することである。 
 
３．研究の方法 
（１）PRP/PRF の作製および移植時における
最適化 
PRP/PRF の作製方法は、滅菌済みのクエン酸
入り試験管を用いて、全身麻酔下での手術直
前に自家抹消血を 10ml 採取し、以下の手順
で作製する。自家抹消静脈血 10ml 中 7ml を
PRP/PRF 作製用に、3ml を血漿作製用に分け
る。PRP 作製：7分間 900G 血漿成分と血球成
分を分離し、血漿成分を 5分間 2100G させた
後に、上澄みを破棄し沈殿した PRP 約 1ml を
得る。次に PRP と混合する血漿を 7分間 900G
にて血漿成分と血球成分を分離して得る。 
そして、PRP1ml と血漿 0.1ml を混合して移植
する。PRF 作製：10 分間 900G にて血球成分
を分離して PRF を得て、そのまま移植する。
全ての操作が手術施行中の手術室内にて行
われる。 
（２）PRP/PRF 形状の移植時における最適化 
PRP は移植時に凝固することにより組織内に
留まるが、凝固しない場合は、組織内に留ま
ることができず、市販されているゼラチンス
ポンジなどを利用する。一方、PRF は、フィ
ブリンを除かないため、血小板を濃縮させな
がら凝固させる。最終的に、顎裂部への移植
用にはどのような形状が最適であるかを検
討する。 
（３）PRP/PRF 中の血小板および液性因子の
濃度測定 
PRP/PRF 中には、PDGF-bb、VEGF、TGF-β1、TGF-β2

などの液性因子が含まれており、これらの因
子を明らかにする。また、これらの濃度を測
定するとともに、同一症例での末梢血中に含
まれている液性因子の濃度との比較検討を

行う。 
（４）Computed Tomography(CT)による顎裂
部の骨形成の定量的評価法の確立 
移植後6ヶ月～5年後にCTにより顎裂部骨形
成を評価する。矯正歯科医により骨形成の程
度が評価され、その後 SBG の適否が判断され
る。具体的には、CT における顎裂部の評価法
を確立する。 
（５）ヒト乳児骨膜細胞の in vitro 解析 
手術時に余剰となり廃棄される顎裂部骨膜
を組織学的に解析し、骨形成の機序を探求す
る。具体的には、顎裂部骨膜を H&E、Ⅰ・Ⅱ
型コラーゲン染色を行う。またヒト乳児骨膜
細胞の増殖および分化能を検討する。具体的
には、in vitro において倫理委員会で承認を
得た手術で破棄するヒト乳児骨膜細胞を得
るとともに、細胞懸濁液は，37℃，CO2 5%に
設定したインキュベータで10 % fetal bovine 
serum，1 % Antibiotic Antimycotic Solution
を含有する Dulbecco’s modified Eagle 
medium を含む増殖培地により培養を行った。
各培養条件におけるヒト乳児骨膜細胞の増
殖能を定量化するにあたり, MTT 試験を施行
した。  
PDGF-bb,VEGF,TGF-β1,TGF-β2 などの各種液性
因子の発現を調べる。また、これら液性因子
の濃度を変えて、ヒト乳児骨膜細胞の挙動を
観察することにより至適な“PRP/PRF”濃度
を推測する。 
 
４．研究成果 
（１）PRP/PRF の作製 
PRP は、2 回遠心法により作製することがで
きた。一方、PRF は、900G 10 分間の 1 回の
遠心法で作製することができた。 
（２）PRP/PRF 形状の移植時における最適化
PRP は市販のゼラチンスポンジなどを利用し
て移植した。一方、PRF は、血小板濃縮を維
持しながら凝固させることができた。従って、
両者とも顎裂部へ移植することが可能であ
った。 
（３）PRP/PRF 中の血小板および液性因子の
濃度測定   
生後 5-7ヶ月齢の PRP/PRF 中に含まれる血小
板および液性因子の濃度測定を検討した。血
小板と液性因子の濃度を末梢血中および PRP
中で測定した。その結果、血小板濃度：末梢
血 33.8±8.8 PRP 49.5±72.3 、血小板由来
成長因子(PDGF)濃度：末梢血 7376.7±1874.8、
PRP 5663.7±6727.2、血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）濃度：末梢血493.6±120.5、PRP 524.1
±627.2、トランスフォーミング増殖因子
（TGF-β1）濃度：末梢血 22.5±11.7、PRP 29.3
±36.5 と個人差が大きいものの、末梢血中よ
りも PRP 中の濃度の方が概ね高値であった
（図 1）。 
 
 



図 1 血小板および液性因子濃度 
 
（４）Computed Tomography(CT)による顎裂
部の骨形成の定量的評価法の確立 
PRP/PRF 移植 5 年後の症例に対して、骨形成
を CT 評価し、矯正歯科医により評価法が確
立された。具体的には、歯槽頂から梨状孔縁
までの高さが 12mm 以上を「骨形成が十分」
とし、歯槽頂から梨状孔縁までの高さが 12mm
未満を「骨形成が不十分」と判断した。 
（５）ヒト乳児骨膜細胞の in vitro 解析 
組織学的解析を行い、ヒト乳幼児の顎裂部骨
膜を同定することができた。実体顕微鏡下で
骨膜組織だけを分離し、骨膜細胞を in vitro
において培養・保存することに成功した。増
殖能に関してはMTT試験により細胞倍加時間
は 31.3±4.6 時間（n=4）であり、極めて高
い増殖能を示した（図 2）。 

図 2 ヒト乳児骨芽細胞の増殖能 
 
ヒト乳児骨膜細胞の培養の結果からヒト乳
児骨膜細胞は極めて高い増殖能を有してい
たが、PRP 添加群は、乏血小板血漿（platelet 
poor plasma:PPP）添加群よりも増殖能が劣
っていた（図 3）。 
また、PDGF-bb,VEGF,TGF-β1,TGF-β2 を添加し
て細胞増殖を検討した結果、4 つの液性因子
とも、添加した方が増殖能が低下することが
判明した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 ヒト乳児骨芽細胞における PRP/PPP 添
加群の増殖能 
 
 

 
図 4 添加する液性因子濃度の違いにおける
ヒト乳児骨芽細胞の増殖能 
 
一方、ヒト乳児骨膜細胞は、骨へ分化するこ
とが判明し、PRP 添加群の方が PPP 添加群よ
りも骨形成能が高いことが組織学的に示唆
された（図 5）。 
 

 
図 5 ヒト乳児骨芽細胞における PRP/PPP 添
加群の骨分化能の違い 
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