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研究成果の概要（和文）：本研究では、効率的な骨再生を目的として、自己血液由来濃縮血小板フィブリンゲル
（CGF）と脂肪由来幹細胞分泌蛋白（ADSCｓ－CM）を用いた新しい治療法の検討を行った。CGFは、培養実験にお
いて血管の伸長する効果が確認された。生体内では移植後４周以内で分解し、その際、マクロファージ、新生血
管を誘導して、再生環境の構築に関与できることが分かった。一方、機械的強度としては延性に優れ、様々な場
面で臨床応用が可能であると思われた。ADSCｓ-CMは、成長因子であるPDGF-AA、VEGF、HGF、TGF-β１が含まれ
ており、特に血管新生に関連するVEGFの他、HGF、TGF-β１が多いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research is to investigate the effect to bone 
regeneration of condensing platelet fibrin gel derived from autologous blood (Concentrated Growth 
Factors: CGF) and adipose-derived stem cells conditioned medium(ADSCs-CM). In culture examination, 
the behavior of angiogenesis of CGF was confirmed. The CGF implanted subcutaneously in rabbit back 
was disappeared before 4 weeks after implantation. In process of disappearance, many macrophages and
 newly formed vessels was seen around the CGF. The compressed and membranal CGF showed excellent 
mechanical properties characterized by high ductility with wide clinical application. The ADSC-MC 
contained PDGF, VEGF, HGF,and TGF-b, which are known to be necessary for tissue regeneration. This 
medium contained a high level of VEGF, HGF and TGF-b.

研究分野：口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯科臨床において、腫瘍や嚢胞の摘出後や

抜歯後の歯槽骨、加齢に伴う顎骨萎縮などの

状況に対して、歯を支える骨の再生は重要な

課題であり、より多くの骨を迅速に再生させ

る方法についてはまだ改善が期待されてい

る。これまで骨再生治療においては、競合組

織の侵入を防ぐ人工被膜の応用や骨補填材

の開発が行われてきたが、現在では細胞増殖

因子、スキャホールド、間葉系幹細胞の遊走

を期待するだけではなく、外来性の多分化能

幹細胞の導入も試みられるようになった。し

かし、成長因子の場合は、大量の薬剤が必要

であり、また徐放によって長くとどまる必要

があること、薬剤自体が扱いにくいだけでな

く、為害性の問題があることに加え、まだ高

価なことが問題としてあり、広く臨床応用で

きるような状況には至っていない。簡単に手

に入り、効果の時間的な制御が可能で、扱い

やすい材料の開発が望まれている。以上の問

題を解決するために、本研究では、近年、開

発され臨床でも使用されている自己血由来

の濃縮血小板フィブリンゲル（Pletelet-Rich 

Fibrin: PRF および Concentrated Growth 

Factors: CFG）と脂肪由来幹細胞分泌蛋白

（Adipose-Derived Stem cells Conditioned 

Medium: ADSCs-CM）を用いた新しい骨再

生法の検討を行うことを目的としている。今

回、PRFではなく、製造方法は少し異なるが

成分がほとんど同じであるとされる CGF を

用いた。CGFは、スキャホールドおよび徐放

材料として用い、成長因子を含有するといわ

れる ADSCs-CM を含ませて利用すること目

的として研究の提案を行った。 
 
２．研究の目的 
背景で述べた通り、CGFはすでに様々な臨

床で利用されている。自己血由来であること

から異物反応を示さず、良好な治癒、再生が

あることが知られている。特に血液成分であ

ることから血管の誘導に関連する成分があ

るといわれ、種々の再生への効果が期待され

ている。また成形性に優れ、一定の強度を有

する膜状構造にすることができることから

潰瘍面などの被膜材料として利用されてい

る。しかし CGF については、生体内での分

解挙動が明らかになっておらず、また実際に

含まれている成分とその成分の生体内での

効果も明らかになっていない。一方、

ADSCs-CM も幹細胞が分泌する蛋白質で、

様々な成長因子が含まれているといわれて

いるが、実際に各組織での再生に必要な成分

があるか分かっていない。さらにはこれらを

複合的に用いる技術も確立できていないか

ったため、本研究において、各材料の成分の

分析と生体内での挙動を確認し、両方を用い

た動物実験を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)CGFの生体内分解挙動試験 

 スキャホールドとしての操作性また徐放

材料としての分解挙動、さらには含有成分に

よる再生効果について検討した。ウサギに全

身麻酔をかけ、耳静脈または耳動脈から血液

を採取し、専用の遠心機でCGFを作製した。

背部皮膚を切開し、皮筋深部に空隙を作製し

て、CGF そのままのもの、膜状に圧接した

CGFを移植した（図１）。 

 

 

 

 

図１．ウサギ皮下に移植しているところ 

 

Sham-ope として空隙のみを作製した。移植

後、１、２、３、４週後に過剰麻酔にて屠殺

し、移植部を切り出し、パラフィン包埋標本

を作製した。薄切標本はヘマトキシリンエオ

ジン染色、エラスティカマッソン染色、また

免疫組織化学染色として、C31抗体、RAM-11

抗体による細胞同定と計測を行った。 

 



(2)CGFの in vitro血管誘導能試験 

 CGFの血管誘導能効果を確認するため、ウ

サギで採取された血液から調整した CGF を

線維芽細胞、血管内皮細胞の層化、共培養系

に入れ、滲出する成分による血管の伸長、血

管腔構築について確認を行った（図２）。 

 

 

 

 

図２ ＣＧＦの血管新生効果を確認するた

めの共培養方法 

 

(3)膜状 CGFの機械的特性 

 CGFの機械的特性を確認するために、ウサ

ギから採取された血液より作製したＣＧＦ

の膜状ものを、13×11mmに成形し、両端に

縫合糸をかけて、引張試験機にて強度と延性

について確認を行った。 

(4)ADSCs-CMの成分分析 

 ADSCs-CM の成分の分析を行うため、顆

粒状の ADSCs-CM を生食水に溶かして、

ELIZAにて、成分分析を行った。成分分析は、

PDGF-AA、VEGF、FGF-2、HGF、TGF-

β1、IGF-BP1などの成長因子についての、

有無と濃度を調査した。 

(5)動物埋植実験 

 ウサギの全身麻酔下にて、頭蓋部にキシロ

カインによる局所麻酔を行った。皮膚正中切

開を行って骨面を露出させた後、トレフィン

バーにて脳硬膜を露出する骨欠損を作製し

た。CGFおよび CGFに ADSCs-CMを混入

して欠損部に移植した。移植後、２週で過剰

麻酔にて屠殺し、実験部の観察を行った。 

 
４．研究成果 

(1) CGFの生体内分解挙動試験 

 CGFはそのままのもの、膜状に圧接したも

のいずれも生体内で分解した。CGF は HE

染色で好酸性物質としてみられ、はじめに周

辺に炎症性細胞が集まり、図３のように辺縁

から細胞が侵入して、樹枝状に分解を進めた。

一部には赤血球を入れた小腔がみられ、血管

の侵入と思われた。観察期間で、周囲に瘢痕

様の組織の形成は確認されなかった。 

 

 

 

 

 

 

図３ 左：移植したCGFの辺縁部中拡大像。

辺縁部に樹枝状の分解領域がみえる。右：左

図の拡大像。樹枝状空隙に細胞の侵入が確認

された。 

 

 CGFは、いずれも３週までにほとんど分解

された（図４）。図４のように１週では周囲

との境界が明瞭であったが、２週では周囲の

肉芽組織が形成され、CGFと密着していた。

徐々に周囲から細胞の侵入を伴って分解が

進行し、４週では少量の線維性組織を残して

分解した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ CGFの分解過程を示す。１週で好酸性

の CGF が確認されたが、４週ではほとんど

確認ができなかった。 



 同じ標本を用いて、血管とマクロファージ

の染色を行い、出現数についての計測を行っ

た。図５は、計測結果である。図５の上図が

マクロファージで sham opeに比べ、そのま

まの CGF（untreated）と膜状に圧接した

CGF（compressed）で、マクロファージの

遊走の増加がみられた。CGFでは２週に誘導

のピークがみられ、初期の分解に関与すると

思われた。また下図は血管数の変化を示し、

sham opeに比べ CGFが血管を誘導した。少

し残留期間の長い compressed CGF が長期

に血管を誘導した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 免疫組織化学染色での、マクロファー

ジおよび血管の誘導数の経時変化。

Untreated：そのままの CGF、compressed：

圧接、膜状の CGF。 

 

(2)CGFの in vitro血管誘導能試験 

 CGF を入れた共培養系で血管新生効果が

確認された（図６）。VEGF と同様の成長因

子を有すると思われた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 共培養試験での新生血管。左：CGF＋

VEGF、右：CGFのみ。 

 

(3)膜状 CGFの機械的特性 

 膜状 CGFは引っ張り試験にて、平均 0.37  

Ｎで破断したが、延性に優れ、約 200％の伸

びを示した。成形性があり、様々な形状に適

応できると考えられた。対照群として市販人

工被膜を使用した。人工被膜は強度に優位性

があるが延性がなく、扱いにくいと思われた。 

 

 (4)ADSCs-CMの成分分析 

 ADSCs-CM溶液(80ug/ml)の成分分析では、

PDGF-AA、VEGF、FGF-2、HGF、TGF-

β1、IGF-BP1、が含まれていた。種々の再

生、特に血管新生に関連する成長因子である

VEGF（約 100pg/ml）、 TGF-β 1（約

200pg/ml）、HGF（約 2000pg/ml）を含んで

いることが確認された。 

 

(5)動物埋植実験 

 予備実験にて動物実験を行ったが、既存組

織および競合組織の侵入により移植材料の

効果を客観的に判定することができなかっ

た。実験モデルについて再検討する必要があ

った。 
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