
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

若手研究(B)

2016～2014

徐放型多血小板血漿と骨伝導バイオマテリアル混合移植による新規頭蓋骨再生治療法開発

Development of cranial bone regeneration method using combination of 
control-released platelet-rich plasma and osteoinductive materials

００４０７２７２研究者番号：

清水　梓（SHIMIZU, Azusa）

順天堂大学・医学部・准教授

研究期間：

２６８６１５１２

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：頭蓋骨欠損に対する骨補填材料として様々な材料が用いられてきた。しかし自家骨採
取部の傷や人工骨の感染など課題は多い。そこで創傷治癒促進として最近注目されている多血小板血漿（PRP）
を、生体親和性の高い人工骨であるβ-TCPと組み合わせて用いることで骨形成の期間が短縮されるのではないか
と考えた。PRPからの成長因子放出を一定期間持続させることでさらに骨形成が促進されることがわかり、この
複合体は安全で効果的な骨補填剤となりうる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cranioplasty for defects of the skull is generally performed with 
nonabsorbable materials or autologous bone. However, these materials are occasionally associated 
with complication such as infection and donor-site morbidities. Platelet-rich plasma(PRP) promotes 
wound healing and bone regeneration and its clinical use is rapidly spread. Therefore, we 
investigated whether a combination of PRP and β-TCP as biodegradable osteoinductive materials could
 be cut down for bone healing period. Our result also suggested that the slow and continuous release
 of growth factor from PRP can promote bone regeneration more powerfully, so this material can be 
safe and effective bone filler.

研究分野： 頭蓋顎顔面外科
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１．研究開始当初の背景 
 
先天奇形や外傷、あるいは開頭術後の頭蓋

骨欠損に対する形成術では、骨新生のための
足場として従来チタンやメチルメタクリル
酸レジンまたは自家骨が用いられてきた。し
かしこれらはしばしば異物反応、感染や自家
骨採取部位の変形といった合併症を伴うこ
とがあり、治癒が遷延するなど長期にわたる
経過観察が必要である。β リン酸三カルシウ
ム（以下 β-TCP）は生体親和性が高く優れた
骨伝導能を有するとされ、10 年以上前から
臨床応用されている。効果的な骨再生が進ん
でいくには生体内に埋入された β-TCP が速
やかに分解吸収されることが必要であるが、
完全な骨誘導には時間がかかるという欠点
がある。我々はこれまでの先行研究の結果、
骨誘導促進作用としての塩基性線維芽細胞
増殖因子（bFGF） を徐放化させた徐放化
bFGF と、骨新生の足場としての β-TCP と
の複合体を頭蓋骨欠損モデルに使用した場
合に骨新生が促進されることを画像的にも
組織学的にも証明した（Shimizu A, Mizuno 
H, et al, J Tissue Eng Regen Med 2012）。 
一方、PRP は血小板がもつ種々のサイトカ

イン（血小板由来成長因子:PDGF、形質転換
成長因子 -β :TGF-β、血管内皮成長因
子:VEGF、上皮成長因子:EGF、ほか）を産
生させ、自己由来のサイトカインを局所で放
出させるとされ、再生医療の分野において注
目されている方法である。bFGF をはじめと
する成長因子を多く含むとされており、とり
わけ強力な骨誘導物質である骨形成蛋白
（Bone Morphogenic Protein、BMP）と同
じ TGF スーパーファミリーに属する TGF-β
を豊富に含むため、bFGF 単独で用いるより
も一層の骨誘導が期待される。しかしながら
PRP からの成長因子放出は一過性であり、数
日で効果を失うことから、臨床応用を考えた
場合に徐放化は必須である。PRP と徐放化ハ
イドロゲルとの複合体（以下、徐放化 PRP）
の骨新生に対する骨誘導促進作用は報告さ
れているが（Hokugo A, Ozeki M, Tabata Y, 
et al, Tissue Eng 2005）、頭蓋骨欠損のよう
な膜性骨化に対する効果について検証した
論文は我々が渉猟し得た限り存在しなかっ
た。よって頭蓋骨欠損への臨床応用を目指し
た新たな骨充填材料の開発は意義深いもの
と考えた。 
 
２．研究の目的 
骨誘導促進物質として PRP をゼラチンハ

イドロゲルと混和し、β-TCP とともに骨欠損
部に移植することで、PRP／徐放化ハイドロ
ゲルから放出される成長因子が持続的に局
所に作用し、β-TCP への骨芽細胞誘導能、破
骨細胞誘導能および血管新生能が飛躍的に
向上する、つまり骨新生の期間短縮につなが
ると考え、ラット頭蓋骨を用いて検討を行っ
た。また本研究では徐放化 PRP と β-TCP に

よる骨新生促進作用やサイトカインの効果
および新生骨リモデリングへの影響を検証
し、PRP 作成方法や β-TCP の形態について
最も効果的な使用法を確立すること、すなわ
ち頭蓋顎顔面領域における将来のより一層
安全で効果的な骨補填材量の開発を目指す
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Fisher rat の 血 液 か ら Double spin 
method を用いて作成した PRP を使用した。
PRP 作成に当たっては、まず使用する抗凝固
剤について検討を行った。PRP を DMEM 培
養液中で保存した場合の上清に析出される
各成長因子量を経時的に解析し、またラット
頭蓋骨欠損モデルでの骨新生状況と合わせ
た結果、EDTA を使用することとして、以降
の実験を行った。作成した PRP にゼラチン
ハイドロゲルを混和させることで徐放化
PRP を作成し、DMEM 培養液の上清に析出
される各成長因子量を経時的に解析した。 
続いてラット頭蓋骨形成促進効果の検証

として、PRP および徐放化 PRP を顆粒状、
ブロック状に加工した β-TCP との複合体と
した。コントロール群を含めて 5 群としてラ
ット頭蓋骨欠損部に埋入し、経時的に観察を
行った。摘出した頭蓋骨を µCT を用いて形
態学的および定量的に評価するとともに、骨
新生表面積率や骨代謝関連細胞を各種染色
により定量的に評価した。各成長因子
（PDGF-AB、VEGF、HGF、IGF-1、TGF-
β1）の量を測定した。 
 
４．研究成果 
（１） 各PRPからの成長因子放出量の評価 

 



徐放化に使用したゼラチンは 2週間で加水
分解されるため、2 週間後までの成長因子放
出量を計測したところ、とくに骨誘導に有効
とされる TGF-β1 において徐放化 PRP から
の放出が Day7、10、13 において有意に高値
であった。ほかの成長因子である PDGF-AB
及び IGF-1 においても徐放化 PRP のほうが
おおむね高値であったが、有意差は得られな
かった（n=4）。 

 
（２）µCTによる骨新生率の形態学的評価お
よび定量的評価 

頭蓋骨欠損モデル作成後 2週ごとに摘出し
た頭蓋骨検体の µCT 撮影を行ったところ、
グループ 2 の PRP のみに比べ、グループ 3
の徐放化 PRP 群の方がより早期に、より豊
富な量の骨欠損断端からの骨新生を認めた。
画像処理ソフトを用いた定量評価でも同様
の結果であった。グループ 1 のコントロール
では 8 週目でも µCT において明らかな骨新
生は認めず、β-TCP を使用したグループ 4、
5においては埋入物と新生骨の区別がµCTで
は同定不可能であった。 

 
（３）組織学的評価 

①新生骨定量評価 
 µCTののち検体を 3mm スライスに薄切し
て各種染色をおこなった。HE 染色標本から
画像処理ソフト KS400 を用いて、骨欠損部
面積に対する新生骨表面積率を算出した。そ
の結果、新生骨表面積率はグループ 5 の徐放
化PRP+β-TCP顆粒を埋入物とした場合に最
も高値であった。グループ 4 の PRP+β-TCP
ブロックを埋入物とした群では、6 週目以降
に定量評価での数値が低かった。これは
β-TCP ブロックがラット頭蓋骨よりも厚く、
垂直方向にも骨新生がおよんだため骨欠損
部中央に向かう水平方向の骨新生が影響を

受けたものと思われた。すべての時点におい
てグループ 2、3 よりもグループ 4、5 のほう
が骨新生率は高値であり、骨新生の足場とし
ての β-TCP の重要性が再確認された。 

 
②骨代謝関連細胞動態評価 
 薄切検体の HE 染色、TRAP/ALP 染色、マ
ッソン・トリクローム（MT）染色を行った。 
 2 週目において、HE 染色では不規則な形
態である線維性骨（woven bone）を認め、内
部にも不規則な血管走行を伴っていた。新生
骨の辺縁には骨芽細胞の規則的な配列を認
めた。β-TCP 周囲には破骨細胞と思われる多
核巨細胞の増殖を認めた。TRAP/ALP 染色で
も同様の所見であり、新生骨形成時から通常
の骨形成と同様の骨リモデリングを開始し
ていることが示唆された。MT 染色標本では
好塩基性の新生骨と、周囲には膠原繊維が充
満しており、徐放化 PRP から放出された各
成長因子による活発な細胞増殖が起こって
いると思われた。 

 8 週目においては、HE 染色では血管を中
心に同心円状に骨化が進み、既存骨と同様の
膜性骨（membranous bone）が形成されて
いた。β-TCP はすでに形態をとどめず新生骨
に置き換わっており、旺盛な骨形成が行われ

 

 



ていることが示唆された。TRAP/ALP 染色で
は破骨細胞様の多核巨細胞を多数認め、骨リ
モデリングが継続して行われていると思わ
れた。MT 染色標本においては新生骨も既存
骨と同様に赤く染色され、層状に骨化してい
ることが判明した。 
 以上の傾向は各グループで同様に観察さ
れたが、とくにグループ 5 において早期に観
察されたことから、新生骨の定量評価を裏付
ける結果となった。 
 
上記の結果より、徐放化 PRP と β-TCP と

を複合体として用いた場合に、膜性骨化にお
いても骨形成を促進させることが判明した。
臨床応用においては β-TCP の形態について
議論の余地が残るが、この複合体は頭蓋顎顔
面領域における安全で効果的な骨補填剤と
なりうる可能性が示唆された。 
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