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研究成果の概要（和文）：唇顎口蓋裂の顎裂骨欠損部に対して自己多血小板血漿/フィブリン（PRP/F）を移植す
ることにより骨形成を促進させるために、再生医療等安全性確保法下に「PRP/Fによる再生医療」を不具合なく
安全に行っている。基礎実験ではT細胞機能欠如ラットの顎裂骨欠損モデルを作製し、顎裂部へPRPを新規ゼラチ
ンハイドロゲルシート（GHS）に含有させて移植を行い、3D slicerを用いて術前後の骨体積を測定した。その結
果、PRP+GHS群は骨形成において有意差がなかった。この原因は、ラットの顎裂部が小さいために操作が煩雑に
なったことがあげられ、今後症例数を増やし検討を重ねる予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to analyze the effect of PRP/F to the human 
infant periosteal cells (hiPCs) in patients with cleft lip and palate in vitro and to elucidate the 
mechanism of PRP /F in alveolar cleft reconstruction. A rat (F344/NJcl-rnu/rnu) model with cleft 
bone defect was created, and PRP was implanted in a novel gelatin hydrogel sheet (GHS) in the 
defect. Quantitative bone morphometry analyses were performed using a high-resolution microcomputed 
tomography. Three dimensional images were analyzed by 3D-slicer software. The results showed that 
the PRP+GHS group represented no advantage in bone formation compared to the other groups. It seemed
 that the small defect made the operation complicated. We plan to study more cases for further 
investigation.

研究分野： 小児形成外科

キーワード： 唇顎口蓋裂　多血小板血漿　骨形成

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生後6ヶ月頃に自己PRPを移植し、骨が形成されたという報告は世界的にもなく、画期的な治療法になり得る。し
かし、基礎研究に関しては世界的にもPRP/Fに関するデータはほとんどなく、明らかなEBMは示されていない。本
研究により、乳児のPRP/F中に含有する成分を詳細に解析し骨形成の機序を解明する技術を開発することはEBM確
立のためにも必須であると思われる。

※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 

 

歯肉骨膜形成術（gingivoperiosteoplasty:GPP）は、口唇口蓋裂の顎裂部を閉鎖する手術で

ある。この手術を生後 5 ヶ月前後に口唇形成術と同時に行うことで、顎裂部の骨が形成さ

れ、その後（6～10 才）の顎裂部骨移植術(secondary bone graft:SBG)が必要なくなる。当

科では、1999 年に本邦で初めて GPP を行い、現在まで合併症なくほぼ全ての患者で骨形成

が認められている。しかし、顎裂部の骨形成が十分でない症例もあり、SBG を必要としない

症例は両側例で 40%、片側例で 60-65%程度である。 

一方、多血小板血漿/フィブリン（platelet rich plasma/ fibrin:PRP/F）は 1990 年初め頃

より臨床応用され、現在、歯科領域、美容外科、創傷治癒などで幅広く応用されている。PRP/F

中に含まれる血小板は、複数の成長因子を放出し骨芽細胞の増殖、毛細血管の新生、骨造成

および軟組織の治癒に促進的役割を果たすとの報告がある。1998 年 Marx らによる骨移植に

おける PRP の骨形成促進能についての報告以来インプラント治療や歯槽骨再生治療などに

PRP/F の研究が行われているが、唇顎口蓋裂の顎裂部のような広範囲な部位に骨を形成させ

る研究は行われていない。 

 

2. 研究の目的 

 

唇顎口蓋裂患児に対する乳幼児期の歯肉粘骨膜形成術は、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 PRP/F は、血小板のα顆粒に含まれている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。臨床的には、平成 26 年 11 月 25 日より施行された「再

生医療等の安全性の確保等に関する法律（平成 25 年法律第 85 号）」（再生医療等安全性確

保法）下の第 3種細胞群として「PRP/F による再生医療（計画番号 PC3150413）」を行ってお

り、全症例で安全に施行できている(図 1)。 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 
   
 
本研究は、in vivo において T細胞機能欠如ラット（F344/NJcl-rnu/rnu：ヌードラット）
の顎裂部へ PRP の移植を行うとともに新規のゼラチンハイドロゲルシートに含有させて移
植を行い、骨形成能の機序を解明することを目的とする。 
 
 

図 1 PRP/F 移植方法 

PRP と PRF（左図）、顎裂部へ移植された PRP（右図左）と PRF（右図右） 
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C
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３．研究の方法 
 

PRP/F 中の液性因子および in vitro でのヒト乳児骨膜細胞(human infant periosteal 

cells:hiPC)の挙動を解析し骨形成の機序を解明し、臨床において自己 PRP/F を移植するこ

とで骨形成を促進させることである。 

hiPC の骨分化能を組織学的およびアリザリンレッド吸光度分析にて行った。吸光度分析は、

96-wellプレートに1%,5%PRPおよび 1%,5%PPP添加して1-4週間培養した状態でアリザリン

レッド染色を行った。その後、microplate reader (Tecan Group Ltd, Zürich,Swiss)にて

550 nm で検討した。臨床面において、PRP/F 移植群と過去の移植していない群との間に統計

学上の有意差は認められず、PRP/F が移植部位に留まらないことが主な原因であることから

徐放化システムが必要であると考えられた。そこで、新規徐放化システムである新規のゼラ

チンハイドロゲルシート（GHS）を用いた(図 2)。 
 

 
図 2 ヌードラット(F344/NJcl-rnu/rnu)の顎裂部へ PRP+ゼラチンハイドロゲルシート移植 

 

 

ヌードラットの上顎の門歯-犬歯間に 5x2.5x1mm の骨欠損を作製し、①PRP 群 ②PPP 

(platelet poor plasma)群 ③PRP+GHS 群 ④PPP+GHS 群 ⑤コントロール群の 6群に分けて

検討した（n=3）。術前後の画像は、microCT Rm_CT2 (Rigaku corporation, Tokyo, Japan) 

を用いて撮影された。条件設定は、90kV, 160μA,スライス幅 120μm（0.12 ㎜スライス）と

した。CT 画像の解析には、医療画像ワークステーション 3D slicer(BWH and 3D slicer 

contributors，https://www.slicer.org/) を用いた。具体的には、移植直後と 2か月後の

骨欠損部を全て含むような円柱を仮定しその中の骨体積を計測した。その円柱内の骨体積

の割合を比較することにより、骨形成能を統計学的に検討した（図 3）。 

 
 
 

④ CT および組織学的評価 

③ T細胞機能欠如ラット(F344/NJcl-rnu/rnu）

への移植 5mL 静脈血を遠心 buffy coat を 

遠心 

① PRP 作製 

GHS に PRP を含有させる 

② PRP+新規ゼラチンハイドロゲルシート(GHS) 
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図 3  3D slicer を用いたµCT測定  

左：骨欠損部を十分に覆う程度の円柱（薄色）を設定し、同じ形状、容積の円柱に含まれる骨部分の割合を

算出することで、骨欠損部の治癒過程を数値化して比較する（新生骨を円柱内の４つの円とした）。 

右：ゼラチンハイドロゲルシート移植前後の CTを重ね合わせたところ（緑：移植前、茶：移植後）。 

 

 
４．研究成果 

 

乳児ヒト PRP は、in vitro でヒト乳児骨

膜細胞(human infant Periosteum 

cells:hiPC)の挙動を解析した結果、ウ

シ胎児血清（Fetal bovine serum:FBS）

非存在下で hiPC は PRP 添加群の方が増

殖能と骨への分化能が高いことが判明し

た（図 4）。 

 

 

 

 

96-well プレートに 1%,5%PRP および

1%,5%PPP 添加して hiPCを 1-4週間培養し

た状態でアリザリンレッド染色を行った。

その後、microplate reader (Tecan Group 

Ltd, Zürich,Swiss)にて 550 nm で検討し

た結果、5%PRP 添加群が他の群と比べて有

意に染色されていた。 

 

  

 

①   ②   ③   ④   ⑤   ⑥         

①5%PRP ②1%PRP ③5%PPP ④1%PPP 

⑤Negative control (DMEM)  

⑥Positive control (50%Lonza 骨分化誘導培地) 
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図 4 PRP の骨分化能 

上：アリザリンレッド染色   

下：アリザリンレッド吸光度分析 
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2 か月後の骨体積の割合から移植直後の割合

を引いた結果は、①PRP 群：4.2 (5.2±1.4) % 

②PPP 群：3.9(3.9±0.6)% ③PRP+GHS 群：

3.4(2.6±1.6)% ④ PPP+GHS 群 ：

3.8(5.4±2.5)% ⑤ コ ン ト ロ ー ル 群 ：

3.1(3.2±0.3)%であった（図 5）。 

in vivo において移植前後の骨形成率は、各

群に統計学上有意差は認められなかった。 

 

 

 

 

考察 

PRP+GHS 群は骨形成において有意差がなかった。この原因は、ラットの顎裂部が小さいため

に操作が煩雑になったことがあげられ、今後症例数を増やし、検討を重ねる予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 移植前の 3DCT と骨欠損部断面 

および移植後の 3DCT と骨欠損部断面 
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