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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the efficacy for bone formation in transplantation 

of graft materials. The osteogenic potential was evaluated by histological and 

immunohistochemical findings and micro-computed tomography (micro-CT) analysis.  

The dental follicle is the fibrous tissue that surrounds the developing tooth germ, and it 

is believed to contain osteogenic precursor cells. Human dental follicle cells (hDFC) were 

obtained from wisdom teeth extracted from patients aged 14 years. hDFC from the 5th to 

8th passage were grown in three-dimensional (3D) culture using gelatin sponges. Then, 
hDFC subjected to 3D culture osteogenic induced medium (OIM) without dexamethasone (DEX) 

or growth medium (GM) were transplanted onto the calvarias of F344/NJcl-rnu/rnu male 
rats (immunodefifient rats). Hematoxylin-eosin (H-E) staining showed newly formed bone. 

Result of immunohistochemistry showed BMP-2, Runx2 and Osterix positive cells in areas 

with newly formed bone. Furthermore, micro-CT showed that, in comparison to controls, 

transplanted hDFC promoted better bone quality and bone mineral density (BMD), bone 

mineral content (BMC) and bone volume (BV). 

Next, Plasma rich in growth factors (PRGF), which is autologous constituents obtained 

from blood, has been known high concentrations of platelets containing various growth 

factors. PRGF was prepared by centrifugation of rat (male Sprague-Dawley rat) whole blood 

(WB), and then was activated using 10% calcium chloride solution. The activated PRGF 

transplanted onto the calvarias of rats. Histological observation demonstrated that PRGF 

group showed newly formed bone in a wide range. Result of immunohistochemistry showed 

Runx2 and Osterix expressed osteoblasts around newly formed bone in both groups at 

2weeks. Osteoblasts positive for Bone Alkaline Phosphatase (BAP) and Osteocalcin were 

seen around newly formed bone in PRGF group at 2weeks. However, BAP and Osteocalcin 

staining was negative in the control group at 2 weeks. Micro-CT showed that PRGF group 

promoted an increase in BV which compared to control group. In addition, result of 

immunohistochemistry for Runx2, Osterix, BAP and osteocalcin was positive reaction in 
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both groups at 8 weeks. 

These findings suggest that hDFC will be useful as a new cell source and the 

transplantation of PRGF is bioactive scaffold for bone formation. These transplantation may 

be useful in bone regeneration therapy.  
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緒言 

口腔外科領域において, 外傷や腫瘍により広範囲な顎骨欠損が生じた場合や, 歯科イン

プラント埋入部の骨量不足を補う場合に, 自家骨, 他家骨または人工材料を用いた骨造成

が行われている 1, 2). 自家骨は移植組織に対する拒絶反応がなく, 最も治療効果が期待でき

るが 3), 骨採取部位への手術侵襲は回避できず, 採骨量にも制限がある 4). 他家骨は凍結貯

蔵した骨を用いるため, 広範囲の欠損にも十分な量を確保でき, 採骨を必要としないため

健常部への侵襲を必要としないが, 感染や宿主反応など合併症の懸念もある 5, 6). 人工材料

は工業製品であるため, 品質, 量ともに安定的に供給することができる反面, 組織親和性が

低いなどの問題点が存在する 5, 7). 近年, 現在の骨造成法が有するこれらの問題点を考慮し, 

患者自身から採取可能な細胞や血液を用いた再生治療が注目されるようになった 8, 9). 

組織再生には, 細胞, 足場および増殖因子の 3要素が重要であると考えられている 5, 6). 未

分化間葉系幹細胞は, 脂肪細胞および骨芽細胞などの複数の細胞に分化可能であるため, 

組織再生に用いる細胞として注目され, 既に臨床応用されている 10). また, 未分化間葉系幹

細胞は, 様々な成体組織に存在することが明らかになったことから, 侵襲が少なく, 安全で,

十分な細胞数を得られる細胞供給源の検索が行われている 10, 11). 歯嚢は歯科治療過程で破

棄される神経堤由来の外胚葉性間葉からなる結合組織である. 歯嚢には未分化間葉系幹細

胞が存在し, 歯嚢から分離したヒト歯嚢細胞 (human dental follicle cells; hDFC) は, 骨芽細

胞誘導培地 (osteogenic induced medium; OIM) で培養すると石灰化することが報告されてい

る 12). 従来 , 未分化間葉系幹細胞を骨芽細胞へ分化誘導する際には , 培地中に

dexamethasone (DEX) の添加が必要とされるが 13) , hDFCは in vitroにてDEXを含まないOIM 

［OIM (D-)］ で培養しても骨芽細胞に分化すると報告されている 14). DEX は多様な副作用

を有するステロイドであるため, 再生医療用材料には用いないことが望ましい 15, 16).  

 血漿は患者の血液から作製可能であり, 種々の成長因子を含み, 足場となるフィブリン

を含むことから臨床応用されている 9). Marx らは, 血液を遠心分離し血漿成分を濃縮して作
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製した濃縮血小板血漿を Platelet-rich plasma (PRP) として, 自家移植材料を併用した臨床研

究を行い, レントゲン及び組織形態計測において骨密度の向上を認め, 骨芽細胞の増殖に

影響を与えると考察している 9). 他にも PRP を用いた研究が散見されるが 17-19), PRP の作製

方法は, プロトコールが均一化されていないため, 過去の報告は画一的でないと言える. 加

えて, PRP には血漿成分, 血小板成分とともに白血球が含まれているため, 生体内で白血球

から炎症生サイトカインが放出される可能性は否定できない 20). 濃縮血小板血漿の一つで

ある Plasma rich in growth factors (PRGF) は血小板の濃縮を調製するための方法や遠心分離

機が規格・統一化されており 21, 22), 一回の遠心分離で血漿ならびに血小板成分のみを抽出す

ることが可能で, 白血球を含まない特徴を有する 23). さらに, PRGFは, 新生骨形成に関連す

る TGF-β及び VEGF のような増殖因子を高濃度に含むため  21, 24), 骨再生および迅速な軟組

織の治癒の促進が認められている 25). PRGF を用いた軟組織の治癒促進や神経損傷に関する

臨床的, 基礎的研究はいくつか行われているが, 骨形成効果についての基礎研究はほとん

どない 21).  

本研究では, 生体への付加的侵襲の少ない移植材料である hDFC の骨形成効果, ならびに

組織再生において必要不可欠な増殖因子および足場としての PRGF の骨形成能を検討する

ことを目的とした. hDFC の骨形成効果については, ラット頭頂骨上にOIM (D-) で三次元培

養した hDFC を移植した時の骨形成を組織学的および免疫組織化学的に観察した. さらに, 

形成された新生骨の構造解析を Micro-CT を用いて三次元骨梁構造計測を行い検討した. 

PRGF の骨形成能については, PRGF をラット頭頂骨上に移植し, 経時的な骨形成を組織学

的所見, 免疫組織化学的検索および Micro-CT 解析を用いて検討した. 
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材料および方法 

1) 歯嚢細胞の分離および培養 

十分なインフォームドコンセントの得られた 14 才の女性から下顎埋伏智歯を抜去し, そ

の歯冠に付着した歯嚢を分離採取した. 歯嚢を PBS で洗浄し血液成分を取り除いた後, メ

スを用いて細切し, 0.1 U/ml collagenase typeⅠと 1 U/ml dispase (Roche, Germany) を用いて

37℃, 1 時間酵素処理し hDFC を分離した. 分離した hDFC は GM ( Mesenchymal stem cell 

growth medium; Lonza, USA) を用い, 37℃, 5% CO2, 95% air 条件下で初代および継代培養を

行った. GM の組成は Mesenchymal Stem Cell Basal Medium (Lonza) に MSCGM Single Quots○R

 (L-glutamine, penicillin/streptomycin, FBS 10%; Lonza) を加えたものとした. 培地は 3 日ごと

に交換した. 本研究は日本大学松戸歯学部倫理委員会 (認証番号: EC05-025, EC10-036) の

指針に従って行った. 

 

2) hDFC の三次元培養 

β-TCP 強化型ゼラチンスポンジ (直径 3 mm×高さ 2 mm, pore size: 100-300 μm; MedGel 

Scaffold, MedGel, Japan) をスキャホールドとして用いた 26). 5.0×105 cells/ml に調整した

hDFC 懸濁液 25 μl を 96 well plate 内でスキャホールドに滴下し, CO2インキュベーター中

で 1 時間静置し, スキャホールドに hDFC を定着させた. 実験には継代数 5～8 の hDFC を使

用した. その後, GM または OIM (D-) を 0.2 ml/well 加え, CO2 インキュベーター中で 4 日間

培養した. OIM (D-) は Osteogenic Basal Medium (Lonza) に DEX を除いた Osteogenic Single 

Quots○RE

A (FBS 10%, Ascorbate, β-glycerophosphate, L-glutamine, penicillin/streptomycin) (Lonza) 

を加えたものとした. 

 

3) hDFC のラット頭頂骨上への移植 

ラット頭頂骨上におけるhDFCの骨形成効果を検討するため, 動物を用いた移植実験をお
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こなった. 実験動物は生後 9 週齢 F344/NJcl- rnu/rnu 免疫不全雄性ラット (215 ± 15g, 日本

クレア株式会社, Japan) 計 6 匹を用いた. GM 群 (GMに 3 次元培養した hDFC を移植した群) 

と OIM (D-) 群 [OIM (D-) に 3 次元培養した hDFC を移植した群] の 2 群 (各群 3 匹) に分

けた. 

全ての行程はペントバルビタールナトリウム (25 mg/kg) を腹腔内投与し, 全身麻酔下で

施行した. GM 群および OIM (D-) 群は頭頂部を剃毛し, 頭蓋骨側縁に沿って皮膚切開を行

い, 皮下組織は解剖鋏により剥離・挙上した. 上皮・皮下組織および骨膜を挙上し, 頭頂骨

と骨膜との間に, スキャホールドが内部に挿入された PTFE チューブを埋入設置し閉創した. 

チューブの内径は 3.0 mm, 外径 4.0 mm, 高さ 2.0 mm とし, 埋入前に 121℃で 20 分間の高圧

蒸気滅菌を行った 27). 埋入設置後, 骨膜をナイロン糸により縫合し, つづいて創部皮膚を縫

合閉鎖した. 観察期間は, 各群いずれも 4 週間とした. 本実験は日本大学松戸歯学部動物倫

理に関する指針に基づき, 動物実験は日本大学松戸歯学部動物実験委員会の承認 (承認番

号: AP10-MD001) に従って行った. 

 

4) PRGF 作製方法 

実験動物は生後 16 週齢 Sprague- Dawley 系雄性ラット (435 ± 15g, 三協ラボサービス, 

Japan) 計 12匹を用いた. 抗凝固剤 3.8%クエン酸ナトリウム入りの真空採血管を用いてラッ

ト外頸静脈より血液を 5 ml 採取した. BTI システムⅢ遠心機 ○R  (BTI Biotechnology Institute, 

Spain) を用いて, 室温下にて 8 分間, 460×g で遠心分離を行い, PRGFを採取した 21, 22, 28). 白

血球層より約 1.0 ml 上方の血漿成分を PRGF F2 とした. ラット移植用 PRGF は PRGF F2 に

PRGF- Endoret○R  Activator (BTI Biotechnology Institute) である 10%塩化カルシウムを加え, 

37℃で 40 分間放置し, ゲル状のフィブリンクロット (以下クロット) とした (Fig. 1A) 21, 28). 
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Figure 1. PRGF preparation for transplantation; Platelets in PRGF F2 were activated using 10% 

calcium chloride solution just prior to use (A). PRGF inserted into a PTFE tube (B). PRGF 

transplanted onto the calvarial bone (C). The periosteal flap was closed after placement of PRGF 
into the PTFE tube (D). 

 

5) PRGF のラット頭頂骨上への移植 

対照群 (PTFEチューブのみ移植した群) とPRGF群 (PRGF F2クロット挿入PTFEチュー

ブを移植した群) の 2 群 (各群 6 匹) に分けた. 

全ての行程は吸入麻酔薬 2%セボフルランを用いて, 全身麻酔下で施行した. 対照群およ

び PRGF 群は頭頂部を剃毛し, 頭蓋骨側縁に沿って皮膚切開を行い, 皮下組織は解剖鋏によ

り剥離・挙上した. 上皮・皮下組織および骨膜を挙上し, 頭頂骨と骨膜との間に, 対照群は

PTFE チューブのみ, PRGF 群は PRGF が内部に挿入された PTFE チューブ (Fig. 1B) を埋入

設置し, 閉創した. 埋入設置後 (Fig. 1C), 骨膜をナイロン糸により縫合し, つづいて創部皮

膚を縫合閉鎖した (Fig. 1D) 24, 26). 観察期間は, 各群いずれも 2 週および 8 週間とした. 本実

験は日本大学松戸歯学部動物倫理に関する指針に基づき, 動物実験は日本大学松戸歯学部
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動物実験委員会の承認 (承認番号: AP12-018) に従って行った. 

 

6) 組織学的観察 

ラットの屠殺は, 各群とも移植時と同様の手法で全身麻酔を行った後, 心臓よりヘパリ

ン含有生理食塩水を灌流, 脱血させた後 10%中性ホルマリン水溶液にて灌流固定を行い, 

PTFE チューブを含む頭蓋骨を一塊に摘出した. 10%中性ホルマリン水溶液に 3 日間室温下

で浸漬した後, 10%EDTAで 2週間脱灰, その後矢状断に割断しパラフィン包埋を行い, 厚さ

4 μm で薄切した. 切片は通法に従い hematoxylin–eosin (H-E) 染色を施し観察した. 

 

7) 免疫組織化学的観察 

全群の頭頂骨切片に対して免疫組織化学染色を行った. 1 次抗体は, 骨芽細胞分化につい

て検索する目的で, hDFC移植実験では, マウスmonoclonal抗BMP-2抗体 (65529. 111; 1:500; 

Abcam, Japan), ラビット polyclonal 抗 Runx2 抗体 (1:500; Abcam), ラビット polyclonal 抗

Osterix 抗体 (1:500; Abcam) およびラビット polyclonal 抗 VEGF-A20 (1:50; Santa Cruz, Japan) 

を用いた. PRGF 移植実験では, ラビット polyclonal 抗 Runx2 抗体 (1:500; Abcam), ラビット

polyclonal 抗 Osterix 抗体 (1:500; Abcam) , ラビット polyclonal 抗 Bone Alkaline Phosphatase 

(BAP) (1:100; Takara, Japan) およびラビット polyclonal 抗 Osteocalcin (1:100; Cosmo Bio, 

Japan) を用いた. 各切片は脱パラフィン後, 10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0) を

用い, 温浴法で 95℃, 40 分間加熱処理により賦活化を行い, 室温下で 12 時間反応させた. 1

次抗体反応後, 内因性ペルオキシダ－ゼ反応防止のため, 3%過酸化水素エタノールに室温

下 15 分間反応させた. さらに PBS で洗浄後, 2 次抗体として ChemMate ENVISION kit/ HRP 

(DAB) (Dako, Gloustrup, Denmarek) を使用しプロトコールに従って処理した. 各切片は PBS

で洗浄し, DAB (Merck, Germany) にて発色後, マイヤーヘマトキシリン水溶液で対比染色

を行い観察した. 各抗原に対する陽性対照として, 正常な骨の組織切片を用いた. 陰性対照
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として 1 次抗体を用いずに 2 次抗体を作用させた 29). 

 

8) Micro-CT による解析 

ラット頭頂骨上にチューブを設置した各群における新生骨量を Micro-CT を用いて定量的

に骨梁構造計測した. 動物をペントバルビタールによる全身麻酔後, 頭頂骨上のチューブ

埋入部を Micro-CT (R-mCT○R , Rigaku Corporation, Japan) を用い撮影した. hDFC 移植実験の

撮影条件は, 管電圧 90 kv, 管電流 88 μA, 撮影倍率 10 倍, 撮影時間 17 秒で 360 度回転し撮

影した. 撮影は移植後 4 週目で行った. PRGF 移植実験の撮影条件は, 管電圧 90 kv, 管電流

150 μA, 撮影倍率 10 倍, 撮影時間 2 分で 360 度回転し撮影した. 撮影は移植後 2 週および

8 週間目で行った. それぞれ画像のボクセル解像度は 20×20×20 μm で, 三次元骨梁構造

計測ソフト TRI/3D-BON (Ratoc System engineering, Japan) を用いて, 骨の微細構造を観察し

た.   

形成された新生骨を定量的に評価するために, 骨量 (BV, cm3) および骨塩量 (BMC, mg) 

を計測した. 骨梁体積率 (BV/TV, %) , BMC/TV と骨密度 (BMD＝BMC/BV, mg/cm3) は BV, 

BMC およびチューブ内部の総体積 (TV, cm3)から算出した. 

 

9) 統計的解析 

全ての解析結果は, 平均値 ± 標準偏差 (mean ± standard deviation) で表した. 全結果

の値の比較には, Welchの t-testを行った. 危険率 5% (p < 0.05) 未満を統計的に有意差ありと

判定した. 
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2) 免疫組織化学的所見 

免疫組織化学的染色の結果は Fig. 3 に示した. BMP-2, Runx2 および Osterix は両群ともに, 

結合組織内の新生骨辺縁に配列した骨芽細胞で陽性反応が観察された. 両群ともに VEGF

は, 血管内皮細胞および新生骨の辺縁に配列した骨芽細胞において陽性所見を認めた. 

 

Figure 3. Immunohistochemical staining; BMP-2, Runx2, Osterix and VEGF at 4 weeks (× 400). 

Bars= 100 µm, (NB: new bone; S: scaffold). Arrows indicate to positive reactions. 

 

3) Micro-CT による解析 

Micro-CT による骨梁構造の解析後, BMD 値を擬似カラーで 3D 画像表示したところ, GM
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考察 

組織再生に用いられる未分化間葉系幹細胞は, 限定的ではあるが様々な細胞へ分化誘導

することが可能である. hDFC は脂肪細胞, セメント芽細胞および歯根膜線維芽細胞などに

分化することが知られており 30-32), DEX を含んだ OIM で培養すると石灰化し, ラット頭頂

骨上に移植すると骨を形成することが報告されている 26). しかし, DEX は, 長期投与による

骨粗鬆症発症のリスクや  33), 骨芽細胞の増殖を抑制し, 破骨細胞を増加させることが報告

されている 34, 35). 従って, 骨再生医療においては, DEX の使用を極力避けることが望ましい

と考えられる. hDFC は, in vitro で DEX を含まない OIM でも石灰化することが報告されて

いることから 14), 骨再生医療用細胞として有用であると考えられる. そこで, 本研究では, 

OIM (D-) または GM で三次元培養した hDFC をそれぞれラット頭頂骨上に移植し, 培養条

件の異なる hDFC の骨形成効果について比較検討を行った.  

ラット頭頂骨に hDFC を移植後 4 週目の組織学的所見では, OIM (D-) 群は対照である GM

群と比較して, より多くの新生骨形成を認めた (Fig. 2B). また新生骨周囲には, 骨芽細胞の

配列や拡張した毛細血管が観察された (Fig. 2C, D). Micro-CT よる骨梁構造計測の結果, 

OIM (D-) 群はGM群よりも, BMC, BMD, BV, BMC/TVおよびBV/TVのいずれにおいても高

値を示した (Fig. 5). 骨粗鬆症患者の病態評価基準であるBMD 36)およびBVが高値を示した

ことから, OIM (D-) で培養した hDFC を移植すると, 骨量も多く, より成熟した新生骨が形

成されることが示唆された. 免疫組織化学的観察では, BMP2, Runx2 および Osterix は, 新生

骨辺縁部の骨芽細胞に陽性所見が認められた (Fig. 3). BMP2 は未分化間葉系幹細胞に対し

て骨芽細胞分化を促進する 37). Runx2 と Osterix は骨芽細胞の分化に必須の転写因子であ

る 38-40). Runx2 または Osterix の欠損マウスは成熟した骨芽細胞が認められず, 骨を欠失する

ことからは骨形成に必須の転写因子と報告されている 40-42). VEGF は骨芽細胞および血管内

皮細胞に発現が認められた (Fig. 3). VEGFは血管新生を促進作用することで, 骨形成および

骨修復に関与すること 43), また内因性 VEGF の作用を遮断すると骨形成を阻害されること
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が報告されている 44). OIM (D-) で培養した hDFC は GM で培養した hDFC と比べ, VEGF の

遺伝子発現およびタンパク質産生が上昇することが確認されている (結果は示していない). 

これらのことから hDFC は OIM (D-) で培養しても骨芽細胞の分化促進, また VEGF の発現

上昇により, 新生骨を形成する可能性が示唆された.  

hDFC は OIM (D-) で培養しても石灰化することが報告されており 14), さらに本研究の結

果から, 生体内へ移植すると新生骨形成を促進することが明らかとなった. したがって歯

嚢は骨再生医療の細胞源として有用であると考えられた. 

濃縮血小板血漿は, 患者の血液から採取可能な自家移植材料であり, 免疫反応を生じる

可能性が極めて低く, 再生医療に用いる際の安全性は高いといえる 45). 本研究では, ラット

から採取した血液から濃縮血小板血漿の一種である PRGF を作製し, ラット頭頂骨上に移

植した (Fig. 1). 組織学的所見では, 術後 2 週目に PRGF 群では皮質骨側から形成された新

生骨が認められたが, 対照群では, ほとんど新生骨の形成が認められなかった (Fig. 6A, C). 

術後 2 週目の免疫組織化学的所見では, 対照群で既存の頭頂骨側に存在する骨芽細胞にの

み Runx2 および Osterix 陽性細胞が観察された (Fig. 7A, C). PRGF 群では, 既存骨と新生骨

周囲の骨芽細胞に陽性所見が認められた (Fig. 7B, D). Runx2 および Osterix は骨形成に重要

な転写因子で, 骨芽細胞の分化に重要な役割を担っているとされる 39-41). 一方で, BAP およ

び Osteocalcin は, 術後 2週目に PRGF群にのみ陽性所見が認められた (Fig. 7F, H). BAP は石

灰化に関与し, 骨芽細胞の分化の指標である 46). Osteocalcin は, 骨芽細胞の分化後期に発現

が認められる細胞外マトリックスタンパク質であり, 石灰化に関与する 47). 従って, PRGF

群は対照群よりも早く石灰化を開始すると考えられた. 

 Micro-CT 分析では, 術後 2 週目において BMD, BMC, BV の値は対照群と比較し, 有意

な差を認めないが, PRGF 群の方が高い傾向を示した (Fig. 9A-C). 術後 8 週目において, 

BMC およびに BV で PRGF 群の方が対照群と比較して有意に高値を示した (Fig. 9E, F). 過

去の報告では, PRGF 中に存在する血小板は様々な増殖因子を放出し, 従来から知られてい
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る止血作用のみでなく, 血管新生及び組織修復を促進させることが報告されている 26). そ

れらの中心的役割を果たす増殖因子としてTGF-β, VEGFが知られている 10 ,13). TGF-βは間葉

系幹細胞の骨芽細胞への分化に関与し, 骨形成を促進する 27, 28). また, PRGF には多量のフ

ィブリンが含まれており, 組織再生の足場として有効であることが報告されている 48, 49）.よ

って, PRGF 群では, PRGF 中に含まれる増殖因子, ならびに細胞が接着するための足場が供

給されたことにより, 新生骨形成が対照群よりも早く生じ, 新生骨も多く形成されたと考

えられた. しかし, 本研究では, 移植後 2 週目および 8 週目の観察のみに留まったため, 今

後より詳細な検討が必要であると考えられた. 

 

本研究では, DEX を含まない OIM で培養した hDFC, および PRGF をラット頭頂骨に移植

し新生骨形成能を検討した. その結果, 歯嚢は骨再生の細胞供給源として有用であり, 

PRGF は, 骨再生において増殖因子および足場として有用な自家移植材料であることが示唆

された.  
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結語 

本研究では, 生体への付加的侵襲が少ない移植材料である hDFC の骨形成効果, ならびに

組織再生に必要な足場および増殖因子としての PRGF の骨形成能を検討することを目的と

し, hDFC または PRGF をラット頭頂骨上に移植し, 組織学的, 免疫組織化学的検索および

Micro-CT 解析を用いて検討した. 

 結果は次の通りである. 

1. hDFC をラット頭頂骨上へ移植すると, 組織学的所見として移植後 4 週目に両群ともに

新生骨が観察された. OIM (D-) 群は GM 群と比較して, スキャホールド内に広範囲の新

生骨が形成された. また両群ともに, 新生骨周囲の結合組織には拡張した毛細血管が認

められ, 新生骨辺縁には骨芽細胞の配列が観察された. 

2. 免疫組織化学的所見では, hDFC移植後 4週目においてBMP-2, Runx2およびOsterixは両

群ともに, 結合組織内の新生骨辺縁に配列した骨芽細胞で陽性反応が観察された. 両群

ともに VEGFは, 血管内皮細胞および新生骨の辺縁に配列した骨芽細胞において陽性所

見を認めた. 

3. hDFC移植後 4週目, Micro-CTによる骨梁構造の解析後, BMD値を擬似カラーで 3D画像

表示したところ, GM 群および OIM (D-) 群ともに頭頂骨側から新生骨形成を認めた. 

GM 群と比較して, OIM (D-) 群は広範囲に新生骨の形成が観察された. また, 骨梁構造

計測を行ったところ, OIM (D-) 群はGM群と比較して計測した全ての値において高値を

示した. この結果から, OIM (D-) 群はより成熟した新生骨の形成を認めた. 

4. 組織学的所見にて術後 2 週目より, PRGF 群は骨膜と頭頂骨の間で新生骨の形成を認め

た. しかし, 対照群はほとんど新生骨の形成を認めなかった. 術後 8週目においてPRGF

群は, 対照群と比べて, 広範囲に新生骨の形成が観察された. 加えて, 新生骨辺縁には, 

比較的規則的な骨芽細胞の配列を認めた. 

5. 術後 2 週目の免疫組織化学的所見において, Runx2 と Osterix は対照群で頭頂骨辺縁に骨
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芽細胞の陽性所見を認め, PRGF 群では, 特に新生骨内の骨芽細胞で陽性所見が観察さ

れた. BAPおよびOsteocalcinは, PRGF群において新生骨辺縁の骨芽細胞および新生骨内

の骨芽細胞に陽性所見を認めた. しかし, 対照群はBAPおよびOsteocalcinに陰性であっ

た. 術後 8 週目において Runx2, Osterix, BAP および Osteocalcin は両群において陽性所見

を認めた. 

6. PRGF 移植後 2 および 8 週目に Micro-CT による骨梁構造の解析および計測を行った. 

BMD 値を擬似カラーで 3D 画像表示したところ, 術後 2 週目にて PRGF 群は対照群と比

べて, 頭頂骨上に少量の新生骨形成を認めた. 術後8週目では, 術後2週目と比較して新

生骨の形成範囲が増加した. 術後 8 週目において PRGF 群は対照群と比べて, 骨膜と頭

頂骨の間で新生骨形成範囲の増加を認めた. 骨梁構造計測において BMD は術後 2 週目

および 8 週目の両群間で有意差を認めなかった. BMC とBV について, PRGF群と対照群

を比較すると, いずれも PRGF 群の方が高値であったが, 特に 8 週間にて有意差が認め

られた. 

 

本研究では, DEX を含まない OIM で培養した hDFC, および PRGF をラット頭頂骨に移植

し新生骨形成能を検討した. その結果, 歯嚢は骨再生の細胞供給源として有用であり, 

PRGF は, 骨再生において増殖因子および足場として有用な自家移植材料であることが示唆

された. 
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本論文は, 参考文献 1 「Applicability of human dental follicle cells to bone regeneration without 

dexamethasone: an in vivo pilot study」 International journal of oral ＆ Maxillofacial Surgery [掲

載予定] および参考文献 2  「Effects of plasema rich in Growth Factors on Bone Formation in rat 

calvaria」Journal of Hard Tissue Biology [掲載予定] をまとめたものである. 
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