
(57)【要約】

【課題】　臨床応用可能な骨又は歯周組織の再建（再生

）術を確立すべく、それに使用される組成物を提供する

。

【解決手段】　所定濃縮率の多血小板血漿（PRP）と、

骨形成能を有する細胞とを組み合わせて骨又は歯周組織

形成用の組成物とする。

【選択図】　図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 小 板 濃 縮 率 が 約 150％ ～ 約 1500％ の 範 囲 に あ る 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を
有 す る 細 胞 と 、 を 含 ん で な る 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 血 小 板 濃 縮 率 が 約 300％ ～ 約 600％ の 範 囲 に あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と を 含 ん で な り 、 血 小 板 濃 度 が 約 200,0
00個 ／ μ L～ 約 6,150,000個 ／ μ Lの 範 囲 に あ る 、 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と か ら な る 、 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 使 用 時 に お い て 注 入 容 器 を 用 い て 注 入 可 能 な 流 動 性 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 が 、 骨 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 さ れ た 間 葉 系 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ
か に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
歯 科 イ ン プ ラ ン ト 、 歯 周 病 、 嚢 胞 、 抜 歯 窩 、 骨 延 長 部 、 又 は 顎 裂 部 骨 移 植 部 位 等 に 適 用 さ
れ る 組 成 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 組 成 物 を 注 入 容 器 に 封 入 し て な る 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成
用 注 射 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 骨 組 織 又 は 歯 周 組 織 の 修 復 又 は 再 生 （ 再 建 ） に 利 用 で き る 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 頭 蓋 顎 顔 面 外 科 、 形 成 外 科 、 及 び 整 形 外 科 領 域 に お い て 、 骨 欠 損 の 再 建 ・ 修 復 を 目 的 と
し て 数 多 く の 研 究 が 行 わ れ て き た 。 し か し 、 軟 組 織 及 び 硬 組 織 の 両 者 に 関 し て 、 生 体 適 合
性 材 料 の 使 用 及 び 調 製 に は 臨 床 上 解 決 す べ き 問 題 が 残 っ て い る 。 こ れ ま で 、 脂 肪 、 筋 膜 、
骨 片 を 含 む 切 除 自 己 組 織 が 頻 用 さ れ て き た 。 し か し な が ら 、 こ れ ま で の 治 療 法 は 個 別 の 問
題 を 抱 え る も の で あ っ た 。 適 切 な 自 己 材 料 は そ の 供 給 量 が 限 ら れ 、 ド ナ ー サ イ ト の 罹 患 性
が あ り 、 時 折 、 組 織 質 が 低 い た め 又 は 移 植 片 と し て 成 形 す る こ と が 困 難 な た め に 目 的 の 再
建 術 に 十 分 で は な い 。 他 家 材 料 で あ っ て も ド ナ ー 不 足 か ら そ の 供 給 量 が 限 ら れ る 。 一 方 、
人 工 修 復 物 の 使 用 は 感 染 に 対 す る 感 受 性 を 増 大 さ せ 、 周 囲 へ の 侵 襲 、 及 び 宿 主 生 理 機 能 と
の 長 期 的 な 相 互 作 用 が 不 明 で あ る と い う 問 題 も 伴 う 。
　 器 官 臓 器 移 植 に お け る こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る 手 段 と し て 、 Vacantiら （ 非 特 許 文 献 １
～ ３ ） は 、 単 離 さ れ た 細 胞 に 生 体 適 合 性 ス キ ャ フ ォ ー ル ド と 成 長 因 子 を 組 み 合 わ せ て 形 成
さ れ る 構 築 物 を 使 用 し て 新 生 組 織 の 形 態 形 成 を 伴 う 、 “ 組 織 工 学 ” と 呼 ば れ る 新 規 技 術 を
提 唱 し た 。 こ の 技 術 で は 通 常 、 細 胞 － ス キ ャ フ ォ ー ル ド 構 築 物 の 観 血 的 移 植 を 要 す る 。 こ
の 技 術 を 骨 芽 細 胞 に 適 用 し 、 細 胞 － ス キ ャ フ ォ ー ル ド 構 築 物 を 低 侵 襲 性 で 移 植 す る こ と が
で き る シ ス テ ム が 開 発 さ れ れ ば 、 組 織 工 学 の 適 用 範 囲 は 、 例 え ば 頭 蓋 顎 顔 面 再 建 、 形 成 外
科 、 及 び 整 形 外 科 領 域 な ど 、 多 く の 領 域 へ と 広 が る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 間 葉 系 幹 細 胞 （ MSCs） は 未 分 化 の 細 胞 と し て 複 製 す る こ と が で き 、 且 つ 骨 、 軟 骨 、 脂 肪
、 腱 、 筋 、 骨 髄 間 質 を 含 む 間 葉 系 組 織 系 列 へ の 分 化 能 を 有 す る 多 能 性 細 胞 と 考 え ら れ て お
り （ 非 特 許 文 献 ４ 、 ５ ） 、 組 織 工 学 分 野 に お け る 潜 在 的 有 用 性 の 高 さ か ら 広 く 注 目 を 集 め
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て い る 。
　 こ れ ま で に 、 MSCsの 単 独 の 使 用 に よ っ て 骨 組 織 が 修 復 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る （ 非
特 許 文 献 ５ 、 ６ ） 。 し か し 、 欠 損 部 を MSCsの み で 充 た そ う と す れ ば 、 非 常 に 多 く の MSCsを
必 要 と し 、 ま た 、 骨 欠 損 部 に MSCsを 維 持 す る こ と は 難 し い 。 こ の よ う な 理 由 か ら 、 最 近 で
は 多 く の 研 究 者 が ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て の セ ラ ミ ッ ク ス の 使 用 を 試 み て い る （ 非 特 許 文
献 ７ ）
　 先 行 す る 研 究 に お い て 我 々 は 、 MSCsと 組 み 合 わ せ た 新 規 な 生 体 吸 収 性 β 三 リ ン 酸 （ β -T
CP） の ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て の 骨 形 成 能 を 検 討 し 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト （ HA） と 比 較
し た （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 こ の 研 究 の 結 果 、 こ の ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 骨 形 成 能 を 有 す る も の
の 脆 弱 で あ り 、 ま た 、 貫 通 孔 の 不 足 、 セ ラ ミ ッ ク ス の 低 吸 収 性 、 及 び 骨 誘 導 特 性 の 不 在 の
た め に 新 生 骨 が 骨 欠 損 部 へ 進 入 す る こ と が 妨 げ ら れ て し ま う こ と が 判 明 し た 。 次 に 我 々 は
、 骨 粗 鬆 症 、 歯 周 炎 、 腫 瘍 切 除 に よ る 骨 欠 損 を 治 療 又 は 再 建 す る た め に 自 己 骨 を 送 達 す る
こ と に 使 用 可 能 な 、 低 侵 襲 性 で 且 つ ゼ リ ー 状 の 柔 軟 性 材 料 を 用 い た 手 法 を 試 み た 。 ま ず 、
注 入 可 能 な ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て フ ィ ブ リ ン 糊 を 使 用 し た 。 注 入 可 能 な MSCs／ β -TCP－
フ ィ ブ リ ン 糊 混 合 物 に よ っ て 、 骨 芽 細 胞 の 良 好 な 移 植 及 び 生 着 に 必 要 な 三 次 元 的 ス キ ャ フ
ォ ー ル ド を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ っ た （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 骨 誘 導 材 料 、 移 植 片 の 凝 集 剤
、 及 び 移 植 材 料 と し て フ ィ ブ リ ン を 使 用 し た 例 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ０ 、 １ １
） 。 ま た 、 自 己 フ ィ ブ リ ン 粘 着 剤 内 に 見 出 さ れ る 成 長 因 子 の 重 要 性 が 指 摘 さ れ て い る （ 非
特 許 文 献 １ ２ ～ １ ４ ） 。 そ こ で 我 々 は 、 成 長 因 子 と 修 正 自 己 フ ィ ブ リ ン 糊 の 混 合 物 か ら な
る 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） ゲ ル を 使 用 す る こ と を 考 え た 。 PRPゲ ル は 、 自 己 全 血 を 複 数 の 異
な る 条 件 で 遠 心 処 理 し て 得 ら れ る 、 多 血 小 板 血 漿 と ト ロ ン ビ ン 及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム を 混 合
す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 PRPゲ ル が フ ィ ブ リ ン 糊 と 決 定 的 に 相 違 す る 点 は 、 血 小 板 が
高 濃 度 で 存 在 す る こ と 、 及 び 本 来 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 濃 度 が あ る こ と で あ る 。 血 小 板 は 、
ト ロ ン ビ ン の 存 在 下 で ひ と た び 活 性 化 さ れ れ ば 、 無 数 の 因 子 を 放 出 し 、 フ ィ ブ リ ン 塊 を 形
成 す る こ と に よ っ て ス キ ャ フ ォ ー ル ド を 形 成 し 機 能 す る の で あ る 。 PRPを 使 用 す る こ と に
は 、 骨 再 生 の 増 強 及 び 促 進 、 よ り 迅 速 で 且 つ 予 測 可 能 な 軟 組 織 治 癒 等 、 い く つ か の 利 点 が
あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 技 術 の 使 用 に よ っ て 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β １ （ TGF-β
１ ） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β ２ （ TGF-β ２ ） 及 び 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ PDGF）
の 受 容 体 が 髄 様 骨 内 に 見 つ か っ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ２ ～ １ ４ ） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
使 用 し た 研 究 に よ っ て 、 高 濃 度 の PDGF及 び TGF-β が 血 漿 中 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ 、 こ れ
に よ っ て こ れ ら の 因 子 が 、 自 己 フ ィ ブ リ ン を 得 る こ と に 使 用 し た 元 の 血 漿 中 に 存 在 す る こ
と が 証 明 さ れ た 。
　 尚 、 本 出 願 に 関 連 す る 技 術 が 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ １ ７ ９ ８ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト 及 び 国 際 公 開
第 ０ ２ ／ ４ ０ ０ ７ １ 号 パ ン フ レ ッ ト に 開 示 さ れ る （ 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ １ ７ ９ ８ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ ４ ０ ０ ７ １ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 Langer, R., and Vacanti, J.P. Tissue engineering. Science 260, 9
20, 1993.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Vacanti, J.P., Morse, M.A., Saltzman, W.M., Domb, A.J., Perez-At
ayde, A., and Langer, R. Selective cell transplantation using bioabsorbable arti
ficial polymers as matrices. J Pediatr Surg 23, 3, 1988.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Vacanti, J.P. Beyond transplantation. Arch. Surg 123, 545, 1998.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Pittenger, M.F., Mackay, A.M., Beck, C.B., Jaiswal, R.K., Dougla
s, R., Mosca, J.D., Moorman, M.A., Simonetti, D.W., Craig, S., and Marshak, D.R.
 Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells. Science 284, 143,
 1999.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Owen, M., and Friedenstein, A.J. Stromal stem cells: Marrow deri
ved osteogenic precursors.  Ciba Found Symp 136, 42, 1998.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Kadiyala, S., Young, R.G., Thiede, M.A., and Bruder, S.P. Cultur
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Bruder, S.P., Kurth, A.A., Shea, M., Hayes, W.C., Jaiswal, N., a
nd Kadiyala, S. Bone regeneration by implantation of purified, culture-expanded 
human mesenchymal stem cells. J Orthop Res 16, 155, 1998.
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Boo, J.S., Yamada, Y., Hibino, Y., Okazaki, Y., Okada, K., Hata,
 K., Yoshikawa, T., Sugiura, Y., and Ueda, M. Tissue-engineered bone using mesen
chymal stem cells and a biodegradable scaffold. J Craniofac Sug 13, 231, 2002.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Yamada, Y., Boo, J.S., Ozawa, R., Nagasaka, T., Okazaki, Y., Hat
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steroid treatment of bone cysts. J Pediatr Orthop 9, 240, 1989.
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 以 上 の 背 景 の 下 で 本 発 明 は 、 臨 床 応 用 可 能 な 骨 又 は 歯 周 組 織 の 再 建 （ 再 生 ） 術 を 確 立 す
べ く 、 そ れ に 使 用 さ れ る 組 成 物 、 及 び 当 該 組 成 物 の 利 用 形 態 （ 再 建 方 法 等 ） を 提 供 す る こ
と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 目 的 に 鑑 み 本 発 明 者 ら は 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP： Platelet-rich Plasma） が 新 生 骨
形 成 を 促 す 可 能 性 を 有 し 、 無 害 性 で あ り 、 免 疫 拒 絶 を 受 け な い の で あ り 、 更 に は 創 傷 治 癒
を 活 性 化 す る こ と に 注 目 し た 。 そ こ で 我 々 は 、 自 己 ス キ ャ フ ォ ル ド （ 足 場 ） と し て の PRP
に 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 し た 間 葉 系 幹 細 胞 （ MSCｓ ） を 組 み 合 わ せ た も の を 用 い て 骨 形 成 の
促 進 を 図 っ た 。 尚 、 骨 形 成 促 進 効 果 を 、 比 較 対 照 と し て の ス キ ャ フ ォ ー ル ド 単 独 で 使 用 し
た 場 合 （ PRP群 ） 、 自 己 砕 片 状 海 綿 骨 及 び 骨 髄 （ PCBM） を 使 用 し た 場 合 （ PCBM群 ） と 比 較
し た 。 新 生 骨 の 評 価 に は 、 放 射 線 額 的 、 組 織 学 的 解 析 、 及 び 組 織 形 態 計 測 学 的 解 析 を 用 い
た 。 組 織 学 的 観 察 の 結 果 、 移 植 ２ 週 後 及 び ４ 週 後 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル 群 （ 欠 損 の み ）
、 PRP群 、 及 び PCBM群 と 比 較 し て 、 イ ヌ MSCｓ と PRPの 組 み 合 わ せ を 用 い た 群 （ dMSCs／ PRP
群 ） で は 良 好 な 成 熟 骨 の 形 成 及 び 血 管 新 生 を 認 め た 。 組 織 形 態 計 測 的 評 価 の 結 果 、 処 置 ８
週 後 に お い て 各 群 の 新 生 骨 の 面 積 は 、 18.3± 4.84%（ コ ン ト ロ ー ル 群 ） 、 29.2± 5.47%（ PR
P群 ） 、 61.4± 3.38%（ PCBM群 ） 、 及 び 67.3± 2.06%（ dMSCs／ PRP群 ） で あ り 、 PCBM群 、 dMS
Cs／ PRP群 、 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 の 間 に 有 意 差 が 認 め ら れ た 。
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 間 葉 系 幹 細 胞 と PRPの 混 合 物 が 骨 再 生 （ 再 建 ） 用 の 材 料 と し て 極 め
て 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 一 方 で 、 使 用 す る PRPの 血 小 板 濃 縮 率 （ 血 小 板 濃 度 ） に 注
目 し 、 こ れ を 検 討 し た と こ ろ 、 骨 再 生 効 果 が 血 小 板 濃 縮 率 （ 血 小 板 濃 度 ） に 依 存 す る こ と
が 判 明 し た 。 即 ち 、 所 定 の 血 小 板 濃 縮 率 （ 血 小 板 濃 度 ） を 有 す る PRPを 使 用 す る こ と が 、
高 い 骨 再 生 効 果 を 得 る た め に 重 要 で あ る と の 知 見 が 得 ら れ た 。
　 本 発 明 は 以 上 の 知 見 を 基 に 完 成 さ れ た も の で あ っ て 、 以 下 の 構 成 を 提 供 す る 。
　 即 ち 本 発 明 は 、 血 小 板 濃 縮 率 が 約 150％ ～ 約 1500％ 範 囲 に あ る 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と
、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と 、 を 含 ん で な る 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 で あ る 。 骨 形 成
能 を 有 す る 細 胞 と し て は 、 好 ま し く は 、 骨 系 細 胞 へ と 分 化 誘 導 さ れ た 間 葉 系 幹 細 胞 が 使 用
さ れ る 。
　 本 発 明 の 他 の 一 態 様 で は 、 血 小 板 濃 縮 率 が 約 300％ ～ 約 600％ の 範 囲 に あ る 、 多 血 小 板 血
漿 を 用 い て 組 成 物 が 構 成 さ れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 組 成 物 の 血 小 板 濃 度 が 約 200,000個 ／ μ L～ 約 6,150,000個
／ μ Lの 範 囲 に あ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 一 態 様 で は 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と か ら の
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み 実 質 的 に 構 成 さ れ た 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 明 の 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成 物 は 、 ゲ ル 化 材 料 を さ ら に 含 む 、
骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 ゲ ル 化 材 料 と し て は 、 ト ロ ン ビ ン 及 び 塩 化
カ ル シ ウ ム を 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 使 用 時 に お い て 注 入 容 器 を 用 い て 注 入 可 能 な 流 動 性 を 有 す る こ と が
好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 一 旦 凍 結 状 態 に し た 後 、 使 用 時 に 凍 結 状 態 か ら 解 凍
し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 歯 科 イ ン プ ラ ン ト 、 歯 周 病 、 嚢 胞 、 抜 歯 窩 、 骨 延 長 部 、 又 は 顎 裂 部 骨 移 植 部 位 等 用 と し
て 、 本 発 明 の 組 成 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 他 の 形 態 と し て 、 上 記 組 成 物 を 注 入 容 器 に 封 入 し て な る 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用
注 射 剤 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 適 用 す れ ば 、 骨 （ 又 は 歯 周 組 織 ） 欠 損 部 に お い て 良 好 な 骨 再 生 （ 再 建
） が 促 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 骨 系 細 胞 の 増 殖 、 分 化 促 進 効 果 を 有 す る 成 長 因 子 を 豊 富 に 含
む PRPを 含 有 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 成 長 因 子 に よ り 、 適 用 部 位 （ 移 植 部 ） に お い て
効 果 的 な 骨 組 織 （ 又 は 歯 周 組 織 ） の 再 生 が 期 待 で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 組 成 物 で は 、 骨 形
成 能 を 有 す る 細 胞 を 含 有 す る こ と に よ っ て 、 当 該 細 胞 に よ る 積 極 的 な 骨 組 織 （ 又 は 歯 周 組
織 ） の 再 生 を 期 待 で き る 。
　 さ ら に 以 上 の 構 成 に よ れ ば 、 使 用 時 に お い て 流 動 性 を 有 す る 状 態 に 移 植 材 料 を 調 製 す る
こ と が 可 能 で あ る か ら 、 骨 （ 又 は 歯 周 組 織 ） 欠 損 部 の 形 状 に 合 わ せ て 予 め 成 型 す る 必 要 が
な く 汎 用 的 で あ り 、 そ の 取 り 扱 い も 容 易 で あ る 。
　 加 え て 本 発 明 に よ れ ば 、 自 家 骨 を 採 取 す る こ と な く 骨 （ 又 は 歯 周 組 織 ） 欠 損 部 の 修 復 、
再 建 を 行 う こ と が で き る こ と か ら 、 施 術 に 伴 う 患 者 へ の 負 担 を 軽 減 で き る 。
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 骨 （ 又 は 歯 周 組 織 ） 再 生 用 の 材 料 と し て 極 め て 有 用 で あ
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と を 組 み 合 わ せ て 骨 又 は
歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 が 構 築 さ れ る 。
　 こ こ で 「 多 血 小 板 血 漿 」 と は 、 PRP（ Platelet-rich Plasma） で あ っ て 、 即 ち 血 小 板 を
豊 富 に 含 む 血 漿 で あ る 。 換 言 す れ ば 、 血 小 板 が 濃 縮 さ れ た 血 漿 の こ と を い う 。 PRPは 、 例
え ば 、 Whitmanら の 方 法 （ Dean H. Whitman et al.:J Oral Maxillofac Surg,55,1294-129
9 (1997)） に 準 じ て 、 採 取 し た 血 液 を 遠 心 分 離 処 理 に 供 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で
き る 。 PRPは 、 Platelet-derived Growth Factor（ PDGF） 、 Transforming growth factor 
β １ （ TGF－ β １ ） 、 Transforming growth factor β ２ （ TGF－ β ２ ） 等 の 成 長 因 子 を 豊
富 に 含 む こ と が 知 ら れ て い る （ Jarry J. Peterson:Oral surg Oral Med Oral Pathol Ora
l Radiol Endod,85,638-646(1998)） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ こ で 、 PRPの 調 製 方 法 の 一 例 を 示 せ ば 、 ま ず 、 採 取 し た 血 液 に ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 等
の 凝 固 防 止 剤 を 添 加 し 、 室 温 で 所 定 時 間 放 置 す る 。 そ の 後 、 血 球 及 び 軟 膜 が 分 離 す る 条 件
（ 例 え ば 約 5,4000rpm） で 遠 心 処 理 す る 。 こ れ に よ り 、 ２ 層 （ 上 層 は Platelet-poor Plasm
aと 呼 ば れ る 。 下 層 に は 、 血 球 及 び 軟 膜 が 含 ま れ る ） に 分 離 さ れ る 。 上 層 を 取 り 除 い た 後
、 更 に 、 赤 血 球 が 分 離 さ れ る 条 件 （ 例 え ば 、 約 2,400rpm） で 遠 心 処 理 す る 。 そ の 結 果 得 ら
れ た 赤 血 球 を 実 質 的 に 含 ま な い 画 分 （ Platelet-rich Plasma： PRP） を 採 取 す る 。 PRPの 調
製 方 法 は 当 該 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 必 要 に 応 じ て 修 正 を 加 え た 方 法 に よ り 調 製
す る こ と が で き る 。
　 好 ま し く は 自 己 血 の PRPを 用 い る 。 こ れ に よ り 、 毒 性 な い し 免 疫 拒 絶 反 応 の 恐 れ が な く
な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 PRPに 含 ま れ る 血 小 板 の 数 （ 血 小 板 濃 縮 率 ） に つ い て の 一 般 的 な 定 義 は な い が 、 採 取 し
た 血 液 に 比 較 し て 約 150倍 ～ 約 1500倍 の 血 小 板 を 含 有 す る 血 漿 を 本 発 明 に お け る PRPと し て
用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に お い て PRPの 「 血 小 板 濃 縮 率 」 は 、 次 の 式 で 表 さ れ る 。
　 血 小 板 濃 縮 率 （ ％ ） ＝ （ PRP中 の 平 均 血 小 板 数 ／ 出 発 材 料 で あ る 全 血 中 の 平 均 血 小 板 数
） × 100
　 従 っ て 、 例 え ば PRP中 の 平 均 血 小 板 数 が 1,000,000で あ っ て 、 全 血 中 の 平 均 血 小 板 数 が 30
0,000で あ る と き の 血 小 板 濃 縮 率 は 約 333％ と な る 。 以 下 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 本 発 明 者
ら の 検 討 の 結 果 、 PRPの 血 小 板 濃 縮 率 が 骨 （ 又 は 歯 周 ） 組 織 の 再 生 効 果 と 関 連 性 を 有 す る
こ と が 明 ら か と な っ た 。 そ こ で 、 一 層 高 い 再 生 効 果 を 得 る べ く 、 血 小 板 濃 縮 率 が 約 150％
～ 約 1500％ （ 平 均 血 小 板 数 に 換 算 し た 場 合 に は 通 常 、 約 240,000個 ／ μ L～ 約 6,150,000個
／ μ Lに 相 当 す る ） の 範 囲 に あ る PRPを 用 い る こ と が 好 ま し く 。 更 に 好 ま し く は 血 小 板 濃 縮
率 が 約 300％ ～ 約 600％ （ 平 均 血 小 板 数 に 換 算 し た 場 合 に は 通 常 、 約 480,000個 ／ μ L～ 約 2,
460,000個 ／ μ Lに 相 当 す る ） の 範 囲 に あ る PRPを 用 い る 。
　 PRPを 調 製 す る 際 の 遠 心 処 理 の 条 件 を 適 宜 調 節 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 血 小 板 濃 縮 率
の PRPを 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 の 如 き 二 段 階 の 遠 心 処 理 を 実 施 す る こ と と し 、
最 初 の 遠 心 処 理 を 約 500rpm～ 約 1500rpm（ 例 え ば 1,100rpm） 、 約 5分 間 ～ 約 15分 間 （ 例 え ば
約 5分 ） の 条 件 で 実 施 し 、 ２ 段 階 目 の 遠 心 処 理 を 約 2000rpm～ 約 5000rpm（ 例 え ば 約 2,500rp
m） 、 約 5分 間 ～ 約 15分 間 （ 例 え ば 約 5分 ） の 条 件 で 実 施 す る こ と で 、 血 小 板 濃 縮 率 が 約 300
％ ～ 約 600％ の 範 囲 に あ る PRPを 得 る こ と が で き る 。 出 発 材 料 で あ る 血 液 や 使 用 す る 器 具 の
相 違 に よ っ て 、 同 条 件 で 処 理 し た と し て も 最 終 的 に 得 ら れ る PRPの 血 小 板 濃 縮 率 が 変 動 す
る こ と が 予 想 さ れ る が 、 当 業 者 で あ れ ば 通 常 、 上 記 条 件 を 考 慮 し つ つ 、 得 ら れ た PRPの 血
小 板 濃 縮 率 に 基 づ い て 条 件 の 修 正 を 施 す こ と に よ っ て 、 所 望 の 血 小 板 濃 縮 率 の PRPを 調 製
す る 条 件 を 見 出 す こ と が で き る 。
　 尚 、 PRPの 血 小 板 濃 縮 率 の 計 測 は 常 法 （ 例 え ば 、 実 施 例 に 示 す よ う に 市 販 の Sysmex XE-2
100（ Sysmex、 東 京 、 日 本 ） を 使 用 ） を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 構 築 す る た め に 使 用 す る PRPの 血 小 板 濃 縮 率 は 上 記 の 通 り で あ る が 、
一 方 で 最 終 的 な 組 成 物 （ 本 発 明 の 組 成 物 ） の 血 小 板 濃 度 は 、 PRPの 血 小 板 濃 縮 率 、 PRPと そ
れ に 組 み 合 わ せ る 他 の 成 分 （ 即 ち 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 等 ） の 使 用 比 率 等 に よ っ て 変 動
す る が 、 例 え ば 約 200,000個 ／ μ L～ 約 6,150,000個 ／ μ L、 好 ま し く は 約 480,000個 ／ μ L～
約 2,460,000個 ／ μ Lで あ る 。 こ の よ う な 濃 度 で 血 小 板 を 含 有 す る こ と に よ っ て 、 良 好 な 骨
（ 又 は 歯 周 組 織 ） 再 生 効 果 が 得 ら れ る 。 尚 、 例 え ば 血 小 板 濃 縮 率 が 約 300％ ～ 約 600％ の 範
囲 に あ る PRPを 使 用 す れ ば 、 最 終 的 な 組 成 物 の 血 小 板 濃 度 を 約 480,000個 ／ μ L～ 約 2,460,0
00個 ／ μ Lの 範 囲 に 調 整 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ こ で 、 使 用 時 に お け る 本 発 明 の 組 成 物 の 流 動 性 の 程 度 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 ゲ ル 状 、 ス
ラ リ ー 状 、 ペ ー ス ト 状 、 粘 土 状 、 高 粘 度 流 動 体 状 等 と す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ゲ
ル 状 又 は ペ ー ス ト 状 で あ る 。 ゲ ル 状 又 は ペ ー ス ト 状 と す る こ と に よ り 、 可 塑 性 に 優 れ た 骨
又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成 物 と な る 。 し た が っ て 、 予 め 適 用 部 の 形 状 に 成 型 す る こ と な く 適
用 で き る 。 即 ち 、 適 用 部 へ の 適 用 が 容 易 に 行 え る 。 ま た 、 適 用 部 に お い て 定 着 性 の 良 い 骨
又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成 物 と な る 。
　 ま た 、 使 用 時 に お い て 、 注 入 容 器 を 用 い て 注 入 可 能 な 程 度 の 流 動 性 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 か か る 流 動 性 と す る こ と に よ り 、 適 用 部 へ の 適 用 が 一 層 容 易 と な る 。
　 尚 、 適 用 部 に 応 じ て 所 望 の 流 動 性 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 膜 下 に 注 入 す る 場 合
に は 、 よ り 流 動 性 を 有 す る 状 態 （ 粘 度 の 低 い 状 態 ） に す る こ と が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 少 な く と も 使 用 時 に お い て 流 動 性 を 有 し て お れ ば よ く 、 使 用 前 に お
い て は 、 粉 状 な い し 固 形 状 で あ っ て も 良 い 。 し た が っ て 、 凍 結 し た 状 態 を も っ て 本 発 明 の
組 成 物 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 凍 結 乾 燥 し た 状 態 を も っ て 本 発 明 の 組 成 物 と す る こ と
も で き る 。 使 用 前 に お い て 凍 結 状 態 又 は 凍 結 乾 燥 状 態 と す る こ と に よ り 、 長 期 の 保 存 が 可

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-122518 A 2006.5.18



能 と な り 、 ま た 、 使 用 前 の 取 り 扱 い も 容 易 と な る 。 さ ら に は 、 凍 結 処 理 又 は 凍 結 乾 燥 処 理
に よ り 抗 原 性 の 低 下 が 期 待 で き る た め 、 自 家 の PRPで は な く 同 種 の 他 家 の PRPを 用 い た 場 合
の 安 全 性 が 向 上 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 「 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 」 と は 骨 組 織 を 形 成 し 得 る 細 胞 を い い 、 骨 芽 細
胞 、 前 骨 芽 細 胞 、 骨 系 細 胞 へ の 分 化 能 を 獲 得 し た 間 葉 系 幹 細 胞 等 が 含 ま る 。 こ れ ら の 細 胞
を 任 意 に 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。 好 ま し く は 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と し て 、 骨 系 細
胞 へ の 分 化 能 を 獲 得 し た 細 胞 を 用 い る 。 こ こ で 、 「 骨 系 細 胞 へ の 分 化 能 を 獲 得 し た 」 と は
、 未 分 化 の 状 態 で あ っ た も の が 骨 系 細 胞 へ 分 化 す べ く 方 向 づ け ら れ た 状 態 を い う 。
　 骨 系 細 胞 へ の 分 化 能 を 獲 得 し た 間 葉 系 幹 細 胞 と し て 、 自 家 細 胞 に 限 ら ず 、 同 種 由 来 の 他
家 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、 人 の 間 葉 系 幹 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。
　 骨 系 細 胞 へ の 分 化 能 を 獲 得 し た 間 葉 系 幹 細 胞 （ 以 下 、 「 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 」 と い う ）
は 、 未 分 化 の 間 葉 系 幹 細 胞 を 骨 系 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 す る 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ り 調
製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 β -グ リ セ ロ リ ン 酸 （ β -glycerophosphate） 、 デ キ サ メ タ
ゾ ン （ Dexamethason） 、 Ｌ -ア ス コ ル ビ ン 酸 （ L-ascorbic acid） を 含 む 培 地 で 未 分 化 の 間
葉 系 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 骨 系 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、
培 養 条 件 は こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 骨 系 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 す る 条 件 と し て 公 知
の も の を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 未 分 化 の 間 葉 系 幹 細 胞 源 と し て は 、 骨 髄 、 骨 膜 、 歯 髄 、 さ い 帯 血 を 挙 げ る こ と が で き る
。 こ れ ら を 常 法 に 従 い 採 取 し た 後 、 未 分 化 の 間 葉 系 細 胞 を 接 着 性 の 有 無 に よ り 選 択 す る 。
即 ち 、 骨 髄 等 に 含 ま れ る 細 胞 の 中 で 接 着 性 を 有 す る も の を 選 択 す る こ と に よ り 、 未 分 化 の
間 葉 系 幹 細 胞 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 と と も に 、 該 細 胞 の 細 胞 外 基 質 を も 加 え て 本 発 明 の 組 成 物 と す る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 を 適 用 し た 部 位 に お い て 、 細 胞 外 基 質 が 骨 分 化 能 獲 得 細 胞 の
足 場 と な る こ と が 期 待 さ れ 、 適 用 部 位 に お い て 骨 分 化 能 獲 得 細 胞 が 定 着 し 易 く な る と 考 え
ら れ る か ら で あ る 。 ま た 、 適 用 部 位 周 囲 に 存 在 す る 骨 系 細 胞 の 足 場 と も な り 、 高 い 骨 誘 導
能 が 期 待 で き る か ら で あ る 。 さ ら に 、 細 胞 外 基 質 に 含 ま れ る Ｂ Ｍ Ｐ 等 の 因 子 が 、 本 発 明 の
組 成 物 に 含 有 さ れ る 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 自 体 、 及 び 適 用 部 周 囲 の 骨 系 細 胞 な い し は 骨 系 細
胞 へ の 分 化 能 を 備 え た 幹 細 胞 の 成 長 、 増 殖 、 分 化 を 促 進 す る こ と が 期 待 で き る か ら で あ る
。 こ こ で の 細 胞 外 基 質 と は 、 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 を 取 り 巻 い て 存 在 す る 基 質 （ マ ト リ ッ ク
ス ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 自 家 細 胞 の 細 胞 外 基 質 に 限 ら ず 、 同 種 の 他 家 細 胞 の 細 胞 外 基 質 を 用 い る こ と も で き る 。
か か る 細 胞 外 基 質 に 含 ま れ る Ｂ Ｍ Ｐ 等 が 同 種 で あ る た め 、 他 家 細 胞 を 用 い た 場 合 に お い て
も 同 様 の 効 果 が 期 待 で き る か ら で あ る 。 こ の よ う に 、 自 家 細 胞 の 細 胞 外 基 質 の み な ら ず 、
同 種 細 胞 の 細 胞 外 基 質 を も 用 い る こ と が で き る こ と は 、 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 の 細 胞 外 基 質
の 調 製 を 容 易 と す る も の で あ る 。
　 細 胞 外 基 質 を 加 え る 場 合 に は 、 同 時 に 加 え ら れ る 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 は 生 細 胞 で な く て
も 良 い 。 こ の こ と は 、 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 を 生 細 胞 の 状 態 で 取 り 扱 わ な く て も 良 い こ と を
意 味 し 、 取 り 扱 い の 観 点 か ら 望 ま し い も の と い え る 。 例 え ば 、 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 を 得 た
後 、 凍 結 乾 燥 処 理 等 を し た も の を 用 意 し 、 こ れ を 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 及 び そ の 細 胞 外 基 質
と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に お け る 骨 系 分 化 能 獲 得 細 胞 の 含 有 量 は 、 組 成 物 １ ｍ ｌ 中 に １ × １ ０ ５

個 以 上 の 細 胞 が 存 在 す る こ と が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は １ × １ ０ ６ ～ １ × １ ０ ８ 個 の
細 胞 が 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 か か る 細 胞 含 有 量 と す る こ と に よ り 、 効 果 的 に 骨 形 成 を
誘 導 で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 各 成 分 を 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 調 製 方 法 の 一 例 と
し て 、 PRPと 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 と を 組 合 せ 、 ト ロ ン ビ ン 及 び 塩 化 カ ル シ ウ ム （ ゲ ル 化
材 料 ） の 作 用 に よ っ て ゲ ル 状 に す る 場 合 の 手 順 を 簡 単 に 説 明 す る 。 ま ず 、 PRPと 骨 形 成 能
を 有 す る 細 胞 を そ れ ぞ れ 調 製 し 、 一 つ の 注 入 容 器 内 に 入 れ る 。 こ の と き 少 量 の 空 気 も 一 緒
に 入 れ る 。 一 方 で 別 の 注 入 容 器 を 用 意 し 、 こ の 中 に 塩 化 カ ル シ ウ ム 溶 液 と ト ロ ン ビ ン と の
混 合 液 を 入 れ る 。 次 に 、 こ れ ら 二 つ の 注 入 容 器 を T型 連 結 具 で 連 結 し た 後 、 両 注 入 容 器 の
プ ラ ン ジ ャ ー を 交 互 に 押 し 込 む （ 引 き 出 す ） こ と で 、 二 つ の 注 入 容 器 内 の 成 分 を 混 合 す る
。 所 望 の 流 動 性 （ 粘 度 ） が 得 ら れ る ま で 混 合 操 作 を 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 、 凍 結 し た 状 態 又 は 凍 結 乾 燥 し た 状 態 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 使 用
時 に 所 望 の 流 動 性 を 有 す る 状 態 に す る 。 凍 結 状 態 の 場 合 に は 、 解 凍 す る こ と に よ り 凍 結 前
の 状 態 に 戻 さ れ る 。 こ の と き 、 生 理 食 塩 水 等 を 加 え て 所 望 の 流 動 性 に 調 整 す る こ と も で き
る 。 他 方 、 凍 結 乾 燥 状 態 の 場 合 に は 、 生 理 食 塩 水 等 の 溶 媒 を 加 え る こ と に よ り 、 凍 結 乾 燥
処 理 前 の 流 動 性 又 は 所 望 の 流 動 性 を 有 す る 状 態 に す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 注 入 容 器 に 封 入 す る こ と に よ り 、 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 注 射 剤 （ 以 下
、 「 本 発 明 の 注 射 剤 」 と も い う ） と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 流 動 性 を 有 す る 状 態 で 調
製 し た 本 発 明 の 組 成 物 を 注 入 容 器 に 封 入 し 、 そ の 後 凍 結 又 は 凍 結 乾 燥 さ せ て 本 発 明 の 注 射
剤 と す る 。 こ の よ う な 注 射 剤 と す る こ と に よ り 、 取 り 扱 い が 一 層 容 易 と な る 。 す な わ ち 、
適 用 時 に 従 来 の ご と く 皮 膚 又 は 粘 膜 に 切 開 を 加 え る こ と な く 経 皮 的 又 は 経 粘 膜 的 に 本 発 明
の 注 射 剤 を 注 入 す る こ と で 所 望 の 効 果 を 期 待 で き る 。 こ の よ う な 注 射 剤 は 、 そ の 中 に 封 入
さ れ る 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成 物 を 上 記 同 様 に 所 望 の 流 動 性 を 有 す る 状 態 に し た 後 、 使
用 さ れ る も の で あ る 。 注 入 容 器 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 市 販 の 注 射 器 を 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細
胞 と を 組 み 合 わ せ た 点 に 特 徴 を 有 す る が 、 そ の 骨 （ 又 は 歯 周 組 織 ） 再 生 効 果 が 保 持 さ れ る
こ と を 条 件 と し て 、 他 の 成 分 を 含 有 す る こ と を 妨 げ な い 。 但 し 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で
は 実 質 的 に 、 多 血 小 板 血 漿 （ PRP） と 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 の み （ 使 用 時 に は ゲ ル 化 を
促 す 成 分 が 含 有 さ れ る ） か ら 組 成 物 が 構 成 さ れ る 。
　 以 下 に 、 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 、 追 加 的 に 組 み 合 わ せ る こ と が 想 定 さ れ 得 る 成 分 を 列
挙 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 ）
　 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 β ― リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム （ 「 β ―
Ｔ Ｃ Ｐ ） 、 α － リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム （ α － Ｔ Ｃ Ｐ ） 、 リ ン 酸 四 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 八 カ ル
シ ウ ム 、 及 び 非 結 晶 質 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 材 料 を 用 い る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 材 料 は 単 独 で 用 い る こ と が で き る こ と は も ち ろ ん の こ と 、 任 意 に 選 択 し た
２ 種 以 上 を 組 み 合 わ せ て 用 い て も 良 い 。 好 ま し く は 、 β － Ｔ Ｃ Ｐ 又 は α － Ｔ Ｃ Ｐ の い ず れ
か 、 又 は こ れ ら を 任 意 の 割 合 で 組 み 合 わ せ て 用 い る 。 さ ら に 好 ま し く は β － Ｔ Ｃ Ｐ を 無 機
系 生 体 吸 収 性 材 料 と し て 用 い る 。
　 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 は 公 知 の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 さ れ る 無 機 系
生 体 吸 収 性 材 料 を 用 い る こ と も で き る 。 β ― Ｔ Ｃ Ｐ と し て は 、 例 え ば 、 オ リ ン パ ス 光 学 工
業 株 式 会 社 製 の も の を 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 は 、 本 発 明 の 組 成 物 が 使 用 時 に お い て 流 動 性 と な る よ う な 粒 子 径
を 有 す る 粉 末 状 で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 粉 末 状 の 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 は 、 適 当 な 大 き さ に 加 工 さ れ た 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 を
、 所 望 の 粒 子 径 と な る ま で 破 砕 、 粉 砕 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 無 機 系 生 体
吸 収 性 材 料 の 平 均 粒 子 径 を 、 ０ ． ５ μ ｍ ～ ５ ０ μ ｍ と す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し
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く は 、 平 均 粒 子 径 ０ ． ５ μ ｍ ～ １ ０ μ ｍ の 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 を 用 い る 。 さ ら に さ ら に
好 ま し く は 、 平 均 粒 子 径 １ μ ｍ ～ ５ μ ｍ の 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 を 用 い る 。 粒 子 径 の 異 な
る 複 数 種 類 の 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
　 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 は 本 発 明 の 組 成 物 全 体 に 対 し て ３ ０ 重 量 ％ ～ ７ ５ 重 量 ％ 含 有 す る
こ と が 好 ま し い 。
　 尚 、 本 発 明 の 組 成 物 の 流 動 性 は 、 無 機 系 生 体 吸 収 性 材 料 の 粒 子 径 、 及 び 含 有 率 で 調 製 す
る こ と が で き 、 両 者 を 適 宜 調 整 す る こ と に よ り 所 望 の 流 動 性 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、
後 述 の 増 粘 剤 を 添 加 す る 場 合 に は 、 増 粘 剤 の 添 加 量 に よ っ て も 流 動 性 の 調 整 を 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ ゲ ル 化 材 料 ）
　 例 え ば 、 ト ロ ン ビ ン と 塩 化 カ ル シ ウ ム を 添 加 し て 本 発 明 の 組 成 物 を 構 成 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら を 添 加 す る こ と に よ り 、 ト ロ ン ビ ン が PRP中 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 作 用 し フ ィ
ブ リ ン が 生 ず る 。 そ し て 、 フ ィ ブ リ ン の 凝 集 作 用 に よ り 粘 性 が 増 加 す る 。 ゲ ル 化 剤 の 種 類
は 特 に 限 定 さ れ ず 、 上 記 の よ う に PRP中 の 成 分 に 作 用 し て 粘 性 を 増 加 さ せ る も の 、 又 は そ
れ 自 身 に よ り 増 粘 効 果 を 奏 す る も の を 適 宜 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。
　 ま た 、 上 記 の ゲ ル 化 材 料 に 加 え て 、 適 用 後 （ 移 植 後 ） に 作 用 し て 本 発 明 の 組 成 物 の 流 動
性 （ 粘 度 ） を 変 化 さ せ る 第 ２ の ゲ ル 化 材 料 を 併 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 構 成 と す
れ ば 、 使 用 時 に は 適 度 な 流 動 性 を 有 す る た め に 移 植 が 容 易 で あ り 、 か つ 、 適 用 後 に は よ り
粘 度 が 増 す こ と に よ り 適 用 部 位 に お け る 定 着 性 が 向 上 し 、 骨 又 は 歯 周 組 織 の 修 復 又 は 再 生
を 効 果 的 に 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 予 め 適 用 部 位 の 形 状 に 成 型 す る 必 要 が な く 、 汎 用 性
が 高 い 。
　 ゲ ル 化 材 料 は 、 生 体 親 和 性 が 高 い も の を 用 い る こ と が 好 ま し く 、 上 記 の 例 の 他 、 コ ラ ー
ゲ ン 又 は フ ィ ブ リ ン 糊 等 を 用 い る こ と が で き る 。 コ ラ ー ゲ ン と し て は 種 々 の も の を 選 択 し
て 用 い る こ と が で き る が 、 本 発 明 の 組 成 物 の 適 用 目 的 （ 適 用 組 織 ） に 適 し た も の を 採 用 す
る こ と が 好 ま し い 。 骨 組 織 の 再 生 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 I型 コ ラ ー ゲ ン を 用 い
る こ と が で き る 。 用 い る コ ラ ー ゲ ン は 可 溶 性 （ 酸 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 、 ア ル カ リ 可 溶 性 コ ラ
ー ゲ ン 、 酵 素 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 等 ） で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 （ 増 粘 剤 ）
　 増 粘 剤 を 添 加 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 組 成 物 の 流 動 性 を 調 整 す る こ と も で き る 。 増 粘
剤 と し て は 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 増 粘 多 糖 類 、 グ リ セ リ ン 、 ワ セ リ ン 等 を 用 い る こ
と が で き る が 、 安 全 性 及 び ／ 又 は 骨 形 成 能 の 観 点 か ら 、 生 体 親 和 性 が 高 く 、 か つ 生 体 吸 収
性 又 は 生 体 分 解 性 の も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 グ リ セ リ ン 等 を 添 加 す る こ と に よ り 、
凍 害 防 止 の 効 果 も 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ 溶 媒 ）
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 水 系 の 溶 媒 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 水 系 の 溶 媒 と し て は 、 滅 菌
水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 塩 溶 液 等 の 緩 衝 液 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ そ の 他 ）
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 記 の 成 分 の 他 、 安 定 化 剤 、 保 存 剤 、 ｐ Ｈ 調 整 剤 等 を 含 ん で い て も
良 い 。 ま た 、 成 長 因 子 、 特 に 骨 誘 導 因 子 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） を 含 ま せ る こ と も で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
＜ 材 料 と 方 法 ＞
１ ． イ ヌ 動 物 モ デ ル
　 本 研 究 に お け る 全 て の 動 物 実 験 は 、 動 物 実 験 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に
厳 密 に 従 っ て 実 施 し た 。 所 定 飼 育 後 、 ４ 匹 の 成 体 雑 種 犬 （ 平 均 ２ 歳 ） に 全 身 麻 酔 下 で 施 術
し た 。 下 顎 第 一 小 臼 歯 、 大 臼 歯 、 及 び 第 二 、 第 三 小 臼 歯 を 抜 歯 し 、 治 癒 期 間 を 二 月 と し た
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。 直 径 10mmの ト レ フ ィ ン バ ー を 用 い て 下 顎 の 両 側 に 、 外 側 皮 質 に 垂 直 に な る よ う に 骨 欠 損
を 形 成 し た 。 こ の よ う に 形 成 し た 骨 欠 損 部 に 、 以 下 の 移 植 材 料 、 即 ち PRP、 PRPと イ ヌ MSCs
（ dMSCs） 、 PCBM、 及 び コ ン ト ロ ー ル （ 欠 損 の み ） を 移 植 し 、 骨 形 成 を 観 察 し た 。 骨 再 生
に お い て 三 カ 所 の 骨 欠 損 を 作 製 し 、 部 位 的 差 異 が な い よ う に 、 こ れ ら ４ 種 類 の 材 料 を ３ 移
植 部 に ラ ン ダ ム に 移 植 し た 。 ま た 、 PCBMは 腸 骨 稜 よ り 採 取 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
２ ． MSCの 単 離 及 び 培 養
　 dMSCs（ イ ヌ 間 葉 系 幹 細 胞 ） は 、 イ ヌ 腸 骨 稜 骨 髄 よ り 穿 刺 し 、 既 報 の 方 法 に 従 っ て 単 離
し た （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 基 本 培 地 、 低 グ ル コ ー ス DMEM及 び 成 長 補 助 剤
（ 間 葉 系 細 胞 成 長 添 加 剤 を 50mL、 200mMの L-グ ル タ ミ ン を 10mL、 及 び 2.5ユ ニ ッ ト の ペ ニ シ
リ ン 及 び 25μ gの ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合 物
を 0.5mL） を BioWhittaker（ Walkersvill、 MD、 USA） よ り 購 入 し た 。 骨 形 成 を 誘 導 す る た
め の ３ 種 類 の 添 加 剤 、 即 ち 、 デ キ サ メ タ ゾ ン （ Dex） 、 β － グ リ セ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （
β － GP） 、 及 び L－ ア ス コ ル ビ ン 酸 二 リ ン 酸 塩 （ AsAP） を Sigma（ St. Louis、 MO、 USA） よ
り 購 入 し た 。 95%空 気 及 び 5%CO 2 の 湿 潤 雰 囲 気 中 、 37℃ で 細 胞 を 培 養 し た 。 3.1× 10 3 細 胞 ／
cm 2 の 濃 度 で dMSCsを コ ン ト ロ ー ル 培 地 に 接 種 し た 。 基 質 と し て p－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ
ァ タ ー ゼ を 用 い た ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ に よ る ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） 染
色 法 に よ っ て 、 分 化 し た dMSCsを 確 認 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 培 地 で 培 養 し た dMSCsは ALP活 性
が 低 く 、 骨 形 成 用 添 加 物 を 含 む 培 地 で 培 養 し た 場 合 の 処 置 ６ 日 後 の 結 果 に よ れ ば 、 経 時 的
に ALP活 性 の 劇 的 な 上 昇 を 示 し た 。 培 養 後 、 dMSCsを ト リ プ シ ン 処 理 し 、 移 植 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
３ ． PRP、 PRPゲ ル の 調 製 、 及 び MSCs／ PRP混 合 物 の 注 入
　 約 50mLの 全 血 を イ ヌ か ら 採 血 し 、 保 存 剤 非 含 有 の ヘ パ リ ン （ 250U/mL） と と も に 10mLの
培 養 液 を 含 む 遠 心 チ ュ ー ブ に 入 れ た 。 血 液 は 最 初 に 標 準 的 な 実 験 室 用 遠 心 機 （ Himac CT、
日 立 社 、 東 京 、 日 本 ） を 用 い て 1100rpm、 ５ 分 間 の 条 件 で 遠 心 処 理 し た 。 続 い て 、 黄 色 の
血 漿 （ 血 小 板 と 白 血 球 を 含 ん だ 軟 膜 を 含 む ） を カ ニ ュ ー レ で 単 層 中 間 層 を 採 取 し た 。 血 小
板 を ペ レ ッ ト に す る た め に 、 2500rpm、 ５ 分 の 条 件 で ２ 回 目 の 遠 心 処 理 を 行 っ た 。 そ し て
、 乏 血 小 板 血 漿 （ PPP） で あ っ て 、 細 胞 含 有 量 の 比 較 的 少 な い 血 漿 上 清 を 除 去 し た 。 得 ら
れ た 血 小 板 ペ レ ッ ト 、 即 ち 軟 膜 ／ 血 漿 フ ラ ク シ ョ ン （ PRP） を 、 残 り の 血 漿 5mLに 懸 濁 し 、
血 小 板 ゲ ル に 使 用 し た 。 PRPと PPP内 の 血 小 板 数 は Sysmex XE-2100（ Sysmex、 東 京 、 日 本 ）
で 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 全 血 小 板 数 は 平 均 値 295,000（ 224,000～ 333,000の 範 囲 ） で あ っ
た 。 一 方 、 PRPの 血 小 板 数 は 平 均 値 1,293,400（ 935,000～ 1,840,000の 範 囲 ） で あ っ た 。 こ
れ ら の 測 定 結 果 に よ っ て 、 血 小 板 が 分 離 で き て い る こ と が 確 認 で き る と と も に 、 PRPに お
け る 濃 縮 の 度 合 い は 438%（ 対 全 血 血 小 板 数 （ 100%） ） で あ る こ と が 判 明 し た 。 PRPは 、 使
用 時 ま で 一 般 的 な 振 盪 機 内 に お い て 室 温 で 保 存 し た 。 粉 状 ウ シ ト ロ ン ビ ン （ 10,000ユ ニ ッ
ト ） を 別 の 滅 菌 容 器 内 で 10%塩 化 カ ル シ ウ ム 溶 液 10mLに 溶 解 し た 。 次 に 、 3.5mLの PRP、 dMS
Cs（ 1.0× 10 7 cells/mL） 、 及 び 0.5mLの 空 気 を 5mL注 射 器 内 に 吸 引 し 、 ま た 第 ２ 注 射 器 （ 2.
5mL） 内 に は 500μ Lの ト ロ ン ビ ン － 塩 化 カ ル シ ウ ム 混 合 物 を 吸 引 し た 。 こ こ で 細 胞 を 直 接 P
RP内 に 再 懸 濁 し た 。 上 記 二 つ の 注 射 器 を 三 方 活 栓 で 連 結 し 、 両 注 射 器 内 で 交 互 に 混 合 し 、
こ れ に よ っ て 二 つ の 注 射 器 間 を 空 気 の バ ブ ル が 行 き 来 す る よ う に し た 。 フ ィ ブ リ ン に 作 用
し 不 溶 性 ゲ ル を 形 成 さ せ る と い う 、 ト ロ ン ビ ン の 効 果 に よ っ て 、 5～ 30秒 内 で 内 容 物 が ゲ
ル 状 の 粘 度 を 呈 し た よ う で あ っ た 。 得 ら れ た ゲ ル を 、 5mL注 射 器 に 取 り 付 け た 16ゲ ー ジ の
針 を 使 用 し て 骨 欠 損 部 に 注 入 し た 。 各 検 体 を 、 注 入 2週 後 （ n=6） 、 4週 後 （ n=6） 、 8週 後
（ n=6） に 分 析 し た 。 放 射 線 学 的 評 価 の た め に 、 全 身 麻 酔 下 で 横 面 の Ｘ 線 写 真 を 撮 影 し た
。
【 ０ ０ ３ １ 】
４ ． 組 織 学 的 及 び 組 織 形 態 計 測 学 的 分 析
　 移 植 2週 後 、 4週 後 、 及 び 8週 後 に 、 ト レ フ ィ ン バ ー を 用 い て 各 移 植 部 を 切 り 出 し （ 直 径 2
mm） 、 組 織 学 的 及 び 組 織 形 態 計 測 学 的 分 析 に 供 し た 。 標 本 は 10%フ ォ ル マ リ ン 緩 衝 液 で 固
定 し 、 脱 灰 し （ K-CX;　 Falma、 東 京 、 日 本 ） 、 そ し て ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 に 供
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し た 。 こ れ ら の 標 本 を 光 学 顕 微 鏡 下 で 観 察 し 、 ま た 骨 形 成 の 有 無 を 著 者 を 含 め 、 病 理 学 者
に も 盲 検 で 分 析 さ せ た 。
　 組 織 形 態 計 測 学 的 分 析 の デ ー タ は マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ で イ メ ー ジ 解 析 し た 。 ト レ フ ィ
ン バ ー で 切 り 出 し た 移 植 部 （ 直 径 2mm） に お け る 、 上 記 標 本 の 各 イ メ ー ジ を カ ラ ー リ バ ー
サ ル フ ィ ル ム に コ ピ ー し 、 8ビ ッ ト 密 度 値 の 256× 256ア レ イ と し て デ ジ タ ル 化 し た 後 、 マ
イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ に 移 し て 解 析 し た （ NIH-Image、 バ ー ジ ョ ン 1.61； National Institut
es of Health） （ 非 特 許 文 献 １ ５ ） 。 再 生 さ れ た 領 域 は 、 ト レ フ ィ ン バ ー （ 直 径 10mm） で
切 り 出 し た 下 顎 骨 内 に 含 ま れ て い る 領 域 と 定 義 さ れ た 。 再 生 さ れ た 領 域 に お け る 新 生 骨 の
量 は 、 こ の コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の イ メ ー ジ 分 析 シ ス テ ム で 測 定 し た 。 存 在 す る 骨 の パ ー セ
ン テ ー ジ と し て 計 算 し 、 測 定 領 域 か ら 正 常 骨 部 位 を 差 し 引 い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
５ ． 統 計 学 的 解 析
　 各 群 の 平 均 値 及 び 標 準 偏 差 を 各 測 定 パ ラ ー メ ー タ に つ い て 計 算 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 、
PRP群 、 dMSCs/PRP群 、 及 び PCBM群 間 の 新 生 骨 に お け る 相 違 は 、 分 散 の 分 析 （ ANOVA） で 解
析 し た 。 Mann-Whitneyで 、 各 治 療 期 間 で の 新 生 骨 の 相 違 を 評 価 し た 。 p値 ＜ 0.05の と き に
統 計 的 に 有 意 と し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
６ ． PRPの 血 小 板 濃 縮 率 と 骨 再 生 効 果 と の 関 係
　 遠 心 処 理 の 条 件 を 変 え る こ と に よ っ て 、 血 小 板 濃 縮 率 の 異 な る PRPを 調 製 し た （ 血 小 板
濃 縮 率 ： 100～ 1500％ ） 。 各 PRPに つ い て 、 dMSCと 組 み 合 わ せ た と き の 骨 再 生 効 果 を 上 記 同
様 の 方 法 で 評 価 ・ 比 較 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
＜ 結 果 ＞
１ ． イ ヌ 下 顎 に お け る 骨 欠 損 モ デ ル の 形 成
　 図 １ に 、 自 然 に は 骨 が 再 生 し な い 環 境 を 得 る た め に 、 イ ヌ の 下 顎 内 に 10mm長 の 欠 損 を 形
成 す る 実 験 手 法 を 示 す 。 移 植 物 （ イ ン プ ラ ン ト ） の 骨 再 生 能 は 放 射 線 的 、 組 織 学 的 検 討 、
及 び 組 織 形 態 学 的 解 析 で 評 価 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
２ ． PRP、 dMSCs/PRP、 及 び PCBMの コ ン ト ロ ー ル に 比 較 し た 、 In vivo肉 眼 的 所 見 、 Ｘ 線 的
評 価 、 及 び 組 織 学 的 評 価
　 PRP、 dMSCs/PRP、 及 び PCBMを イ ヌ 下 顎 内 の 10mm欠 損 部 に 移 植 し た 。 肉 眼 的 所 見 に お い て
、 dMSCs/PRP群 と PCBM群 で は 本 来 の 骨 レ ベ ル で あ っ た が 、 PRPに よ る 再 生 及 び コ ン ト ロ ー ル
群 で は 完 全 に は 復 元 再 生 さ れ て い な か っ た 。 dMSCs/PRPス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 移 植 後 感 染
な く 、 ほ と ん ど 完 全 に 消 失 し て い た （ 図 ２ Ａ 、 パ ネ ル ａ － ｃ ） 。
　 Ｘ 線 撮 影 及 び 組 織 学 的 評 価 を ２ 週 毎 に 実 施 す る こ と で 骨 再 生 と イ ン プ ラ ン ト を 評 価 し た
。 PRP群 と コ ン ト ロ ー ル 群 で は 、 骨 再 生 が 欠 損 部 底 部 か ら ゆ っ く り と 拡 が っ て い た 。 PCBM
を 充 填 し た 欠 損 部 は 移 植 ８ 週 後 に お い て X線 透 過 性 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 PCBMが 吸 収 さ
れ た こ と を 示 す 。 こ れ に 対 し て 、 dMSCs/PRPを 充 填 し た 欠 損 部 で は 良 好 な 骨 形 成 が 認 め ら
れ 、 移 植 物 の 吸 収 と ほ ぼ 同 じ 速 度 で 骨 形 成 が 起 き て い る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 ２ Ｂ ） 。 移
植 部 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 （ 移 植 な し ） の 各 領 域 を ２ 週 後 、 ４ 週 後 、 及 び ８ 週 後 に 採 取 し 、
所 定 の 処 理 及 び 脱 灰 し て 組 織 学 的 解 析 に 供 し た 。 X線 学 的 評 価 は 組 織 学 的 解 析 の 結 果 を 裏
づ け る も の で あ っ た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 及 び PRP群 で は 皮 質 辺 縁 骨 の 連 続 性 は 回 復 せ ず 、 欠
損 部 に 血 管 性 及 び 線 維 性 組 織 が 侵 入 し 、 新 生 骨 形 成 は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た （ 図 ３ 及 び
４ 、 パ ネ ル Ａ － Ｃ 及 び Ｄ － Ｆ ） 。 一 方 、 dMSCs/PRP群 で は ２ 週 後 に お い て も 新 生 骨 形 成 が
見 ら れ 、 ８ 週 後 に は 層 板 構 造 が 認 め ら れ て お り 、 豊 富 な 血 管 形 成 も 確 認 さ れ た （ 図 ３ 及 び
４ 、 パ ネ ル Ｇ － Ｉ ） 。 こ の パ タ ー ン は 正 常 な 骨 マ ク ロ 構 造 を 反 映 し て お り 、 PCBMの 吸 収 に
よ る 空 洞 を 示 し た PCBM群 に 比 較 し て 、 良 好 に 分 化 し た 骨 髄 腔 及 び 皮 質 骨 を 有 し て い た （ 図
３ 及 び ４ 、 パ ネ ル Ｈ 及 び Ｋ ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
３ ． 組 織 形 態 計 測 学 的 解 析
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　 全 て の イ ン プ ラ ン ト の 骨 再 生 能 を 、 皮 質 骨 及 び 骨 髄 骨 表 面 を イ メ ー ジ 解 析 で 測 定 す る こ
と に よ っ て 評 価 し た （ 表 １ ） 。 PRPを 欠 損 部 に 加 え た 場 合 に は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 較 し
て 、 皮 質 及 び 骨 髄 骨 表 面 の 有 意 な 増 加 を 認 め な か っ た 。 こ れ に 対 し て dMSCs/PRP群 及 び PCB
M群 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 （ ２ 週 後 及 び ８ 週 後 p<0.001、 ４ 週 後 p<0.005、 ANOVA） お よ び PR
P群 （ ２ 週 後 及 び ４ 週 後 p<0.05、 ８ 週 後 p<0.001、 ANOVA） に 比 較 し て 、 全 て の 測 定 時 点 で
皮 質 及 び 骨 髄 骨 表 面 の 有 意 な 増 加 を 認 め 、 X線 学 的 実 験 結 果 、 及 び 組 織 学 的 実 験 結 果 が 確
証 さ れ た 。 し か し な が ら 、 dMSCs/PRP群 と PCBM群 の 間 で は 、 長 期 的 に は 新 生 骨 に 有 意 差 は
認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
４ ． PRPの 血 小 板 濃 縮 率 と 骨 再 生 効 果 と の 関 係
　 血 小 板 濃 縮 率 の 異 な る 複 数 の PRPを 調 製 し た 。 各 PRPに つ い て 、 dMSCと 組 み 合 わ せ た と き
の 骨 再 生 効 果 を 評 価 ・ 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 PRPの 血 小 板 濃 縮 率 が 150％ ～ 1500％ の 範 囲 に
お い て 良 好 に 骨 再 生 が 認 め ら れ た 。 特 に 、 血 小 板 濃 縮 率 が 300％ ～ 600％ の 範 囲 で は 、 骨 再
生 効 果 が 非 常 に 高 い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
＜ 考 察 ＞
　 組 織 工 学 的 ア プ ロ ー チ で は 、 多 孔 質 セ ラ ミ ッ ク ス 製 ス キ ャ フ ォ ー ル ド 上 に 播 種 さ れ た MS
Csを 利 用 し た 新 生 骨 形 成 が 試 み ら れ て き た （ 非 特 許 文 献 ７ 、 １ ６ 、 １ ７ ） 。 こ れ ら の 試 み
に よ っ て 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ベ ー ス の セ ラ ミ ッ ク ス が 有 す る 、 吸 収 速 度 が 遅 い と い
う 性 質 に よ る 次 善 の 結 果 が も た ら さ れ た 。 我 々 の 以 前 の 研 究 で は 、 生 体 分 解 性 材 料 で あ る
β -TCPブ ロ ッ ク に MSCsを 保 持 さ せ た も の を 使 用 し 、 そ の 結 果 、 優 れ た 骨 形 成 能 を 認 め た （
非 特 許 文 献 ８ ） 。 し か し 、 こ れ ら の 送 達 用 物 質 は 良 好 な 可 塑 性 を 有 さ ず 、 移 植 手 順 は 複 雑
で あ っ て 移 植 手 段 に 問 題 が あ っ た 。 最 適 に は 、 こ れ ら の 物 質 に は 適 切 な 生 体 内 分 解 速 度 と
各 細 胞 の 増 殖 を 許 容 す る 能 力 が 要 求 さ れ る 。 本 研 究 に お い て 我 々 は PRPと MSCsの 組 合 せ を
用 い 、 そ れ が ス キ ャ フ ォ ー ル ド の 進 行 性 か つ 完 全 吸 収 を も た ら し 、 比 較 的 成 熟 し た 再 生 骨
を 形 成 さ せ る こ と を 見 出 し た 。 我 々 の 知 見 に よ れ ば 、 MSCsと の 組 合 せ で 用 い た 場 合 に は 、
そ の 生 体 材 料 （ PRP） は ほ と ん ど 完 全 に 消 失 し 、 適 切 な 構 造 を 備 え る 成 熟 骨 に 早 い 段 階 で
置 き 換 わ っ て お り 、 こ れ に よ っ て 本 当 の 骨 再 生 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 今 回 初 め て 得 ら れ た
も の で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル 群 で は 欠 損 部 が 軟 組 織 に 取 り 囲 ま れ て お り 、 治 癒 し な か っ た 。
こ れ に よ っ て 、 設 定 し た 欠 損 の 大 き さ が 、 実 験 の 効 果 を 評 価 す る 上 で 適 切 で あ る こ と が 確
認 さ れ た 。 我 々 は ま た 、 細 胞 源 に よ っ て 治 癒 の 程 度 が 有 意 に 異 な る こ と を 見 出 し た 。 PRP
の み で 欠 損 部 を 満 た し た 場 合 に は 十 分 な 骨 形 成 は 生 じ な か っ た 。 骨 髄 か ら の 多 能 性 MSCsの
培 養 法 が 向 上 し た こ と （ 非 特 許 文 献 １ ８ ） 、 及 び 骨 芽 細 胞 系 列 へ MSCsの 分 化 を 方 向 付 け る
こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た こ と に よ っ て 、 骨 再 生 へ の MSCsの 使 用 が 可 能 で あ る こ と
が 示 唆 さ れ て い る 。 確 か に MSCsは 、 骨 形 成 能 を 失 う こ と な く 細 胞 分 裂 を 多 く 繰 り 返 す こ と
が で き る （ 非 特 許 文 献 １ ９ ） 。 MSCsの 増 殖 的 培 養 に よ っ て 、 臨 床 で の 骨 形 成 及 び 修 復 に 使
用 で き る で あ ろ う 、 骨 形 成 能 を 有 す る 細 胞 を 数 多 く 作 り 出 す こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 ７
） 。 一 方 、 dMSCs/PRPに よ る 組 織 工 学 的 再 生 骨 で は 良 好 な 結 果 が 得 ら れ 、 PRPが MSCsに 対 し
て プ ラ ス の 影 響 を 与 え た こ と が 示 唆 さ れ た 。 PRPス キ ャ フ ォ ー ル ド は MSCsの 接 着 、 増 殖 及
び 分 化 を 促 し 、 骨 形 成 能 を 発 揮 さ せ る も の と 考 え ら れ る 。 骨 形 成 に は 、 十 分 に 発 達 し た 血
管 の 供 給 が 必 要 で あ る こ と か ら （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ） 、 移 植 さ れ た ス キ ャ フ ォ ー ル ド で は 血
管 形 成 が 生 ず る と 考 え ら れ る 。 我 々 は 、 dMSCs/PRP群 で は 良 好 に 血 管 形 成 が 生 ず る こ と を
見 出 し た 。 理 想 的 に は 、 新 生 骨 形 成 と 釣 り 合 い の と れ た 速 度 （ ２ ， ３ 週 ） で ス キ ャ フ ォ ー
ル ド が 吸 収 さ れ る 必 要 が あ る 。 ほ と ん ど の ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 β -TCPセ ラ ミ ッ ク ス
、 ま た は 珊 瑚 の ス キ ャ フ ォ ー ル ド （ 非 特 許 文 献 １ ７ ） で は 、 移 植 後 の 数 週 間 で は 実 質 的 な
分 解 が 生 じ な い 。 こ れ に 対 し て 本 研 究 の 実 験 系 で は 、 お そ ら く 、 dMSCs/PRPの 消 退 に 応 じ
て 骨 組 織 形 成 が 誘 導 さ れ 、 周 囲 環 境 に 応 じ た 自 己 細 胞 に よ る 骨 形 成 が 行 わ れ た と 考 え ら れ
る 。
　 ウ サ ギ 耳 房 で の 血 管 形 成 の 平 均 速 度 は 0.09～ 0.25mm/日 と 推 定 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献
２ １ ） 。 イ ヌ に お い て も 同 等 の 速 度 で あ る と 仮 定 す れ ば 、 少 な く と の 20日 以 内 に 移 植 物 中
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心 に 血 管 が 到 達 す る は ず で あ る 。 血 管 形 成 の 不 足 に 起 因 し て 移 植 物 中 心 で 多 く の 細 胞 死 が
生 ず る 可 能 性 が あ る も の の 、 本 研 究 に お け る 組 織 工 学 的 再 生 骨 で 得 ら れ た 結 果 は 、 良 好 な
細 胞 生 存 率 と 骨 新 生 に お け る MSCsの 直 接 的 関 与 が 示 唆 さ れ る 。 従 っ て 、 PRPが 血 管 形 成 を
促 し た も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 未 分 化 間 葉 系 幹 細 胞 の 増 殖 、 骨 芽 前 駆 細 胞 （ 骨 前 駆 細 胞 （ osteoprogenitor） 、 前 駆 骨
芽 細 胞 （ preosteoblast） ） へ の 分 化 、 骨 芽 細 胞 の 成 熟 化 、 マ ト リ ッ ク ス （ I型 コ ラ ー ゲ ン
） 形 成 、 及 び 最 終 的 な 石 灰 化 を 伴 う 複 雑 な カ ス ケ ー ド 事 象 の 結 果 と し て 骨 形 成 が 起 き る （
非 特 許 文 献 ２ ２ 、 ２ ３ ） 。 最 初 の 事 象 は 骨 芽 細 胞 の 走 化 性 誘 導 で あ ろ う 。 Owenと Friedens
teinは 、 骨 髄 由 来 及 び 末 梢 由 来 前 駆 細 胞 が 骨 及 び 軟 骨 を 産 生 す る こ と を 、 数 多 く の in viv
o及 び in vitroで の 研 究 で 示 す と と も に 、 分 化 過 程 が 多 く の サ イ ト カ イ ン の 影 響 を 強 く 受
け る こ と を 示 し た （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 本 研 究 の 系 で は 、 dMSCs/PRPの 使 用 に よ っ て 、 よ り
迅 速 且 つ 効 果 的 な 骨 再 生 を 達 成 で き る 条 件 と な っ た 。 PRPは 、 自 己 の 血 小 板 由 来 成 長 因 子
（ PDGF） 源 で あ り 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β （ TGF-β ） 等 を 含 む 。 ま た 、 凝 集 塊
で あ る PRPゲ ル は 操 作 性 が よ い 。 し か し 、 成 長 因 子 の 活 性 の 維 持 を 考 慮 す れ ば 迅 速 に 適 用
す る 必 要 が あ る 。 創 傷 部 に お け る 血 小 板 の 生 存 期 間 お よ び そ の 成 長 因 子 に よ る 直 接 的 効 果
が 得 ら れ る 期 間 は ５ 日 以 内 で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） 。 こ れ ら の 成 長 因 子 に 加 え て 、 血 小
板 内 の 他 の タ ン パ ク 質 （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） が 、 他 の 細 胞 源 か ら 放 出 さ れ る サ イ ト カ イ ン と
と も に 作 用 し て 止 血 現 象 を 調 節 す る の で あ ろ う 。 本 研 究 の 結 果 は 、 創 傷 部 に お け る PRPの
適 用 に よ る 増 強 さ れ た 成 長 因 子 濃 度 が 軟 組 織 の 修 復 及 び 骨 再 生 を 向 上 さ せ た こ と を 示 唆 す
る 。
　 Khouriら は 、 組 織 変 換 （ テ ィ ッ シ ュ ・ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ） に よ っ て 、 様 々 な 所
望 形 状 の 、 自 己 の 且 つ 良 好 に 血 管 形 成 さ れ た 骨 を 実 験 的 に in vivoで 形 成 す る こ と に 成 功
し て い る 。 こ の 組 織 変 換 は 筋 、 軟 骨 、 及 び 骨 な ど の 間 葉 系 組 織 の 変 換 で あ っ て 、 BMP-3と
同 一 で あ る 骨 誘 導 因 子 オ ス テ オ ゲ ニ ン （ osteogenin） 及 び そ の 親 物 質 で あ る DMP（ deminer
alized bone matrix） に よ っ て 誘 導 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ２ ６ ） 。 コ ン セ プ ト が し っ か り し
て い る こ と 、 及 び 実 験 デ ー タ の 有 効 性 に も か か わ ら ず 、 こ の 手 法 は 広 く 使 用 さ れ る に 至 っ
て い な い 。 そ の 理 由 は 、 臨 床 使 用 が 許 諾 さ れ た DBMを 定 常 的 に 供 給 す る こ と が 困 難 で あ り
、 DMBは 死 体 の 骨 か ら 調 製 し な け れ ば な ら ず 、 さ ら に は 日 本 で は 承 認 さ れ て い な い か ら で
あ る 。 さ ら に 重 要 な こ と に は 、 使 用 す る DBMに よ っ て 誘 導 性 が 様 々 で あ る こ と か ら 、 遠 位
筋 弁 移 植 及 び 組 織 成 形 で あ っ て も 、 ほ と ん ど の 外 科 医 は こ れ の 使 用 を 試 み ら れ な い （ 非 特
許 文 献 ２ ７ ） 。 ま た 、 こ の 方 法 は 他 の 部 位 へ の 侵 襲 を 伴 う 。 さ ら に 、 オ ス テ オ ゲ ニ ン を 容
易 に 且 つ 毒 性 又 は 免 疫 源 性 の 問 題 な く 精 製 す る こ と は 難 し い 。 一 方 、 我 々 の 方 法 で は 組 織
工 学 に よ る 自 己 骨 再 生 を 伴 い 、 そ れ は 無 毒 性 で あ り 、 非 免 疫 源 性 で あ り 、 さ ら い は 最 低 限
の 侵 襲 性 で 実 施 で き る と と も に 優 れ た 可 塑 性 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 上 を ま と め る と 、 我 々 の 研 究 に よ っ て 、 dMSCs/PRP移 植 物 は 、 自 己 骨 移 植 と 同 様 に 、
本 当 の 骨 再 生 を 誘 導 で き 、 そ れ は 臨 床 的 に 意 義 の あ る 容 積 の 骨 欠 損 部 に お け る 完 全 な 生 体
材 料 の 消 失 、 及 び PRPに よ る 骨 ・ 軟 骨 組 織 の 形 成 を 伴 う こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 PRPは 自 己
調 製 物 で あ り 、 施 術 時 に 調 製 す る こ と が で き る こ と か ら 、 他 家 又 は 異 種 調 製 物 を 使 用 す る
際 に 伴 う 感 染 及 び 免 疫 反 応 の お そ れ が な く 、 実 験 室 で の 間 違 え に よ る サ ン プ ル の 取 り 違 え
の お そ れ も な い 。 さ ら に 、 dMSCs/PRP混 合 物 は 注 入 に よ っ て 適 用 で き 、 ホ ス ト 内 で 凝 固 し
、 時 間 を か け て 骨 に 置 換 さ れ る こ と か ら 、 口 腔 顎 顔 面 領 域 及 び 再 建 術 に お い て 将 来 的 に 極
め て 有 望 な 方 法 で あ る 。
　 本 研 究 に お い て 示 し た 方 法 は 、 カ ス タ マ イ ズ さ れ た 自 己 骨 移 植 に 向 け た 重 要 な 一 歩 と な
る 。 理 論 的 に は 、 最 低 侵 襲 性 で の 生 検 に よ っ て 自 己 の MSCsを 得 る こ と が で き 、 続 い て MSCs
を in vitroで 骨 芽 細 胞 と し て 分 化 す る 細 胞 へ と 誘 導 し 、 そ の 後 制 御 さ れ た 状 態 で 再 移 植 し
、 直 接 的 な 輪 郭 造 成 、 再 建 、 及 び 歯 周 病 、 歯 科 イ ン プ ラ ン ト の た め に 骨 再 生 さ せ る こ と が
で き る 。 dMSCs/PRP混 合 物 に つ い て 得 ら れ た 実 験 デ ー タ に よ っ て 、 MSCsが 効 率 的 に PRP内 へ
又 そ れ を 通 っ て 移 動 す る こ と が 示 さ れ た 。 PRPは 、 細 胞 構 造 を 変 形 さ せ る こ と な く MSCの 増
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殖 を 促 し 、 適 切 な 送 達 物 質 と し て 作 用 す る 。 PRPは 、 注 入 に よ る 細 胞 の 送 達 の た め の 極 め
て 好 適 な 媒 体 と し て 、 臨 床 の 場 で 骨 欠 損 を 修 復 又 は 再 建 す る た め に 有 用 で あ ろ う 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 の 組 成 物 は 、 骨 組 織 又 は 歯 周 組 織 の 修 復 、 再 生 が 必 要 と
さ れ る 各 種 の 分 野 に 適 用 す る こ と が で き る も の で あ る 。 例 え ば 、 高 度 な 骨 吸 収 が 認 め ら れ
る 顎 堤 に 人 工 歯 根 の 植 立 を 行 う 場 合 の 骨 増 生 に 適 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 外 傷 、 各 種
骨 疾 患 に よ り 生 ず る 骨 欠 損 部 に お け る 骨 組 織 の 再 生 、 骨 の 補 強 又 は 補 填 に 適 用 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 歯 周 病 等 に よ る 歯 槽 骨 の 欠 損 部 に お け る 歯 槽 骨 、 歯 周 組 織 の 再 生 に 適 用 す
る こ と が で き る も の で あ る 。 適 用 方 法 と し て は 、 ゲ ル 状 、 ペ ー ス ト 状 等 の 組 成 物 を 適 用 部
位 に 填 入 、 注 入 、 又 は 塗 布 等 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成 物 に は 、 骨 形 成 系 の 細 胞 の 増 殖 或 い は 分 化 を 促 進 さ
せ る 能 力 を も つ 成 長 因 子 が 数 多 く 含 ま れ る 。 従 っ て 、 適 用 部 （ 移 植 部 ） に お い て 、 骨 形 成
系 の 細 胞 を 効 率 的 に 増 殖 或 い は 分 化 さ せ 、 骨 組 織 又 は 歯 周 組 織 の 形 成 を 促 進 す る こ と が で
き る 。 自 家 の PRPを 用 い る こ と に よ り 、 毒 性 が な く 、 し か も 免 疫 非 活 性 で あ る 上 記 の 成 長
因 子 に よ り 、 骨 組 織 又 は 歯 周 組 織 の 再 生 は 、 質 、 量 と も に 向 上 す る も の と 考 え ら れ る 。 ま
た 、 ゲ ル 状 等 の 流 動 性 で あ る た め 、 注 射 針 等 を 用 い て 適 用 部 に 容 易 に 填 入 で き （ 創 部 を 開
放 す る こ と な く 適 用 す る こ と も 可 能 で あ る ） 、 ま た 、 骨 欠 損 部 の 形 状 に 合 わ せ て 予 め 成 型
す る こ と を 要 せ ず 、 そ の 汎 用 性 が 高 い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 骨 又 は 歯 周 組 織 形 成 用 組 成
物 を 用 い る こ と に よ り 、 自 家 骨 を 採 取 し て 移 植 に 供 す る 必 要 が な く な り 、 容 易 に 骨 又 は 歯
周 組 織 の 増 生 を 図 る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 上 記 発 明 の 実 施 の 形 態 及 び 実 施 例 の 説 明 に 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。
特 許 請 求 の 範 囲 の 記 載 を 逸 脱 せ ず 、 当 業 者 が 容 易 に 想 到 で き る 範 囲 で 種 々 の 変 形 態 様 も こ
の 発 明 に 含 ま れ る 。
　 本 明 細 書 の 中 で 明 示 し た 論 文 、 公 開 特 許 公 報 、 及 び 特 許 公 報 な ど の 内 容 は 、 そ の 全 て の
内 容 を 援 用 に よ っ て 引 用 す る こ と と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 実 験 プ ロ ト コ ー ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 (A)骨 再 生 の 肉 眼 的 所 見 ： (a)イ ヌ 下 顎 に お け る 実 験 デ ザ イ ン 、 ト レ フ ィ ン バ ー で
直 径 10mmに て 作 製 。 (b)骨 欠 損 部 内 の 移 植 材 料 。 (c) dMSCs/PRP群 、 PCBM群 及 び コ ン ト ロ ー
ル 群 の 骨 再 生 （ 移 植 ８ 週 後 ） 。 dMSCs/PRP群 及 び PCBM群 で は 本 来 の 骨 レ ベ ル で あ っ た が 、 P
RP又 は コ ン ト ロ ー ル 群 で は 完 全 に は 再 生 さ れ な か っ た 。 (B)X線 に よ る 評 価 ： (a)移 植 後 の X
線 像 。 (b)移 植 ２ 週 後 の X線 像 。 コ ン ト ロ ー ル 群 の 欠 損 部 に お い て 骨 形 成 が な い こ と に 注 目
。 PCBM群 に お い て 移 植 し た PCＢ Mを 認 め 、 ま た dMSCs/PRP群 で 骨 形 成 を 認 め る 。 (c)移 植 ４
週 後 の X線 像 。 dMSCs/PRP群 及 び PCBM群 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 異 な り 、 欠 損 部 内 に 骨 形 成
を 認 め る 。 (d)移 植 ８ 週 後 の X線 像 。 PCBMで 欠 損 部 を 埋 め た も の は ８ 週 後 で 放 射 線 透 過 性 で
あ り 、 PCBMの 吸 収 を 示 す 。 対 照 的 に 、 dMSCs/PRPの イ ン プ ラ ン ト で 欠 損 部 を 埋 め た も の で
は 良 好 な 骨 形 成 を 示 し た 。
【 図 ３ 】 (A-L)コ ン ト ロ ー ル 群 、 PRP群 、 PCBM群 、 dMSCs/PRP群 の ２ 、 ４ 、 ８ 週 後 の 組 織 学
的 評 価 ： 低 倍 率 。 各 群 に つ い て 代 表 的 な 移 植 物 の 切 断 面 。 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン で 染
色 し た 。 オ リ ジ ナ ル 倍 率 ： (A-L)× 40。 (A)コ ン ト ロ ー ル 群 の ２ 週 後 ； (B)コ ン ト ロ ー ル 群
の ４ 週 後 ； (C)コ ン ト ロ ー ル 群 の ８ 週 後 ； (D)PRP群 の ２ 週 後 ； (E) PRP群 の ４ 週 後 ； (F)PRP
群 の ８ 週 後 ； (G) dMSCs/PRP群 の ２ 週 後 ； (H)dMSCs/PRP群 の ４ 週 後 ； (I)dMSCs/PRP群 の ８
週 後 ； (J)PCBM群 の ２ 週 後 ； (K)PCBM群 の ４ 週 後 ； (L)PCBM群 の ８ 週 後 。  (A-L)コ ン ト ロ ー
ル 群 、 PRP群 、 PCBM群 、 dMSCs/PRP群 の ２ 、 ４ 、 ８ 週 後 の 組 織 学 的 評 価 ： 低 倍 率 。 各 群 に つ
い て 代 表 的 な イ ン プ ラ ン ト の 切 断 面 。 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン で 染 色 し た 。 オ リ ジ ナ ル
倍 率 ： (A-L)× 40。 (A)コ ン ト ロ ー ル 群 の ２ 週 後 ； (B)コ ン ト ロ ー ル 群 の ４ 週 後 ； (C)コ ン ト

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-122518 A 2006.5.18



ロ ー ル 群 の ８ 週 後 ； (D)PRP群 の ２ 週 後 ； (E) PRP群 の ４ 週 後 ； (F)PRP群 の ８ 週 後 ； (G) dMS
Cs/PRP群 の ２ 週 後 ； (H)dMSCs/PRP群 の ４ 週 後 ； (I)dMSCs/PRP群 の ８ 週 後 ； (J)PCBM群 の ２
週 後 ； (K)PCBM群 の ４ 週 後 ； (L)PCBM群 の ８ 週 後 。
【 図 ４ 】 コ ン ト ロ ー ル 群 、 PRP群 、 PCBM群 、 dMSCs/PRP群 の ２ 、 ４ 、 ８ 週 後 の 組 織 学 的 評 価
： 高 倍 率 。 各 群 に つ い て 代 表 的 な 移 植 物 の 切 断 面 。 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン で 染 色 し た
。 オ リ ジ ナ ル 倍 率 ： (A-L)× 200。 (A)コ ン ト ロ ー ル 群 の ２ 週 後 ； (B)コ ン ト ロ ー ル 群 の ４ 週
後 ； (C)コ ン ト ロ ー ル 群 の ８ 週 後 ； (D)PRP群 の ２ 週 後 ； (E) PRP群 の ４ 週 後 ； (F)PRP群 の ８
週 後 ； (G) dMSCs/PRP群 の ２ 週 後 ； (H)dMSCs/PRP群 の ４ 週 後 （ 活 性 血 管 形 成 が 見 ら れ る ）
； (I)dMSCs/PRP群 の ８ 週 後 （ 層 状 骨 が 観 察 さ れ る ） ； (J)PCBM群 の ２ 週 後 （ 矢 印 、 移 植 PCB
M） ； (K)PCBM群 の ４ 週 後 （ 空 洞 が 見 ら れ る 、 移 植 PCBMの 吸 収 に 起 因 ） ； (L)PCBM群 の ８ 週
後 。
【 図 ５ 】 組 織 形 態 学 的 解 析 結 果 を ま と め た 表 で あ る 。 全 て の イ ン プ ラ ン ト の 骨 再 生 能 を 、
皮 質 及 び 髄 質 骨 表 面 を イ メ ー ジ 解 析 で 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 有 意 性 ： *p<0.005
、 **p<0.001
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