
【研究の背景と目的】

多血小板血漿（Platelet rich−Plasma : PRP）

は，自己血を遠心分離することで得られる血漿成

分で，末梢血に比べ３．５～４．５倍の血小板が含まれ

ている．皮膚科や形成外科領域では，創傷治癒促

進を目的として PRPが用いられているが，近

年，歯科・口腔外科領域においてもインプラント

治療の骨造成に際して PRP療法が適用されてい

る．この PRP療法は再生医療において増殖因子

の供給のほか，自家骨や人工骨を移植する際の

キャリアーとしても利用されている．しかし，そ

の調製法は医療施設によって異なるため PRPを

再生療法に応用した有効性は明らかにされていな

い．そこで本研究では，ヒト培養骨髄間葉系細胞

移植を併用した骨造成に適用する PRP療法の条

件を確立する基礎的研究として PRPの骨髄間葉

系細胞への作用について検討した．

【実験方法】

全血９mlに対し ACD−A液１mlを添加して混

和後，３０００×g・minで遠心分離した後，Buffy

coat直上の血漿を PRPとして３ml採取した．

PRPは，－２０℃で凍結し，実験時に融解させて

PRPの 濃 度 を０，１，２．５，５，１０，２０，５０，

７５，１００％に調整して使用した．

細胞は，不死化骨髄間葉系幹細胞株である

UE７T−１３細胞を使用した．

培地は，①Minimum Essential α（α−MEM）

培地に１％ Penicillin−Streptomycinを添加した

ものをを基礎培地として使用し，②基礎培地に

１０％ウシ胎児血清を添加したものを１０％ FBS培

地，③基礎培地に０．１mM dexamethasone，５０

mg ascorbate−２phosphate，１０mM β−glycero-

phosphateを添加したものを骨分化誘導培地，

④基 礎 培 地 に，０．５mM isobutyl−methylxan-

thine，１mM dexamethasone，１０mM insulin，

２００mM indomethacinを添加したものを脂肪分

化誘導培地，⑤基礎培地に６．２５mg/ml insu-

lin，１０ng/ml TGF−β，５０nM ascorbate−２−phos-

phateを添加したものを軟骨分化誘導培地とし，

５％ CO２，３７℃の条件下で培養を行った．

測定項目は，細胞数の経時変化，細胞形態の経

時変化，骨分化マーカー・骨軟骨共通分化マー

カー・軟骨分化マーカーの遺伝子発現量，細胞分

化の進行と骨芽細胞の活性，PRP中のサイトカ

イン量とした．

細胞数の経時変化の測定と細胞形態の経時変化

の観察は，定量した UE７T−１３細胞を播種した

基礎培地または，１０％ FBS培地に各濃度の PRP

を添加して７日間培養し，細胞数はWater sol-

uble Tetrazolium法で測定し，形態変化は位相

差顕微鏡で観察した．

遺伝子発現量の測定は，骨芽細胞分化マーカー
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と し て TypeⅠcollagen, Osteonectin（OPN），

Osteocalcin（OCN），骨軟骨共通マーカーとし

て Alkaline Phosphatase（ALP），Runx２，Msx

２，軟骨分化マーカーとして TypeⅡcollagen,

Sox９，Aggrecanのプライマーを使用し，５µg

の総 RNAから cDNAを合成した後に，real−

time PCR法で評価した．

細胞分化の進行については Alizarin Red S染

色で石灰化，Oil Red O染色で脂肪，Alcian Blue

染色で軟骨基質の発現の有無を確認した．また

ALP染色では骨芽細胞の活性を確認した．

PRP中のサイトカインの検討は血小板由来増

殖因子（PDGF）−AA，PDGF−AB，PDGF−BB，

骨形成タンパク質（BMP）−２，BMP−７，BMP−９

の定量を ELISA法でおこなった．統計解析は t

検定を用いた．

【結果と考察】

�１ 細胞数の経時変化

基礎培地では PRP濃度０％に比べて，１０％ま

では細胞数が増加し，２０％では差はなく，５０％以

上では低下した．

１０％ FBS培地では PRP濃度０％に比べて，

１％では細胞数に差はなく，２．５％以上では低下

した．

基礎培地と１０％ FBS培地の比較では後者の方

が PRP濃度２．５％までは細胞数が多く，５～

２０％では差がなく，５０％以上では少なかった．

�２ 細胞形態の経時変化

PRP濃度５０％以上では基礎培地と１０％ FBS培

地の双方で突起を有する細胞に変化した．

�３ 遺伝子発現

PRP濃度５０％での基礎培地と１０％ FBS培地の

比較では，基礎培地の方が骨芽細胞分化マーカー

（TypeⅠcollagen，OPN，OCN），骨軟骨共通

マーカー（ALP，Runx２，Msx２），軟骨分化

マーカー（TypeⅡcollagen，Sox９，Aggrecan）

の遺伝子量が４～７日目に有意に増加した．

�４ 細胞分化の進行と骨芽細胞の活性

PRP濃度５０％基礎培地での培養では１４日目に

石灰化と軟骨基質の発現を確認した．一方，脂肪

は認めなかった．ALP染色では培養４日目から

PRP濃度１０％，５０％基礎培地での培養細胞に，

培養７日目には PRP濃度０％の１０％ FBS培地

での培養細胞で染色を確認した．

�５ PRP中のサイトカイン

凍結前後の比較では凍結融解後の方が，PDGF

−AA，PDGF−AB，PDGF−BB，BMP−２，BMP

−７，BMP−９のサイトカイン量が高かった．

以上から低濃度（１０％以下）の PRPは培養骨

髄間葉系幹細胞数の増加促進に働き，高濃度

（５０％以上）の PRPは細胞数の抑制に働くとと

もに，骨芽細胞や軟骨細胞形質の獲得を促進する

ことが示唆された．血清は細胞数増加に寄与して

いるが，PRP濃度５０％以上では細胞数の増加が

みられなかった．その理由には，細胞の形態変化

と特殊染色の結果から骨芽細胞や軟骨細胞への分

化が促進しているためと考えられる．また，凍結

融解後の PRPでは PDGFと BMP濃度が凍結前

よりも高く，これらが関与している可能性も示唆

された．
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