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研究成果の概要（和文）：これまで我々は乳癌に対する乳房温存術後の乳房変形に対し，脂肪組織由来幹細胞
(ADSCs)を用いた研究を行ってきたが，注入脂肪組織の経時的な萎縮が問題となっていた．そこで，血管新生作
用や各種の成長因子を多く含むことで知られる多血小板血漿(PRP)を用いて，ADSCの増殖能や分化に与える影響
を検討した．至適濃度に希釈したPRPをADSCに添加すると細胞増殖能を持ち，顕微鏡下での細胞の形態観察や免
疫染色において分化誘導能が示唆されたが，下肢虚血マウスモデルを用いた生体実験では，PRPを添加しない
ADSC単独投与群で最も血流改善が良好な結果となった．

研究成果の概要（英文）：We had reported some positive results about using adipose derived stem cells
(ADSCs) to breast deformation after breast-conserving surgery in clinical research. However, one 
problem is that atrophy of adipose tissues. To resolve this problem, we demonstrate the efficacy of 
adding platelet rich plasma(PRP), contains numerous growth factors useful for angiogenesis, cell 
proliferation and differentiation. As a results, the proliferation rate of ADSCs was higher in the 
optimum concentration of PRP, and we suggested that differentiation inducing ability from ADSCs to 
vascular endothelial cells at a specific concentration. 
And that, we suggested that the ability of neovascuralization using a mouse ischemic hindlimb model 
according to laser Doppler perfusion scan. Against our expectation, blood flow ratios of ischemic 
limb to nomal limb were significantly higher in only ADSC group. 

研究分野： 形成外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪組織由来幹細胞(ADSCs)と多血小板血漿(PRP)の併用投与により，ADSCの細胞増殖能や血管内皮細胞への分化
誘導能があることを証明できた．一方，下肢虚血モデルマウスでの1ヶ月間の血流改善度の追跡評価では，我々
の予想に反し併用投与よりもADSCs単独投与で良好なデータが得られた．
In vitro実験は5日間と短期的な追跡であったが，局所投与によるvivoの実験は1ヶ月と比較的長期の追跡であっ
たため，この間にPRPの局在性が失われてしまった可能性などが予想された．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまで我々は，脂肪組織由来幹細胞（Adipose derived Stem Cells : ADSCs）を用いた乳が
ん術後の乳房再建術の基礎研究および臨床研究を行ってきた．この結果，注入脂肪組織の経時
的な萎縮が問題となってきた．これらの問題を解決するため，脂肪と ADSCs の移植時に PRP を
混合付加することによって，血管新生を誘導し，移植した脂肪組織の萎縮を予防することがで
きる新たな治療法の開発を行うことを計画した． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，乳癌に対する乳房温存術後の乳房変形に対する皮下脂肪細胞と皮下脂肪由来

幹細胞（Adipose derived stem cells: ADSCs）移植の際に課題となっていた経時的な注入脂肪

細胞萎縮を予防するために，多血小板血漿（platelet rich plasma:PRP）を同時に移植するこ

とにより脂肪細胞の生着率を向上することを期待し，新たな治療法を開発することである．多

血小板血漿（Platelet-Rich Plasma : PRP）は，血管新生，線維芽細胞の活性化およびコラー

ゲン産生に関する成長因子を多く含むため，PRP を用いた血管新生，骨再生，血管修復，創傷

治癒および抗加齢療法に関する研究が報告されている．これらの性質を持つ PRP を移植した脂

肪組織および ADSCs に混合付加すれば，血管新生を誘導し，移植した脂肪組織の萎縮を予防で

きるのではないかと予想し，試験管内および生体内での検討を行うこととする． 

 
３．研究の方法 
当初は乳房再建モデルマウスを作製し使用する予定であったが，マウスとヒトの皮下組織には

構造に違いがあり，マウスへ移植した脂肪組織が定着しなかった．したがって，代用として汎

用されている下肢虚血モデルマウスを作製し使用した． 

(1) PRP の作製 

8 週齢の Lewis ラット(雄)を日本 SLC から購入し使用した． 

EDTAが添加された採血管チューブに4匹のラットから心臓穿刺して採血する．集めた血液を450

×gで 7分間遠心分離する．Buffy coat を含んだ上清を 1つのチューブに集め，1,600×gで 5

分間遠心分離にかける．沈殿した血小板ペレットを含んだ 1.0mL 血漿を PRP とした．上記とは

別に，抗凝固などを含まないチューブ内で 30 分間室温で静置した血液 1.0mL を 2,000×g で 8

分間遠心分離した上清を自家トロンビンとする．0.5M CaCl2と自家トロンビンを 1:1 の体積比

で事前に混和したものをアクティベーターとし，PRP とアクティベーターを 10:1 の体積比で混

ぜ，室温にて 10 分間静置し活性化させる．活性化 PRP は各 10分間ずつ 90×gと 9,000×gで遠

心分離にかけ，使用するまで-40℃で保管する． 

 

(2) ADSC の作製 

PRP と同様 Lewis ラットを用いる．鼠径部から脂肪組織を採取し，それらを細断し，1mg/mL の

タイプⅠコラゲナーゼを添加後に 33℃で 1時間振盪して消化させる．100μLフィルターを用い

て濾過し，1,500rpm で 5分間遠心分離して脂肪細胞を除去すると ADSC が得られる．ADSC は 20% 

FCS が添加された DMEM を培地とした 10cm dish 内で培養される．継代を繰り返して P3 の細胞

を使用する．  

 

(3) 細胞数計測による細胞増殖度の検討 

ADSCs を 5.0×10^4cells/mL に希釈して 24-well プレートに播種，一晩静置した後に 4 つの異

なる培地(①血清を含まない DMEM，②1%PRP 含有 DMEM，③5%PRP 含有 DMEM，④10%PRP 含有 DMEM)

に交換しセルカウンターを用いた細胞数計測で細胞増殖の程度を時系列を追って検討した． 

 



(4) MTT assay による細胞増殖度の検討 

1.0×104 cells/well 100μL の ADSCs を 96well plate に播種した．その 4時間後に培地交換し

て試薬を添加し，1日目と 3日目の吸光度測定を行う． 

 

(5) Cell scratch assay 

ADSCs を 1×105cells/well に希釈して培地を 10%FCS として培養し，翌日に各群の培地に交換

する．24h 後に dish の中心部を擦過し一定時間経過したものをトリパンブルー染色して細胞の

増殖の程度や迷入の様子を観察する． 

 

(6) 培養液中の成長因子タンパク測定 

RT-PCR および real time PCR を用いて各種タンパク(VEGF, HGF, FGF, HIF)の発現量を調べた． 

 

(7) 下肢虚血モデルマウスへの PRP および ADSCs の局所投与 

BALB/c-nu/nuマウス(8週齢, 雄，日本SLC, 東京)を用いた. ケタミン(80mg/kg, 三共, 日本), 

キシラジン(5mg/kg, バイエル, 東京)の混合溶液 0.2mL を腹腔内投与し, 全身麻酔および鎮痛

処置を施す. その後右後肢の大腿動脈を 8-0 絹糸で 2箇所結紮し，その間を切断する.  

Control(PBS 投与)群(n=5), activated PRP 単独投与群(n=3), ADSC 単独投与群(n=3)，PRP+ADSC

併用投与群(n=3)を作製する．ADSC は PBS40uL で希釈して使用し，ADSCs 濃度は 1.0×106 

cells/40uL とし，10uL ずつを大腿内転筋の 4箇所に筋肉内注射する． 

 

(8)マウス下肢の血流評価 

以下のプロトコールに準じて, レーザードップラー血流計(Laser Doppler Perfusion Imager 

system, Periscan, Sweden)を用いた血流評価を行なった． 

1 週間ごとに LDP での血流評価を行い, 術後 1 日目，7 日目,14 日目,21 日目,28 日目でのデー

タを各群にて比較した． 

 
４．研究成果 

(1) 細胞増殖度の検討 

1 日目では 5%PRP 添加群において有意に細胞増殖を来したが，3日目，5日目にかけて差はほと

んどなくなった． 

 

図 1 

 

 

 



(2) MTT assay 

結果的に 10%FCS 群と比較して 10%PRP 群で有意に吸光度が高くなった． 

図 2 

 

 

(3) Cell scratch assay 

細胞の局在性は確認できたが，図 4のグラフに示すように細胞密度は 5%FCS 群と比較して差が

出ない結果となった． 

図 3（左上：コントロール群，右上：5%PRP 添加群，左下： 5％FCS 添加群） 

 

  

 

図 4 

 

 

(4) 培養上清中の VEGF, HGF, FGF, HIF 測定 

RT-PCR にて全てのマーカーでバンドの発現を認めた．一方で Real time PCR ではコントロール

群と比較して成長因子マーカーの発現量が少ない結果となった． 

 

 



図 5 

 

 

(5)レーザードップラー血流計による下肢血流回復度の検討 

投与から 4週間後までの追跡を行った．3週目で有意差はないものの PRP+ADSC 併用投与群にお

ける血流回復を認めたが，最終的には我々の当初の予想と反して，ADSC と PRP の併用投与より

も ADSC 単独投与にて顕著に血流改善を認めることが分かった． 

図 6 
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