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研究成果の概要：  

ヒト脂肪組織より採取した未分化間葉系幹細胞に、ウシ血清の代用としてヒト多血小板血漿

(platelet rich plasma:以下ＰＲＰ)を添加し骨再生医療の研究を行った。ＰＲＰの添加により、

幹細胞の増殖・骨分化能はともに促進し、培養液をゲル・膜などの形状に変化させた。ＰＲＰ

は再生医療において成長因子としての働くと同時に、細胞移植の際の担体（土台）としての役

割を果たすことができるものと示唆された。 

 

 

交付額 
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  年度  
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研究分野：歯学 
科研費の分科・細目：外科系歯学 
キーワード：再生医療、培養骨、多血小板血漿（ＰＲＰ） 
 
１．研究開始当初の背景 

生体組織の再生には３要素（①細胞②成長

因子③担体）が必要である。このうち①の細

胞に関しては、多分化能を有し増殖能にも優

れた間葉系幹細胞が注目されている。骨再生

分野では骨髄由来の間葉系幹細胞を使用す

るが、2001 年 Tuk らは皮下脂肪から抽出した

脂肪由来間葉系幹細胞に骨芽細胞への分化

能があることを報告した。 

②の成長因子として多血小板血漿（ＰＲ

Ｐ）が注目されている。ＰＲＰ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、

口腔外科領域ではインプラント治療や歯槽

骨再生治療などにおける PRP 併用の有用性

などの研究が盛んに行われている。 

 

２．研究の目的 

外傷や腫瘍切除で生じた顔面骨欠損や、歯

周病などの炎症性歯槽骨吸収症例へ、外科的

侵襲の少ない方法による修復を実現するた

めに、自家骨移植にかわる再生医療として、

自己脂肪由来幹細胞を安全に効率よく増

殖・骨分化・移植するシステムの構築を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

①細胞はヒト由来脂肪由来未分化間葉系幹

細胞（Adipose-derived stem cells： ASCs）、

ヒト骨芽細胞、ヒト線維芽細胞を使用した。

培養添加因子としてウシ血清の代用で自己

多血小板血漿 (platelet rich plasma:以下

PRP)を使用した。通常培養に使用するウシ血

清（ＦＣＳ）を添加した群とＰＲＰ添加群に

ついて、細胞増殖・骨分化に関して比較・検

討（ＭＴＴアッセイ、ＡＬＰ染色、von Kossa

染色）を行った。 

②培養後の細胞の生体内における骨分化能

の有効性を確認するため、ＰＲＰゲルに含ま

せたヒト由来脂肪由来未分化間葉系幹細胞

（Adipose-derived stem cells： ASCs）のモ

デルマウスへの生体内移植を行い対照群（Ｆ

ＣＳ添加群）と新生骨の有無について比較し

た。 

③ＰＲＰについて 

１．自己・非自己成分 

２．新鮮・凍結保存後 

３．濃度別 

によってその能力に相違が生じるか検討を

加えた。 
④脂肪採取法の開発 

現在の皮下脂肪からの採取法の他、口腔内か

らの脂肪採取を目的に、頬脂肪体から ASCs

を抽出する方法を開発した。頬脂肪体は手術

時に露出したものを患者の同意を得た上で

使用した。 
 
 
４．研究成果 
 

ＰＲＰの幹細胞増殖促進について 

ＦＣＳにかわり、ＰＲＰを基礎培地に添加すると、

ＡＳＣｓ、ヒト骨芽細胞、ヒト線維芽細胞の増殖

はいずれも著しく促進した。中でも線維芽細胞

においては対照群（ＦＣＳ添加群）と比較して明

らかな有意差を認めた。位相差顕微鏡で細胞を

観察すると、ＦＣＳ添加培地では、流紋状に整列

して増殖するＡＳＣｓ、ヒト骨芽細胞、ヒト線維

芽細胞が、ＰＲＰ添加培地ではいずれも無規則

な方向に重なり合い増殖していた。さらに焦点を

変えることで異なる複数の細胞層が観察された。

これはＰＲＰを添加した培地がフィブリン活性化

によりゲル化し、そのＡＳＣｓが３次元的的に増殖

したことによるものであった。さらにＰＲＰ添加培

地の細胞個々のサイズはＦＣＳ添加培地の細胞

よりも小型で、かつ密集して増殖していた。 

 

PRP は培養液をゲル化する 

PRP に含まれるフィブリン成分の活性化に

より培地全体がゲル化することを明らかに

した。骨分化を目的とした長期培養中にゲル

は薄い膜状になりシャーレ底部に付着し、剥

離は困難であった。この問題を解決するため、

さらに高濃度のＰＲＰを添加し、ASCs を播種

して培養したところ、３０分後には培地全体

がゲル化し、翌日には細胞を取り込み丸く収

縮したＰＲＰ膜が培養液上に浮遊した。一週



間後、膜はさらに収縮して小さな球状の凝集

塊となり、蛋白分解酵素処理等を必要とせず

に、塊ごと細胞を容易に回収可能であった。

PRP を細胞培養液に添加する際、PRP に含

まれるフィブリン成分の活性化により培地

全体がゲル化することを明らかにした。さら

にＰＲＰの添加量・添加時期などの違いによ

り培養液をゲル・膜などの形状に変化させる

ことも可能であった。この PRP ゲルを細胞

の足場（担体）として安定した幹細胞の供

給・移植技術を臨床応用する計画については、

セ ル プ ロ セ ッ シ ン グ セ ン タ ー （ cell 

processing senter:CPC）などの無菌性環境整

備を必要とするため、臨床試験は実現しなか

った。 

 

ＰＲＰの幹細胞骨分化促進能について 

自己 PRP 添加群の幹細胞（ASCs）におけ

る骨分化促進能を ALP 染色・von Kossa 染

色にてウシ血清（ＦＣＳ）添加群と比較した

ところ、いずれもＰＲＰ添加群の骨分化能が

優れていた。ＰＲＰ添加群は骨分化誘導をか

けずにそのまま培養し、２Ｗ後ＡＬＰ染色で

コラーゲンⅠ強陽性、４Ｗ後 von Kossa 染色

で豊富な骨基質の蓄積が確認された。高濃度

ＰＲＰ添加群において生じた塊の組織切片

像において、細胞と骨基質を含んだ膜がヒダ

状に、複数層に折りたたまれた形状を呈して

いた。 

 

ASCs のヌードマウス生体内移植 

ＰＲＰを添加した ASCs 群では、移植して

４週間後に異所性の骨新生を認めた。一方対

照群（ＦＣＳ添加 ASCs 群）には明らかな骨

新生は認めなかった。 

 

ＰＲＰの条件について 

次にPRPの試薬製品化を視野に入れ、非自

己PRPの幹細胞への有効性を調べた。非自己

PRP添加培地はウシ血清添加培地を比較し

て、多数の幹細胞が層状に密集して増殖し、

８週間後、旺盛な骨分化促進能を示し（ALP

染色・アリザリンレッド染色ともに強染色）、

その効果は自己ＰＲＰと差はなかった。 

凍結保存したPRPでは、細胞増殖能は認め

たものの、骨分化促進能は著しく低下した。

さらに高濃度（１０％－３０％）PRP

は、濃度依存的に、優れた細胞増殖・

骨分化能を示した。  
 

脂肪採取法の開発 

 く、消毒が困難という口腔内は細菌数が多

悪条件が重なり、皮下脂肪と比較して細菌感

染の割合が多く、抗生剤を併用しても培養成

功率は低くなった。今後細菌感染を防ぐ方法

の検討が望まれた。 
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