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研究成果の概要： 本研究は、多血小板血漿（platelet-rich plasma; PRP）から分離した、

洗浄血小板(washed platelet, WPLT)がヒト歯髄細胞の増殖に対し、促進的に作用すること

を明らかにしたものである。細胞増殖に対し PRP は弱い促進作用しか示さなかったが WPLT

は、より効果的にその細胞増殖を促進した。また、乏血小板血漿(platelet poor plasma, PPP)

の添加は濃度依存的に培養ヒト歯髄細胞の成長を抑制した。これらの結果から WPLTは PRP

よりも効果的にヒト歯髄細胞の増殖を促進することが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

多血小板血漿(platelet-rich plasma; PRP)

は、近年その強力な組織再生能力から整形外

科領域のみならず、歯科領域においてもイン

プラント埋入手術などに広く利用されるよ

うになってきた。しかしながら、血小板中に

含まれる数多くの成長因子の作用メカニズ

ムや、個々の歯周組織細胞に対する作用など

不明な点が多いまま、経験則的な使用法から

臨床応用が開始され現在に至っている。従っ

て、最近では、ＰＲＰは組織再生療法に対し、

必ずしも充分な効果を発揮しないとする報

告も数多く認められる様になってしまった。 

一方、歯内療法処置、特に、生活歯髄切断

等の歯髄組織保存再生療法には、従来より水

酸化カルシウムが使用され、一定の効果を収

めている。しかしながら、同薬剤は寛恕的に
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歯髄創面を壊死させるだけの作用しか有さ

ず、積極的に歯髄組織を再生・石灰化させる

ものではない。同薬剤の歯内療法処置への応

用は 100 年近くの長い歴史を持つが、逆に、

これは他に適当な因子が存在しないという、

歯内療法処置の進化が停止している事実を

如実に物語っているにすぎない。再生医療の

重要性が声高に叫ばれている現在、歯内療法

処置にも、感染部位を機械的に除去しガッタ

パーチャーを充填するだけの治療法から、新

たな歯内療法処置を創造する時代に来てい

るのではなかろうか。歯髄組織再生において、

積極的な歯髄閉鎖を試みる手段としては、焼

成ウシ骨粉や象牙質粉の応用等が試みられ

ているが、現代社会においては交通手段の発

達や社会構造の変化に伴い、感染症も世界的

規模でリアルタイムに蔓延していく傾向が

認められ、これらの危険を前述の処置法から

完全に除去することは不可能である。HIV の

蔓延やサイトメガロウィルス感染、狂牛病感

染等の問題を再生医療用材料から除外しよ

うとした場合、自己由来の生体材料の使用が、

最も安全で効率的な方法と思われる。このよ

うな観点から見ると、ＰＲＰ療法は自己由来

増殖因子の供給が容易に、また、確実に行え

る、最も現実的な治療法であるように思われ

る。 

そこで申請者は、従来のＰＲＰ療法におけ

る効果の不確実性を解明するため、様々な細

胞や因子が含まれるヒト血液を、各々の血液

成分ごとに分離し、各成分の歯周組織細胞に

対する増殖活性を in vitro で計測した。その

結果、血小板と血漿成分との混合物であるＰ

ＲＰから、血漿成分を除去して洗浄血小板と

して作用させることにより、これら細胞に対

する安定した増殖活性が得られることが判

明した。これに対し、従来のＰＲＰは歯周組

織細胞の増殖に対しては、全く効果を示さな

いか、逆に抑制的に働いた。このようにＰＲ

Ｐから血漿成分を除去し、洗浄血小板の形態

にすれば、微尐な生活歯髄切断の創面にも同

因子を作用させることが可能となり、また、

増殖因子の作用濃度を自由に調節すること

も可能となってくる。このような結果を踏ま

え申請者は、歯髄保存処置に対する効率的な

PRP 療法の可能性を検討し、自己由来増殖因

子による、安全で効果的な歯髄組織保存再生

療法を確立するための基礎的データを集積

することを目的とし、一連の研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

 

血小板には platelet-derived growth factor 

(PDGF) 、 transforming growth factor- 

(TGF-) あ る い は insulin-like growth 

factor-I (IGF-I)など多くの成長因子が含まれ

ている。近年、これら成長因子の作用を期待

して、歯科領域においても、骨組織や歯周組

織 の 再 生 治 療 に 対 し 多 血 小 板 血 漿

（platelet-rich plasma; PRP）が盛んに応用

されるようになってきた。しかしながら、

PRP による創傷治癒促進のメカ二ズムの解

明を試みた報告は骨芽細胞や歯肉線維芽細

胞が中心で、歯髄細胞に対する同因子の作用

を検討した報告は数尐ない。さらに、現在

PRP を応用した臨床報告では、基礎的データ

に裏付けされた組織再生促進に関する報告

は尐なく、PRP 中の組織再生を促進する血小

板の理想的な濃度や、重要な働きを担う成分

などは明確に示されているとは言えない。し

たがって、最近では、PRP は組織再生療法に

対して必ずしも十分な効果を発揮しないと

する報告も数多く認められるようである。重

篤な感染症が世界的にリアルタイムに蔓延

する現代社会においては、自己由来生体材料

の応用が、最も安全で効率的な再生医療用材

料となるものと思われる。この様な観点から

PRP 療法にも、より安全で確実な効果が期待

できるような改良と、これを裏付ける基礎的

データの蓄積が必要とされている。 

一方、PGE２は種々の病態に関与すると共

に、増殖や分化、生体の恒常性維持を司る幅

広い働きを持った autacoid である。創傷ある

いは炎症時には同因子が血管透過性を亢進

することにより、炎症性細胞の創傷部位への

遊走が促進され、直接または間接的に組織の

治癒を促進する。また、硬組織再生における

同因子の働きは、骨芽細胞の増殖促進、破骨

細胞の分化誘導など、骨の吸収・添加の調節

に密接な働きを持つ因子として、古くからそ

の関係が重視されてきた。 

そこで、本研究ではヒト歯髄細胞の増殖、



 

 

PGE2 産生、及び、石灰化関連遺伝子発現に

対する PRP および洗浄血小板 (washed 

platelet; WPLT)の作用について検討を加え

ることにより、将来的に、生活歯髄切断にお

ける創面の保護、治癒促進に対する WPLT

の応用の可能性について検討した。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 培養細胞  ヒト歯髄細胞は、矯正治

療上の理由により便宜抜歯を行った患者の

小臼歯から得た。歯髄を細切した後、-MEM

培地に 10%牛胎児血清を添加し、370C、5%

炭酸ガス気相下にて培養し、実験には 5 代か

ら 10 代継代したものを供試した。 

(2) 血小板浮遊液の調製 

PRP は既報の方法により調整した。PRP

の調整は健常成人男性の静脈より、1ml の

3.8%クエン酸 1ml を含有するプラスチック

注射器にて 9ml の血液を採取した後、直ちに

転倒混和し、ポリプロピレン製遠心管に移し

た。そして、170xg、100C、10 分間遠心し、

その上層を PRP 画分として分取した。さら

に、下層の赤血球は1700xgで30分間遠心し、

乏血小板血漿（platelet poor plasma; PPP）

を得た。PRP の血小板数の調整は、この PPP

画分を用いた。また、洗浄血小板浮遊液

（washed platelet; WPLT）の調整は PRP に

60mM EDTA 溶液（PH7.4）を 1/10 量添加

し、十分に混和した後、1700xg、200C、20

分間遠心分離した。上層の血漿を除去した後、

60mM EDTA 含有 pH 7.4 のリン酸緩衝液を

加えて、再度 1700xg、200C、20 分間遠心分

離し、上層を除去した。その後、氷上で冷却

しながら氷冷-MEM を適量加え、血小板数

を開始時の PRP の血小板数と同じになるよ

うに調整した。PRP と W-PLT は、凍結融解

法により血小板から成長因子を放出させ、そ

の遠心上清を実験に供試した。 

(3) 増殖細胞数の定量 

細胞の増殖は Cell counting kit-8 を用い、

既報の方法によって測定した。96 ウエルプレ

ー ト (Becton Dickinson, NJ,USA) に

1x104cells/100l/well を播種し、370C，5%

炭酸ガス気相下で 24 時間培養した。各種サ

ンプルを添加し、さらに 5 日間培養した後、

テトラゾリウム塩である WST-8 を各ウェル

に 10l 添加し、1 時間培養後、細胞内脱水素

酵素によって、WST-8 が還元されて生成する

水溶性ホルマザンの、450nm における吸光度

をマルチウェルプレートリーダーで測定し

た。 

(4) Prostaglandin E2 (PGE2)の測定 

PGE2 は Prostaglandin E2 Express EIA 

Kit (Cayman Chemical, MI, USA)を用いた。

24 ウ エ ル プ レ ー ト (Becton Dickinson, 

NJ,USA)に 1x105cells/500l/well を播種し

て、370C，5%炭酸ガス気相下で 48 時間培養

後、培養液を交換して各種サンプルを添加し、

同様の条件下でさらに 6 時間培養した。その

後、その培養上清を回収し、100 倍希釈した

後 PGE2の測定に用いた。 

(5) Cyclooxygenase-2 (COX-2)遺伝子発

現の測定 

COX-2 遺伝子発現の測定は、リアルタイム

RT-PCR 解析システム(ABI Prism Sequence 

Detection System 5700)を使用し、得られた

結 果 を Primer Express Software (PE 

Biosystems) を用いて解析した。使用した

primer は TaqMan Gene Expression Assays 

(Applied Biosystems, USA)の解析に従って

合 成 さ れ た human prostaglandin 

-endoperoxide synthase 2 の pre-mixed 

primer を使用した。 

(6) 統計処理 

実験結果のすべての数値は平均値±標準

偏差で示した。また、得られたデータについ

ては SPSS 統計ソフトウエアの student-t 検

定により、有意差検定を行った。 

 

４．研究成果 
 

(1) ヒト歯髄細胞の増殖に対する PPP, 

PRP 及び WPLT の作用  まず始めに、

PRP、WPLT 及び PPP のヒト歯髄細胞の増

殖に対する作用を検討した。結果は、培地中

に 5%の濃度で WPLT を添加することにより、

同因子は有意にヒト歯髄細胞の増殖を促進

した(Fig. 1)。しかしながら、PRP には有意

な増殖促進効果は認められなかった。さらに、

PPP の添加により、同細胞の増殖は、逆に阻

害する傾向が認められた。 



 

 

(2) WPLT 誘導性ヒト歯髄細胞増殖活性に

対する PPP 添加の影響 

そこで、PPP の添加が WPLT により誘導

されるヒト歯髄細胞の増殖活性に与える影

響について、さらに検討を加えた。結果は、

WPLT によるヒト髄細胞の増殖に対し、PPP

は濃度依頼的にその増殖を抑制した(Fig. 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この結果は、血漿中に血小板中の増殖因子

の作用を抑制する、何らかの抑制因子が存在

する可能性を示唆している。従って、PRP か

ら血漿成分を除去することにより、血小板中

の増殖因子の作用を、より有効に引き出すこ

とができる可能性が考えられた。 

 

(3) ヒト歯髄細胞の増殖に対するPGE2の

作用 

一方、Prostaglandin E2 (PGE2)は種々の病

態に関与すると同時に，増殖や分化、生体の

恒常性維持を司る、幅広い働きを持った

autacoid である。特に硬組織の形成と吸収に

関しては、古くから、その関係が研究されて

きた。そこでまず、PGE2 のヒト歯髄細胞の

増殖に対する作用を検討した。同細胞の培養

系に種々の濃度の PGE2を添加したところ、

PGE2は 5 - 500ng/ml の濃度範囲において、

ヒト歯髄細胞の増殖を有意に促進した(Fig. 

3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) WPLT 誘導性ヒト歯髄細胞増殖活性に対

する dexamethasone 及び indomethacin

添加の影響 

次に、WPLT により誘導されるヒト歯髄細

胞の増殖促進活性に、この PGE2が関与して

いるか否かを検討するため、アラキドン酸代

謝経路の PLA2 と COX-2 に対する阻害剤で

ある dexamethasone と indomethacin の、

ヒト歯髄細胞の増殖に与える影響を調べた。

結果は、dexamethasone と indomethacin の

添加により、WPLT 誘導性のヒト歯髄細胞の

増殖は有意に抑制された(Fig. 4)。また、この

抑制活性は、過剰量の PGE2の添加により、

解除された（データは示さない）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) ヒト歯髄細胞の PGE2 産生に対する

WPLT の効果 

次に、WPLT が確かにヒト歯髄細胞におけ

る PGE2の産生を促進するか否かについて実

験を行なった。結果は、WPLT を 6 時間の作

用させることにより、同因子はヒト歯髄細胞

における PGE2産生を明らかに促進した。こ



 

 

の促進効果は、100U/ml の IL-1の添加とほ

ぼ同程度であった(Fig. 5)。また、興味あるこ

とに、WPLT と IL-1との併用により、PGE2

の産生量は相乗的に促進された（データは示

さない）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) ヒト歯髄細胞の COX-2 遺伝子発現に

対する WPLT の効果 

次に、WPLT による COX-2 遺伝子発現に

与える影響について検索した。COX-2 発現は

リアルタイム RT-PCR 法により、18s rRNA

をインターナルコントロールとして計測し

た。結果は、WPLT を作用させてから 30 分

後に COX-2 遺伝子の発現が認められ、そし

て、3 時間には 68 倍に達した後、速やかに減

尐した(Fig. 6)。この様に、WPLT はヒト歯

髄細胞における増殖を、PGE2 依存的にコン

トロールしていることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(7) ヒト歯髄細胞における WPLT 誘導性

PGE2産生に対する TGF-シグナル阻害剤

SB-431542 の影響 

そこで我々は次に、WPLT 中の、どのよう

な因子がヒト歯髄細胞の PGE2産生に影響を

与えているのかについて検討を加えた。 

TGF-は血小板中で最も多量に含まれる

増殖因子の一つであり、また、同因子は硬組

織形成におけるカップリングファクターと

しても、よく知られている。そこで、TGF-1

のヒト歯髄細胞における PGE2の産生に対す

る作用を、TGF-シグナルの阻害剤である

SB-431542 を用いて検討を加えた。 

結果は Fig. 7 に示すように、TGF-1 及び

WPLT の添加は、有意にヒト歯髄細胞におけ

る PGE2産生を促進した。ここに、SB-431542

を添加したところ、WPLT 及び TGF-1 によ

り誘導された PGE2産生は、ほぼコントロー

ルレベルにまで抑制された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(8) ヒト歯髄細胞における WPLT 誘導性細

胞増殖活性に対する TGF-シグナル阻害剤

SB-431542 の影響 

さらに、WPLT によるヒト歯髄細胞の増殖

促進活性に対する、TGF-の影響について検

討した。その結果、SB-431542 は WPLT に

よるヒト歯髄細胞の増殖を明らかに抑制し

た(Fig. 8)。 

以上の結果から、ヒト歯髄細胞における

WPLT による PGE2産生と、それに伴う同細

胞の増殖には WPLT 中の TGF-が深く関与

することが明らかとなった。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Markx らにより PRP の有効性が報告され

て以来、同因子は骨組織、及び、歯周組織再

建手術に数多く用いられるようになってき

た。しかしながら、最近になって PRP はこ

れらの処置に対し、必ずしも有効な効果を発

揮しないとする報告も認められる様になっ

てきた。今回の我々の研究においても、PRP

はヒト歯髄細胞に対し有意な増殖促進活性

を示さなかった。この原因を解明するため、

我々はまず、PRP から血小板成分と血漿成分

とを分離し、歯周組織を構成する個々の細胞

に対する作用を検討した。その結果、PRP か

ら血漿成分を除去し、WPLT として作用させ

ることにより、ヒト歯髄細胞に対する明らか

な増殖促進効果が観察できた。また、同細胞

における WPLT 誘導性の増殖促進活性は、乏

血小板血漿(PPP)の添加により濃度依存的に

抑制された。これは、血漿中に血小板中の増

殖因子の効果を阻害する何らかの阻害因子

が含まれている可能性を示唆するものであ

る。従って、効率的で安定した結果が得られ

る PRP 療法を確立するためには、血漿中の

増殖阻害因子を除去した、新たな血小板の調

製方法を確立する必要性があるものと考え

る。また、今後、個々の歯周組織細胞に対す

るこれら因子の適応量を厳密にコントロー

ルできるような調製法の確率が望まれるが、

現時点では、チェアーサイドで的確にその量

を規定できるような基準となる数値は見あ

たらない。従って、これらの点をより詳細に

検討し、臨床応用への基礎データを集積する

ことで、より安全で確実な歯髄組織再生療法

を確立したい。 
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