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研究成果の概要（和文）：Platelet Rich Plasma: PRPと凍結乾燥したfreeze-dried:fd　PRPについて，長期保
存後の薬理活性を評価した． PDGF，TGFβ1をELISA法により定量したがPRP作製直後と凍結乾燥約52週保存後も
タンパク濃度が保たれていた.８週SDラットの脊椎固定術モデルを作成し材料を横突起間に移植した．Sham，自
家骨単独，人工骨群，人工骨＋fdPRP（作成後52週間保存したもの），人工骨＋PRPで,術後8週で椎体を摘出し，
HE染色で組織標本を評価した．凍結乾燥PRPでは組織学的にも自家骨群およびPRP群と有意差なく良好であった.

研究成果の概要（英文）：Phamacological activities of platelet rich plasma: PRP and freeze-dried: fd 
PRP were evaluated. ELIZA tests of PDGF, FGF, and EGF showed similar concentrations in fresh PRP and
 52 weeks saved PRP. Lumbar posterolateral fusion models were allocated to the sham, autologous 
graft, artificial bone-alone, artificial bone+fdRPR, artificial bone+PRP. Histological examination 
revealed similar good results in artificial bone+fdPRP and artificial bone+PRP.

研究分野：整形外科学

キーワード： 多血小板血漿　凍結乾燥　成長因子　platelet rich plasma
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Platelet Rich Plasma: PRPと凍結乾燥したfreeze-dried:fd　PRP（52週間保存後）の薬理活性はほぼ同程度だ
った。骨形成機能もBMPと同程度の効果があった。骨欠損のある患者で凍結乾燥したPRPが使用できれば臨床の現
場で非常に有効である。今後は3-5年の長期保存の効果を明らかにするとともに、凍結乾燥PRPバンクの構築が実
用化に向けて重要であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会では骨折および，不安定性の伴う変性疾患に対して行われる固定術において早期

の迅速な骨癒合が非常に重要で有り，ADL・QOL 回復に寄与し臨床上の大きな課題となっている．

欧米で使用されている既存の BMP 製剤は，エビデンスの高い論文でも骨癒合促進効果は認めら

れているが，その豊富な骨形成作用から，腫瘍化やその他の重篤な合併症が報告されている．骨

形成の複合的なメカニズムを考慮すると，単一の成長因子の使用では，良質な骨形成や安全性の

点で疑問視されている．より生理的で安全で良質な骨形成のためには多種の成長因子が複合的

相互作用をしていく必要がある．その意味で，PRP は有利で有り，骨癒合を含めた組織修復には

極めて重要である．申請者のグループは，多血小板血漿（Platelet Rich Plasma: PRP）が骨融

合促進作用を有することを先行研究で確認してきた(JBJS.Am.2013, Sci.Rep.2016)．また，ヒト

臨床試験でも，脊椎固定術において約 2 ヶ月間骨癒合期間を短縮したことを確認し報告した

（Kubota, et al. Spine J.2017）． その一方で，臨床的には，高齢者や外傷を含む全ての患者

の自己血由来 PRP を安定して調達することは困難である．研究代表者および研究分担を担うグ

ループは，PRP を凍結乾燥させることで，その効果を維持したまま常温での長期保存が可能であ

ること，また動物実験においても骨癒合促進効果があることを示した（Shiga, et al. Sci Rep. 

2016, Asian Spine J. 2017）．この技術を応用すれば，事前に大量の PRP 製剤の準備が可能と

なることが期待できる．  

２．研究の目的 

新鮮多血小板血漿と凍結乾燥多血小板血漿の活性を分子生物学的に定量計測し長期保存後の薬

理活性について評価する.製造後 52 週常温で保存した凍結乾燥血小板血漿の成長因子について

動物実験を用いて有効性を検討する。また、血小板による骨修復の根源的メカニズムに基づくユ

ニバーサルタイプのより高機能の凍結乾燥 PRP 製剤を開発し，その安全性・有効性の確認するこ

とを目的とする． 

３．研究の方法 

PRP に含まれる成長因子のうち骨癒合促進能に関与する PDGF(platelet-derived growth 

factor)，Transforming Growth Factor β1について, PRP，fdPRP 中の量を ELISA 法により定

量した. さらに，osteoblasts を用いて各成長因子の下流のシグナルである MAP キナーゼ ERK の

活性について，western blottingによりリン酸化の有無を検出することでその活性を評価した．

siRNAによるRNA interferenceの手法を用いてノックダウン後に新鮮PRPおよびfdPRPを投与，

ERK 活性の抑制効果の検討をした．８週 SD ラットの脊椎固定術モデルを作成し材料を横突起間

に移植した．Sham，自家骨単独，人工骨＋PRP，人工骨＋fdPRP（作成後 52 週間保存したもの），

人工骨＋BMP で,術後 8週で椎体を摘出し，HE染色での組織学的評価を施行した．  

４．研究成果 

PRP では、PDGF は 24.1±8.3 ng/mL に対し、52 週常温保存した fdPRP では 20.2±11.9 ng/mL

だった。TGFβ1は PRP で 552.3±459.8 ng/mL に対して、493.6±311.5 ng/mL だった。52週常

温保存後も fdPRP は PRP とほぼ同様の成長因子のタンパク濃度が保たれていた. 1x106個の 

Osteoblasts を PRP と 52 週常温保存した dfPRP で刺激し，対照群と比較して最大 1.8 倍の増殖

が見られた．両方で platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), その下流に存在する

extracellular signal-regulated kinase (ERK)のリン酸化 活性化が western blotting で確

認された.リン酸化の程度には両群に有意差は認められなかった. siRNAによるRNAiの手法を用

いてノックダウン後に新鮮 PRP および fdPRP を投与，ERK 活性の抑制効果の検討を行った結果，

PDGFR ノックダウンは western blotting において PDGFR タンパク質の発現を著しく抑制した．



各濃度で骨芽細胞 PDGFR のノックダウンにより新鮮 PRP と fdPRP の両群で下流 ERK 活性化が減

衰した．8 週令の SD ラット用いて骨移植した実験では、骨新生した領域全体でみると自家骨移

植群では PRP, df-PRP 群より高かった.新生した骨梁の数は PRP, fd-PRP 群では自家骨移植群よ

り高くなっていた。凍結乾燥多血小板血漿は作製後 1年までの効化は確認できた。更に長期経過

を検討する必要があるとともにiPSを用いたユニバーサルタイプのfd-PRPの検討が必要である。 
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