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研究成果の概要（和文）：CaCl2により活性化された血小板は，直径1ミクロン以下の微小顆粒を周囲に放出する
ことを走査型電子顕微鏡のデータとして得た．このような形態学的所見を補強するため，フローサイトメーター
による特異的表面抗原の同定を試みたが，現有の機器では，debrisと明確に区別することができず，同定に至ら
なかった．
免疫蛍光染色法により，PPARγが未刺激群では血小板内に局在するが，CaCl2刺激により細胞外スペースに拡散
することを明らかにした．このようなPPARγの局在変化は，血小板のα顆粒に含まれるPDGFやTGFβ1と同様の挙
動を示したことから，活性化により微小顆粒として放出される可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Scanning electron microscopy demonstrated that when stimulated with 0.1% 
CaCl2, washed platelets released microparticles (MPs), of which diameter was 1 μm or smaller, into 
extracellular spaces. To support this morphological data, we used flowcytometry (FCM) to detect 
specific surface antigens of MPs. However, our FCM failed to clearly distinguish such MPs from 
contaminated debris.
Immunofluorescent staining demonstrated that PPARγ was distributed in the cytoplasm of platelet in 
resting state and that the stimulation with CaCl2 facilitated its release and diffusion to the 
extracellular spaces. This kind of change in distribution was very similar to representative growth 
factors, such as PDGF and TGFβ1, contained in α granules of platelets. Thus, it is suggested that 
PPARγ is released from platelets in a form of MP upon activation.

研究分野：再生医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多血小板血漿(PRP)の組織再生能力は広く知られているが，抗炎症作用については，その実態が解明されていな
い．本研究によって，PPARγが血小板中に含まれ，活性化刺激によって血小板外に放出される所見が得られたこ
とは，組織再生機序を包括的に理解するうえで貴重な糸口となりうると確信する．
また，同じく研究途上にあるPRPの抗菌作用とともに，今後のPRP臨床応用に組織再生以外のあたらしい意義(治
療効果)をもたらし，停滞気味のPRP研究の発展を加速させることが期待される．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

申請者の問いは「炎症性細胞や炎症性サイトカインを含む PCM がどのように抗炎症作用を示
すのか?」ということである． 

歯科の再生医療分野では，1990 年代後半の Marx の発表(OOOOE, 1998;85:638-46)以来，PRP 

(platelet-rich plasma)などの血小板濃縮材料(PCM)が創傷治癒や組織再生に有効であるということ
から一躍注目を集めている．しかし，PCM が再生に大きく影響している炎症をどのように制御
しているかについての研究は後回しのまま今日に至っている． 

文献的には，2007 年に El-Sharkawy ら(JOP, 2007;78:661-9)が LXA4 レベルの上昇を根拠とし
て，PRP に抗炎症作用があることを報告しているくらいである．これと前後して，Anitua らは
PRP 調製法を改良し，低速遠心で画分化したうえ，Buffy coat を採取しないことにより白血球を
排除した PRGF を開発し，その優位性を訴えた(Pract Proced Aesthet Dent, 2001;13:487-93)．それ
に対して，多血小板フィブリン(PRF)の開発者 Choukroun らは，できるだけ多くの白血球(特に貪
食細胞)を取り込むことによって，急性炎症後の組織ターンオーバーを優先することが創傷治癒
を促進すると主張している(J Oral Implantol, 2014;40:679-89)．ただ，骨再生への効果が分かれる
のは，このような白血球の濃縮度であり，炎症性サイトカインによる起炎活性の程度によるので
ないかという根強い疑念がある． 

一方，申請者らも確認しているが，「正常免疫マウスへのヒト PRP の貼付が皮膚創傷の炎症を
抑え治癒を促進する」という生物学的常識と矛盾する現象を実験的に経験している．また，歯周
再生治療の臨床において，PRP/PRF が局所の肉眼的炎症所見を顕著に改善することはしばしば
報告されている通りである． 

このような PCM の抗炎症活性について，これまでは①抗炎症性サイトカインの濃縮あるいは
産生誘導という説明が支配的であったが，ごく最近の免疫学研究の発展から，②活性化血小板か
ら放出される MP に含まれる転写因子 PPARγの関与を示唆する結果が報告された(Lannan et al., 

Front Immunol 2015; 6:1)．すなわち， MP を取り込んだ単球が炎症性サイトカインの産生を顕著
に低下させ，結果的に炎症を抑制するという説である． 

骨代謝の観点から，炎症抑制自体は骨再生を促すものであるが，骨芽細胞前駆細胞に対して
PPARγは 2 系統の直接作用が指摘されている．Sun ら(Stem Cells 2013;31:2183)は，PPARγが①
幹細胞からの骨芽細胞への分化抑制とともに，②脂肪細胞への分化促進によって総合的に骨形
成が抑制されると主張する． 

局所投与した PCM が，その場に浸潤する免疫細胞や幹細胞に対して，転写因子である PPARγ

を介して遺伝子レベルで影響を及ぼしているかという問いへの検証は，学術的のみならず臨治
療戦略的な観点からも意義のあることである． 

 

２．研究の目的 

PCM が血小板中の PPARγ を介して周辺の炎症性細胞や骨芽細胞の機能を制御している可能性
を解明することである． 

 

３．研究の方法 

研究計画の骨格は，第一に PRP 中の血小板が活性化に伴って MP を放出する現象を画像とし
て可視化することであり，第二に PRP 中の白血球や幹細胞が MP を取り込む様子も形態学的に
可視化することである．そのうえで，細胞の核内に PPARγ が取り込まれ活性化される可能性
や，その結果誘導される炎症性サイトカインの放出や貪食作用などの細胞機能の抑制を生化学
的に評価する．また，ノックダウンなどの遺伝子工学的技術が使えない無核のヒト血小板に対
しては技術的に難しいが，中和抗体などにより抗炎症性サイトカイン自体，あるいはそれらの
受容体をブロックすることで，PPARγ の作用の裏付けを得られるようにする． 

 

以下に，研究の実験計画の根幹と方法を要約した． 

(1) 活性化によって血小板が MP を放出し，そこに含まれると予想される PPARγ などの転写因
子を可視化・定量: フローサイトメーター(FCM)・原子間力顕微鏡(AFM)・SEM・
Westernblot・免疫蛍光染色・ELISA 等の方法を組み合わせ，多角的に証明する．比較対象
として，抗炎症性サイトカインの IL-10 と TGFβ1 なども ELISA にて定量する． 

(2) 白血球や間葉系幹細胞・骨芽細胞前駆細胞などが MP あるいは転写因子を取り込む様子や
核内移動を可視化: (1)と同様に複数の方法で多角的に証明する． 

(3) 白血球の炎症性あるいは抗炎症性サイトカインの産生と貪食能に及ぼす影響の評価: 各種



サイトカインレベルを ELISA や FCM により，貪食能は蛍光ビーズ法により検証する． 

(4) 間葉系幹細胞の分化誘導に及ぼす影響の評価: 骨芽細胞のマーカーである alkaline 

phosphatase・Osteocalcin・転写因子 Runx2 の発現や脂肪細胞のマーカーである脂肪滴を指
標として検証する． 

 
４．研究成果 
(1) microparticle (MP)の放出現象の確立と可視化: 血小板の活性化に伴う MP の放出現象の確立

と可視化を第一の目標として取り組んだ．従来は，活性化血小板からの α 顆粒等の放出は
透過型電子顕微鏡(TEM)において観察されてきた．しかし，諸般の事情から，走査型電子顕
微鏡(SEM)での観察を可能にする条件の最適化を試みた．血漿タンパクを適度に除去できる
SEM 試料調製用特殊フィルターを用いて，0.01% CaCl2 で血小板を 10 分間程度刺激してと
ころで水分を吸引し血小板をグルタルアルデヒドで固定すると，再現性よく MP を SEM で
観察できた(下図)．  

 

(2) 洗浄血小板中からの増殖因子放出の可視化: 血小板のマーカーともいえる増殖因子(TGFβ1, 

PDGF)は α顆粒中に貯蔵されていて，活性化に応じて血小板の外に放出される．MPと PPARγ

の局在が一致しているかどうか明らかにすることを目的として検討を重ねたが，結論を得
るまでには至っていない．免疫蛍光染色(IF)による継時的な観察の結果から，これらの増殖
因子は活性化によって血小板から放出され MP 中にとどまってない可能性が高いことが示
唆された (下図)． 

 

(3) PRF中の血小板と増殖因子放出の可視化: 並行して PRF中の血小板の局在をパラフィン切
片に対して抗 CD41 抗体を用いて可視化するプロトコールを確立した．低速遠心にて調製
する A-PRF の場合，血小板は広範囲にびまん性に局在していたのに対して，比較的高速遠
心にて調製する CGF の場合，血小板は遠心力がかかる採血管との接触面に集中して局在す
るという所見を得た(下図)． 



 

 

 

 

(4) 調製した PRF 内部における血小板ならびに活性血小板，さらに増殖因子と PPARγ の局在に
ついて，近赤外線イメージャーを用いて可視化を試みた． 

特異性の高いモノクローナル抗体が入手可能な CD41 と CD62P について，その局在を非
破壊的に 2 次元イメージとして可視化することができた(下図)．PRF の調製プロトコールに
よって，血小板の局在に相違が認められ，これは免疫組織化学的所見と一致するものであっ
た． 
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