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研究成果の概要（和文）：家兎膝骨軟骨欠損モデルに対する末梢血由来多血小板フィブリン（P-PRF）と骨髄由
来多血小板フィブリン（BM-PRF）の骨軟骨修復効果について，マイクロCT解析および病理組織学的分析を行っ
た．末梢血から作製したP-RPFを骨軟骨欠損部に移植した場合，および欠損のままとした場合と比べ，骨髄から
作製したBM-PRFを移植した結果，骨軟骨欠損部は軟骨下骨の修復が促進し，硝子様軟骨組織で修復されていた．
したがって，BM-PRFは骨軟骨欠損治療に寄与できる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Micro-CT and histopathological analyses were performed to evaluate the 
effects of peripheral blood-derived platelet-rich fibrin (P-PRF) and bone marrow-derived 
platelet-rich fibrin (BM-PRF) on osteochondral defects in rabbits. Compared with transplanting P-RPF
 made from peripheral blood into the osteochondral defect or osteochondral defect only, 
transplantation of BM-PRF made from bone marrow accelerated the repair of subchondral bone and led 
to the osteochondral repair with hyaline-like cartilage tissue. Therefore, these findings suggest 
that BM-PRF may contribute to the treatment of osteochondral defects.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
家兎膝骨軟骨欠損モデルに対する末梢血由来多血小板フィブリン（P-PRF）と骨髄由来多血小板フィブリン
（BM-PRF）の骨軟骨修復効果について調査した初めての研究であり，BM-PRFは骨軟骨欠損治療に寄与できる可能
性を明らかにした．

※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（共通） 
 
 

１．研究開始当初の背景 

 骨軟骨病変は急性外傷，離断性骨軟骨炎，骨壊死などにより生じ，変形性関節症へ進行し，関

節機能が障害される[1]．骨軟骨病変に対する手術療法として，主に骨髄刺激法（microfracture：

MF），骨軟骨柱移植術（osteochondral autograft transplantation：OAT），自家培養軟骨移植術

（autologous chondrocyte implantation：ACI）の3つの術式が臨床現場で行われている．MFは

骨軟骨病変部の母床に小さな孔を開けることにより骨髄内の間葉系幹細胞を誘導し修復を促す

方法である[2]．しかし，修復部位は線維軟骨で覆われるため長期的に変形性関節症への進行す

ることが報告されており，本術式の適応は小さな病変（2 cm2未満）に限定される[3]．OATは健

常な膝関節から骨と軟骨を一塊に円柱状に採取し，骨軟骨病変に移植する方法であるが，骨軟骨

柱の採取に伴う健常組織への損傷や採取可能な骨軟骨柱の採取量に限界があり，3 cm2を超える

大きな骨軟骨欠損には不適切と報告されている[4]．一方，ACIは3 cm2を超える大きな骨軟骨欠

損や病変に適応があるが，手術で採取した軟骨の培養期間や移植に伴う二期的手術を要するこ

とが問題となる[5]．したがって，これら現行の治療法には未だ問題がある． 

 多血小板フィブリン（platelet-rich fibrin：PRF）は，フィブリンがガラスに接触すること

で凝固する原理を下に，末梢血をガラス製の採血管に採血し抗凝固剤を添加せず遠心分離して

作製されたフィブリン塊である[6]．PRFは多血小板血漿の第2世代とも呼ばれ，transforming 

growth factor-β1（TGF-β1）など様々な骨軟骨修復の促進作用を有する成長因子を2週間以上

にわたり徐放性に放出する[7]．また，PRFのフィブリン塊は細胞増殖の足場として機能する[8]．

申請者らは家兎膝骨軟骨欠損モデルを用いて末梢血由来PRF（P-PRF）が軟骨修復を促進すること

を報告した[9]．さらに，申請者らは骨髄からPRFを作製できることを報告した[10]．しかし，骨

髄から作製した骨髄由来PRF（BM-PRF）の骨軟骨修復能について調査した報告がなく，未解決の

課題である． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は家兎膝関節骨軟骨欠損に対する P-PRF と BM-PRF の効果を比較することである． 

 

３．研究の方法 

（１）動物モデルの作製 

本研究は山形大学動物実験委員会より承認された（承認番号：R3154）．山形大学動物実験規程

に準じて実施した．16 週齢のニュージーランド白色家兎 36 羽を欠損のみの対照群，欠損部に P-

PRF を移植した P-PRF 群，および欠損部に BM-PRF を移植した BM-PRF 群に無作為に分けた（各 n

＝12）．三種混合麻酔薬（メデトミジン，ミダゾラム，ブトルファノール）による全身麻酔下に

手術を行った．術前に抗菌薬（エンフロキサシン）と非ステロイド性抗炎症薬（メロキシカム）

を投与した．左膝の膝蓋骨溝に 4 mm 径のフラットドリルを用いて骨軟骨欠損（直径 4 mm，深さ

3 mm）を作製した（図 1A）．対照群では，欠損のみとした（図 1B）．P-PRF 群では耳介動脈から

採取した末梢血 3 mL をガラス製採血管で遠心分離（1600 g，10 分間，室温）し作製した P-PRF

を骨軟骨欠損部へ移植した（図 1C）．BM-PRF 群では腸骨から採取した骨髄血 3 mL を P-PRF と同

じ方法で BM-PRF を作製し，骨軟骨欠損部に移植した（図 1D）．術後 4，12 週目にペントバルビ

タールナトリウムを投与し，安楽死させた後，大腿骨遠位部を摘出した． 



 

図 1．家兎膝関節骨軟骨欠損モデルの作製

と末梢血由来多血小板フィブリン

（peripheral blood-derived platelet-

rich fibrin：P-PRF）および骨髄由来多血

小板フィブリン（bone marrow-derived 

platelet-rich fibrin：BM-PRF）の調製を

示すフローチャート． 

（２）マイクロコンピュータ断層撮影による軟骨下骨修復の評価 

術後 12 週の大腿骨遠位部を用いた．大腿骨遠位部をマイクロコンピュータ断層撮影（micro-CT）

を用いて撮像した．関心領域（直径 4 mm，深さ 3 mm の円柱）を骨軟骨欠損部に設置し，矢状断

方向に 10 等分し，各スライスを ImageJ を用いて軟骨下骨部分のみを残してトリミングして骨

量を計測し，その合計値を総軟骨下骨量として算出した． 

 

（３）病理組織学的解析 

術後 4 週と 12 週の大腿骨遠位部を用いた．脱灰後，パラフィン切片を作製し，サフラニン O

染色を行い，骨軟骨欠損部の骨軟骨修復状況について Niederauer ら[11] の評価方法に準じて

組織学的に評価した．また，術後 4 週の骨軟骨欠損部の TGF-β1 の発現について， 抗 TGF-β1

抗体を用いて免疫化学染色を行い，骨軟骨欠損部の TGF-β1 染色陽性率（骨軟骨欠損部の TGF-

β1 染色面積を全体の面積で除して算出）を ImageJ を用いて測定した． 

 

（４）統計学的解析 

ノンパラメトリックデータでは中央値，またはパラメトリックデータでは平均値 ± 標準偏差

で表記した．2 群間比較のデータは t 検定を用いて，3 群間の場合は一元配置分散分析 one-way 

ANOVA と Tukey 検定または Kruskal-Wallis 検定と Post-hoc 検定，Steel-Dwass 多重比較を用い

て比較した．有意水準は p＜0.05 とした． 

 

４．研究成果 

（１）BM-PRF 群では軟骨下骨量が多く，軟骨下骨の修復が促進した． 

術後 12 週における micro-CT 解析結果を図 2 に示す．BM-PRF 群では，骨軟骨欠損部は周囲の正

常な軟骨下骨の厚みと同等またはそれ以上の軟骨下骨で修復された．一方，対照群や P-PRF 群で

は修復された軟骨下骨は正常に比べて菲薄で，組織内には小さな空胞が散在し，密度が疎であっ

た（図 2A）．総軟骨下骨量は BM-PRF 群が他 2群よりも有意に高値であった（*p＜0.05）． 

図 2．術後 12 週における micro-CT 解析結果 



 

（２）BM-PRF 群では骨軟骨欠損部は硝子様軟骨組織により修復された． 

骨軟骨修復状況について図 3に示す．術後 4週では，3群とも骨軟骨欠損部に軟骨下骨が形成

されていたが，硝子様軟骨は確認できず，Niederauer スコアは 3 群間に有意差はなかった（対

照群：9.7；P-PRF 群：11.5；BM-PRF 群：8.4，p=0.276）（図 3A-C，G）．術後 12 週では，BM-PRF

群で骨軟骨欠損部が硝子様軟骨で修復された．P-PRF 群では硝子様軟骨と線維軟骨が混在した軟

骨組織で修復された．対照群では主に線維軟骨で修復されていた．Niederauer スコアは BM-PRF

群が対照群よりも有意に高値であった（対照群：11.8；P-PRF 群：14.7；BM-PRF 群：19.7，p＜

0.05）（図 3D-F，G）． 

図 3．術後 12 週における micro-CT 解析結果 

 

（３）BM-PRF 群では骨軟骨欠損部の修復組織に TGF-β1 が高発現していた． 

 TGF-β1 の免疫組織化学染色の解析結果を図 4 に示す．BM-PRF 群では術後 4 週の骨軟骨欠損

部の修復組織および関節面周囲に TGF-β1 染色領域を認めた（倍率 40 倍，図 4A）．発現部位を

強拡大（倍率 200 倍）で観察すると，TGF-β1 が細胞外基質で広範囲かつ強く発現しており，一

部，細胞の核内でも発現していた（図 4B）．一方，他 2 群では TGF-β1 染色領域は乏しかった．

BM-PRF 群の TGF-β1 染色陽性率は他 2群よりも有意に高値であった（対照群：1.3% ± 1.3%；

P-PRF 群：1.6% ± 1.1%；BM-PRF 群：4.9% ± 3.0%，p＜0.05）（図 4C）． 

図 4．術後 4週における TGF-β1 に対する免疫組織化学的染色 

 



５．結論 

BM-PRF を骨軟骨欠損部に移植した結果，骨軟骨欠損部では TGF-β1 が高く発現し，術後 12 週で

軟骨下骨が良好に形成され，硝子様軟骨で修復されることを明らかにした．したがって，BM-PRF

は骨軟骨病変に対する新規治療法の１つとして臨床成績の向上に寄与できる可能性があると考

えられた． 
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