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研究成果の概要（和文）：多血小板血漿（platelet rich plasma; 以下PRP）やクリオプレシピテート（以下クリオ）
に未分化軟骨細胞株ATDC5やヒト間葉系幹細胞の軟骨分化誘導能や細胞増殖作用があることを同定し、クリオがPRP同様
に軟骨再生医療に直接応用可能であることを示す基礎データを得た。またPRPやクリオによる軟骨分化誘導にSOX6やSOX
9が重要な役割を果たしていることを示した。PRPによる軟骨分化誘導や細胞増殖能を担う分子のひとつとしてPDGFβを
同定した。SOX6/SOX9の下流の新規軟骨分化誘導転写因子としてEMX1/EMX2を同定した。

研究成果の概要（英文）：Platelet rich plasma (PRP) and cryoprecipitate induced chondrogenesis and cell 
growth into un-differentiated chondrocytic cell line ATDC5 and human mesenchymal stem cells (MSC). This 
data has shown a possibility that cryoprecipitate will be applicable for cartilage regeneration medicine 
as well as PRP. SOX6 and SOX9 played important roles on in vitro chondrogenesis induced by PRP or 
cryoprecipitate. PDGFβ was also identified as a causal molecule of cartilage differentiation and cell 
growth induced by PRP. We found that EMX1 and EMX2 were induced by SOX6 and SOX9 and could induce 
cartilage differentiation into ATDC5 and MSC.

研究分野： 骨軟骨代謝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
多血小板血漿（platelet rich plasma; 以下

PRP）は患者本人の血液から簡便な操作で作
成可能な自家血液製剤の１種である。PRP に
豊富に含まれる種々のサイトカインや成長
因子による創傷治癒促進作用をはじめとし
た多彩な生理作用は古くから知られており、
皮膚科・形成外科領域などの分野で臨床的に
も応用されてきた実績がある。近年、いまだ
決定的な治療法のない変形性関節症をはじ
めとする軟骨組織の変性・損傷疾患において
も、関節内注射、軟骨細胞移植時のマトリッ
クス素材との併用など、様々な方法で臨床応
用の試みが始まっている（Ana W S et al, 
Arch Orthop Trauma Surg, 2011; Filardo G 
et al, Knee Surg Sports Traumatol 
Arthrosc, 2011）。これら関節疾患に対する
PRP の応用に対する科学的根拠として、いく
つかの細胞に対し PRP が軟骨分化誘導能を
有するとの報告がある一方（Akeda K et al, 
OA & Cartilage, 2006; Mishra A et al 
Tissue Eng Part C Methods, 2009）、PRP が
実際にどのような機序で変性あるいは損傷
した関節軟骨に作用しこれらの病態を改善
せしめるのか、具体的な分子メカニズムにつ
いてはほとんど未解明のままである。従って
多くの臨床整形外科医にとって変形性関節
症に対する PRP 療法は、現状では信頼に値
する治療オプションとするには程遠いと言
わざるを得ない。そこで本研究では未分化軟
骨細胞株である ATDC5 や多分化能を持つ間
葉系幹細胞（mesenchymal stem cell; 以下
MSC）に PRP を作用させたインビトロの軟
骨分化誘導系を利用してその分子生物学的
メカニズムを明らかにしようと試みた。 

 
２．研究の目的 
(1) PRP によるインビトロ軟骨形成系を確
立しその特徴を解析すること 
(2) 近年自己トロンビンと自己クリオプレ
シピテートの同時調整キット：クリオシール
®の保険承認により注目されているクリオプ
レシピテート製剤（以下クリオ）についても
軟骨再生医療への応用が可能かあわせて検
討を行うこと、また術中の局所クリオ投与の
臨床的な有効性を検討すること 
(3) PRP による軟骨分化の分子メカニズム
を明らかにすること。 
(4) PRP に含まれる成長因子やサイトカイ
ンの条件を最適化しとくに軟骨分化に有用
な蛋白分画を同定すること 
 
３．研究の方法 
(1) マウステラトカルシノーマ由来未分化軟
骨細胞株 ATDC5 や多分化能を持つヒト
MSC にヒト血清、PRP、クリオを 1-3%で添
加し軟骨分化や増殖に与える影響を検討し
た。軟骨分化は COL2A1, SOX6, SOX9 など
の軟骨分化マーカーを用いたリアルタイム
RT-PCR や alcian blue 染色、ALP 染色など

で評価した。細胞増殖は WST-8 を用いた細
胞増殖アッセイキットにより定量評価した。 
(2) PRP に含まれる既知のサイトカインその
他の液性因子やシグナル伝達系に関して
ATDC5 のインスリン軟骨分化モデルとイン
ヒビターを用いた検索を行い軟骨分化に影
響を与える因子をスクリーニング。レトロウ
ィルスを用いた強制発現系を作成しその検
証を行った。 
(3) PRP、クリオ投与時に誘導される軟骨分
化のマスター転写因子SOX6/SOX9について
ヒト MSC に強制発現した系での誘導遺伝子
のマイクロアレイの情報（Saito, Ikeda et al, 
EMBO rep, 2007）をもとに、PRP による軟
骨分化の下流分子の候補を選定し強制発現
系を作成した。SOX6 と COL2A1 のプロモ―
ターエンハンサーを利用したルシフェラー
ゼ・レポーターアッセイを用いてスクリーニ
ングを行った。得られた SOX6 と COL2A1
の転写活性化分子についてリアルタイム
RT-PCR の他、レトロウィルス、アデノウィ
ルス発現系を作成し軟骨系の細胞株やヒト
MSC に強制発現したさいの実際の軟骨分化
誘導能を alcian blue 染色や ALP 染色で評
価した。 
(4) PRP に含まれる成長因子やサイトカイン
の条件を最適化しとくに軟骨分化に有用な
蛋白分画を同定するためにsonication 、37℃
での incubation、PRP からの細胞除去後に
限外濾過膜を用いた分画化を行う、など条件
をかえて PRP を調整した。得られた調整液
を ATDC5 に投与し alcian blue 染色の染色
性の変化で軟骨分化誘導能を評価した。 
(5) 術中に局所投与された自己クリオ製剤の
臨床的有用性を検討するため、脳神経外科手
術症例 204 症例、脊椎外科手術症例 813 症
例について後方視的に各種臨床データや検
査データの情報を収集した。髄液漏、術後細
菌感染、入院期間、周術期出血相当量を治療
効果の指標とし線形回帰モデルやロジステ
ィック回帰モデルを用いた多変量解析の手
法で自己クリオの投与、自己血・同種血の使
用、その他の臨床的パラメータがこれら治療
効果に与える影響を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) PRP、クリオが軟骨分化に与える影響と
クリオの軟骨再生医療への応用の可能性 
 1-3%のヒト血清、PRP、クリオを ATDC5
やヒト MSC に添加して 1-3 週間培養すると
とくにクリオの添加で重層化し軟骨様の



noduleを形成する様子が観察された（図1）。
MSC に 1%の PRP やクリオを加えた系で
WST-8 を用いた細胞増殖アッセイを行い評
価したところ、ヒト血清添加時にくらべとく
にクリオ添加時に増殖能が有意に亢進して
いることが確認された。細胞分化に与える影
響を alcian blue 染色や ALP 染色で評価す
ると ATDC5、ヒト MSC とも軟骨分化が誘導
されていることが明らかになった（図 2）。リ

アルタイム
RT-PCR で
このさいの
軟骨分化マ
ーカーの変
化を評価す
る と PRP
に お い て
SOX6 と

SOX9 が、クリオにおいて SOX6 が誘導され
ていることが明らかになったが COL2A1 の
誘導までは確認されなかった（図 3）。一方ヒ

ト MSC にアデノウィルスベクターで
SOX6/SOX9 を強制発現させたインビトロの
軟骨形成モデルに1%のPRPやクリオを添加
すると alcian blue 染色で示される軟骨基質
の産生能が増強された（図 4）。以上の結果か

ら PRP や
クリオによ
るインビト
ロ軟骨形成
系ではごく
初期の未分
化な軟骨細
胞のみ誘導

され、増殖能が維持されていること、軟骨分
化のマスター転写因子 SOX6, SOX9 のシグ
ナルが重要な役割を果たしていることが推
察された。またクリオは PRP と異なり細胞
成分をほとんど含まないため、血小板由来の
micro-particle や残存白血球由来の炎症性サ
イトカインなどの組織再生に negative に働
く因子がより少ないことが想定される。クリ
オに PRP 同様の軟骨分化誘導能・PRP より
強い細胞増殖能が確認されたことは、より安
全なクリオ製剤を軟骨再生医療に直接適用
する治療オプションの可能性を示すものと
考えられた。 
(2) PDGFβは初期の軟骨分化を誘導する 
 PRP による軟骨分化誘導の分子メカニズ
ム解明のため、PRP 中に含まれる VEGF や
PDGF ファミリー、TGF-βスーパーファミリ

ーなどの既知のサイトカインやそのシグナ
ル伝達系のインヒビターを ATDC5 のインス
リン軟骨分化モデルに作用させて alcian 
blue 染色の染色性や細胞増殖に与える影響
を評価した。VEGF/PDGF 受容体のインヒビ
ターAG1433 や PDGF 受容体のインヒビタ
ーAG1295 が軟骨の分化や増殖を強く抑制す
ることが明らかになった。そこでレトロウィ
ルスを用いた VEGF/PDGF ファミリー分子
の強制発現系を作成し ATDC5 に安定導入し
て alcian blue 染色にて軟骨分化への影響を
検討したところ PDGFβと PDGFδの安定導
入時に軟骨基質の産生が亢進することが見
出された。とくに PDGFβについては再現性
が高く、ATDC5 に安定導入した細胞株の細
胞上清を 5%の濃度でヒト MSC に導入し 1-2
週培養しただけで alcian blue の染色性が亢
進した（図 5）。このさい ALP 染色の染色性

はやや低下しか
なり初期段階の
軟骨分化誘導に
働くシグナルを
になっているこ
とが示唆された。 
 
 
 

(3) SOX6/SOX9 で誘導される新規軟骨分化
誘導転写因子 EMX1/EMX2 の同定 
 SOX6/SOX9 が PRP・クリオによる軟骨分
化誘導に重要である可能性が高まったため、
ヒト MSC に SOX6/SOX9 をアデノウィルス
で強制発現させたさいに誘導される遺伝子
の情報を再検討した結果候補分子 17 をしぼ
りこみ強制発現系を作成した。 SOX6, 
COL2A1 のルシフェラーゼ・レポーターベク
ターを用いたレポーターアッセイによるス
クリーニングの結果、C11orf95, MKL1, 
MKL2, EMX1, EMX2 の５分子が新規軟骨
分化誘導遺伝子として同定された。このうち
とくに転写活性化能の高い EMX1/2 につい
てより詳細に解析を行った。 
 EMX1/EMX2 はホメオボックスファミリ
ーに属す転写因子であるが、 SOX6 や
COL2A1 の転写活性化能は HeLa や HuH-7
など非軟骨細胞株では低く、 ATDC5, 
C3H10T1/2, SW1353 など軟骨系の細胞で高
くなっておりより軟骨特異的に作用してい
るものと考えられた。またEMX2には exon 2
を欠く short isoform (以下EMX2S)が存在す
るが、EMX2S では full length の EMX2 や
EMX1 にくらべ転写活性が低下していた（図
6）。Emx2 のノックアウトマウスでは肩甲骨
が形成されないことからマウスのEmx2も軟
骨分化・軟骨内骨化に重要な役割を果たすも
のと考えられるがマウスの Emx1, Emx2 に
よる SOX6, COL2A1 の転写活性はヒト由来
EMX1/EMX2 に比較し大幅に低下しており
とくにヒトの軟骨分化においてより重要な
役割を果たしているものと考えられた。



ATDC5 を用いた一過性の強制発現系におい
てリアルタイム RT-PCR にて評価すると、レ
ポーターアッセイの結果とは若干異なり、
Sox6やCol2a1などの初期軟骨分化マーカー
の誘導は EMX1 でははっきりせず、EMX2
に特異的に認められた。また EMX2S にも
EMX2 同様の軟骨誘導能を認めた。ヒトでの
軟骨分化誘導能をより正確に評価するため
アデノウィルスベクターを用いた強制発現
系を作成しヒト MSC に導入し 1-3 週間後の
変化を観察した。結果 EMX1/EMX2 はとも
にヒトMSCにalcian blueの染色性亢進で示
される軟骨分化を誘導することが明らかと
なった。やや後期の軟骨分化を反映する ALP
染色の染色性は EMX1/EMX2 で著明に亢進
した一方、EMX2S ではその程度は弱くなっ
ていた（図 7）。一方 EMX2Sは alcian blue 染

色では EMX1/EMX2 と同等の染色性を呈し
ており両者の結果を総合するとEMX2Sはよ
り初期の分化に働くものと考えられた。すな
わちEMX2の exon 2 のスプライシングの制
御による EMX2S→EMX2 へのスイッチング
が軟骨分化の制御機構のひとつとして作用
している可能性が示された。 
(4) 軟骨再生により有用な PRP 由来の蛋白
分画は得られず 

 Sonication、37℃での incubation、凍結融
解遠心後に 0.45 M のフィルターで細胞成
分完全除去、その後限外濾過を行って分画す
る、など複数の条件で調整した PRP 製剤を
ATDC5 に作用させ、alcian blue の染色性を
もとに軟骨分化誘導能を比較検討した。
Sonication により若干軟骨分化誘導能が上
昇する傾向を認めたがその程度は弱くアッ
セイ間の差も大きく臨床応用に有望と考え
られるような条件は得られなかった。 
(5) 同種血輸血は治療効果を増悪、自己血輸
血は治療効果を改善または影響与えず、クリ
オの効果は証明されず 
 脊椎外科手術・脳神経外科手術において同
種血輸血は術後細菌感染や入院期間延長の
リスク因子である一方、同種血輸血はそのリ
スクを軽減または影響を与えなかった。クリ
オ自体の髄液漏防止効果や周術期出血軽減
効果は証明されず、入院期間や術後細菌感染
にもとくに影響はあたえないという解析結
果であった。今後自己クリオ・クリオシール
導入を契機とした before and after study な
ど新たな解析手法を用いた再検討が必要と
考えられた。 
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