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研究成果の概要（和文）：半月板修復促進のためのマテリアルとして、完全自己血由来フィブリンゲルの生成方
法、成分分析、半月板欠損モデルを用いて、半月板再生修復促進を検討した。ラットにおいて迅速な心臓採血と
メディフュージ遠心分離器を用いCGFモードで遠心したところ安定したPRFを生成可能であった。ヒト末梢血由来
のPRFの成分分析では、様々なGrowth Factorを豊富に含んでいることが明らかになった。ラット半月欠損モデル
ではPRFの明らかな半月板修復促進効果は認められなかった一方、骨髄血移植では半月板修復促進がみられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to assess how to produce the Platelet Rich 
Fibrin (PRF) and characteristics and effectiveness for meniscal healing. PRF from rat and human was 
stably produced using medifuge and rapid aspiration. As measured by ELISA, levels of VEGF, IGF-1, 
TGF-b, bFGF, and SDF-1 were abundantly included in PRF derived from human peripheral blood. For 
healing model of rat meniscus, repaired tissue in PRF group was similar to control group and there 
seemed to be no effect to accelerate the meniscal healing. While, repaired tissue in bone marrow 
blood (BM) group had metachromasia in Immunostaining. This indicated that BM might be more suitable 
material for meniscal healing than PRF.

研究分野：半月板再生、スポーツ整形外科
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１．研究開始当初の背景 
膝半月は、荷重に対する力学分散としての

役割を担う一方で、生物学的治癒能力の低さ

から、一旦受傷すると修復されないため、半

月板はいったん損傷されるとADLの低下をも

たらす。半月板修復には血流の関与が重要で

あると言われ、特に血行野での損傷は治癒す

る可能性が高いとされている。動物実験レベ

ルでは成長因子や幹細胞の投与によって、比

較的良好な成績が報告されているが、ヒトへ

臨床応用するには一期的で簡便な方法で、他

分野ですでに臨床応用されているものとして、

多血小板血漿ゲルに注目した。自己単核球を

含む多血小板血漿ゲル（PRF：Plate Rich Fibrin）

は、多血小板血漿（PRP: Plate Rich Plasma）と

は異なる条件で末梢血を遠心分離することに

より、単核球と成長因子を豊富に含む血小板

分画をゲル状にして抽出できる。同時に単核

球も採取できる。単核球は組織に遊走される

とマクロファージと変化し、損傷初期に主に

貪食作用によって、組織修復に重要な役割を

担う。我々は以前の研究で半月板欠損モデル

において、マクロファージが早期に損傷部位

に集積すること、それらはほぼ血流由来であ

ることを証明した。以上から、組織修復に重

要な単核球、サイトカインを豊富に含有する

完全自己由来フィブリンゲルを半月板損傷部

位に添加することで半月板損傷治癒促進が得

られると考えた。 

２．研究の目的 

多血小板血漿をフィブリン析出させること

でゲル化するセカンドジェネレーション PRP

と称される PRFを使用し、フィブリン化工程

の最適化、PRFの組織学的評価、組成、半月

板欠損への移植による半月板再生促進効果

の評価を行う。 
３．研究の方法 
(1) PRF生成方法の検討[Rat]  

使用動物は、GFP transgenicラットを用いた。

麻酔としてケタラール(50 mg/mL; 三共社製) 

とキシラジン (0.2 mg/mL; Bayer HealthCare

社製)を 10:3の比で 1 mL/kg 体重量で皮下注

射を行い、末梢血管から血液を 0.5 ㏄から 1

㏄採取、ガラス管に移し、遠心分離機を用い

て遠心を行い、PRFの作成が可能か検討した。 

(2) PRF成分検討[Human] 

安定的に PRFを作成するため、ヒトから末梢

血を採取後、それぞれをガラス試験管に接触

させて遠心機にかけた。遠心分離機（商品名 

Medifuge® Silfradent社, Italy）を用いて、CGF

モ ー ド (2700rpm 2min, 2400rpm 4min, 

2700rpm 4min, 3000rpm 3min)で遠心した。得

られたフィブリンゲルを PRFとした。それぞ

れの成分分析として、血液分画（WBC, RBC, 

Hb, Ht MCV, MCH, MCHC,PLT）、成長因子で

ある IGF-Ⅰ,TGF-β1,FGF-β,VEGF,SDF-1α

を測定した。これらは大阪市立大学医学部倫

理審査委員会承認を得た（承認番号 2064、

3306）のちに患者の同意の下、行った。 

(3) PRFの組織学的検討[Rat] 

GFP ラットから得られた PRF を蛍光顕微鏡

（Nikon, SMZ1500）を用いて、GFP陽性細胞

の有無を検討した。その後ホルマリン固定を

行い、パラフィン切片にて H-E染色、トルイ

ジンブルー染色を行った。また電子顕微鏡

(SEM:Hitachi, S-4700)を用いてフィブリンと

細胞を観察した。 

(4) PRFを用いた半月板再生促進効果[Rat] 

野生型（WT）Lewisラットを用いた。前述と

同様の麻酔方法を施行後、両膝を関節切開、

内側半月を展開し、内側側副靭帯レベルから

前方部分を切除した。左膝には PRFを埋植後

閉創し、右膝はそのまま閉創した。4、8週で

犠牲死させ、修復した半月組織を採取し、パ

ラフィン切片にて、H-E染色、トルイジンブ

ルー染色、抗ラット GFP抗体で免疫染色を行

った。 
４．研究成果 
(1) PRF生成方法の確立[Rat] 

下大静脈から 21 G針で採血を行い、

3000rpm15分遠心を行っても PRFは生成でき



なかった。また採取量は平均 0.5㏄程度であ

り少量であった。以上から採血時間が長くな

っていることで凝固系がすでに働きフィブ

リン化が遠心前に起きている可能性、血液採

取量が少ない、遠心方法の問題が挙げられた。

Ohらの文献(Jounal of Biomedical 

Nanotechnology; volume 9,Number 3 March 

2013 pp.535-537(3))に基づき遠心分離機を変

更し、Medifuge® Silfradent社, Italy製の遠心

分離機を使用した。その設定は CGFモード

（2700rpm 2min,2400rpm 4min,2700rpm 4min, 

3000rpm 3min)であった。血液採取量増加、迅

速な採血を行うために、胸郭縦切開を施行し、

心臓から採取することで迅速に最大 2㏄の採

血が可能となった。素早くガラス管に移し、

遠心することで PRFを安定的に作成するこ

とができた【Fig.1】【Fig.2】。 

 
【Fig.1】 

 

 

 

 

 

【Fig.2】 

 

(2) PRF成分検討[Human] 

末梢血採取の同意を得られた手術患者から

末梢血を採取し、ガラス管に移し、上記の

Medifuge® Silfradent社, Italy製の遠心機を用

いて遠心した。得られた PRFにプラスミン溶

液を添加させ溶解処理を行い、株式会社 SRL

にて血液分画（WBC, RBC, Hb, Ht MCV, MCH, 

MCHC,PLT）と ELISA法によりサイトカイン

の IGF-1,TGF-1,FGF-,VEGF,SDF-1を測定

した。また、SDF-1は ELISA kit(R&D systems)

を用いて測定した【Table 1】【Table 2】。 

 

【Table 1】 

 

【Table 2】 

 

(3) PRFの組織学的検討[Rat][Human] 

得られた GFP ラット由来 PRF を蛍光顕微鏡

で観察すると GFP 陽性細胞が散在しており、

単球などの白血球由来細胞と考えられる細

胞が存在することが分かった。 

H-E染色では赤色のフィブリンの間に単核の

細胞が多数認められた。電子顕微鏡ではフィ

ブリンの間に細胞がトラップされている様

子が観察された【Fig.3】。 



 

【Fig.3】 

 

(4) PRFを用いた半月板再生促進効果[Rat] 

PRF埋植群の 4、8週の H-E染色、トルイジ

ンブルー染色では軟骨基質を示す異染性は

なく、コントロールと変わらなかった。また

GFP染色では GFP陽性細胞はほとんどなく、

PRF内の細胞が再生部分に生着することは確

認できなかった。以上から、PRFそのものの

埋植では半月板部分の再生を促進するとは

言えなかった。そこで、骨髄血からもフィブ

リン製剤が得られることから骨髄血移植を

追加した。ラットの骨髄は非常に小さいため、

大腿骨、脛骨の骨幹部を採取し、21G針を用

いて生理食塩水でフラッシュし、骨髄血を採

取、遠心分離機を用いて遠心し、骨髄部分を

移植した【Fig.4】。骨髄移植群の 6週での GFP

免疫染色組織では軟骨基質を示す異染性が

一部見られた【Fig.5】。 

 
【Fig.4】 

 

 

【Fig.5】 

本研究によって 

１）PRF生成方法は Medifuge® Silfradent社, 

Italy 製の遠心分離器を用いることで安定し

た PRFを生成することができた。 

２）ヒトから得られた PRF の成分は

IGF-1,TGF-1,FGF-,VEGF,SDF-1であり、特

に TGF-1,FGF-,VEGFでは高値を示した。 

３）PRFの組織像はフィブリンネットワーク

内に多数の単核細胞が存在することが確認

できた。 

４）PRFによる半月板再生促進効果ははっき

り証明ができなかった。その理由にサイトカ

イン量が半月板再生促進の濃度と合ってい

ないこと、PRFのフィブリンの硬さが固すぎ

ることなどが挙げられた。一方で、GFP免疫

染色から骨髄移植群で半月板再生促進効果

が一部見られたことから、末梢由来より、骨

髄血由来マテリアルのほうが半月再生修復

にたいして有利である可能性が示唆された。 
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