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Platelet releasate（PR）has been used in regenerative medicine because it contains cell growth factors
 

such as transforming growth factor-β（TGF-β）and platelet-derived growth factor（PDGF）that are
 

effective in regenerating periodontal tissue. There have been many clinical reports on the use of PR,which
 

is prepared by concentrating and processing human platelets,but the biological effects of PR on cells have
 

not been fully clarified. Hence,to ascertain the effects of PR on periodontal tissue-derived cultured cells,

TGF-β1expression was measured using RT-PCR and ELISA and cell proliferation activity was assessed
 

by monolayer and three-dimensional（3-D）culture methods. The results showed that the cell prolifera-

tion activities of periodontal tissue-derived human gingival fibroblasts（HGF),vascular endothelial cells

（HVEC), epithelial cells（HEC), and periodontal ligament fibroblasts（HPLF）were greater with PR
 

compared to cells cultured without PR. Next,the effects of PR on the cell proliferation activity of HGF
 

and HPLF were investigated by the3-D culture method using collagen matrix. The results showed that
 

when compared to the no addition of PR,there were increases in cell proliferation rates on addition of PR

（HGF：2.66 times, HPLF：4.37 times). Furthermore, when PR was added to PR-treated HPLF, the
 

expression of TGF-β1mRNA（3.38times）and the production of TGF-β1（24,48,72h PR FCM：10.76,

12.15,13.02ng/ml）by these cells increased.

The above findings show that PR facilitates the growth of cells that make up damaged periodontal tissue,
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and when scaffolding（collagen matrix）is provided, even more stable cellular proliferation is achieved.

Also,since PR increases the production of TGF-β1,a growth factor important for periodontal regeneration,

to levels sufficient to meet the conditions necessary for tissue regeneration,PR appears to be useful for
 

regenerating periodontal tissue in vitro. J Jpn Soc Periodontal,46：39～50,2004.
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要旨：同種血液由来因子（Platelet releasate：PR）はヒト血小板より濃縮・調整され，歯周組織再生に有効

とされる Platelet-derived growth factor（PDGF）および Transforming growth factor-β（TGF-β）などの

細胞増殖因子を含み，再生医療に応用されている。PRを用いた臨床症例は多く報告されているが，細胞に対す

る生物学的効果は不明な点が多い。そこで本研究は PRの歯周組織由来培養細胞に及ぼす影響を検討するため

に，単層培養法および三次元培養法を用いた細胞増殖活性，さらに RT-PCR法と ELISA法を用いた TGF-β1

発現について解析を行った。

その結果，PRに対するヒト歯周組織由来の歯肉線維芽細胞（HGF)，内皮細胞（HVEC)，上皮細胞

（HEC）および歯根膜線維芽細胞（HPLF）の細胞増殖作用は PR非添加の対照群と比較して，細胞増殖作用の

促進を示した。次に PRに対するHGFおよびHPLFの細胞増殖作用を，コラーゲンマトリックスを用いた三

次元培養で検討した結果，PR非添加群と比較し，PR添加群において細胞増殖率の上昇（HGF：2.66倍，

HPLF：4.37倍）が認められた。さらにHPLFに PRを添加した結果，HPLFにおけるTGF-β1mRNA発現

量（3.38倍）およびTGF-β1産生量（24，48，72h PR FCM：10.76，12.15，13.02ng/ml）が増加を示した。

以上の結果より，PRは喪失した歯周組織を構成する細胞の増殖を促進させ，さらにコラーゲンマトリックス

という足場を得る事でさらに安定した細胞増殖を示した。また，歯周組織再生に重要な細胞増殖因子である

TGF-β1を発現させる事で組織再生に必要な条件を十分に満たすことから in vitroにおける歯周組織再生への

有用性が示された。

索引用語：同種血液由来因子，歯周組織再生，TGF-β1，コラーゲンマトリックス

緒 言

歯周治療の最大の目的は，歯周病によって喪失した

歯周組織の再生である。歯周組織の再生を成功させる

ために，歯周組織を構成する細胞もしくは喪失した組

織へ分化する能力を有する細胞，細胞を増殖・分化さ

せる因子（細胞増殖因子)，さらに細胞が増殖・分化

できる空間（scafford）といったこれら3つの条件を

揃える事が重要である 。

創傷治癒過程は炎症期，肉芽形成および再上皮化

期，マトリックス形成および再構築期に分類され

る 。組織が傷害を受けて修復反応が開始される炎症

期において，損傷部位の血小板は組織修復に重要な役

割を果たす 。すなわち，受傷により血小板が凝集活

性化されると血小板α顆粒が脱顆粒し，血小板から

platelet-derived growth factor（PDGF）もしくは

transforming growth factor（TGF-β）などの細胞

増殖因子（以下，GFsとする）が放出される。これ

ら GFsは組織を構成する線維芽細胞，上皮細胞，血

管内皮細胞などに作用し，細胞の遊走と増殖，分化お

よび細胞外基質の合成を直接または間接的に調節して

いる 。近年，分子生物学や細胞生物学の進歩によ

り，歯周病によって破壊された歯周組織の修復もしく

は再生に GFsが重要な役割を果たしている事が明ら

かとなり，特に TGF-β1や PDGFが歯周組織再生

に有用とされる研究が多く報告されている 。

血小板が放出する TGF-β1もしくは PDGFなど

の GFsに注目し，ヒト血液から血小板を分離・濃縮

して調製された同種血液由来因子（Platelet
 

releasate：以下，PRとする）は創傷部位に応用する

と歯周組織再生に必要な GFsの局所濃度が高まるこ

とで組織の修復・再生能が最大限に高まり，創傷治癒

を促進させる可能性が期待できる 。

我々は歯周組織の修復・再生に不可欠な GFsを含

む PRを適応した歯周組織再生への応用を検討してい

る。この PRは皮膚潰瘍の創傷組織に適用すると創傷

部位の完全上皮化（治癒）に費やす治療期間を短縮さ

せたという臨床報告 や，さらに歯科領域におい

て，患者の血小板を濃縮・調整した血漿成分を

Platelet-rich plasmaとし，これを応用した下顎骨再

建術 およびインプラント埋入部位の骨補塡

剤 としての有効性が報告されている。しかしな

がら PRを用いた臨床症例は多く報告されているが，
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歯周組織を構成する細胞に対する生物学的効果につい

ては不明な点が多い。

そこで本研究は，血小板中の GFsを濃縮して調整

された PRの歯周組織由来培養細胞に与える影響につ

いて，単層培養法に加えて scaffoldとしての役割を

もつコラーゲンマトリックスを用いた三次元培養法に

よる検討を行い，さらに歯周組織再生に重要な役割を

持つ TGF-β1発現について解析を行った。

研究材料および方法

1. ヒト歯周組織由来細胞の分離培養

ヒト歯周組織を採取し組織より分離培養した細胞の

本研究への使用は，日本歯科大学歯学部倫理委員会の

承認後，歯科矯正治療中の患者または健常ボランティ

アより術前にインフォームドコンセントを確立し同意

を得て行った。

1) ヒト歯根膜線維芽細胞の培養

ヒト歯根膜線維芽細胞（以下，HPLFとする）は，

歯科矯正治療中の患者（女性，年齢18歳）の便宜抜

去した健常な上顎小臼歯歯根面に付着した歯根膜組織

をメスにて剝離し，組織片を60mmディッシュ

（Becton Dickinson Labware，Franklin Lakes，

NJ，U.S.A.）に静置した。60mmディッシュに少量

の20%Fetal  bovine serum（MOREGATE Bio
 

Tech，Bulimba，QLD，AUS.：以下，FBSとする）

を含む Growth medium（表1；以下，GM とする）

を添加し，37℃，5%CO 条件下で培養した。組織片

から細胞が out growthし，ディッシュ内の細胞がコ

ンフルエントに達した時点で10cmディッシュ

（Becton Dickinson Labware）へ継代培養を行い，こ

の継代培養を3回繰り返した後に10%FBS含有 GM

を用いて培養し本研究に使用した。

2) ヒト歯肉線維芽細胞の培養

ヒト歯肉線維芽細胞（以下，HGFとする)，歯科

矯正治療中の患者（男性，年齢18歳）の便宜抜去し

た健常歯に付着している歯肉結合組織をメスで剝離

後，歯肉結合組織を0.1%トリプシン・0.02%

EDTA/Ca free phosphate-buffered saline（－）溶

液（TRYPSIN 250：DIFCO，Kansas City，MO，

U.S.A.，Ca free phosphate-buffered saline（－)：

日水製薬，東京：以下，PBSとする）で解離し，

20%FBS含有 GM を用いて60mmディッシュに解

離された組織もしくは細胞を播種し37℃，5%CO

条件下で培養を行った。解離された組織もしくは細胞

が out growthしコンフルエントに達した後，継代・

培養を3回繰り返したのちに10%FBS含有 GM に

変えて培養を行い，本研究に使用した。

3) ヒト歯肉上皮細胞の細胞

ヒト歯肉上皮細胞（以下，HECとする）は，健常

ボランティア（男性，年齢23歳）から得た歯肉の上

皮組織をメスにて上皮面と結合組織面を含むように細

切後，細切片を60mmディッシュの底に上皮と結合

組織を含む細切面が接するように並べ，極少量の

20%FBS含有 GM を添加して37℃，5%CO 条件下

で培養し，細切片の接着を待って徐々に20%FBS含

有 GM 量を増やした。細切面の組織より out growth

してくるHECのコロニーを奥村の濾紙法 で分離培

養した。HECの継代・培養を繰り返したのちに10%

FBS含有 GM に変えて培養を行い，本研究に使用し

た。

4) ヒト歯根膜由来血管内皮細胞の培養

歯科矯正治療中の患者（女性，年齢15歳）より歯

根膜組織を採取し，上記に示した歯根膜線維芽細胞の

培養法に従い，37℃，5%CO 条件下で歯根膜組織よ

り歯根膜細胞の初代培養を行った。歯根膜組織の初代

培養においてヒト歯根膜由来血管内皮細胞（以下，

HVECとする）はHPLFと混在して単層で増殖する

が，HVECのコロニーを奥村の濾紙法 を用いて，

HPLFから分離培養し，20%FBS含有 GM を用い

て継代・培養を繰り返し，本研究に使用した。

2. PRの調製

ヒト血液の採血は東京慈恵会医科大学倫理委員会の

承認を受け，倫理的配慮を 慮して行った。

ヒト血小板中の細胞増殖因子を多量に含む PRを以

下に示す方法にて調整した。ヒト血液は東京慈恵会医

科大学附属病院輸血部において，予め採血前に本研究

内容の説明を十分に受け，採血する事に同意して同意

書に署名が得られた健常ボランティア3名（男性，平

年齢33歳，血液型A型）より採血された。供血者

は日本輸血学会の指針に準じて選択した （表2)。

静脈針付き自己血貯血用血液バッグ CPDA（株式

歯周組織由来の培養細胞に対する同種血液由来因子の効果について

表 1 Growth mediumの組成

D-MEM/F-12粉末 12mg/ml
 

L-glutamine 0.02mg/ml
 

MEM Non-Essential Amino Acid Solu
 

tion10mM（100x)
1mM/ml-

10,000U/mL Penicilin G- 50U/ml

10,000μg/mL Streptomycin 50μg/ml
 

Amphotericin B 0.25μg/ml
 

NaHCO 2.44mg/ml

Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA,U.S.A.

SIGMA CHEMICAL CO.,St.Louis,MO,U.S.A.
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会社テルモ，東京：以下，血液バッグとする）を用い

てボランティアの肘静脈より約400mlを採血した。

ポランティアから採血して得た血液の匿名化を行った

後，血液の一部を用いて梅毒血清反応，HBs抗原，

HCV抗体，HIV-1/2抗体およびHTLV-1抗体のス

クリーニング検査を行い，検査結果が陰性である血液

のみを研究に供した。

血液バッグ中の血液をHIMAC CR 7B3（日立製

作所，東京）を用いて，16℃，1.970×g，4分間遠心

を行って Platelet Rich Plasma層（以下，PRPとす

る）と血球層に分離した。血液バッグから PRPを回

収し，さらに16℃，1.970×g，15分間遠心を行って

Platelet  Poor Plasma層と血小板層に分離した。

Platelet Poor Plasma層を廃棄した後，血小板層の

血小板に血小板容量の10%量のAcid citrate dex-

troseを添加した。Sysmex K-1000（シスメックス株

式会社，神戸）にて血小板数を算出し，PBSを用い

て1×10 個/mlとなるように調整した。予め，PBS

にて調整した5,000U/mlトロンビン（日本薬局方

トロンビン；三共株式会社，東京）を血小板懸濁液1

mlに対しトロンビン1Uの割合になるように血小板

懸濁液に添加して攪拌後，10分間室温で放置し血小

板の脱顆粒を行った。続いて4℃，950×g，10分間

遠心分離して上清を回収してNew steradisc 25（倉

敷紡績株式会社，大阪）を用いて濾過滅菌を行い，研

究に使用するまで-20℃にて凍結保存した。

3. PRの歯周組織由来培養細胞に対する効果

無血清 GM（以下，GM とする）にて2.5×10 個/

75μlに調整された各種の培養細胞懸濁液を96ウェ

ルプレート（costar ，Corning Inc.，Corning，NY，

U.S.A.）の各ウェルに75μl分注し，予め GM を用

いて1～1/64倍に希釈された25μlの1×PR希釈液

を各ウェルに添加して，96ウェルプレート内での細

胞数および PRの最終希釈率が2.5×10 個/ウェル，

1/4～1/256倍になるように調整した。各種の培養細

胞の培地交換は3日間ごとに行い，37℃，5%CO 条

件下で12日間培養を行って各種の培養細胞に対する

PRの増殖作用を検討した。なお，GM で培養した各

種の培養細胞をコントロールとした。

4. 細胞増殖活性の測定

12日間培養した96ウェルプレート中の各種の培養

細胞に，XTT試薬（Roche Diagnostics，Basel，

Swizerland）を各ウェル中の100μlの PR GM もし

くは GM あたり50μl添加して37℃，5%CO 条件

下で7時間培養を行った。培養後，マイクロプレート

リーダーMPR A4（TOSOH（株)，東京）を用い

て，450nm波長の条件下で吸光度を測定し細胞増殖

活性を検討した。

5. PRのHGFとHPLFに対する効果―単層培

養法と三次元培養法を用いた検討―

⑴ 単層培養法

HGFもしくは HPLFを 0.1% ト リ プ シ ン・

0.02%EDTA/PBS液を用いて10cmディッシュよ

り回収し2枚の48ウェルプレート（Becton Dickin-

son Labware）に0.5%FBS含有 GM を用いて5×

10 個/ウェルを播種し，37℃，5%CO 条件下で培養

を行った。24時間後，48ウェルプレートのウェル内

にある GM を廃棄して新たに20%（V/V）PR含有

GM（以下，PR GM とする）もしくは GM を各ウェ

ルに添加し，6日間培養を行った。

⑵ 三次元培養法

予め直径6mmの円形に型抜きされた真皮欠損用

グラフト テルダーミス（株式会社テルモ，東京：以

下，テルダーミスとする）を96ウェルプレートの

ウェルの底に配置し，テルダーミスの上から0.5%

FBS含有 GM を用いて5×10 個/ウェルとなるよう

に調整されたHPLFもしくはHGFを播種し37℃，

5%CO 条件下で培養した。24時間後，各ウェルか

ら細胞を含むテルダーミスを取り出してテルダーミス

を48ウェルプレートの各ウェル中央に配置し，PR
 

GM もしくは GM を各ウェルの側壁から滴下して，

以下，単層培養法と同様に培養を行った。

⑶ 細胞増加率の判定

PRを用いて単層もしくは三次元培養された各種培

養細胞の細胞増加率の判定は，CyQUANT Cell
 

Proliferation Assay kit（Molecular Probes Inc.，

Eugene OR，U.S.A.）を用いて行った。

単層培養が行われた48ウェルプレートの各ウェル

から PR×GM もしくは GM を廃棄し，150μlの

PBS，細胞を溶解させるために448.5μlの Cell lysis
 

buffer，さらに細胞を溶解させて得た DNAに蛍光物

質を吸着させるために1.5μlの2x CyQUANT GR
 

dyeをそれぞれ添加した。48ウェルプレートを遮光

表 2 健常ボランティアの選択基準

・年齢20～40歳健常人男性

・体重40kg以上

・ヘモグロビン 11.0g/dl以上 ヘマトクリット33%

以上

・最高収縮期血圧 180mmHg未満

・最高拡張期血圧 100mmHg未満

・全身状態良好

・採血可能な血管がない場合，採血を中止することがある

・その他，採血が不適当と判断した場合
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しながら約1分間プレートを振盤して室温，暗所に

15分静置し，各ウェルから DNAを含む溶液をマイ

クロチューブに回収した後，DNAが吸着した蛍光物

質の強度を励起波長450nmおよび発光波長520nm

の条件下で SPECTROFLUOROPHOTOMETER
 

RF-5300PC（島津製作所，東京）を用いて測定し

た。

三次元培養が行われた48ウェルプレートのウェル

から細胞を含むテルダーミスをそれぞれマイクロ

チューブに回収した。単層培養と同様にマイクロ

チューブに PBS，Cell  lysis  bufferおよび 2×

CyQUANT GR dyeを添加し約30秒間ボルテックス

にかけた。その後，マイクロチューブを室温，暗所に

15分静置した。さらにマイクロチューブからテル

ダーミスを取り去り，単層培養時と同様に蛍光物質の

強度を測定した。

なお，PRのHGFもしくはHPLFに対する効果

は，6日間培養を行った PR非添加群の蛍光物質の強

度に対する PR添加群の蛍光物質の強度の割合を算出

し，これを細胞増加率とした。

6. RT-PCR法

⑴ total RNAの抽出

10cmディッシュ内で培養されたコンフルエント状

態のHPLFを PBSにて洗浄後，GM を添加して

37℃，5%CO 条件下で24時間培養を行った。PBS

にてHPLFを2回洗浄し，10%（v/v）PR含有 GM

（以下，PR GM とする）またはコントロールとして

の GM を各ディッシュに添加して再度24時間培養し

た。

PRを作用させたHPLFの total RNA抽出を以下

の方法にて行った。各ディッシュ内の PR GM もしく

は GM を廃棄後，3.2mlの TRI  REAGENT LS

（MOLECULAR RESEARCH CENTER INC.，Cin-

cinnati，OH，U.S.A.）を添加し，セルスクレーパー

を用いてHPLFを搔き取り，ポリプロピレン ラウ

ンド・チューブ（Becton Dickinson Labware：以下，

ラウンド・チューブとする）に回収して5分間静置し

た。次に0.43mlの1-ブロモ-3-クロロプロパンをラ

ウンド・チューブに添加し攪拌後15分間放置し，そ

の後4℃，12,000×g，15分間遠心を行って液層を3

層に分離した。上層をラウンド・チューブに回収し

2.4mlのイソプロパノールを加えて10分後に4℃，

12,000×g，8分間遠心分離を行った。ラウンド・

チューブ内の上清を捨て RNA沈殿をマイクロチュー

ブに回収し1mlの75%エタノールを加えて4℃，

7,500×g，5分間遠心分離し，この操作を2回繰り返

した。マイクロチューブ内の75%エタノールを廃棄

し3分間室温で RNAを乾燥させ diethylpyrocar-

bonate処理水（以下，DEPC処理水とする）中に溶

解して分光光度計にて RNA濃度を測定，これを

HPLFの total RNA試料とした。

⑵ RT-PCR法

HPLFから抽出された各 total RNA試料のうち，

mRNAを鋳型とし逆転写によって cDNAを合成し

RNA（2μg含有)＋DEPC処理水→11μlに調整

1μl Oligo（dT)を添加

12μl RNA反応液を調整

↓

RT-PCR

反応温度と時間 5×first Strand buffer 1.0μl

1) 70℃ 10分
0.1M DTT 2.0μl

10mM dNTP 1.0μl

2) 4℃ 5分

3) 42℃ 2分
←RNase inhibitor 0.5μlを添加

4) 42℃ 50分 ←Super ScriptⅡ 1.0μlを添加

5) 70℃ 15分

6) 37℃ 20分 ←RNase H 1.0μlを添加

7) 4℃

・サーマルサイクラーを用いて cDNAを合成

Invitrogen Corp. 東洋紡，大阪

図 1 RT-PCR法による cDNAの合成
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た。図1に示した手順に従い，マイクロチューブに

RNA反応液を調整し，プログラマブル・サーマルサ

イクラーコントローラーPTC-100 （MJ Resech
 

Inc.，San Francisco，CA. U.S.A.：以下，サーマル

サイクラーとする）を用いて cDNAを合成した。

TGF-β1および Eukarytic elongation factor

α1（以下，EFとする）の増幅は表3のプライマー

を用いた PCR法にて行った。

図2に示した手順に従い，マイクロチューブに

PCR反応液を調整し，ミネラルオイルを滴下しサー

マルサイクラーにて94℃，45秒間の熱変性，58℃，

45秒間のアニーリング，72℃，90秒間の伸長反応を

1サイクルとして TGF-β1および EFの cDNAの増

幅を30サイクル行った。

7. TGF-β1の相対的発現量の検討

2%アガロースゲルを用いて100mA，40分の条件

で各 PCR反応物を電気泳動し，10mg/mlエチレン

ブロマイド溶液にて60分間染色を施し，2%アガ

ロースゲルを紫外線照射下で写真撮影した。ATTO
 

Light Capture Type AE-6961（株式会社アトー，東

京）を用いて TGF-β1もしくは EFの各増幅物の積

算値を測定し，EFを内部標準遺伝子として TGF-

β1の相対的発現量を検討した。

8. 培養上清中の TGF-β1産生量の測定

10cmディッシュ内で培養されたコンフルエント状

態のHPLFを PBSで洗浄後，0.5%FBS含有 GM

を添加して37℃，5%CO 条件下で培養を行った。

24時間後，PBSにてHPLFを洗浄し，PR GM また

は GM をディッシュに添加して24，48もしくは72

時間それぞれ培養を行った。GM を添加して培養され

たHPLFの24，48もしくは72時間の各培養上清

（以下，24，48もしくは72h FCM とする）および

PR GM を添加して培養されたHPLFの24，48もし

くは72時間の各培養上清（以下，24，48もしくは72

h PR FCM とする）を回収した。

FCM 中の TGF-β1産生量をQuantikine Human
 

TGF-β1 Immunoassay kit（R & D Systems，

Mineapoolis，MN，U.S.A.）を用いて測定した。

0.5mlの PR GM もしくは各種 FCM に0.1mlの1

N HClを添加し10分間，室温にて放置した後に0.1

mlの1.2N NaOH/0.5M HEPESを加え，FCM 中

の TGF-β1を活性化した。酸処理を行った200μlの

各種 FCM を，予め TGF-βRIIがコートされた96

ウェルプレートに分注し，3時間，室温にて放置し

た。ウェル内の溶液を捨て200μlのwash bufferに

て洗浄，この操作を3回繰り返した。次に各ウェルに

200μlの TGF-β1 conjugate（HRP標識 TGF-β1

ポリクローナル抗体）を添加し，90分間，室温にて

放置した。再度ウェル内の溶液を捨てwash bufferに

て洗浄，この操作を3回繰り返し，さらに200μlの

Substrate Solutionを加え，20分間，室温，遮光の

条件で放置した。最後に50μlの Stop Solution（2N

 

PCR反応液の調整

5Unitl Takara Ex Taq 0.2μl

10x Ex Taq buffer 2.5μl

2.5mM each dNTP Mixture 0.2μl
 

Primer1 0.5μl
 

Primer2 0.5μl

滅菌蒸溜水 18.3μl
 

Template 1.0μl
 

Total 25.0μl

 

PCR

反応温度と時間

1) Denature 94℃45秒

2) Annealing 58℃45秒

3) Extension 72℃90秒

4) 1)→3)：30サイクル

5) 4℃

・サーマルサイクラーを用

いて cDNAを増幅

宝酒造，大津 Invitrogen Corp.

図 2 RT-PCR法による cDNAの増幅

表 3 TGF-β1および EFのプライマー

Primer  PCR産生物
(bp）

TGF-β1 F（5’-3’）GAGCCTGAGGCCGACTACTA
 

R（5’-3’）CTGGTACAGCTCCACGTGCT
227

EF  F（5’-3’）TCAGCTGATTATCCTGAACCATC
 

R（5’-3’）TTAAATGGCCAATTGAAACAAAC
449
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硫酸溶液）を加え，直ちに Immunoreader E Max

（和光純薬工業株式会社，大阪）を用いて450nm波

長の条件下で吸光度を測定し，予め作成した TGF-

β1の検量線をもとに TGF-β1産生量を算出した。

9. 統計学的検索

PRの各種歯周組織由来細胞に対する増殖活性はコ

ントロールと PR添加群の比較について，HGFもし

くはHPLFにおける単層培養法もしくは三次元培養

法を用いた細胞増殖率は PR非添加および PR添加群

の比較について，HPLFにおける TGF-β1の相対的

発現量は，PR非添加および PR添加群の比較につい

て，さらに TGF-β1産生量は PR GM と24，48も

しくは72h PR FCM の比較について，それぞれ Stu-

dent t-検定を用いて統計学的に検索した。

結 果

1. PRの歯周組織由来培養細胞に対する増殖効果

各種歯周組織由来培養細胞に1×PRを96ウェルプ

レート内での最終希釈率が1/4～1/256倍になるよう

に添加して12日間培養を行った結果を示す。

HVECに対する PRの細胞増殖作用は，コント

ロールと比較し，1/32×，1/16×，1/8×，1/4×PR

添加群において濃度依存的な細胞増殖作用を示し，1/

16×，1/8×，1/4×PR添加群において統計学的に有

意差が認められた（図3)。

HGFに対する PRの細胞増殖作用は，コントロー

ルと比較し，1/128×，1/64×，1/16×，1/8×，1/

4×PR添加群において細胞増殖作用を示し，1/64×，

1/8×，1/4×PR添加群において統計学的に有意差が

認められた（図4)。

HECに対する PRの細胞増殖作用は，コントロー

ルと比較し，すべての PR添加群において統計学的に

有意な細胞増殖作用を示し，その効果は濃度依存性を

呈した（図5)。

HPLFに対する PRの細胞増殖作用は，コント

ロールと比較し，すべての PR添加群において濃度依

存性の細胞増殖作用を示し，さらに1/128×，1/

64×，1/32×，1/16×，1/8×，1/4×PR添加群にお

いて統計学的に有意差が認められた（図6)。

2. 単層培養による PRの各種培養細胞に対する

効果

HGFもしくはHPLFに PR GM もしくは GM を

添加して48ウェルプレート内で6日間単層培養を

図 4 HGFに対する PRの細胞増殖作用

コントロールと比較し，PRを作用させると，1/

128×，1/64×，1/16×，1/8×，1/4×PR添加群に

おいて細胞増殖作用が認められた。

図 3 HVECに対する PRの細胞増殖作用

コントロールと比較し，PRを作用させると，1/

32×，1/16×，1/8×，1/4×PR添加群に細胞増殖作

用が認められ，その作用は濃度依存性を呈した。

(OD値)
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図 5 HECに対する PRの細胞増殖作用

コントロールと比較し，PRを作用させると，すべ

ての PR添加群に細胞増殖作用が認められ，その作用

は濃度依存性を呈した。
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行った結果を示す。

HGFの増加率は，PR非添加群と比較し，PR添加

群において5.22倍を示し，統計学的に有意な細胞増

殖率の上昇が認められた（図7)。

HPLFの増殖率は，PR非添加群と比較し，PR添

加群において21.17倍を示し，統計学的に有意な細胞

増殖率の上昇が認められた（図8)。

3. 三次元培養による PRの各種培養細胞に対す

る効果

テルダーミス内にHGFもしくはHPLFを播種し

て PR GM もしくは GM を添加し，48ウェルプレー

ト内で6日間三次元培養を行った結果を示す。

HGFの増加率は，PR非添加群と比較し，PR添加

群において2.66倍を示し，統計学的に有意な細胞増

殖率の上昇が認められた（図9)。

HPLFの増殖率は，PR非添加群と比較し，PR添

加群において4.37倍を示し，統計学的に有意な細胞

増殖率の上昇が認められた（図10)。

図 6 HPLFに対する PRの細胞増殖作用

コントロールと比較し，すべての PR添加群に細胞

増殖作用が認められ，その作用は濃度依存性を呈し

た。

図 8 単層培養による PRのHPLF増殖作用

PR非添加群と比較し，PR添加群において細胞増

殖率の上昇が認められた。

図 7 単層培養による PRのHGF増殖作用

PR非添加群と比較し，PR添加群において細胞増

殖率の上昇が認められた。

R
a
te
 o
f 
ce
ll
u
la
r 
g
ro
w
th

25

20

15

10

5

0

＊＊

＊＊：p＜0.01
(n＝3)

PR非添加群

PR添加群

PR添加群

PR非添加群

＊＊：p＜0.01
(n＝3)

＊＊25

20

15

10

5

0

R
a
te
 o
f 
ce
ll
u
la
r 
g
ro
w
th

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

＊＊

1/32

＊＊ p＜0.01 (n＝3)

(×PR)

＊＊

1/16 1/8 1/41/641/1281/256Cont.

0.8

0.6

0.4

0.2

0

(OD値)

図 9 三次元培養による PRのHGF増殖作用

PR非添加群と比較し，PR添加群において細胞増

殖率の上昇が認められた。

PR添加群

PR非添加群

＊：p＜0.05
(n＝3)

＊＊25

20

15

10

5

0

R
a
te
 o
f 
ce
ll
u
la
r 
g
ro
w
th

図 10 三次元培養による PRのHPLF増殖作用

PR非添加群と比較し，PR添加群において細胞増

殖率の上昇が認められた。
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4. TGF-β1のmRNA相対的発現量の比較検討

PR GM もしくは GM 添加24時間後における

HPLFの TGF-β1mRNAの発現状態を図11に示

す。

PR GM を添加したHPLFの TGF-β1mRNA発

現量は GM のそれと比較し，3.38倍であり，統計学

的に有意な増加が認められた（図12)。

5. TGF-β1産生量の比較検討

HPLFの TGF-β1産生量は，PR GM と比較し経

時的に増加傾向を示し，その効果は統計学的に有意な

増加であった（図13)。なお，24，48もしくは72h
 

FCM 中の TGF-β1産生量は0.5以下 ng/mlであっ

た。

察

創傷治癒過程において GFsは組織を構成する細胞

の遊走と増殖，分化および細胞外基質の合成を調節し

ている 。特に創傷治癒の反応は血小板から放出さ

れる GFsが損傷部位の細胞に遊走と増殖を促す事か

ら開始される ，よって血小板中の GFsが組織の修

復・再生に果たす役割は大きいと えられる。

本研究に用いた PRはヒト血液から血小板を分離

し，高濃度に濃縮した後，トロンビンを用いて血小板

α顆粒中に含まれる GFsを放出させたもの で，創傷

治癒過程に重要な役割を持つ TGF-β1，PDGFおよ

び b-FGFなどの GFs が多量に含まれている 。

PRは Platlet  derived wound healing  factor

（PDWHF）とも呼ばれ，1982年，Knightonらはウ

サギの角膜を用いた in vivoの研究において，トロン

ビンで活性化された血小板が創傷治癒過程において重

要な血管新生，線維増殖（fibroplasia）およびコラー

ゲン合成を促進させたと報告した 。この研究報告

により医科領域において，1986年以降，トロンビン

で活性化された血小板より放出された GFsを

PDWHFとし，糖尿病，外傷および脈管炎などが原

因で生じた慢性難治性皮膚潰瘍の患者の自己血より

PDWHFを調整して患部に適応した所，従来の完全

1：GM 添加群の EF（内部標準）

2：PR GM 添加群の EF（内部標準)

3：GM 添加群の TGF-β1

4：PR GM 添加群の TGF-β1

図 11 TGF-β1mRNAの発現

PR GM もしくは GM を添加後，24時間培養され

たHPLFにおける EFもしくは TGF-β1のmRNA

の発現を示す。
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図 12 TGF-β1mRNA発現に及ぼす PRの影響

GM 添加HPLFの TGF-β1mRNA発現量と比較

し，PR GM 添加HPLFにおける TGF-β1mRNA

発現量の増加が認められた。

図 13 HPLFの TGF-β1産生に及ぼす PRの効果

HPLFの TGF-β1産生量は経時的に増加傾向を呈

した。
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上皮化（治癒）と比較し上皮化に費やす時間が短縮さ

れたとの報告がなされた 。歯科領域においても，

ヒト血小板中の GFsを濃縮・調整した PRP（歯科領

域では Platelet-rich plasma：PRPとして報告され

ている）を臨床応用した症例が報告されている。1998

年にMarxらは PRPおよび骨移植材を併用した骨欠

損部位に対する増大術において新生骨の増加および骨

質の向上を報告した 。以後，PRPは骨移植材と併

用された術式 もしくはインプラント埋入部位ま

たはインプラント埋入予定部位への骨補塡材 と

して応用され良好な結果が報告されている。さらに

PRもしくは PRPがいち早く臨床応用が可能となっ

た理由として，治療を目的とする患者の自己血液から

直接血小板を調製し適用する事で，血液製剤からの感

染が報告される肝炎もしくはHIVによる感染の危険

性を回避する事が可能であるため，患者の同意が得や

すいと えられる 。

このように医科および歯科領域において PRもしく

は PRPの治療への効果が注目されて臨床応用により

良好な結果が報告されているにもかかわらず，in
 

vitroもしくは in vivoにおける細胞生物学的研究報

告は少なく，不明な点が多い。そこで本研究におい

て，組織の修復・再生に重要な血小板由来の GFsを

高濃度の割合で含む PRのヒト歯周組織由来の培養細

胞に対する影響を検討した。

HGFに1/4～1/256×PRを作用させた結果，二相

性の細胞増殖作用が認められ，特に1/32，1/16×PR

においてコントロールと比較しHGFの細胞増殖が抑

制された結果となった。これはHGFに対する PRの

至適濃度が存在する可能性が示唆されるが，さらなる

検討が必要である。さらにHVEC，HECもしくは

HPLFに1/4～1/256×PRを作用させた結果，濃度

依存的な細胞増殖作用が認められた。これはOkuda

らの研究報告でも PRPによる歯肉線維芽細胞もしく

は歯根膜線維芽細胞の細胞増殖活性の促進を報告して

いる 。通常ヒト末梢血中の血小板数は10～40×10

個/μlである，これに対し本研究に使用した PRは

1×10 個/mlであり，血小板数を約2.5～10倍に濃

縮させている。よってHGF，HVEC，HECもしく

はHPLFの増殖促進は，これらの細胞増殖活性を促

進させる GFsを高濃度に作用させた結果と 察され

る。しかしながらOkudaらは PRPを作用させると

上皮細胞の増殖活性は抑制されると報告しており ，

本研究のHECの結果とは相反している。我々はこの

結果の違いを以下に 察する。第一はOkudaらが研

究に用いた PRPと本研究に使用した PRの血小板中

の GFs濃縮率の違いにある。血小板中に多く存在す

る TGF-β1は一般に上皮細胞の増殖を抑制する働き

がある 。しかしながら，TGF-β1の細胞増殖効果

には至適濃度があること，さらに培養条件によっては

増殖にも抑制にも働くとの報告がある 。この TGF-

β1の濃度または培養条件の違いが2つの結果を招い

た可能性を示唆する。第二にOkudaらが使用した上

皮細胞（SCC-25) はヒト舌由来の扁平上皮癌由来

の細胞であり，本研究に使用したヒト正常歯周組織よ

り分離した上皮細胞とは細胞の性質が異なる可能性が

ある，よって PRもしくは PRPに対する感受性に違

いが生じたと推測する。

テルダーミス内で培養されたHGFもしくは

HPLFに PRを作用させた結果，PR非添加群と比較

し PR添加群の細胞の増殖率が上昇した。組織欠損部

の再生において，細胞同士を接着させ，再生される組

織の最終的な形態を決定し保持するためには細胞外基

質あるいは Scaffoldが必要である 。細胞外基質ある

いは Scaffoldは欠損部への GFsの局在性を持たせる

ためにも重要である。本研究に使用したテルダーミス

は牛皮膚由来の線維化もしくは熱変性アテロコラーゲ

ンを混合凍結乾燥させたもので，新生組織への置換が

スムーズに行われる組織再構築型のコラーゲンマト

リックスである 。コラーゲンマトリックスは生

体内での高い安定性と細胞親和性を備えているため，

マトリックス内への細胞の侵入が容易で，尚かつ線維

芽細胞形成能に優れていると報告されている 。よっ

て，テルダーミス内で培養されたHGFもしくは

HPLFに PRを応用すると細胞増殖率が上昇したと

いう結果は，テルダーミスが細胞外基質あるいは

Scaffoldとしての役割を十分に備えて，さらにテル

ダーミスに PRが併用されることにより，細胞，増殖

因子，Scaffoldの3要素を揃えることが組織再生の

成功につながるという概念 を十分に反映し，歯周組

織再生術への応用が期待できる。

単層および三次元培養において，HPLFに対する

PRの細胞増殖作用が強かったという結果を踏まえ，

歯周組織再生に重要な役割を持つ TGF-β1のパラク

リンもしくはオートクリン作用による細胞増殖作用の

可能性を推測し，HPLFに対する TGF-β1の遺伝子

およびタンパクレベルの検索を行った。PR GM を添

加したHPLFを24時間培養した結果，HPLF内の

TGF-β1の遺伝子発現量が促進された。引き続き，

PR GM を添加し，24時間培養して回収したHPLF

の FCM 中のタンパク発現量を検討した結果，PR
 

GM と比較して TGF-β1のタンパク発現量はわずか

に促進効果が認められたが統計学的有意差は認められ

なかった。よって，さらに48もしくは72時間培養し
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て回収したHPLFの FCM 中のタンパク発現量を検

討した所，統計学的に有意な TGF-β1タンパク発現

量の経時的な増加が認められた。本研究において，

HPLFに対する PRの TGF-β1タンパク発現量の影

響を検索するに当たり，PR GM 中の TGF-β1タン

パクと比較した。PR中にはもともと TGF-β1が含

まれており，PRの影響よる TGF-β1タンパク発現

量の増加を検討するには，PR GM 中の TGF-β1タ

ンパク量を 慮してこれと比較することが必要と え

た。また，GM を添加したHPLFを24，48もしくは

72時間培養して回収した FCM 中の TGF-β1タンパ

ク発現量は，0.5以下 ng/mlであり本研究で応用し

た ELISA法では検出範囲を下回るほどの微量な

TGF-β1タンパク発現であった。TGF-β1は，分子

量12.5KDaの相同ポリペプチドが S-S結合により

25KDaの二量体より構成され，ヒト血小板や骨に多

く存在する 。TGF-β1は線維芽細胞に対する増殖

促進効果，血管新生作用および細胞外マトリックス合

成促進など，歯周組織の創傷治癒を促進させる効果を

持つ 。さらにイヌの歯周組織に人工的に骨欠損

部を作製し，リコンビナント TGF-β1を用いて

GTR法を行った結果，新生骨量が増加したとの報告

がある 。よって PRを添加す る と HPLFの

TGF-β1産生量が促進され，線維芽細胞の増殖，血

管新生，細胞外基質の合成，および新生骨量の増加と

いった歯周組織再生に必要不可欠な作用が増強される

可能性を示唆する。

以上の事から，PRにはヒト歯周組織を構成する細

胞の増殖を促進させるだけでなく，Scaffoldとして

の役割を担うコラーゲンマトリックスを用いた三次元

培養においても細胞の増殖率を上昇させ，創傷治癒過

程に重要な役割をもつ TGF-β1の発現量を促進させ

る効果があるという事が明らかとなった。この事は歯

周組織の再生医療に必要な，細胞，増殖因子，Scaf-

foldの3要素を in vitroのレベルで十分に満たし，

基礎研究より先行した PRを用いた臨床応用が良好な

結果を示す理由の1つとなるであろう。しかしなが

ら，歯周組織を構成する器官に硬組織が存在し，硬組

織由来の細胞に対する更なる PRの作用解析が必要で

ある。
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