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要 約

近年、ヒトや馬において多血小板血漿（Platelet Rich Plasma：PRP）を患部に移植し、創傷治癒の促進を図
る方法が試みられている。しかし牛においては作製法、使用法などの標準化がなされていない。そこで、臨床
現場における牛PRP作製法を最適化することを目的とし、一般的な器材や遠心分離機を用いて、血漿中の血小
板の収率を最大にする方法を調査した。PRPの作製方法にはダブルスピン法を用い、遠心力および遠心分離時
間を増減させた6種類の条件で遠心分離法を検討した。その結果1回目の遠心分離効果が低い遠心条件におい
て、血小板濃縮率が有意に増加した。重回帰分析の結果より1回目の遠心分離効果が血小板濃縮率に影響する
ことが確認された。遠心分離機の遠心力はスイングローターの半径や角度によって異なることから、回転数や
遠心時間のみでなく、遠心分離効果による検討が必要であり、遠心分離1回目に、血漿を血球境界面よりどの
程度残して採取するかで、血小板濃縮率が変化する可能性がある。
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多血小板血漿（Platelet-rich plasma：PRP）とは、血
液を分離することによって得られる、血小板を多く含む
血漿のことである。元々は成分輸血をする場合に、全血
から赤血球と血漿を分離する方法のひとつとして製造法
が開発され［1］、ヒト医療において播種性血管内凝固症
候群（Disseminated Intravascular Coagulation：DIC）
などにおける血小板輸血や外科手術中の止血に利用され
てきた［2］。一方、近年では血小板が活性化あるいは破
砕された際に、血小板内部のα顆粒から、Platelet-de-
rived growth factor（PDGF）、Transforming growth
factor-β（TGF-β）、Epidermal growth factor（EGF）
などの成長因子が血漿中に放出されることが明らかに
なった［3］。さらに血液凝固反応の過程で生じるフィブ
リン網が、遊走してきた骨芽細胞や線維芽細胞などの間
葉系細胞の足場となり、創傷治癒が促進されることが報
告されており［4］、組織再生への応用に注目が集まって
いる。これらの成長因子は皮下組織が損傷した場合に創

傷治癒過程の早期に放出され［5］、組織修復および再生
過程において組織幹細胞の増殖や血管新生を促すという
重要な役割を担っていると考えられている［6］。
ヒトや馬においてPRPの使用用途は多岐にわたって

おり、牛においても泌乳期病［7］、生殖器病［8、9］および運
動器病［10］などでPRP療法が行われている。PRP調製時
に血小板を最大限に回収するための最適な遠心分離方法
に関する研究は医療分野において数多くあるが［11‐13］、
牛における報告は見当たらない。また、その臨床効果に
はばらつきがあり［14］、効果がないとする報告もある［15］。
理由として個体差や採血時の健康状態により血液内の血
球比重量が異なり、最適な製造法の標準化が難しいこと
があげられる［16］。そこで本研究では、牛PRPの製造プ
ロトコールを最適化することを目的とし、家畜診療所に
設備されている一般的な器材や遠心分離機を用いて、血
漿中の血小板濃縮率を最大にする遠心分離方法および濃
縮率に影響を及ぼす要因を調査した。

連絡責任者：山手 智行 北海道農業共済組合みなみ統括センター 道南北部家畜診療所
〒049‐4514久遠郡せたな町北檜山区豊岡86－7
TEL：0137－84－5042 FAX：0137－84－4398 E-mai : tomoyuki_yamate_hh@nosai-do.or.jp

（405） 1

北 獣 会 誌 66（2022）



材料および方法

採血を行った供試牛は、本研究の主旨、方法に畜主の
理解が得られた、本家畜診療所管内のホルスタイン種乳
牛5頭とした。供試牛からの採血は1～2週間間隔で累
積合計10回行い、1回の採血量は100mlとし、各試験
群に分注し供試した。PRP調製方法を考察するにあた
り、遠心分離機にはインバータ・ヘマットクリット遠心
分離機（3220型：久保田製作所、東京）を用いた。遠心
分離機のスイングローターの半径（回転中心からバケッ
トの遠心端までの距離）は11．8cmで、各回転数におけ
る遠心力は、使用した遠心分離機の取扱説明書に記載さ
れている遠心力の計算式より算出した。
遠心力（×G）＝11．18×（回転数N（rpm）／1000）2×回転半径R（cm）

遠心分離機の遠心力および遠心時間の設定には、牛で
Lange-Consiglioら［7］、馬でFukudaら［17］およびヒトで
澤ら［18］が報告したダブルスピン法による遠心分離法を
参考に、総合的な遠心分離力である遠心分離効果（遠心
力×遠心時間）［18］が同程度になるように設定した（表1）。

PRPの作製法は、血液抗凝固剤としてクエン酸デキ
ストロース液（acid citrate dextrose solution：ACD）
（ACD-A液：テルモ、東京）を使用し、血液量100ml
につき、ACDが15mlの割合になるように採血を行った。
ACD入り全血を、電子線照射にて滅菌され、底部が円
錐状に尖っているプラスチック製の試験管（ベッセル
チューブ：ベッセル、北海道）に10mlずつ分注した。
遠心分離作業はすべて室温、無菌操作下で行った。まず
遠心分離1回目で赤血球を沈降させ、上清を血球界面か
ら2～5mm程度残し、滅菌シリンジにて採取し、別の
試験管に移した。次にこの試験管に対して遠心分離2回
目を行い、血小板を沈降させた。この段階ではPRPと
それ以外の部分の肉眼的区別がつかないため、試験管の
底部から1mlの部分をPRPと規定し［18］、滅菌シリンジ
で試験管の底部から1mlまでを残すように、上部を慎
重に吸い取り、残りをPRPとした。血小板は試験管の
底部に沈降しているため、マイクロピペットを用いた。

ピペッティングにて血小板を均一化させ血小板数を測定
した（図1）。血小板数の測定は遠心分離前の全血、遠
心分離1回目および遠心分離2回目に行い、シースフ
ロー電気抵抗検出法を用い、臨床検査センター（第一岸
本臨床検査センター、北海道）に採血当日に外注した。
参考にしたダブルスピン法は、1回目の遠心分離効果

が3種類、2回目の遠心分離効果が2種類報告されてい
るため［7、17、18］、その2回の遠心分離条件を組み合わせ
た6群に分類し各群を比較した（表2）。PRP中の血小
板数は、末梢血中の血小板数に個体差があり直接比較で
きないため、血小板濃縮率について統計学的に検討した。
統計学的有意差検定は統計解析ソフトEZR version
1．55［19］を用いた。群間の比較には、Shapiro-Wilk検定
にて正規性の検定、Bartlett検定にて等分散性の検定、
一元配置分散分析を行った後、試験群1を対照群として
Dunnettの多重比較を行った。さらに血小板の収率に影
響を与える遠心分離法を調査するために重回帰分析を
行った。従属変数を最終的な血小板濃縮率とし、独立変
数を1回目と2回目の遠心力、遠心時間、回転数、遠心
分離効果の8項目とし、独立変数の選択にはp値に基づ
くステップワイズの変数減少法を行った。有効数字を小
数点第2位までとし、各検定ともに危険率が5％未満と
なった要因を有意差あり、10％未満となった要因を傾向
ありと判定した。

表1．遠心分離1回目および遠心分離2回目の詳細
回転数（rpm） 遠心力（G．Force） 遠心時間 （sec） 遠心分離効果*（×104G．sec） 引用文献

遠心分離
1回目

900 106．86 30分（1800秒） 19．23 7
1700 381．26 7分（420秒） 16．01 17
2600 891．81 7分（420秒） 37．46 18

遠心分離
2回目

3400 1525．04 10分（600秒） 91．50 7、18
3900 2006．56 7分（420秒） 84．28 17

＊遠心分離効果（G．sec）＝遠心力（G．Force）×遠心時間（sec）
各回転数での遠心力は遠心機の取扱説明書より算出

図1．多血小板血漿（PRP）作製方法
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結 果

未経産を含む供試牛の産次数は0～7産（平均2．2産）、
未経産を除いた乳検成績より採血を実施した月の標準乳
量は20～45kg（平均28kg）および未経産を除く分娩後
日数は10～86日（平均47．5日）であった。血小板数およ
び血小板濃縮率は平均値±標準偏差で示した。各試験群
の全血、遠心分離1回目および遠心分離2回目の血小板
数を表3に示し、各試験群の血小板濃縮率を図2に記す。
統計学的有意差検定結果より、試験群1は試験群6と比
較して血小板濃縮率が有意に高く（p＝0．03）、試験群5
より高い傾向を示した（p＝0．06）。重回帰分析の結果、
モデル全体の評価を表すF検定の結果はF値＝4．72（p
＜0．05）、自由度調整済重相関係数の二乗（R2）は0．16と
なり、回帰係数推定値より得られた推定式を下記に記す。
血小板濃縮率＝－0．03×1回目の遠心分離効果（×104G．sec）＋3．98

考 察

PRPの創傷治癒促進作用を担う成長因子は、血小板
凝集により血小板が脱顆粒を起こして血小板外へ放出さ
れる［20］。また血小板への強い外力でも、血小板が破壊
され成長因子が放出されてしまうため、PRP作製時の
遠心力はできるだけ抑えることが望ましい。PRP作製
には冷却機能を有し、400ml以上の採血ボトルを1度
に遠心分離できる大容量冷却遠心分離機を用いる方が効
率的かつ大量のPRP作製が可能である。しかし、一般
の家畜診療所には冷却機能を有する大型遠心分離機が設
置されている例は少ないと思われ、15ml用チューブを
4本装填可能のバケットを有するマイクロ遠心分離機が
設置されている家畜診療所が大半と思われる。よって、
少量の血液から少量のPRPを作製する方法が必要とな
るが、採取した血液が少量になれば含まれる血小板数も
少ないため、効果的に濃縮しなければならない。

PRP調製方法は、遠心分離を1回だけ行うシングル
スピン法と、2回行うダブルスピン法とに大別できる。

Anitua［21］の方法に代表されるシングルスピン法は、1
回の遠心分離で血球層と血漿層の境界付近に血小板を集
め、上部の血小板を含んでいない血漿層を取り除き、血
小板を多く含む血漿層をPRPとして回収する方法であ
る。調整手順は簡便であるが、PRP収率にばらつきを
生じ、血小板濃縮の調整が難しいという欠点がある。一
方、Landesbergら［22］の方法に代表されるダブルスピン

表2．各試験群の回転数および遠心時間
供試牛
頭 数 検体数 遠心分離1回目 遠心分離2回目

試験群1 5 10 1，700回転 7分 3，400回転 10分
試験群2 5 10 1，700回転 7分 3，900回転 7分
試験群3 5 10 900回転 30分 3，400回転 10分
試験群4 5 10 900回転 30分 3，900回転 7分
試験群5 5 10 2，600回転 7分 3，400回転 10分
試験群6 5 10 2，600回転 7分 3，900回転 7分

表3．全血および各試験群の血小板数（平均値±標準偏差）
血小板数（×108／ml）

全血 遠心分離1回目 遠心分離2回目
試験群1 2．69±0．63 2．83±0．76 9．82±2．66
試験群2 2．69±0．63 2．83±0．76 9．56±2．71
試験群3 2．69±0．63 2．71±0．75 9．35±2．48
試験群4 2．69±0．63 2．71±0．75 8．92±3．00
試験群5 2．69±0．63 1．67±0．61 8．35±3．41
試験群6 2．69±0．63 1．67±0．61 8．19±3．19

図2．血小板濃縮率の比較（平均値±標準偏差）
ａｂ：異なるアルファベットの群間には有意差あり

（p＝0．03）
ａｃ：異なるアルファベットの群間には傾向あり

（p＝0．06）

（407） 3

北 獣 会 誌 66（2022）



法は、遠心分離を2回に分け、遠心分離1回目で血球成
分を分離除去し、遠心分離2回目で血小板成分を沈殿さ
せ、PRPを調整する方法である。調整方法は複雑にな
るが、PRP回収時に沈殿した血小板層が確認でき、濃
縮率もコントロール可能なため、シングルスピン法と比
較して信頼性が高くなる。
今回1．5mlのACDが含まれる血液10mlから1mlの

PRP作製法について、遠心力および遠心分離時間を増
減させた6種類の条件でダブルスピン法を検討した。そ
の結果、試験群1が試験群6と比較して血小板濃縮率が
有意に高いことが確認された。試験群1は本試験におい
て1回目の遠心分離効果が低く、2回目の遠心分離効果
は高い遠心法である。血液を血漿と血球に分離する遠心
分離1回目において、遠心分離効果を大きくするほど回
収できる血漿量は多くなるが、血小板は凝集して血球層
に落ち込んでしまう。今回の結果より、1回目の遠心分
離効果を試験群5および6のように37．46×104G・secま
で高めると、血漿の最上層と最も血球に近い最下層では
血小板数の濃度差が大きくなるため、血漿を血球境界面
よりどの程度残して採取するかによって、遠心分離1回
目の血小板数が大きく変化する可能性があり、PRP作
製の標準化を困難にする可能性がある。また血小板を試
験管に底部に沈殿させる遠心分離2回目では、遠心分離
効果を91．50×104 G・secまで高めた方が血小板をより
沈殿させる可能性が示唆された。
また重回帰分析の結果より、血小板濃縮率に影響する

要因は回転数や遠心時間ではなく、1回目の遠心分離効
果が影響することが確認された。PRP作製時に使用す
る遠心分離機の遠心力は、スイングローターの半径や角
度によって異なることを考慮すると、回転数や遠心時間
のみでなく遠心分離効果による検討が必要である。
今回は遠心分離機の遠心力や遠心分離時間の検討を
行ったが、PRP作製において最適な血液分離方法は全
血量、ヘマトクリット値、採血後の経過時間、冷却の有
無、容器の大きさや形状、抗凝固剤の量や種類など多く
の因子に規定される［16］。また臨床的な検討課題として
は、PRP濃度、PRP注入量、成長因子活性およびゲル
化など、どのように投与すれば最も効果を発揮できるの
かという多くの疑問がまだ残されている。しかし、高濃
度の血小板数を作製することは治療効果を診るのに極め
て重要である［23］。今回は成長因子濃度の測定は行って
いないが、今回作製したPRPは過去の報告［7‐9、17、18］と
比較しても十分な血小板数であったこと、血小板数と成
長因子濃度は比例する［24］ことから、本研究で作製した

PRPには良好な創傷治癒促進作用が期待できると思わ
れる。また、今回は供試牛から100ml採血し、試験管
に10mlずつ分注、試験管の底部から1mlの部分をPRP
と規定したので、一度の採血で10mlのPRPを作製でき
た。牛のPRP療法を局所に適応した報告では、1回の
投与量として乳房内注入に5ml［7］、子宮内注入に10
ml［8］、卵巣内接種に5ml［9］、蹄への塗布に1ml［10］の
PRPが使用されている。本研究で行ったPRP作製方法
を牛の診療に応用する場合、1回の局所療法としての使
用量としては、十分量のPRPが作製できると考えられ
る。さらに、PRP1mlより作製可能であり、大容量遠
心分離機を用いた医療で使われている全身投与療法を念
頭に置く治療法と比較して、牛では低侵襲・低コストに
局所療法用のPRPの作製が可能であり、幼若牛にも応
用可能と考えられる。
医学領域に関しては、2014年11月に「医薬品、医療機
器等の品質、有効性及び安全性の確保等に関する法律」
および「再生医療等の安全性の確保等に関する法律」が
施行されており、PRP療法を含めた再生医療の安全性
確保や細胞培養加工のルール等が定められた。獣医学領
域においても日本獣医再生医療学会と日本獣医再生・細
胞療法学会のガイドライン作成委員会が策定した「犬及
び猫における再生医療及び細胞療法の安全性確保に関す
る指針」も発表されており、再生医療を用いた治療なら
びに臨床研究を科学的および倫理的に適正に実施する必
要がある。獣医学領域におけるPRP療法は上記指針範
囲からは除外されているが、産業動物領域における実際
の臨床使用においては、血液を介する感染症およびプリ
オン病等の感染予防観点からも、PRP作製は患畜の自
己血液からの作製および移植が推奨される。
最後に、本研究でのPRP作製方法は特別な装置や技
術を必要とせず、数本の滅菌試験管とシリンジなどで作
製が可能でありコストも低い。PRPが簡単に作製でき
れば一次診療においても応用範囲が拡大できると思われ、
今後の牛における臨床使用の一助になることを期待する。
なお、本研究に関して、開示すべき利益相反関連事項は
ない。
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