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研究成果の概要（和文）：ラット大腿骨骨折モデルを用いて、骨折部のmiRNAを採取し、マイクロアレイおよび
real-time PCR解析を行い、「血管新生に関連するmiRNA」としてmiR-126a-3pとmiR-146a-5pを選定した。これら
miRNAが生体内で血管新生の制御を介し、骨折治癒を促進させるかを検証するため、ラット大腿骨偽関節モデル
を用いた動物実験を行った。偽関節作製後、miR-126a-3pもしくはmiR-146a-5pに対応するanti-miRNA 
oligonucleotideを偽関節部に局所投与し、投与8週後にX線学的評価・組織学的評価を行ったが、両治療群とも
骨折治癒促進効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：After creating a closed femoral fracture model in rats, miRNA was extracted 
from the newly generated tissue at the fracture site. Microarray and real-time PCR analyses were 
performed with miRNA samples. From the results, we selected two angionenesis-related miRNAs, 
miR-126a-3p and miR-146a-5p. We next investigated whether local administration of anti-miRNA 
oligonucleotides of miR-126a-3p or miR-146a-5p into the fracture site could achieve bone union in a 
rat refractory femur fracture model. Radilogical and histological assessments revealed that these 
treatments did not lead to successful bone union at week 8.  

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
骨折は、わが国での年間罹患患者が非常に

多い代表的な外傷性疾患であり、患者の日常

生活動作を妨げ、生活の質を著しく低下させ

る。高齢化社会を迎えている我が国では、骨

粗鬆症患者の増加に伴い、骨折患者が今後、

増加していくことが考えられる。一方、全骨

折の約 5%は正常な治癒過程を経ず、骨癒合不

全（遷延治癒、偽関節）に陥ると言われてい

る。このような難治性骨折の治療は非常に難

渋することが多く、たとえ治癒したとしても

治療期間が長期にわたり、患者に精神的・肉

体的苦痛をもたらし、後遺症に苦しむことも

少なくない。従って、このような難治骨折を

確実により早期に治癒させる方法を新たに

確立できれば社会に大きな貢献ができる。 

microRNA(以下 miRNA)は、翻訳レベルでタ

ンパク質の発現を制御する機能を持つ、長さ

18～25 塩基ほどの 1 本鎖 RNA である。miRNA

は、分化・細胞増殖・アポトーシスなどの生

物にとって欠かすことのできない生命現象

に深く関わっていると考えられている。また、

miRNA が、癌や生活習慣病などの疾患の病因

に関与することが報告されており、治療への

応用も期待されている。整形外科領域におい

ても、関節節リウマチや関節変性疾患におけ

る miRNA の関与も報告されており、骨折の治

癒過程においてもmiRNAが重要な役割を果た

していることが示唆されている。 

一方、骨折を起こすと局所の血行が絶たれ、

骨折部周辺は虚血状態に陥る。その後時間経

過と共に新たな血行が再構築され、それとと

もに骨形成（再生）すなわち骨折治癒が進ん

でいく。骨癒合不全・偽関節といった骨癒合

不全例においては、局所血流不全が必ず存在

すると考えられており、近年、血管再生を介

した骨再生・骨折治癒促進療法が注目されて

いる。我々は、血管新生・再生に関与する

miRNA を偽関節部や骨欠損部に局所投与すれ

ば、骨再生・血管新生が促進され、有望な骨

再生療法・骨折治癒促進療法となりうると仮

説を立て、本研究を計画した。 

 
２．研究の目的 
本研究の第一の目的は、骨折治癒過程にお

いて重要な役割を果たしていると予想され

る「血管新生に関連する miRNA」を、ラット

大腿骨閉鎖性骨折モデルを用いて、マイクロ

アレイ・real-time PCR の手法により同定す

ることである。第二の目的は、同定した miRNA

をターゲットとした骨癒合促進・血管新生療

法を動物実験にて行い、その効果を検証する

ことである。本研究により、骨折治癒の新た

なメカニズムの解明の解明の一助となるこ

と、miRNA を用いた骨折治癒促進療法への将

来の臨床応用に有益な情報をもたらすこと

を目標とした。 

 
３．研究の方法 
まず、ラット大腿骨閉鎖性骨折モデルにお

ける骨折部での miRNA の発現をマイクロアレ

イにて網羅的に解析した。骨折モデルには大

腿骨骨折髄内釘固定モデルを用いた。このモ

デルは、骨折の正常な治癒過程を評価するの

に最適な動物モデルとして広く認識されて

いる。比較対象として健常の大腿骨より

miRNA を採取した。骨折作成後 5・11・14 日

目に、骨折部の組織を採取し、miRNA を抽出

し、マイクロアレイを用いて miRNA の発現を

網羅的に解析した。この解析で、健常大腿骨

と比べ、発現量に著明な差を認めた miRNA を

候補として抽出した。この中から、血管新生

に関与した miRNA と過去に報告のあるものを、

pubmed を用い検索し、5つの miRNA を選定し、

real-time PCR にてこれら miRNA の骨折部で

の発現様式を解析した。これら一連の解析に

より、骨折治癒過程において重要な役割を果

たしていると予想される「血管新生に関連す

る miRNA」を２つ同定した。 

次に、これら 2つの miRNA が実際に、生体

内の骨折部で血管新生の制御を介し、骨折治



癒を促進させるかを検証するため、ラットの

偽関節に対する miRNA の移植実験を行った。

偽関節モデルには、ラット大腿骨偽関節モデ

ルを用いた。このモデルは、大腿骨を髄内釘

固定した後に大腿骨骨幹部に骨折を作成し

た後、骨折局所を切開・展開し、周囲軟部組

織を剥離、骨膜を焼灼することで骨折が治癒

に至らなくなり、放置すると偽関節となるモ

デルである。これらのモデルを作製後、アテ

ロコラーゲンを担体として、同定した 2つの

miRNA に 対 応 し た anti-miRNA 

oligonucleotide を骨折部に局所投与した。

対照として、コントロール siRNA を骨折部に

局所投与した。8 週後にドップラー計による

下肢の血流評価、X 線学的評価、組織学的評

価を行い、対照群に比べ、局所の血流は改善

しているか、偽関節部の骨性癒合・骨再生が

起きているかを検討した。 

 
４．研究成果 

骨折後 5・11・14 日目の骨折部の組織から

抽出した miRNA に対して、727 種全てのラッ

トのmiRNAの発現量をマイクロアレイ解析に

より網羅的に検討した。発現量比が 2以上も

しくは 0.5 以下であった miRNA は全部で 43

個認めた。これら miRNA のうち、pubmed を用

いて”angiogenesis（血管新生）”に関与す

るmiRNAの報告がある全ての英文論文を調べ

た結果、「骨折部における血管新生に関連す

る miRNA」の候補として、miR-140-3p・

miR-140-5p・miR-126a-3p・miR-146a-5p・

miR-27b の 5つを選定した。 

  マイクロアレイの結果の validation、お

よび骨折後 5・7・11・14・21・28 日目の経

時的な発現の挙動を調べるため、real-time 

PCR による解析を行った。miR-140-3p は骨折

後11日目に、miR-140-5pは骨折後14日目に、 

miR-27b は骨折後 11・14 日目に、健常大腿骨

と比べ骨折部で有意な発現増強を認めた（p < 

0.05）（図1）。miR-126a-3pおよびmiR-146a-5p

は、骨折後 7・11・14 日目に、健常大腿骨と                                

 

図１ Real-time PCR 

 

 

 

 

 

比べ骨折部で有意な発現低下を認めた（p < 

0.05）（図 1）。骨折部での miRNA 発現の経時

的変化については、miR-140-3p および
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miR-27b は骨折後 11 日目に、miR-140-5p は

骨折後 14 日目に増加のピークを示す挙動を

示 し た （ 図 1 ）。 miR-126a-3p お よ び

miR-146a-5p は、骨折後 14 日に減少のピーク

を示す挙動を示した（図 1）。 

 Real-time PCR の結果を基に、過去の英文

論文による報告を pubmed にて詳細に検討し

た結果、miR-126a-3p および miR-146a-5p が

血管新生に重要な因子である vascular 

endothelial growth factor (VEGF) と

stromal-cell derived factor 1 (SDF-1)を

制御するという報告が多数なされているこ

とを見出した。miR-126a-3p・miR-146a-5 を

骨折治癒過程において重要な役割を果たし

ていると予想される「血管新生に関連する

miRNA」として選定し、動物実験を行うこと

とした。 

 12 週齢の雄の Sprague-Dawley ラットに対

し偽関節を作製後、miR-126a-3p もしくは

miR-146a-5p に 対 応 す る anti-miRNA 

oligonucleotide (miScript miRNA 

inhibitor; QIAGEN 社）を偽関節部に局所投

与した。濃度は過去の研究報告を参考に、ア

テロコラーゲン30µl中に15µgのanti-miRNA 

oligonucleotide を溶かし、全量局所投与し

た。偽関節作製後 8週後に X線学的評価を行

ったが、miR-126a-3 群・miR-146a-5p 群・コ

ントロール群のいずれにおいても偽関節部

の骨性架橋は認めなかった（図 2）。 

図 2  X 線画像 

 

偽関節作製後8週後に組織学的評価を行っ

たが、X 線学的評価と同様に三群とも組織学

的な骨癒合は認めなかった。 

偽関節作製8週後にドップラー計による下

肢の血流評価を行ったが、三群間で患肢の血

流量の有意差は認めなかった（図 3）。 

図 3  血流評価 

いずれの治療群でも有意な効果は認めな

かったため、anti-miRNA oligonucleotide の

濃度を増加させ、再度動物実験を行った。偽

関節モデルを作製後、アテロコラーゲン 30µl

中に 30µg の anti-miRNA oligonucleotide を

溶かし、局所投与した。しかしながら、偽関

節作製 8週後において、いずれの評価項目に

おいても三群間に有意な差は認めなかった。 

以上より、本研究における投与濃度におい

ては、miR-126a-3p もしくは miR-146a-5p に

対応する anti-miRNA oligonucleotide の局

所投与で、予想された骨癒合促進・血管新生

作用は認められなかった。今後は、濃度のさ

らなる増量や miRNA inhibitor の種類の変更

な ど を 行 い 、 miR-126a-3p inhibitor ・

miR-146a-5p inhibitor の局所投与による偽

関節部の骨癒合促進・血管新生効果につきさ

らに検討していく予定である。  
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