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研究成果の概要（和文）：骨折治癒過程におけるマクロファージ遊走阻止因子（MIF）の役割

を MIF KO マウスを用いて検討した。MIF KO マウスでは骨折治癒過程早期において骨折仮骨

の力学的骨強度が低下しており、その機序として，類骨の石灰化の遅れ，破骨細胞数の減少が

関与しており、これらは MMP-2, MT1-MMP, カテプシンＫ、およびアルカリホスファターゼ mRNA

の発現の低下と関連していると考えられた．  
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the role of macrophage migration inhibitory factor 
(MIF) on the process of fracture healing using MIF KO mice. In MIF KO mice, the 
mechanical properties of the fracture callus were decreased at the early stage of fracture 
healing, which was caused at least in part by the delay in the calcification of osteoid or the 
decrease in the number of osteoclasts. These were considered to be associated with 
decreased mRNA expression of MMP-2, MT1-MMP, Cathepsin K, and alkaline 
phosphatase. 
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１．研究開始当初の背景 
サイトカインはあらゆる生命現象の理解

に不可欠な、細胞間情報を担うタンパク分子
である。マクロファージ遊走阻止因子（MIF）
は，当初マクロファージの炎症巣からの散逸
を妨げるリンホカインとして見出されたが、
その後、種々の組織の細胞において恒常的に
発現し tumor necrosis factor (TNF)-α な

ど炎症性サイトカインの発現を誘導するこ
とから，炎症反応のメディエータとして注目
されてきた。一方，MIF は皮膚創傷部位にお
いてその発現が亢進すること、マウス皮膚創
傷モデルにおいて抗 MIF抗体局所投与により
創傷治癒が遅延すること、さらにレンズ細胞
や脳の発生過程で発現して器官形成に関与
することなどが報告され，MIF は組織損傷の
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修復にも関与することが示唆された。 
われわれは、培養骨芽細胞および新生マウ

ス頭頂骨上骨芽細胞において MIF が免疫組織
化学的に陽性であり MIF mRNA が強く発現し
ていることを示した（Onodera S, et al. 
Immunology 89, 430-435, 1996）。また繊維
芽細胞および骨芽細胞を用い、MIF がマトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMP）-1, -3, -9, 
-13 誘導活性を持つこと、またその細胞内情
報伝達系を解析し報告した（Onodera S, et al. 
Journal of Biological Chemistry 277, 
7865-7874, 2002）。この二つの論文は MIF と
MMP との関係をはじめて示したものであり、
多数回引用されている。また申請者は卵巣摘
出（＝estrogen depletion）によって生じる
骨量減少が MIF ノックアウトマウス（MIF KO）
では回避されることを明らかにし、MIF KO は
卵巣摘出によって生じる high bone turnover
およびサイトカインカスケードの亢進が生
じていないことを示唆した（Oshima S, et al. 
FEBS Lett 580, 1251-1256, 2006）。さらに
われわれは MIFトランスジェニックマウスは
高回転型骨粗鬆症を呈すること、しかし MIF
それ自体には破骨細胞誘導活性がないこと
を示し、MIF は MMP や他のサイトカインなど
の発現を介してマウス骨組織を高回転型骨
粗鬆症に至らしめていることを示唆した
（Onodera S, et al. J Bone Min Res 21, 
876-885, 2006）。これら一連の報告は、MIF
が骨組織において代謝亢進的な作用を有し
ていることを in-vitro および in-vivo で示
すものである。 
骨は運動器支持組織として非常に重要で

あり、骨折の治癒機序の理解は、骨折治癒を
促す方法の開発に必須である。骨組織の損傷
後の治癒過程は、組織特異的な差異はあるも
のの、１．炎症細胞の流入と血腫の形成、２．
血腫から血小板由来成長因子をはじめとす
る成長因子の産生、３．周囲の未分化な間葉
系細胞の動員と増殖と軟骨細胞への分化、II
型コラーゲンを主体とする軟骨性細胞外マ
トリックスの産生による軟骨性架橋の形成、
４．軟骨組織の骨組織への置換および細胞外
マトリックスの再構築 の一連の流れから
なる。 
われわれは、ラット大腿骨骨折モデルを用

い、骨折治癒過程における骨折仮骨での MIF
の発現を免疫組織化学および RT-PCR により
明らかにした（Onodera S, et al. Histochem 
Cell Biol 121, 209-217, 2004）。MIF mRNA
の発現は骨折後４日目にピークに達し、以後
漸減して２８日目に定常状態に戻る。こうし
た骨折治癒過程において MIF は、たとえば損
傷初期におけるマクロファージ等の炎症細
胞 の 動 員 と 集 積 、 MMP や vascular 
endotherial growth factor（VEGF）の誘導
を介した組織再構築などにおいて重要な役

割を果たすことが予想される。しかしながら，
骨折治癒における MIFの意義を詳細に検討し
た報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，MIF KO マウスの脛骨骨折モ
デルを使用して，マクロファージ遊走阻止因
子遺伝子の欠損が骨折治癒に与える影響を
明らかにすることであり，それを通して骨折
治癒に対する MIFの役割を解明することであ
る．我々は，①MIF KO マウスの骨折治癒過程
において仮骨の構造特性が低下する②MIF KO
マウスでは骨形態計測における各パラメー
ターが低下する③MIF KOマウスにおいて骨折
治癒に関与するとされる因子の mRNA の発現
が減少する，という仮説を立て，骨折治癒過
程における MIF の役割について検証した． 
３．研究の方法 
①雄 10 週齢の wild-type マウス（WT 群）16
匹と MIFKO マウス（KO 群）16 匹を用いた。
右脛骨骨幹部中央を sagittal plane saw に
て骨折作製後、スパイナル針を用いて髄内釘
固定し、骨折モデルとした。左脛骨は骨折を
行わずスパイナル針による髄内釘固定のみ
行った。骨折作製後 6 週および 12 週にて 8
匹ずつマウスを屠殺し両側の脛骨を採取し、
5 mm/min の速度で 3点曲げ力学試験を行った。
得られた荷重―変位曲線から最大破断荷重
および線形剛性を求め、対健側比を算出した。 
②(1)雄 10 週齢の wild-type マウス（WT 群）
と MIF-KO マウス（KO 群）を用いた。脛骨骨
折モデルを作製した。骨折後 7,14,21,28 日
に軟 X線撮影を実施し仮骨面積の計測を行っ
た。(2)骨折後 14,28 日に Villanueva bone
染色を実施し骨形態計測の各パラメーター
について計測を行った。（骨梁幅，骨量に対
する類骨量，骨面に対する類骨面，類骨面に
対する類骨量，類骨幅，骨面に対する吸収面，
骨面に対する破骨細胞面，骨面に対する破骨
細胞数，骨面に対する骨芽細胞面，骨面に対
する骨芽細胞数，骨石灰化速度，類骨成熟時
間，表面基準の骨形成速度，骨石灰化面，骨
量に対する軟骨量，既存骨量に対する新生骨
量，血管数および骨量に対する血管数につい
て計測した．(3)骨折後 3,7,14,21,28 日にリ
アルタイム RT-PCR を施行し MIF、TNF-α、
cyclooxygenase (COX)-2 、  receptor 
activator of nuclear factor kappa-B ligand 
(RANKL)、  procollagen type I（α1）、
procollagen type II （α1）、MMP-2、MMP-9、
MMP-13、membranous type（MT）1-MMP、VEGF、
cathepsin (cts)K 、 tissue nonspecific 
alkaline phosphatase（TNAP）の遺伝子発現
について検討した。内部コントロールとし
Glyceroaldehyde-3- phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)を用いた。 
③8週令 MIFKO および wild-type マウス（WT）



 

 

各 3匹を用い、大腿骨および脛骨を摘出して
骨髄細胞を採取し、24well plate 上で 28mM
アスコルビン酸、10mMβグリセロリン酸およ
び 2mM の L－グルタミン酸を含む培地で培養
し骨芽細胞に分化誘導した。培養後 14,21,28
日目で von Kossa 染色を行い石灰化面積を定
量した。④MIF の骨折局所投与による効果を
調べるため、10 週齢 WT 雄 10 匹を用い右脛骨
骨折を作製し、骨折局所にリコンビナント
MIF5μg/PBS10μlを投与した群 5匹（MIF 群）
と PBS10μl を投与した群 5 匹にわけ、骨折
後 42 日目でマウスを屠殺し両側の脛骨を採
取した。3 点曲げ力学試験を行い最大破断荷
重および線形剛性を求め、対健側比を算出し
た。 
統計学的比較にはANOVAおよびt-検定を用

い、有意水準は 5％とした。 
４．研究成果 
４－１結果 
①(1)破断様式：6 週および 12 週における偽
関節は、それぞれ WT 群 2 例および 0 例、KO
群 3 例および 1 例において認められた。(2) 
術後 6 週：最大破断荷重は WT 群 63.2％およ
び KO 群 47.6％、線形剛性は WT 群 96.3％お
よび MK 群 55.5％であり、MK 群が有意に低値
を示した（各 p<0.05）。(3) 術後 12 週：最大
破断荷重はWT群77.6％およびMK群66.7％、
線形剛性は WT 群 92.7％および MK 群 97.5％
であり、両群に有意差は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
図 1. 骨折後 6 週（42 日）および 12 週（84
日）の WT および MIFKO 骨折仮骨の構造特性 
(A)骨折側の曲げ stiffness および最大破断
荷重。(B) 曲げ stiffness および最大破断荷
重 の 対 健 側 比 。 Means ± SD. *p<0.05, 
**p<0.01, n=6–8/各群 
 
②(1)軟 X 線撮影では、WT 群の仮骨面積に比
べ KO 群の仮骨面積は小さく、骨折後 14 日に
て有意差を認めた (p<0.05)。  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. WT および MIFKO の仮骨面積 
Mean±SD. *p<0.05, n=9/各群 
 
(2) 骨形態計測では、類骨量/骨量、類骨量/
類骨面、および類骨幅は骨折後 14,28 日で KO
群が有意に高値を示し、骨石灰化速度、骨吸
収面/骨面、破骨細胞数/骨面、および破骨細
胞面/骨面は骨折後 14 日で KO 群が有意に低
値を、類骨成熟時間は骨折後 28 日で KO 群が
有意に高値を示した。すなわち KO 群では仮
骨内の類骨石灰化が遅延していた。骨梁幅、
骨芽細胞数/骨面、骨芽細胞面/骨面、軟骨量
/骨量、および血管数/骨量は両群間で有意差
を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 骨折後 14 日における WT および MIFKO
の骨形態計測パラメータ（類骨量/骨量、破
骨細胞数/骨面、骨石灰化速度、類骨成熟時
間を示す）。Means±SD、*p<0.05、n=5/各群 
 
(3) 骨折後 21 日で MMP-2, MT1-MMP, カテプ
シンＫ、およびアルカリホスファターゼ mRNA
の発現が KO 群で有意に低値を示した。 
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図4 リアルタイムPCR解析。WTおよびMIFKO
より骨折後 0，3，7，14，21，28 日目に採取
した骨折部仮骨の MMP-2, MT1-MMP, CtsK およ
び TNAP の相対的 mRNA レベルを示す。Means
± SE. † p<0.05, *p<0.005, **p<0.0001, 
n=3/各群 
 
③in-vitro での石灰化面積は培養後 14 日目
で WT 群 0.90±0.23mm2、MIFKO 群 0.97±
0.74mm2、培養後21日目でWT群1.15±0.84mm2、
MIFKO 群 8.46±15.51mm2、培養後 28 日目で
WT 群 29.24±5.82mm2、MIFKO 群 25.66±
2.64mm2となり、いずれも両群間に有意差を認
めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 von Kossa 染色による骨髄細胞の石灰
化 
 
④骨折の非治癒例は MIF 群で 5匹中 2匹、PBS
群で 5匹中 1匹であった。残りを検討したと
ころ、最大破断荷重および線形剛性の対健側
比は MIF 群で 31.7%および 38.7%、PBS 群では
48.1%および 87.2％であった（p=0.31 および
p=0.10）。統計学的有意差はないが、MIF 群の
方が力学強度が低い傾向にあった。 
 
4－2 考察 
WT と KO の力学試験の結果より、骨折治癒過
程において、MIF が何らかの役割を果たして
いることが示唆された。KO 群では破骨細胞数
減少による線維状骨の骨吸収の遅延ならび
に骨石灰化に関与する因子の遺伝子発現減
少による類骨の石灰化の遅延によって、骨折
治癒早期における仮骨の構造特性が低下す
る結果となったことが推察された。またこの
類骨の石灰化速度の遅延に関し、in-vitro で
の骨髄細胞の石灰化進行に WTと KOで差は認
めなかった。しかし in-vitro と in-vivo で
は外的環境が異なるため、MIFKO 骨折で観察
された類骨石灰化遅延が細胞活動の違いに
よると結論付けることはできない。また、骨
折作製直後の MIF投与は骨折治癒を遅らせる
ことが考えられ、炎症と骨折治癒との関係を
考えると興味深い。本研究は MIF の骨折治癒
に対する影響について検討した初めての研
究であり，MIF は骨折治癒早期において重要
な役割を担っている可能性を示し，骨折治癒

のメカニズムに関して新たな知見を提示し
た． 
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