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研究成果の概要（和文）：ラット閉鎖性骨折モデルおよび難治性骨折モデルを用いて、マイクロアレイ解析およびreal
-time PCRを行い、骨折部において著明に発現が増加・低下する10種類のmiRNAを同定した。本研究により、今までに解
明されていなかった骨折治癒過程で重要な役割を果たすことが予想され、骨折治癒促進・阻害に関連するmicroRNAが明
らかとなった。
これらのmicroRNAを応用し，骨折治癒促進を目標とするmiRNA創薬への今後の展開が期待される。本研究により、micro
RNAを用いた骨折治療・骨再生療法への将来の臨床応用に有益な情報がもたらされるであろう。

研究成果の概要（英文）：We for the first time showed microRNA expression patterns specific for fracture he
aling in rats. Our study revealed five microRNAs that remarkably increased and five microRNAs that remarka
bly decreased in the process of fracture healing. To characterize microRNA profiles in fracture healing is
 important for understanding the molecular mechanism for fracture healing. This study may provide new evid
ence for the clinical application of microRNA for enhancement of fracture healing.
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１．研究開始当初の背景 

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、近年

同定された長さ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近年

報告されている。関節節リウマチや関節軟骨

変性疾患におけるmiRNAの関与も報告されて

おり、整形外科領域でも関心が高まっている。 

骨折は頻繁に発生する外傷であり、患者に

大きな苦痛を与え、生活の質を著しく低下さ

せる。高齢社会を迎えているわが国では、骨

粗鬆症患者の増加に伴い、骨折患者が今後、

爆発的に増加していくことが考えられる。一

方、全骨折の約 5-10%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も少なくなく、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。したがっ

て、骨折を確実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。また、

骨折が治癒するまでの期間が長くなればな

るほど、患者に社会生活において大きな不利

益をもたらすことから、骨癒合までの期間を

短縮する治療法の研究、開発は社会的・医学

的急務といえる。 

現在、わが国の臨床において、骨折治癒を

促進する手段としては低出力超音波パルス

の照射しか存在しないのが現状である。研究

代表者は、臨床においても骨折治療を専門と

し、骨折治癒を促進する他の治療手段を日々

模索しており、今回、骨折治癒過程における

miRNA の関与に着目した。 

今までに明らかにされていなかった骨折

治癒過程において重要な役割を果たす miRNA

が解明されれば、新たな骨折治癒メカニズム

解明の一助にもなり、また、miRNA をターゲ

ットとした骨再生・骨折治癒促進療法への応

用、すなわち、骨折治癒促進のための「miRNA

創薬」が可能になるとの着想を得て、本研究

を計画した。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、ラットの骨折治癒過程に

おいて重要な役割を果たしているmiRNAを同

定することである。また、骨癒合促進・阻害

に関与する miRNA を明らかにし、これらをタ

ーゲットとした骨癒合促進治療法を展開さ

せることである。本研究により、骨折治癒の

新たなメカニズムの解明、および難治性骨折

が起こる原因の解明の一助となることが期

待される。さらに、miRNA を用いた骨折治癒

促進・骨再生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 

ラット大腿骨骨折モデル・難治性骨折モデ

ルにおける骨折部での miRNA の発現を miRNA

マイクロアレイにて解析した。その解析結果

から、骨折治癒に関与すると思われる候補の

miRNA をピックアップし、real-time PCR で

それらの発現様式を検討した。 

通常に治癒する骨折モデルとして、ラット

の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。比較対象として難治性骨折モデル

を用いる。このモデルは、大腿骨に骨折を作

成した後に、骨折局所の周囲軟部組織を剥離

し、骨膜を焼灼することで、骨折が治癒しな

くなるモデルである。 

骨折作成後 14 日目に、両モデルの骨折部

の組織を採取し、total RNA 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、両モデル間で発現に

著明な差を認めた miRNA を選定し、real-time 



PCRにてこれらmiRNAの発現様式を解析した。

これら一連の解析により、骨折治癒において

重要な役割を果たすと考えられる miRNA を選

定した。 

 
４．研究成果 

骨折後 14 日目の骨折部の組織から抽出し

た miRNA に対して、miRBase Version 16 に基

づき、680 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

したところ、miR-140-3p・ miR-140-5p・

miR-181a-5p・miR-181d・miR-451a が正常骨

折群で有意に増加していた上位 5 種の miRNA

であった（下表）。 

 
  また、real-time PCR では、miR-140-3p

と miR-140-5p は骨折後 7・10・14 日目に、

miR-181a-5p は骨折後 7・10・14・21 日目に、 

miR-181d は骨折後 3・10・14 日目に、miR-451a

は 14 ・28 日目に偽関節群に比べて正常骨折

群で有意に発現増強を認めた（p < 0.05）（図

1）。                                          

 

図１ Real-time PCR 

 

 

 

 

 

  正常骨折群における経時的変化につい

ては、これら 5 種の miRNA 全てが骨折後 14

日目にピークを示す挙動を示し（図 1）、７か

ら 10 日目、10 から 14 日目にかけて有意差を

もって増加を示し、14 から 21 日目にかけて

有意差をもって減少を示した（p < 0.05）。 

 一方、正常骨折群で有意に発現が低下して

いた上位 5 種の miRNA は、miR-31-3p・

miR-31-5p・miR-146a・miR-146b-5p・miR-223

であった（p < 0.05）（下表）。 



 

 また、real-time PCR にて、骨折後 14 日目

以外では、骨折後 3日目に miR-223 が、骨折

後 28 日目に miR-31-5p が、骨折群で著明に

発現が低下していたことが明らかとなった

（p < 0.05）（図 2）。 

 

図 2 Real-time PCR 

 
尚、これら miRNA を用いた in vivo 実験に

ついては、現在、どの miRNA で、どのような

dose を用いれば、効果的な骨折促進・骨再生

が可能となるか、現在、下実験を行っている

準備段階である。 
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