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研究成果の概要（和文）：マクロファージ遊走阻止因子（MIF）の腱・靱帯損傷の治癒に与える

影響は明らかではない。そこで MIF 遺伝子の欠損が膝内側側副靱帯（MCL）断裂後の治癒過程に

与える影響を検討し、28 日における MIF knock-out マウスの大腿骨-MCL-脛骨複合体の力学的

特性および MMP-2 および-13 の遺伝子発現は wild type に比し有意に低値であり、組織学的に

は肥厚しており血管新生に乏しくかつ細胞数の減少の遅延が観察された。以上より MIF 遺伝子

欠損は MMP の遺伝子発現抑止を介して、MCL 損傷治癒を遅延させることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： There have been no reports that investigated the expression or the 
role of macrophage migration inhibitory factor (MIF) in the repair process after ligament 
injury. The aim of this study was to test the hypothesis that that the deficiency in MIF gene 
might delay medial collateral ligament (MCL) healing. The present study showed that the 
levels of mechanical properties and matrix metalloproteinase (MMP)-2 and -13 mRNA in 
the healing tissue were significantly lower in MIF gene-deficient mice (MIFKO) than in 
wild-type mice (WT) on day 28 after injury. Histologically, healing tissues in MIFKO 
exhibited prolonged hypertrophy, poor vascularity, and prolonged increase in cell number 
compared with those in WT. Taken together, it was suggested that MIFKO exhibited 
delayed healing of the MCL, which might be caused by lower mRNA expression of MMP-2 
and -13. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) マクロファージ遊走阻止因子(以下 MIF)
は活性型 Tリンパ球より分泌される液性因子
として発見され、様々な炎症反応の中で、炎
症メディエータとして分泌される一方で、組

織の損傷後の細胞の増殖に重要な役割を示
すことが知られている。 
 
(2) MIF は皮膚の創傷治癒に重要であり、そ
して、MIF を含浸させたゼラチンビーズの局

機関番号：10101 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22591673 

研究課題名（和文） マクロファージ遊走阻止因子制御による 

腱・靱帯組織の修復促進に関する研究 

研究課題名（英文） Regulation of Macrophage Migration Inhibitory Factor For  

  Healing of Tendons and Ligaments 

研究代表者 

 遠山 晴一（TOHYAMA HARUKAZU） 

 北海道大学・北海道大学病院・准教授 

 研究者番号：60301884 



 

 

所投与は皮膚創傷治癒を促進することが報
告されている。 
 
(3) 靱帯損傷は皮膚の治癒と類似した似た
治癒過程をたどることから MIFは靱帯損傷後
の治癒反応で重要な役割を果たす可能性が
ある。しかしながら MIF の靱帯損傷後の治癒
過程における役割を検証した研究はこれま
でにない。 
 
(4) そこで研究者らは MIF 遺伝子の欠損は
MCL 損傷後の治癒反応を遅延させるという仮
説をたてた、 
 
２．研究の目的 
MIF knockout マウスを用い、MIF 遺伝子の欠
損が MCL損傷後の治癒反応に与える効果を生
体力学ならびに生物学的に検討すること。 
 
３．研究の方法 
（1）実験動物として MIF 遺伝子を欠損させ
た 10 週齢の MIF ノックアウト（MIFKO）マウ
ス(Balb/c )および Wild type（WT）の Balb/c
マウスを愛用した。 
 
（2）上記実験動物に対し全身麻酔下にし外
科的に MCL を展開し、MCL を大腿脛骨関節の
高さで鋭的に全層切離した。処置後はケージ
内で自由に歩行させた.  
 
（3）力学的評価に関しては術後 28 日目で屠
殺したマウスの大腿骨-MCL-脛骨複合体の力
学特性をマイクロテンサイルテスターを用
い引張試験により検討した。MCL 実質部の歪
計測には video dimension analyser を用い
た。 
 
（4）3,7,14,28 日目に屠殺したマウスの MCL
切離部の治癒組織における MIF、TNF-α、VEGF、
MMP-2、MMP-9、MMP-13、GAPDH の mRNA 発現を
real time RT-PCR を用いて検討した。 
 
（5）組織学的評価には処置後 7、14、28、お
よび 56 日に屠殺したマウスの MCL 切離部の
治癒組織の HE 染色した脱灰標本を光学顕微
鏡により、損傷部位付近の厚さ、細胞数、血
管数を検討した。 
 
（6）統計学的検討には分散解析および t検
定を用い、有意水準は 5％未満とした。 
 
４．研究成果 
（1）術後 28日目での治癒組織の厚さは WT
群より MIFKO 群は有意に高値であった(WT: 
140±43μm, MIFKO: 240±36μm, p=0.038)
であり、断面積に関しても、MIFKO 群は WT 群
よりも有意に高値であった(WT: 0.15±

0.05mm2, MIFKO: 0.26±0.07mm2, p=0.0077)。 
 
（2）引張試験における断裂様式は全て実質
部での断裂であった。荷重-伸び曲線（図 1）
からの構造特性に関しては、MIFKO 群の最大
破断荷重は、WT 群のそれよりも有意の低値を
示した(WT: 4.71±0.94N, MIFKO: 2.81±
0.99N, p=0.0065)。MIFKO 群の線形剛性も WT
群のそれより有意の低値を示した(WT: 4.44
±0.26N/mm, MIFKO: 2.83±0.74N/mm, 
p=0.0005)。MCL 実質部の応力-歪曲線（図２）
からの材料特性に関しても、MIFKO 群の引張
強度は WT 群のそれより有意の低値を認めた
(WT: 33.15±11.34MPa, MIFKO: 11.06±
4.47MPa, p=0.013)。MIFKO 群の接線弾性係数
も WT群のそれより、有意の低値を認めた(WT: 
339.90±77.19MPa, MIFKO: 116.38±
15.92MPa, p<0.0001)。 
 

 

図１ MCL 切離後（WT Rt, KO Rt）および無
処理(WT Control, KO Control)の大腿骨-MCL-
脛骨複合体の荷重-伸び曲線 
 

 
図２ MCL 切離後（WT Rt, KO Rt）および無
処理(WT Control, KO Control)の MCL 実質部
の応力-歪曲線 
（3）WT群において損傷後 3日目で有意な MIF
の mRNA の上昇を認めた(p=0.0101)(図３)。
TNF-αと MMP9 に関しては両群に有意差はな



 

 

いものの、MIFKO 群の VEGF および MMP-2 の
mRNA発現は損傷後28日目でWT群と比較し有
意に低値であった (図４および図５)。また、
MMP-13の mRNA発現はWT群では損傷後7日目
でピークを呈し、MIFKO 群の MM-13 発現は WT
群と比し、有意に低値であった (図６)。 
 

 
図３ WT マウスの MCL 損傷前と MCL 損傷後
7, 14, 28, 日目における MIF の mRNA 発現 
 

 
図４ WTマウスとMIFKOマウスのMCL損傷前
と、MCL 損傷後 7, 14, 28, 日目における VEGF
の mRNA 発現 
 

 

図５ WTマウスとMIFKOマウスのMCL損傷前
と、MCL 損傷後 7, 14, 28, 日目における MMP2
の mRNA 発現 
 

 

図６ WTマウスとMIFKOマウスのMCL損傷前
と、MCL損傷後7, 14, 28, 日目におけるMMP13
の mRNA 発現 
 
（4）MIFKO 群の損傷部位付近の肥厚および細
胞密度の増加が損傷後 28 日目においても観
察された (図７)。定量評価では治癒組織の
厚さは損傷後28日目でMIFKO 群はWT群に対
し、有意に高値であり (WT: 94.95±21.28 μ
m, MIFKO; 233±4.95 μm, p<0.0001)、細胞
密度は損傷後 14、28 日目で MIFKO 群は WT 群
に対し、有意に高値であった (p=0.0014, 
p=0.0084)。一方、血管数は損傷後 14 日目で
MIFKO 群は WT 群に対し有意に低値であった 
(p=0.0073)。 

 

 
図７ WTマウスとMIFKOマウスの正常MCLと
損傷後 7, 14, 28, 56 日目の MCL の組織学的
評価（HE 染色：x40 と x200） 
 



 

 

（5）MIF の創傷治癒における役割はいまだ議
論の分かれるところであるが、MIF が腱・靱
帯組織の治癒過程での役割や発現について
研究を行った報告はこれまでにない。本研究
で研究者は MIF遺伝子欠損マウスでは靱帯損
傷後の治癒が遷延することをはじめて明ら
かにし、さらに MIF ノックアウトマウスでは
損傷後 7日目と 28日目で MMP-2 と MMP-13 の
遺伝子発現の有意な低下を認めた。また、組
織学的には MIF ノックアウトマウスでは、正
常マウスと比較し、長期にわたり治癒組織は
肥厚し、新生血管に乏しく、細胞密度の増加
を認めていた。したがって、MIF ノックアウ
トマウスにおける MCL 損傷後の治癒遅延は
MMP-2とMMP-13発現の低下により生じた可能
性が考えられた。これら知見は MIF が腱・靱
帯組織の創傷治癒に大きく関与する重要な
液性因子であることを解明した初の報告で
あり、腱・靱帯損傷の治癒過程を制御する新
たな治療を開発する際に際し注目に値する
ものと考えられた。 
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