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研究成果の概要（和文）：偽関節等の難治性骨折はしばしば治療に難渋する。microRNA(miRNA)は様々な生命現象に重
要な役割を担っており、疾患の病態にも関与している。本研究は、骨形成を促進するmiRNAを同定し、難治性骨折モデ
ル動物に合成miRNAを磁気ターゲッティングと併用することにより骨癒合を促進することを目的とした。
ヒト骨髄間葉系幹細胞（hMSC）を骨分化誘導し、分化前後で発現変動するmiRNAを網羅的に解析し、microRNA-222 (miR
-222)を抑制すると骨分化が促進することがわかった。miR-222 inhibitorを、ラット難治性骨折モデルに局所注射した
ところ、骨形成が促進されていた。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to achieve bone union for refractory fracture cases with a non- 
invasive technique. MicroRNAs (miRNAs) are short, non-coding RNAs that act as repressors of gene 
expression at the level of post transcriptional regulation. The aim of this study was to identify miRNA 
which play an important role in osteogenesis, and acceleration of bone union by regulating identified 
miRNA in rat refractory fracture model. miR-222 was identified by microarray analysis during 
osteogenesis. Inhibition of miR-222 promoted osteogenesis and over-expression of miR-222 inhibited 
osteogenesis from human mesenchymal stem cells in vitro. miR-222 inhibitor was administered into the 
fracture site in rat refractory fracture model. Bone union at the fracture site was achieved in the 
miR-222 inhibitor administration by confirming radiographic and histological evaluation. Local 
administration of miR-222 inhibitor could accelerate bone healing through enhancing osteogenesis in the 
rat refractory model.

研究分野： 整形外科学、再生医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

運動器において、偽関節等に至りしばしば治

療に難渋する難治性骨折には、これまで有効

な治療法は確立していない。miRNA は、約

22 塩基程度の non coding RNA であり、様々

な疾患の病態に関与している。さらに近年

miRNA を利用した新たな治療の試みもなさ

れている。当科では、これまで運動器の疾患

に、miRNA が関与していることを報告し、

様々な動物モデルを用いて合成 miRNA 等の

投与による研究を積極的に行っている。さら

に、磁性化した細胞を生体内で目的の場所に

集積させる磁気ターゲッティングを開発・応

用している。これらの実績から、骨折治癒に

重要な骨形成能・血管新生能を有する

miRNA と磁気ターゲッティングを用いた難

治性骨折の治療を確立する。 

 

２．研究の目的 

(1)骨形成能・血管新生能を有する miRNA

を同定すること 

①ヒト骨髄間葉系幹細胞を骨分化誘導し、分

化前後で発現変動する miRNA を網羅的に解

析する。有意に発現が変動する miRNA につ

き、骨分化を促進するかどうか検討する。 

②これらの miRNA が血管新生能を有するか

検討する。 

(2)骨形成能・血管新生能を有する miRNA

を利用した難治性骨折の治療 

①骨分化能・血管新生能を有する miRNA に

ついて、合成 2 本鎖 miRNA あるいは

inhibitor を、ラット難治性骨折モデルに局所

注射する。レントゲン、CT 等を用いて骨癒

合を評価する。 

(3)miRNA と外磁場装置を用いたより効果

的な難治性骨折の治療 

①合成 miRNA あるいは inhibitor と MRI 造

影剤であるフェルカルボトランをアテロコ

ラーゲンと混合し、ラット難治性骨折部に局

所注射する。外磁場装置を用いて骨折部に集

積させ、拡散することを防ぎ、より効果的な

難治性骨折の治療を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)骨形成能と血管新生能を有する miRNA

の同定 

①ヒト骨髄間葉系幹細胞（hMSC）から骨分

化誘導をかけ 2週間経過した細胞と骨分化誘

導をかけていない細胞から RNA を抽出し、

miRNA マイクロアレイを用いて、発現が上

昇あるいは減少している miRNA を pick up

する。これらの miRNA について、骨分化誘

導 1、3、7、14 日での発現を、継時的に real 

time PCR を用いて解析する。 

②骨分化誘導において発現が上昇あるいは

減少している miRNA について、miRNA 

mimic あるいは、inhibitor を用いて miRNA

の過剰発現・発現抑制を行い、その機能を解

析する。すなわち、MSC に過剰発現・発現

抑制を行い、骨分化が促進されるか、また、

血管内皮細胞である HUVEC 細胞に過剰発

現・発現抑制を行い、血管形成が促進される

か評価する。骨分化促進の評価は、real time 

PCR による osteocalcin、RUNX2 等を測定

し、アリザリンレッド染色、吸光度計を用い

たアルカリフォスファターゼの定量評価を

行う。 

(2)骨形成能・血管形成能を有する miRNA

の mimic あるいは inhibitor を核酸導入用の

アテロコラーゲンと混合し、ラット難治性骨

折部に局所投与 

①8 週齢 Sprague-Dawley ラットの大腿骨の

中央で骨膜を、電気メスを用いて全周性に焼

灼し、髄内に wire を挿入した後、骨折させ

難治性骨折モデルとする。対照群として、非

機 能 性 の scrambled RNA あ る い は

scrambled antisense を投与する。投与後、7、

14、28、56 日でレントゲンを撮影する。ま

た、56 日目に CT を撮影後、屠殺し、切片を

作製し、トルイジンブルー染色等を用いて組



織学的に評価する。さらに、isolectin B4、

CD31、VEGF 等の免疫染色を行い、骨形成

だけでなく、血管形成の評価も行う。 

(3)骨形成能・血管形成能を有する miRNA

のmimicあるいは inhibitorを、局所注射後、

外磁場装置を用いて骨折部に集積させる。 

①局所注射のみでは、投与した核酸が、投与

部から拡散してしまい、効果が減弱する可能

性がある。また、miRNA は、複数の標的遺

伝子を持つため、体内に拡散することにより、

予期せぬ副作用が生じる可能性がある。これ

らを防ぐため、MRI 造影剤であるフェルカル

ボトランと核酸を混合し、投与する。投与後、

すぐに外磁場装置を用いて核酸を骨折部に

集積させる。投与後、7、14、28、56 日でレ

ントゲンを撮影し、さらに56日目に屠殺し、

組織学的評価を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 骨形成能と血管新生能を有する miRNA

の同定 

①hMSCから骨芽細胞分化においてmiRNA-222

の発現が有意に低下することがわかった（表

1）。 

 

表 1. ヒト骨髄間葉系幹細胞（hMSC）と hMSC
から分化した骨芽細胞を用いたマイクロア
レイの結果。miRNA-222 が骨芽細胞分化後に
有意に発現が低下していた。 

 

②hMSC からの骨芽細胞分化を誘導すると、

miRNA-222 の発現が低下していくことがわか

った。また、合成 miRNA-222 を hMSC に強制

導入し骨芽細胞分化を誘導すると骨芽細胞

分が抑制された。一方で miRNA inhibitor 

(antisense)を hMSC に導入し、骨芽細胞分化

誘導を行うと骨芽細胞分がが促進された（図

1、2）。 

 

 

 

 
図 1. (A)Real time PCR による miRNA-222
の発現解析．miRNA-222 は、骨芽細胞分化に
おいて経時的に発現が低下していた。
(B)miRNA-222 inhibitor の効果．hMSC に
miRNA-222 inhibitor を 導 入 す る と
miRNA-222 の発現は有意に低下した。  
(C)miRNA-222 mimic による miRNA-222 の過剰
発現．hMSC に miRNA-222 を強制導入すると、
miRNA-222 の発現は有意に増加した。 
 

 

 

 
図 2. (A)Real time PCR による RUNX2 の発
現解析。 (B) Real time PCR による COL1a1
の発現解析。(C) Real time PCR によるオス
テオカルシンの発現解析。(D)アルカリフォ
スファターゼ活性の解析。(E)アリザリンレ
ッド染色。  

 

(2)骨形成能・血管形成能を有する miRNA

の mimic あるいは inhibitor のラット難治性

骨折部への局所投与の効果 

ラットの大腿骨骨幹部を骨折させ、髄腔に

鋼線を刺入し固定した後、骨折部の骨膜を焼

灼し難治性骨折モデルとした。難治性骨折モ

デルを作製した直後にアテロコラーゲンと

混合した miRNA-222 inhibitor を局所投与

した。対照群として非機能性の一本鎖 DNA

をアテロコラーゲンと混合して局所投与し

た。2，4，6，8 週とレントゲンを撮影した

ところ、miRNA-222 inhibitor を投与した群 

では骨形成が促進し、8 週では骨癒合してい

たが、対照群では、仮骨の形成は認めたが骨



癒合はしなかった。8週でのCTにおいても、

miRNA-222 inhibitorを投与した群では骨癒

合を認めた（図 3）。 

 

 

 

 
図 3．(A) 単純レントゲン写真。対照群では 8
週においても骨癒合が得られていないのに
対し、miRNA-222 inhibitor を局所投与した
群では、8 週で骨癒合を得た。(B) 8 週におけ
る CT 画像。miRNA-222 inhibitor を局所投
与した群では、良好な骨形成を認める。(C) 
Radiographic score。miRNA-222 inhibitor
を局所投与した群では、対照群より有意に高
値を示した。 

 

8 週での組織標本では、 miRNA-222 

inhibitor を投与した群において、骨折部の良

好な骨形成を認めたのに対し、対照群では、

骨折部に瘢痕組織を認めた。2 週の組織標本

にて isolectin B4 の免疫染色を行ったところ、

miRNA-222 inhibitorを投与した群では骨折

部周辺に良好な血管形成を認めた（図 4）。 

 

 

図 4．(A)8 週でのトルイジンブルー染色。対
照群では、骨折部に線維組織と、軟骨様組織
を認めるのに対し、miRNA-222 inhibitor を
局所投与した群では、良好な骨形成を認める。   
(B)Fracture healing score 。 miRNA-222 
inhibitor を局所投与した群では、対照群と比
較し有意に高値を示した。(C)2 週での
isolectin B4 染色。miRNA-222 inhibitor を
局所投与した群では、良好な血管新生を認め
る。(D)1mm2 あたりの血管数。miRNA-222 

inhibitor を局所投与した群では、対照群と比
較し有意に多くの血管を認めた。   

 

以上の結果より、難治性骨折部において

miRNA-222 の発現を抑制すると、骨形成およ

び血管新生が促進することがわかった。

miRNA-222 の骨形成促進作用に関する報告は

これまで報告はなく、本研究により、

miRNA-222 の新たな機能が明らかとなった。 
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