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研究成果の概要（和文）：組織修復に重要な血管新生を促進するmicroRNA(miRNA)の運動器疾患に対する治療効果を検
討した。特に細胞から分泌させるmiRNAに注目した。健常人より採取した末梢血単核球を低酸素培養し、分泌されたmiR
NAをマイクロアレイにより網羅的に解析し特異的発現パターンを示すmiRNAを同定した。これらのmiRNAを線維芽細胞に
過剰発現させたところ、有意に細胞増殖が亢進した。また、ラットを用いて腱損傷、難治性骨折、半月板損傷の動物モ
デルを作製し、血管新生促進作用を有するmiRNAを投与したところ、いずれの動物モデルも良好な治療効果を示した。

研究成果の概要（英文）：The therapeutic effect of microRNA (miRNA) which play a role in angiogenesis on 
injury in orthpaedic field. Especially, we focused on secreted miRNAs from cell. Peripheral blood 
mononucleated cells were isolated from healthy subjects, and cultured. Stimuli by hypoxia environment was 
given during culture, and the medium with or without hypoxia were analyzed using miRNA microarray. 
Several miRNAs showed specific expression pattern, and over expression of these miRNAs in fibroblast 
induced cell proliferation. In vivo, administration of miRNA related to angiogenesis into rat model of 
meniscus, tendon injury and atrophic non-union showed successful results.

研究分野：四肢機能再建学

キーワード： microRNA　血管新生　エクソソーム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

整形外科領域においては様々な組織損傷

が存在し、軟骨などの特殊な組織を除いて血

管は必ず存在している。組織を構成する細胞

や、成長因子等の供給のため、血管は組織修

復には不可欠であり、これまで、血管新生を

促進させるために細胞移植などの治療法が

開発されてきた。我々は、近年注目されてい

る non coding RNA で あ る

microRNA(miRNA)に注目し、変形性関節症、

関節リウマチといった様々な運動器疾患に

miRNA の発現異常が関与していることを示

し、また、合成 miRNA の生体への投与によ

り、組織修復がなされることを報告してきた。

さらに、miRNA は、細胞から分泌され、体

内を循環し、情報伝達を行っているといわれ

ている。細胞から分泌される miRNA を治療

に応用できれば新たな運動器の治療戦略と

なり得る。 

 

２．研究の目的 

本研究では、組織修復に重要な血管新生を

促進する microRNA(miRNA)を筋損傷、靭帯

損傷、骨折部等へ注射し、治療効果を検討す

る。その際、既存の合成 miRNA ではなく、

血管新生を誘導するような分泌型 miRNA を

様々な条件下で、細胞から分泌させ、もっと

も血管新生に有効である分泌型 miRNA を探

索する。健常人より採取した末梢血単核球を

播種し、これに低酸素、無血清等の外的刺激

を加え、その培地から抽出したエクソソーム

の血管新生促進作用を解析する。また、血管

新生促進作用以外にも、分化能促進効果、抗

炎症作用等についても検討していく。最も血

管新生促進作用を認めたエクソソームを、運

動器損傷モデル動物に投与し、その治療効果

を評価する。合成 miRNA ではなく、細胞か

ら分泌される miRNA では、早期の臨床応用

への展開も期待でき、本研究により、分泌型

miRNA による運動器疾患に対する新たな治

療を開発する。 

 

３．研究の方法 

（１）組織修復を促す分泌 miRNA の解析 

健常成人より、末梢血を採取し、末梢血単核

球（PBMC）を分離する。これを播種し、接

着したことを確認後、低酸素状態（2％）の

インキュベーターで 24 時間培養を行う。培

地を回収し、培地に含まれる miRNA の解析

を行う。培地を 60000rpm で 90 分間超遠心し、

得られたペレットを解析に用いた。ペレット

から RNA を抽出し、miRNA マイクロアレイ

を行った。また、マイクロアレイで発現が上

昇していた miRNA につき、合成 miRNA を線

維芽細胞に lipofection 法により transfection し、

細胞増殖能を検討した。また線維芽細胞に得

られた培地を添加し、同様に細胞増殖能を検

討した。 

（２）動物モデルにおける血管新生を介した

miRNA による治療効果の検討  

①アキレス腱損傷モデル・・・12 週齢ラット

のアキレス腱を露出し、腱中央部で切離した

後、6－0ナイロン糸で縫合した。皮膚を閉じ

た後に、アテロコラーゲンと混合した合成

miRNA を局所注射した。2、6 週で組織学的評

価、力学試験、12 週で組織学的評価を行った。 

②半月板損傷モデル・・・12 週齢ラットの内

側半月板の無血行野に縦断裂を加え、アテロ

コラーゲンと混合した合成 miRNA を関節注射

した。4 週、12 週で組織学的評価、遺伝子発

現解析を行った。 

③難治性骨折モデル・・・12 週齢ラットの大

腿骨骨幹部を骨折させ、髄腔を wire で固定

した後、骨折部の骨膜を全周性に焼灼した。

直後にアテロコラーゲンと混合した合成

miRNA を注射した。経時的にレントゲンを撮

影し、8週で組織学的評価を行った。 

 

４．研究成果 

（１）組織修復を促す分泌 miRNA の解析 

miRNA マイクロアレイの結果、特異的発現パ

ターンを示す miRNA が確認できた（図 1）。

そ の 中 で 、 miRNA-23a 、 miRNA-20b 、

miRNA-106a に着目した。これらを線維芽細

胞に強制導入すると、細胞増殖が促進された

（図 2）。また、低酸素状態にした培地から超

遠心後に得られたペレットを線維芽細胞に

添加したところ、同様に細胞増殖が促進され

た（図 3）。これらの結果から低酸素状態にし

た細胞から分泌される miRNA は、組織修復

に有効である可能性が示唆された。 

 



図 1. 低酸素培養と通常条件で培養した末梢

血単核球の培地による miRNA マイクロアレ

イ結果 

 
 

図 2.miRNA-23a、miRNA-20b、miRNA-106a に

よる細胞増殖促進硬化 

 

 
図 3.低酸素培養後の培地による線維芽細胞

増殖促進効果。 
 

 

 

（２）動物モデルにおける血管新生を介した

miRNA による治療効果の検討 

①アキレス腱損傷モデル・・・血管新生促進

作用を有する miRNA-210 を投与した。2 週で

は、miRNA を投与すると有意にアキレス腱の

破断強度が増強していた（図 4）。組織学的評

価では、2週で良好な血管形成を認め、6、12

週では良好なアキレス腱修復像を呈してい

た（図 5）。 

 

 
図 4.力学的試験 

 

 
 

図5. 2週、6週におけるアキレス腱組織像。

マッソントリクローム染色。 

 

②半月板損傷モデル・・・血管新生促進作用

を有する miRNA-210 を投与した。4 週では、

miRNA を投与した群では、半月板修復を認め、

real time PCR では、FGF2、VEGF、Col2a1 の

発現が上昇していた（図 6）。12 週では、miRNA

を投与した群では、半月板が修復されたこと

から、大腿骨・脛骨内側顆の軟骨変性が軽度

であった。 

 
図 6.4 週での組織像。サフラニン O 染色 



③難治性骨折モデル・・・血管新生能と骨分

化促進作用を有する miRNA を探索するため、

ヒト骨髄間葉系幹細胞（MSC）を骨分化誘導

を行い、分化前後で RNA を抽出し、miRNA ア

レイカードで、どのような miRNA の発現が変

動するか解析した。この中で、血管新生阻

害・骨分化阻害作用を有する miRNA-222 に注

目した。ラット難治性骨折モデルに、 

miRNA-222 のアンチセンスをアテロコラーゲ

ンに混合して投与した。経時的にレントゲン

を見ると、良好な骨形成が進行し、8 週でレ

ントゲン、CT にて骨癒合を確認した（図 7）。

一方非機能性 DNA を投与した対照群では、骨

癒合は確認できなかった。組織学的評価では、

良好な骨形成とともに血管新生も促進され

ていた（図 8）。 

 

 
図 7 単純レントゲン写真 

 

 
図 8.8 週での組織像。上段；トルイジンブル

ー染色、下段；Isolectin B4 染色（血管新生） 

 

 

これらの結果から、血管新生能を有する

miRNA は、運動器における組織修復に有効で

あることが確認でき、さらに末梢血単核球を

低酸素状態にして得られる分泌 miRNAも組織

修復に応用できるものと考えられた。 
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